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VALIDATION OF CHROMATOGRAPHIC METHODS FOR THE DETERMINATION OF RESIDUES OF VETERINARY DRUGS
IN FOODS. Different agencies that supply validation guidelines worldwide establish almost the same parameters to be evaluated

in the validation process of bioanalytical methods. However, they recommend different procedures, as well as establish different

acceptance criteria. The present review delineates and discusses the stages involved in the validation procedures of bioanalytical

methods designed for determining veterinary residues in food, explaining the main differences in the guidelines established for

this purpose by the main regulatory agencies in the world.
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INTRODUCAO

O cendrio atual mundial da producdo de alimentos revela o
grande interesse da sociedade quanto a inocuidade do produto fi-
nal a ser consumido. Afamados acontecimentos envolvendo a con-
taminacdo de alimentos, como foi o caso de benzeno na dgua e
sucos de frutas, nitrofuranos em carne de frango, cloranfenicol no
mel, entre outros, hd muito t&ém despertado a atengdo do consumi-
dor.! Este quadro tem forcado os paises a estabelecerem normas
legislativas rigidas que garantam o consumo de alimentos seguros
por parte da populagdo.

Meétodos analiticos t€m sido desenvolvidos para a determina-
¢do de residuos de contaminantes em alimentos como ferramenta
principal para assegurar que os produtos estejam enquadrados nas
determinagdes legais. Para que estes métodos garantam a disponi-
bilidade de um alimento seguro, € preciso que sejam normalizadas
e cumpram requisitos que garantam bons resultados. Com o obje-
tivo de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, sdo deli-
neados procedimentos de validacdo do processo analitico empre-
gado, como garantia da qualidade das medi¢des quimicas, através
da sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.

Os laboratérios que realizam as andlises em alimentos preci-
sam ter capacidade técnica comprovada para tal compromisso, a
qual € garantida pelas normas de credenciamento estabelecidas por
6rgdos responsdveis, que no Brasil sdo representados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)? e pelo Instituto Naci-
onal de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade Industrial
(INMETRO),* que disponibilizam guias para procedimentos de
validacdo de métodos analiticos (Resolu¢do ANVISA RE n°® 8§99,
de 29/05/2003,* e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de
03/2003,° respectivamente). H4 ainda érgdos internacionais, como
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),® Orga-
nizagdo Internacional para Padronizagdo (ISO),” Conferéncia In-
ternacional em Harmonizacdo (ICH),® que também estabelecem
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procedimentos de validacdo como critério fundamental no
credenciamento de laboratérios.

Ha tempo o assunto de medidas de incerteza em quimica analiti-
ca tem gerado significativo interesse e discussdo. Sabe-se que o re-
sultado analitico néio pode ser avaliado sem uma estimativa de medi-
das de incerteza para comparar com a convic¢io requerida. O Guia
de Expressio de Incertezas em Medidas (GUM) publicado pela ISO®
estabelece regras para avaliacdo e expressdo dessas incertezas para
uma grande variedade de medidas. Esse guia foi interpretado no con-
texto da quimica analitica pela EURACHEM" — grupo de organiza-
¢des européias que buscam convergir as tendéncias internacionais
em quimica analitica para esse continente — em 1995.

No que diz respeito as determinacdes de contaminantes em ali-
mentos, as técnicas cromatograficas de separa¢do destacam-se no
ambito analitico pela reconhecida capacidade de possibilitarem
andlises qualitativas e quantitativas. Diante disto, a presente revi-
sdo teve como objetivos delinear e discutir as etapas envolvidas no
procedimento de validagdo de métodos bionanaliticos para a deter-
minacdo de residuos de medicamentos veterindrios em alimentos,
esclarecendo as principais diferengas dos principais guias elabora-
dos pelas diferentes agéncias reguladoras oficiais, entre essas a
ANVISA, a Agéncia dos Estados Unidos que regula sobre alimen-
tos e drogas (FDA, Food and Drug Administration) e a Comunida-
de Européia (EC), e apontar e discutir as principais semelhancas e
diferencas existentes entre elas.

