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Resumo

A validago de um método € um dos elementos bésicos em sistemas de qualidade e que integra os programas de Boas Préticas
de Laboratério. Visa assegurar que o método utilizado seja adequado ao que se propde identificar ou quantificar, podendo-se empre-
gar diferentes procedimentos, em fungdo do objetivo da andlise. O presente artigo retine conceitos bésicos dos parimetros de vali-
dag@io empregados em andlises toxicol6gicas, bem como avalia a aplicagio pritica numa rotina laboratorial. So conceituados e
exemplificados linearidade, intervalo dindmico, curva de calibragio, sensibilidade, limite de detecgfio, limite de quantificagfio, pre-
cisdo, exatiddo, recuperagéo, abrangéncia, especificidade e robustez.
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Abstract

METHOD VALIDATION IN TOXICOLOGICAL ANALYSIS: A GENERAL APPROACH

Method validation is a key element in quality assurance systems, which is part of Good Laboratory Practices. Validation proce-
dures assure that the method achieves its goal of identification and/or quantification of an analyte and is conducted according to the
aim of the analysis. This paper presents the basic concepts of validation parameters commonly used in toxicological analysis, as well
as evaluates the practical application in a laboratory routine. The studied parameters were linearity, dynamic range, calibration curve,
sensitivity, limit of detection, limit of quantification, precision, accuracy, recovery, scope, specificity and ruggedness.

Keywords: toxicological analyses, validation, linearity, precision, accuracy, specificity, ruggedness.

O procedimento de validagio dos métodos pode ser te-
dioso, porém a consegiiéncia de néo fazé-lo é, com cer-
teza, um desperdicio de tempo, dinheiro e recursos. (J.
Mark Green, 1996')

Introducéo

A qualidade e a credibilidade de um trabalho ana-

litico se fundamentam nos cuidados com os quais o ana-
lista se cerca para produzir dados que expressem o valor
real da medida obtida. Se o analista ndo se preocupa em
estabelecer pardmetros como linearidade, sensibilidade,
limite de detecgdo ou precisdo, dificilmente conseguir4
obter dados que tenham um significado real.

A validagio de um método analitico pode ser reali-
zada de diversas maneiras e depende do objetivo da
andlise 34, As andlises de residuos, por exemplo, onde
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as concentragdes de interesse se situam em niveis de
grandeza extremamente pequenos (ppb ou ppt) requerem
um cuidado maior do que quando, em determinado con-
texto, se analisa, por exemplo, a porcentagem de compo-
nentes de uma formulagéo.

A validagdo de um método é um dos elementos
basicos de sistemas de qualidade laboratorial, como
propdem as Boas Praticas de Laboratério - BPL e a ISO
GUIA-25, entre outros. Esses sistemas de qualidade en-
fatizam a importancia da capacitag@o do analista, da ade-
quacio dos equipamentos e condigdes laboratoriais, de
protocolos de trabalho definidos e bem elaborados, de
procedimentos operacionais padronizados, de cuidados
na documentagdo desses procedimentos e dos dados ob-
tidos, de auditorias internas e externas e de validagio da
metodologia utilizada.

Qualidade € um conjunto de atributos que determina
a aceitagdo de um produto. Para o Food and Drug
Administration - FDA a qualidade é a seguranga € a
eficdcia de um produto; jd para uma indistria, a quali-
dade de seus produtos estabelece sua reputagio e para
um laboratério analitico a qualidade representa a confia-
bilidade do dado gerado?.

Entre as técnicas utilizadas para se estabelecer a
qualidade de um trabalho analitico estdo o uso de
graficos de controle, o uso de equipamentos e analistas
diferentes, a observagdo da repetibilidade e da reprodu-
tibilidade, a participagdo em testes de proficiéncia e a
inser¢do de amostras de referéncia. E importante asse-
gurar que o dado gerado por um laboratério, obtido at-
ravés da utilizagdo de um processo analitico especifico,
se encontre inserido entre certos limites de confiabili-
dade. Exemplo: 246 mg/dL de colesterol compreende,
de fato, um intervalo de confianga relativo ao desvio
padrio (erro padrio) ao redor da média, ou seja,
246,0+0,2 mg/dL.

A validacdo, ato ou efeito de validar, dar validade,
tornar valido, tornar legitimo ou legal visa diminuir ou
controlar os fatores que levam & imprecisdo ou inexa-
tiddo de um dado gerado. Entre esses fatores podem ser
citados a variabilidade da amostra, eventual contami-
nagdo, reagentes inadequados, pipetagem errada, va-
riagdes de temperatura, variagdes e descuidos na manu-
tencdo dos equipamentos, além de calibragfo ineficiente,
analista despreparado e perdas durante a andlise.

A melhor forma de se evitar problemas com um mé-
todo analitico € realizar uma validacio adequada durante
o desenvolvimento desse método. Quando um método €
usado no laboratério que o padronizou, poucos sdo os
ajustes que devem ser feitos para que possa ser aplicado,
porém ao se tentar transferi-lo para outros laboratérios
surgem inimeras dificuldades.

Existem diversas formas de se conduzir a validagéo
de um método analitico, como pode ser observado através
da literatura.6.7.8.9. 10, Diferentes autores sugerem méto-
dos diversos para validar seus trabalhos. A validag&o tem
por objetivo assegurar que o método utilizado seja adequa-
do ao que se propde identificar ou quantificar, ou seja, que
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sua performance permita produzir resultados que se en-
quadrem as necessidades do problema em questao.

O presente artigo foi elaborado por um grupo de pro-
fissionais das diferentes dreas da Toxicologia, visando
abranger aspectos e particularidades inerentes de cada
uma delas. Assim, buscou-se apresentar formas gerais de
se estabelecer pardmetros de validagdo de métodos
analiticos que possam auferir credibilidade aos dados ge-
rados e que deverdo ser estabelecidos dependendo da fi-
nalidade da andlise. Foram conceituados e exemplificados
a linearidade, curva de calibracéo, sensibilidade, limite de
detecgdo, limite de quantificagio, precisido, exatidio, re-
cuperagio, abrangéncia, especificidade, estabilidade e ro-
bustez.

Linearidade

Linearidade é a capacidade de um método analitico
gerar resultados proporcionais 4 concentracdo da espécie
em andlise, dentro de uma faixa analitica especificada,
na qual é possivel se relacionar o valor de uma varidvel
dependente - medida - através do conhecimento da
varidvel independente - concentrac@o.

As téenicas de se adequar a reta aos dados e verifi-
car o quanto a reta descreve os dados chamam-se re-
gressdo e correlagdo, respectivamente.

A linearidade é determinada pela anilise de uma
série de caiibradores, ou seja, solugdes de diferentes
concentragdes, abrangendo a faixa de concentracdo de
interesse no trabalho®, ou seja, varia em funcdo da fi-
nalidade da andlise e do tipo de instrumental utilizado.
Por exemplo, em andlise de drogas de abuso em mate-
rial biolégico preconiza-se que a faixa de concentragéo
dos calibradores deva abranger desde o limite de quan-
tificacdo (LQ) estimado, até trés ordens de magnitude
desse valor, ou seja, 1 a 1000ng/mL, se o LQ for de
Ing/mL. Por outro lado, em andlises de residuos a
faixa de concentragdo pode abranger apenas 1 ordem
de magnitude. O nimero de calibradores € definido
em fungio da faixa de concentragio de interesse, de-
vendo ser de, no minimo, seis. A andlise de regressio
normalmente utilizada é a dos minimos quadrados, na
qual a varidvel independente refere-se a concentragdo
tedrica da substincia em questao presente na matriz'!.