De acordo com a ANVISA, os métodos cromatograficos desti-
nados a determinag@o quantitativa de farmacos e/ou metabdlitos
em matrizes bioldgicas sdo inseridos no contexto dos métodos
bioanaliticos.*

Contaminantes em alimentos e legislacio

O Codex Alimentarius € um Programa Conjunto da Organiza-
¢do das Nagdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacio (FAO) e
da Organizagdo Mundial da Satde (OMS). Trata-se de um férum
internacional de normalizacdo sobre alimentos, criado em 1963,
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com sede em Roma, e suas normas tém como finalidade proteger a
saide da populacdo, assegurando prdticas eqiitativas no comércio
regional e internacional de alimentos, fomentando e coordenando
todos os trabalhos que se realizam em normalizacdo. Na década de
70, o Brasil tornou-se membro deste Programa e, em 1980, com a
criagdo do Comité do Codex Alimentarius do Brasil (CCAB), atra-
vés das Resolugdes 01/80 e 07/88 do CONMETRO (Conselho Na-
cional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade Industrial), con-
seguiu uma articula¢do mais representativa do setor alimenticio. O
CCAB tem como principais finalidades a participacdo nos comités
internacionais do Codex Alimentarius e a defesa dos interesses na-
cionais, bem como a utilizagdo das Normas Codex como refe-
réncia para a elaboragdo e atualizacdo da legislagdo e regulamen-
tacdo nacional de alimentos.?

Quando se fala em residuos de contaminantes em alimentos, faz-
se referéncia a uma grande variedade de substancias. H4 muito tem-
po a agricultura lanca mio de artificios envolvendo aplicacdo de
produtos quimicos durante o processo de produg@o, como os
agroquimicos (agrotoxicos ou praguicidas), € mesmo a pecudria dis-
pde do uso de medicamentos veterindrios, como antimicrobianos,
promotores de crescimento e tranqiiilizantes, entre outros. Essas subs-
tancias podem remanescer no produto final na forma original ou,
ainda, como subprodutos ou metabdlitos, quando degradados ou
biotransformados. O produto alimenticio ainda pode conter toxinas
produzidas por microrganismos eventualmente presentes (mico-
toxinas). A possibilidade da presenga dessas substincias no alimen-
to representa um potencial risco a saide do consumidor, de modo
que métodos que garantam a iseng@o da presenca de compostos toxi-
cos em alimentos se tornam cada vez mais imprescindiveis.

Meétodos analiticos para residuos de contaminantes toxicos em
alimentos requerem consideragdes técnicas especiais quando com-
parados a métodos delineados para outros fins, como em andlises
de medicamentos, por exemplo. Limites maximos de residuos
(LMR) especificos para cada analito alvo sdo estabelecidos, os quais
devem ser levados em consideragdo no estabelecimento de um pro-
tocolo para validagdo do método analitico a ser empregado na de-
terminacdo desses residuos nos alimentos.

Para medicamento de uso veterinario, o LMR € definido como a
concentracdo maxima de residuo tolerdvel no alimento, resultante
do seu uso. E baseado no tipo e quantidade de residuo que ndo induz
efeito adverso a saide humana considerando-se a Ingestdo Didria
Aceitavel (IDA) do composto. A IDA € a quantidade de uma subs-
tancia que pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida, sem
que provoque danos a satde. Ela é expressa em mg kg' de peso
corpéreo. A determinagdo da IDA ¢ baseada nas informacdes
toxicoldgicas disponiveis daquele composto na época da avaliag¢do. !

Quando se estabelece um LMR, sdo levados em consideragiao
os residuos que ocorrem nos alimentos, assim como 0s provenien-
tes do ambiente. No entanto, o LMR pode ser fundamentado em
boas préticas no uso de medicamentos veterindrios e nos métodos
analiticos disponiveis.

No caso de substancias proibidas, para as quais ndo ha um LMR
estabelecido, a Comunidade Européia (Diretiva 2002/657/EC) pro-
poe o estabelecimento de um limite minimo de performance
requerida (LMPR), que representa a minima quantidade da(s)
substéncias(s) na amostra que pode ser detectada e confirmada.'

VALIDACAO DE METODOS BIOANALITICOS
Requerimentos da pré-validacio

Em todos os tipos de métodos analiticos validados, hd requeri-
mentos de pré-validagdo que precisam estar em conformidade an-
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tes de se iniciar a validacdo do método. Alguns itens sdo de suma
importincia para assegurar uma boa validac@o e, conseqiientemen-
te, a confiabilidade dos resultados. Sdo eles: qualificacdo analitica
do equipamento; conformidade do sistema e, estabilidade das so-
lucdes e amostras.