Conceitua-se intervalo dinidmico (dynamic range)
como sendo a faixa linear utilizdvel e cujo cdlculo
pode ser feito pelo coeficiente de correlagio (r) ou
pelo coeficiente de determinagdo (r?) da curva dos ca-
libradores, utilizando-se o LQ como o calibrador mais
baixo e a remogio sucessiva dos mais altos, até que se
obtenha um coeficiente de determinagiio satisfatério, de
cerca de 0,98'.

A regressdo deve ser representada graficamente e
através de transformagGes matemdticas bem definidas
(equacgdo da reta), enquanto que a correlagdo pode ser
expressa através do coeficiente de correlagio (r de Pear-
son) ou do coeficiente de determinagdo (r2) 12 13. 14,
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Curva de calibragao

Curva de calibragao é o método de quantificacio
mais freqlientemente utilizado e consiste na determi-
nagfio da resposta de determinado instrumento as virias
concentragoes de um dado analito.

Virias formas de curvas de calibragdo podem ser
utilizadas, dependendo da natureza da andlise:

a) curva de calibragdo do instrumento: relaciona a res-
posta do aparelho com a massa do analito, sem levar
em conta a interferéncia da matriz;

b) curva de calibracdo com adi¢do do analito ¢ ma-
triz, que visa eliminar interferéncia da matriz e de
outras etapas do método. O analito pode ser adi-
cionado na etapa inicial do método, sendo esta
conduta utilizada quando ndo for possivel suprimir
os efeitos relacionados & matriz, ou na fase final,
imediatamente antes da realizagdo da medida pelo
equipamento. No primeiro caso hd corre¢io das
perdas durante o processo analitico, enquanto que
no segundo caso ocorre a corregdo das leituras do
instrumento.

Em métodos cromatogrificos pode-se, ainda, utili-
zar a adigfio de uma quantidade fixa de um padrio se-
cunddrio (padrdo interno), cuja medida (drea, altura,
etc..) permite a comparagiio relativa com o analito sem,
no entanto, interferir com a resposta do mesmo. Um
padriio interno serd tanto melhor quanto maior sua se-
melhanga estrutural ao analito. Recomenda-se que a pro-
porgdo de 1:1 entre as medidas do padrdo interno em
relacdio & do analito seja o ponto central da curva.

Qualquer que seja o método de calibragiio, a curva
deverd apresentar 0 seguinte tratamento estatistico:
equagio de regressdo e coeficiente de correlagiio (r) ou
de determinagiio (r?). Sugere-se, também, que se repre-
sente o limite do intervalo de confian¢a (LIC), o qual
fornece uma demonstragio mais explicita da dimensdo e
da incerteza das medidas !5 16,

Sensibilidade

Pode-se definir sensibilidade como sendo a capaci-
dade de um método distingiiir, com determinado nivel
de confianga, duas concentragdes proximas ' 17, A sen-
sibilidade € utilizada como um parimetro comparativo
entre dois métodos.

Ha, pelo menos, duas formas de se estabelecer a
sensibilidade:

. De acordo com Miller'? ¢ Angerer!8, a sensibili-
dade € definida como a inclinaciio (slope) da curva
de calibragio que possibilite a medida em qualquer
ponto. O grdfico da fungdo de calibragiio é obtido
colocando-se o valor observado da medida x (orde-
nada) como funco da concentracio do analito ¢
(abcissa).
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Figura 1. Comparagéo grafica de dois métodos quanto a sensi-
bilidade

Ilustrando graficamente, quanto maior o &ngulo de
inclinagdo da reta, maior serd a variacdo do sinal (x) em
relagio a pequenas variagdes de concentragio (c), con-
forme ilustra o exemplo da Figura 1, no qual o método
A ¢ mais sensivel que o B.

Quanto maior for o coeficiente angular, maior serd a
sensibilidade do método. Por exemplo, na determinagio
de cocaina por cromatografia a gds com detectores de
ionizag@o de chama (GC-FID) e seletivo de massa (GC-
MS) obteve-se as seguintes equagdes da reta, respectiva-
mente: y = 3,54.10% + 1,1719.10% e y = 4,3.103x +
0,007. A andlise dos coeficientes angulares mostra que o
método GC-MS é mais sensivel (maior intervalo do si-
nal y em relag@o s mesmas diferengas de concentragio).

2. Nos casos onde ndo for possivel a construcio da
curva pode-se utilizar a equacio proposta por
Taylor'”: § = AC = 2 V2 d, onde: S = AC = dife-
renga entre as concentracdes analisadas; d = desvio
padrdo no nivel de concentragiio de interesse.

Quanto menor o valor de d maior serd a sensibili-
dade do método. Como exemplo pode-se citar a dosa-
gem de carboxihemoglobina:

a) paraconcentragdo média de 0,53% COHb (LQ 0,5%)
com intervalo entre 0,40- 0,59 (n= 10) e d = 0,06:
S=2+2.0,06=0,17 % COHb;

b) para concentragdo média de 4,98% de COHb com
intervalo de 4,78 - 5,09 (n = 10) e d = 0,09:
S=2+2.0,09 = 0,25 % COHb

Limite de detec¢ao e de quantificacdo

O limite de detec¢ido ¢ a menor concentragio ou
quantidade de uma substéncia quimica que pode ser iden-
tificada por um procedimento analitico com um nivel de
confianca especificado ou ainda, que pode ser estatistica-
mente diferenciada do ruido. De acordo com Taylor'? é o
ponto onde o valor da medida é maior do que a incerteza a



Chasin, A. A. da M. e col.

ela associada. Existem alguns tipos de limite de detecg¢do,
cada um com um objetivo estabelecido: limite de de-
teccdo do instrumento (LDI), limite de detecgio do méto-
do (LDM) e limite de quantificagéo (LQ).

O limite de detecg¢éio do instrumento (LDI) é defini-
do como a concentragio ou quantidade de uma dada
substincia que produz um sinal ou resposta maior do
que 3s (onde s = desvio padrdo de uma série de medidas
do branco). Em geral, o LDI & utilizado como guia para
o estabelecimento do limite de detecgio do método.

Limite de detec¢io do método (LDM) € a menor
concentracio do analito na amostra que, quando subme-
tida a todo o processo analitico, produz um sinal defini-
do como o limite de detecgdo do método.

Limite de quantificagdo do método é a menor con-
centragio do analito que pode ser medida com uma pre-
cisdo especificada!®. Costuma ser definido como 10s.
Segundo Taylor!7, neste ponto o erro associado a medi-
da é de 30% com 99% de probabilidade.

O termo sensibilidade é geralmente confundido com
limite de deteccdo. Na verdade, se equivalem quando
uma das concentragdes enfocadas € o “zero” (branco de
referéncia). Nesta concepgdo, o limite de detec¢do cons-
titui um caso particular de sensibilidade.

Precisao

A precisio é o pardmetro que avalia a proximidade
entre vérias medidas efetuadas em uma mesma amostra.
Seu valor depende de erros indeterminados, aleatdrios e
impossiveis de serem eliminados. Esta variabilidade
pode ser avaliada em diversas condigdes:

+  condi¢des de repetibilidade: sio condigbes em que re-
sultados independentes sdo obtidos usando 0 mesmo
método para a mesma amostra no mesmo laboratério,
pelo mesmo operador usando 0 mesmo equipamento
em um curto intervalo de tempo;

«  condigdes de reprodutibilidade: sdo condigdes onde
resultados sdo obtidos usando o mesmo método e mes-
ma amostra em diferentes laboratérios, por diferentes
operadores, usando diferentes equipamentos. Pode
ser também avaliada parcialmente através da variagio
de um ou mais dos fatores acima citados. Neste caso
deve ser explicitado a varidvel avaliada. Esta avalia-
¢iio de precisdo intermedidria pode ser utilizada para
identificar quais dos fatores acima contribuem signi-
ficativamente paraa variabilidade do resultado final.