A qualificacdo analitica do equipamento envolve a adequacio
do equipamento frente aos resultados esperados. Para tanto, o equi-
pamento deve estar em boa manutengdo e, principalmente, calibra-
do. Para gerar resultados reprodutiveis e seguros as estabilidades
das amostras, dos padrdes, dos reagentes e das fases mdveis preci-
sam ser avaliadas antes do inicio da validacdo do método.

A seguir serdo apresentadas consideracdes sobre procedimen-
tos empregados para avaliar a conformidade do sistema e estabili-
dade das solucdes e amostras.

Conformidade do sistema

Para o bom desenvolvimento de um procedimento de valida-
¢do de um determinado método analitico € preciso assegurar que
todo o sistema selecionado para o desenvolvimento do processo de
andlise esteja apto a fornecer resultados com precisdo e exatiddo
aceitdveis e confidveis. Esta € a etapa inicial a ser estabelecida, e €
obtida para os métodos cromatograficos a partir de testes experi-
mentais de conformidade do sistema (system suitability) que inclui
avaliacdio dos seguintes parametros: fator de retencdo (k), fator de
separagdo (o), resolucdo (Rs), nimero de pratos (N) e fator de
assimetria (As).

A ICH" inclui a etapa de avaliagdo da conformidade do siste-
ma como parte integrante do processo de validacdo, ao passo que a
Farmacopéia dos Estados Unidos (USP)"* a classifica como etapa
preliminar ao procedimento de validagao.

Um cromatograma caracteristico com a discriminagdo das medi-
das que compdem os cdlculos dos pardmetros cromatograficos € apre-
sentado na Figura 1, onde 7, indica o tempo que as moléculas do(s)
analito(s) ficam na fase movel; #, representa o tempo gasto desde a
injecdo do analito no sistema cromatografico até a saida do ponto
maximo do pico referente a0 mesmo; W, € a largura da base do pico
cromatografico; W, € a largura do pico cromatografico a meia altura.

A partir das medidas #, e t,,, pode-se obter o tempo de retengdo
relativo (') que representa o tempo que o analito fica na fase esta-
ciondria (Equagdo 1):

ry=t,-1, H

A EC (Diretiva 2002/657/EC)"*> recomenda que o ¢’, minimo
aceitdvel para um analito seja duas vezes 7,,.

A seguir, s3o descritos os parametros cromatograficos avalia-
dos na conformidade do sistema e suas respectivas equagdes:'

Fator de retengdo (k)
E determinado pela razdo dos tempos que as moléculas perma-
necem na fase estaciondria (#°,) e na fase movel (z,) (Equagdo 2).
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Fator de separagdo (o)
Dimensiona a separacdo relativa entre dois componentes con-
secutivos em um cromatograma, e € calculado pela razdo entre os
fatores de retengdo dos dois picos adjacentes (1 e 2) (Equacdo 3):
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Figura 1. Medidas relacionadas a determinag¢do dos pardmetros
cromatogrdficos (adaptado da ref. 15): a) fatores de capacidade e de
separagdo, resolugdo e niimero de pratos; b) fatores de assimetria e de
alargamento

Resolugdo (Rs)

Assim como o, Rs € um parametro de separacio de dois com-
ponentes consecutivos em um cromatograma, calculada a partir da
distincia que separa os pontos maximos dos picos e da média das
larguras de suas respectivas bases, ou das larguras na meia altura
(Equacdo 4):

t, —t
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Quando Rs = 1, os dois picos sdo razoavelmente separados,
com somente 2% de superposicao se as quantidades dos dois com-
ponentes forem iguais. Maiores valores de resolu¢do indicam me-
lhor separacdo: Rs = 1,25 € suficiente para fins quantitativos, e Rs
> 1,5 indica separagdo completa.'

Niimero de pratos (N)

O célculo de N determina a eficiéncia de uma coluna, dimen-
sionando a capacidade de interagdo da sua fase estaciondria com
cada um dos componentes de uma mistura que estejam eluindo
através da mesma; € calculado para cada pico cromatogrifico a
partir do seu tempo de retencdo e da largura do pico na linha de
base (W,) ou a meia altura do pico (W) (Equagdo 5):

2
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A eficiéncia pode ser afetada por varios fatores, incluindo as
condi¢des de andlise, o tamanho da amostra, o tipo de soluto e,
principalmente, o comprimento da coluna, fato que torna dificil
uma comparacdo de N entre colunas diferentes. Por isso, a avalia-
¢do comparativa entre colunas € feita pela medida da altura equi-
valente a um prato (H), que corresponde a razdo entre 0 compri-
mento da coluna, L, € N, eliminando a influéncia dos diferentes
comprimentos da coluna (Equacdo 6)":

L
n=t 6
N ©

Fator de assimetria (As) e/ou de alargamento (TF)

Ambos medem a simetria e as distor¢des frontais ou posterio-
res (caudas) de um pico cromatogréfico, sendo As calculado a 10%
da altura do mesmo (Equagdo 7), e TF calculado a 5% da altura
(Equag@o 8):

b
A, =— !
a
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Estabilidade

A avaliagdo da estabilidade das solucdes utilizadas no método
analitico € de suma importancia, ja que uma degradacdo do analito
ou dos constituintes da matriz durante a estocagem ou andlise da
amostra podem afetar a exatiddo dos resultados.

Embora os objetivos sejam 0s mesmos, 0s protocolos recomen-
dados para avaliar a estabilidade segundo a EC'> ¢ FDA!//ANVISA*
sdo diferentes. A seguir sdo apresentadas as recomendagdes adotadas
por essas agéncias reguladoras.

A diretiva européia? aponta para os seguintes procedimentos
de avaliacdo da estabilidade do analito em solucio e na matriz:

Estabilidade do analito em solugcdo

Preparar a solugdo estoque do(s) analito(s) e diluir conforme
especificado no método para uma concentragdo proxima ao limite
maximo de residuo (LMR) ou limite minimo de performance
requerida (LMPR). Dividir essa solu¢do em quarenta aliquotas.
Analisar uma aliquota imediatamente apds o preparo (C,, concen-
tracdo de referéncia). As demais aliquotas devem ser rotuladas e
acondicionadas conforme esquema apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Esquema para determinacdo da estabilidade do(s)
analito(s) em solug@o

-20°C +4°C +20°C
Escuro 10 aliquotas 10 aliquotas 10 aliquotas
Luz 10 aliquotas

O tempo de estocagem pode ser selecionado como uma, duas,
trés e quatro semanas ou mais se necessario, como por exemplo,
até quando o primeiro fendmeno de degradagio for observado du-
rante a identifica¢do e/ou quantificagdo do(s) analito(s). O tempo
maximo e as condi¢des otimas de estocagem devem ser registrados.
O cdlculo da concentragdo do(s) analito(s) remanescente(s) (C)
em cada uma das aliquotas depois de submetidas as diferentes con-
dicdes testadas deve tomar como referéncia a concentragdo do
analito obtida para aquela primeira aliquota analisada logo apds o
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preparo das dilui¢des (C, = 100%) (Equagdo 9):

C. <100
C (%)=—"—+——

» (7o) c, ©
onde: C, € a concentragdo do analito sob a condi¢do e no momento
testados.

Estabilidade do analito na matriz

Empregar, quando possivel, amostra que contenha o analito.
No entanto, se a amostra ndo estiver disponivel, deve ser emprega-
da amostra branco fortificada com o analito.

Quando a amostra estiver disponivel, a concentragdo do analito
deve ser determinada na amostra ainda fresca. Além disso, aliquotas
da amostra podem ser analisadas apds 1, 2, 4 e 20 semanas, sendo
que durante esse periodo as amostras devem ser estocadas a uma
temperatura igual ou inferior a —20 'C.

Se ndo hd a disponibilidade da amostra, utilizar uma amostra
branco e homogeneizé-la. Dividir o material em 5 aliquotas. Forti-
ficar cada aliquota com o analito, o qual deve estar preferencial-
mente preparado em uma pequena quantidade de solug¢do aquosa.
Analisar uma aliquota imediatamente. Estocar as aliquotas rema-
nescentes a uma temperatura igual ou inferior a —20 °C e analisé-
las apds 1, 2, 4 e 20 semanas.

Para avaliar a estabilidade do(s) analito(s) na matriz, as agén-
cias FDA'® e ANVISA*estabelecem ensaios envolvendo ciclos de
congelamento/descongelamento, em periodos de curta e longa du-
racdo, além de verificar também a estabilidade do(s) analito(s) em
solugdes padrio.