A medida da precisdio pode ser expressa através do
cdlculo do desvio padriio e do coeficiente de variacio,
obtidos em condigdes determinadas de repetibilidade e/
ou reprodutibilidade. Através do conhecimento da varia-
bilidade do método podem ser definidos dois conceitos:

« repetibilidade (r): ¢ a diferenga médxima entre dois
resultados individuais obtidos em condicdes de re-
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petibilidade. Este valor ndo deve exceder um deter-
minado limite calculado como: r=tx V2 X s,

»  reprodutibilidade (R): é a diferenca médxima entre
dois resultados individuais obtidos em condigdes
de reprodutibilidade. Este valor ndo deve exceder

um determinado limite calculado como: R =t x
V2 x 8

O valor de t pode ser usado como aproximadamente
2, o que significa 95% de probabilidade na tabela t de
Student. De acordo com a tabela t de Student, o nimero
adequado de repeti¢des deve ser superior a 20 e, depen-
dendo do objetivo da andlise, pode-se utilizar o valor
minimo de 6. Preconiza-se que sejam utilizadas amos-
tras naturais (auténticas), uma vez que pode existir dife-
rencga de interagdo entre o analito ¢ a matriz.

O termo repetibilidade pode ser usado para definir a
precisdo intralaboratorial, enquanto que o termo repro-
dutibilidade se aplica & precisdo interlaboratorial.

Exatidao

A exatiddo ¢ a diferenca entre o valor real presente
na amostra e o valor obtido na andlise. E avaliada atra-
vés da inexatiddo ou bias (viez ou tendenciosidade), ou
seja, o afastamento entre os valores esperado e obtido. E
associada a erros sistemdticos ¢ pode ser representada
pela equagdo:

inexatidao (%)= concentr.obtida-concentr. esperadax100
concentragao esperada

Por exemplo, um método que tenha uma inexatiddo de
+2% significa que os resultados estdo, respectivamente,
2% acima ou abaixo do valor esperado, ou seja, tem uma
tendenciosidade de 2% associada ao valor medido.

Existem, basicamente, dois tipos de amostras para o
estudo da exatiddo:

a) amostra certificada ou amostra de estudo colaborati-
vo: sio amostras de concentragdo conhecida, as
quais foram submetidas & andlise por laboratérios
credenciados e que apos estudo estatistico, € estabe-
lecida a concentracéo esperada. Existem institui¢oes
que fornecem amostras certificadas c/ou amostras
de estudos colaborativos, como por exemplo o Na-
tional Institute of Drug Abuse (NIDA) e o Commu-
nity Bureau of Reference (BCR);

b) amostra adicionada de padrdo: sio amostras adicio-
nadas do analito, as quais sio submetidas ao método
de andlise. Sempre que possivel opta-se por uma
amostra auténtica de concentragio conhecida, uma
vez que podem existir diferencas de interagdo entre
o analito e a matriz.
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Recuperacéo

A recuperagdo avalia a eficiéncia do método de tra-
tamento da amostra. E calculada através da seguinte
férmula:

recuperagao % = meédia do valor obtido x 100

média do valor adicionado

Pode-se fazer uma diferenciag@o entre a chamada re-
cuperacdo absoluta e a relativa. Recuperagio absoluta ex-
pressa a variagfio entre a quantidade obtida ap6s extragio
e aquela decorrente da adi¢io apds o processo de ex-
traclo; a recuperagfo relativa mostra a mesma variagiio
no caso de amostras que sdo submetidas a outros trata-
mentos que néo a extragdo, como seja a derivagio do ana-
lito. Por exemplo, no cdlculo da recuperagio relativa do
método de andlise do cetoprofeno com extragdo liquido-
liquido, derivagio e detecgiio por GC-MS, observam-se
valores nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente, os valores
para a curva de adicionados de cetoprofeno; os valores
para a curva de padrdes de cetoprofeno e os cilculos da
recuperagio relativa.