Para a estabilidade durante ciclos de congelamento e descon-
gelamento a FDA recomenda congelar 3 aliquotas da amostra (amos-
tra branco fortificada) em duas concentracdes (baixa e alta) por
24 h a temperatura desejada e descongelar a temperatura ambien-
te; depois de descongeladas, as amostras devem ser novamente con-
geladas de 12 a 24 h sob as mesmas condic¢des. Esse ciclo de con-
gelamento/descongelamento deve ser repetido por mais duas ve-
zes e, apds o terceiro ciclo, as amostras devem ser analisadas. Se o
analito ndo se apresentar estdvel, 0 mesmo procedimento deve ser
repetido congelando as amostras a uma temperatura de -70 °C.

A estabilidade de curta duragdo € avaliada mediante andlise de
3 aliquotas da amostra branco fortificada (concentragdo baixa e
alta) depois de descongeladas e mantidas a temperatura ambiente
por um periodo de 4 a 24 h.

Para o ensaio da estabilidade de longa duracio o tempo de
armazenamento deve exceder o intervalo de tempo compreendido
entre a coleta da primeira amostra e a andlise da ultima.

A estabilidade das solugdes padrdo deve ser realizada a tempe-
ratura ambiente, ap6s 6 h de sua preparagao.

Parametros analiticos da validacao

O procedimento de validacdo de métodos deve incluir todas as
etapas necessdrias para demonstrar que os resultados obtidos sdo
confidveis e reprodutiveis.

Uma questio de suma importancia no delineamento das etapas
a comporem o procedimento de validagdo de um método analitico
estd justamente no estabelecimento dessas etapas. A validacdo de
um método desenvolvido, ou mesmo, a validagdo de modificacdes
de ajuste de métodos jd publicados, mesmo os oficiais, envolve
uma etapa critica que € o julgamento do nivel de validagdo neces-
sdrio conforme o objetivo a que se destina o método analitico. As
diferentes agéncias reguladoras sugerem diferentes classificacdes
para os niveis de validagdo de um método, todas diferenciadas con-
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forme a proposta a que se destina 0 mesmo.

A TUPAC destaca que no que diz respeito a andlise de alimentos,
os requerimentos para os métodos analiticos envolvem um exame
das caracteristicas de performance a partir de ensaios inter-
laboratoriais (que envolvem diferentes laboratdrios, também conhe-
cido como ensaio de proficiéncia, estudo colaborativo ou triagem
colaborativa). Um niimero minimo de laboratérios sdo requeridos
para participarem dos estudos inter-laboratorias, preenchendo os re-
quisitos para comporem o que a IUPAC classifica como procedi-
mento de validagdo completa do método analitico (full validation).
No entanto, nem sempre € pratico ou necessdrio promover a valida-
¢do completa de um método analitico. Em tais circunstancias a [UPAC
considera apropriado o que chama de validacdo do método em um
tnico laboratdrio (single-laboratory validation). Essas circunstan-
cias podem ocorrer quando se pretende garantir a viabilidade do
método antes de se proceder a validagdo completa, e/ou como etapa
preliminar de avaliacdo de um método desenvolvido e na publicacdo
de artigos cientificos."”

A FDA também faz uso da classifica¢@o de validagdo completa
e aponta sua necessidade quando se estd desenvolvendo e imple-
mentando um método bioanalitico pela primeira vez, ou quando a
andlise envolve uma nova substancia, ou quando metabdlitos sdo
adicionados a uma analise j4 existente para quantificacdo. Além da
validacdo completa, a FDA ainda define outros dois niveis de clas-
sificacdo para os procedimentos de validacdo. Refere-se a valida-
¢do parcial quando se pretende introduzir modificagdes em um
método bioanalitico jd validado, podendo envolver desde uma sim-
ples avaliagdo da exatiddo e precisdo intra-ensaios, até etapas que
se aproximam de uma validagdo completa. H4 ainda a validagao
cruzada (cross-validation) que envolve uma comparacdo dos
parimetros de validagdo quando dois ou mais métodos analiticos
sdo usados para gerar dados dentro de um mesmo estudo ou atra-
vés de estudos diferentes. Um exemplo de aplica¢do da validacdo
cruzada se d4 quando um método bioanalitico original validado ¢
usado como referéncia para comparagdo com o método revisado.
Este procedimento de validagdo pode também ocorrer em ensaios
inter-laboratoriais. A validagdo cruzada também deve ser conside-
rada quando resultados sdo gerados a partir de diferentes técnicas
analiticas (por exemplo, LC-MS-MS vs ELISA).'