Tabela 1 - Valores obtidos para a curva de adicionados de ce-
toprofeno

Conc (ng/mL) drea do ion base
ponto 1 300 1.185.909
ponto 2 400 1.627.844
ponto 3 600 2.602.212

Tabela 2 - Valores obtidos para a curva padréo de cetoprofeno

Conc (ng/ulL) area do ion base
ponto 1 2 658.389
ponto 2 4 1.350.246
ponto 3 6 1.821.599
ponto 4 15 5.576.178

Tabela 3 - Célculo da recuperagéo relativa de cetoprofeno

Conc Conc adicionada ~ Conc obtida  recuperagéo

(ng/mL) (ng/ul) (ng/ul) (%)

300 15 3.70 24.7

400 20 4.86 24.3

600 30 7.40 24.7
Especificidade

-

O termo especificidade ¢ muitas vezes utilizado
como sindnimo de seletividade uma vez que ambos de-
monstram a capacidade de um método detectar o analito
de interesse na presenga de outros componentes da ma-
triz. Para alguns autores o termo especificidade se refere
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a um método especifico para um dnico analito, enquanto
que seletividade diz respeito a um método que permite a
andlise de vdrias substincias quimicas que podem ou
ndo ser distingiifveis. Como sdo poucos os métodos que
respondem a um inico analito, o termo seletividade pa-
rece mais apropriado.

Para se determinar a especificidade de um método
analitico deve-se analisar vdrias amostras da mesma ma-
triz e determinar a proporgiio da intereferéncia dos com-
ponentes inerentes a matriz. Caso seja significativa, os
pardmetros analiticos devem ser alterados.

Robustez

E a habilidade do resultado de um método perma-
necer inalterado por pequenas mudangas de parimetros
operacionais e ambientais, como diferentes analistas,
temperatura do ambiente, pH e concentragdo da fase
movel, materiais de diferentes procedéncias, temperatura
e volume de injegdo ete % 20,21,

A robustez de um método pode ser determinada atra-
vés da andlise individual ou simultinea dos parametros
mais sujeitos & variagdo. No primeiro caso, se a perfor-
mance da coluna utilizada em cromatografia se alterar ao
longo do tempo, pode-se ajustar a forca da fase mdvel
para compensar estas alteragdes, desde de que esses dados
estejam incluidos na validagdo. No segundo caso, pode-se
avaliar arobustez através de testes interlaboratoriais.

Um exemplo de critério de robustez seria a determi-
nagdo dos efeitos de mudangas de pH ou de temperatura
da coluna em uma andlise cromatogrifica. Se estas alte-
ragGes estiverem dentro de limites que produzam croma-
togramas considerados aceitdveis, estas alteragdes de-
vem ser incorporadas ao procedimento do método, que é
entio, considerado robusto.

Abrangéncia

Um método € considerado abrangente quando se
mostra capaz de determinar um ou mais analitos em
diferentes matrizes ou vdrios analitos numa mesma ma-
triz. Por exemplo, um mesmo método para detecgio de
vdrios metais como chumbo, cddmio e mercirio em
amostras de solo ou a andlise de remduos de praguicidas
em diferentes alimentos.

Conclusao

A validagdo de um método quimico é muito impor-
tante, pois permite que um trabalho analitico seja reali-
zado dentro de pardmetros definidos, levando a uma
melhor aceltagao dos dados gerados.

E necessdrio ressaltar que a validagio completa de
um método pode exigir um tempo bastante grande por
parte do analista, o que pode ser, is vezes, um processo
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extenuante. Todavia, a aceitagio dos dados gerados pela
comunidade cientifica é proporcional a4 qualidade do
processo de obtengdo dos mesmos.
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