A FAO' classifica os diferentes niveis de valida¢do em face de
uma diferenciacdo de quatro diferentes tipos de métodos analiticos
(conforme delineamento do Codex Commodity Committees): (Tipo
I) Métodos de defini¢do; (Tipo II) Métodos de Referéncia; (Tipo III)
Métodos Alternativos Aprovados e, (Tipo IV) Métodos de Tentativa.
A FAO aponta ainda que a maioria dos métodos listada para residuos
de medicamentos veterindrios se qualificaria, conforme a descricao
apresentada, como Tipo IV (Métodos de Tentativa), enquanto ape-
nas aqueles que tenham sido submetidos a um estudo colaborativo
atenderiam aos requisitos para métodos Tipo I, II ou IIL

Segundo o INMETRO,’ convém que um procedimento de en-
saio seja coerente, claro, correto e tdo completo quanto necessdrio,
dentro dos limites estabelecidos pelo seu campo de aplicacdo. Um
formato padronizado assegura que nenhum ponto importante tenha
sido esquecido, que as informacdes a serem incluidas no procedi-
mento sejam fornecidas sempre na mesma ordem e que qualquer
assunto desejado possa ser encontrado rapidamente. Na padroni-
zacdo do formato dos métodos validados, o INMETRO sugere que
se utilize a ABNT ISO/IEC Diretiva — Parte 3, a Norma ISO 78/2,
além das prescri¢goes da NBR ISO/IEC 17025.

A EC'" e a ANVISA* néo apresentam classificacdes para os
tipos de validacdo de métodos analiticos, atendo-se em seus docu-
mentos as defini¢des dos pardmetros que compdem o procedimen-
to geral de validacdo.
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Os parametros analiticos de validagdo (ou figuras de mérito)
mais usados para avaliar métodos de separagdo sdo: especificidade/
seletividade, linearidade, sensibilidade, intervalo (faixa linear),
precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e
robustez. A seguir sdo apresentadas as defini¢des, em especial da
IUPAC, e os procedimentos recomendados pela EC, FDA e ANVISA
para cada um dos pardmetros de valida¢do delineados para méto-
dos desenvolvidos em um laboratério (single-laboratory validation),
visando a determinacdo de residuos de medicamentos veterindrios
em matrizes bioldgicas.

Seletividade

A seletividade € a capacidade de um método quantificar com
exatiddo o analito na presenga de interferentes existentes na amos-
tra."” Esses interferentes podem ser substincias quimicamente re-
lacionadas com o analito, entre elas isdmeros, metabdlitos, subs-
tancias endogenas, produtos de degradacdo, impurezas e outros.

As diretrizes da Comunidade Européia,’”> ANVISA* e
INMETRO? usam o termo especificidade como sindnimo de
seletividade, o que pode levar a interpretagdes equivocadas. Por
definicdo, a especificidade refere-se ao método que produz respos-
ta para uma Unica substancia, enquanto o termo seletividade se
refere a0 método que produz respostas para varias substancias com
uma caracteristica em comum, mas que, no entanto, € capaz de
distinguir umas das outras. Considerando que os métodos croma-
tograficos geralmente respondem para vdrias substancias, o termo
seletividade € mais apropriado.

A seletividade € um parametro que deve ser demonstrado e que
depende do método analitico empregado. Para os métodos
cromatograficos a seletividade € avaliada no sentido de garantir
que o pico de resposta do analito (avaliado no tempo de retencio
caracteristico) seja proveniente exclusivamente do mesmo e ndo
de outros compostos (interferentes) presentes na amostra. Para tanto,
€ conveniente a utilizacdo de testes de pureza de pico com auxilio
de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas.

As recomendagdes da EC' para avaliar a seletividade de um
método analitico sdo: selecionar compostos quimicamente relaci-
onados ao analito (metabdlitos, derivados, etc.) ou outras substan-
cias provdveis de estarem presentes com o(s) composto(s) de inte-
resse nas amostras; analisar um nimero apropriado (n = 20) de
amostras isentas do(s) composto(s) de interesse (amostras branco)
e verificar por qualquer interferéncia (sinal, picos, fons tracos) na
regido esperada de eluicdo do analito de interesse; fortificar, a um
nivel relevante, amostras isentas do(s) composto(s) de interesse
com substincias que possam vir a interferir na identificagdo e
quantificacdo do analito.

Apds as andlises, deve-se verificar se a presenca de interferen-
tes pode levar a uma identificagdo falsa; a identificagdo do analito
alvo € prejudicada pela presenca de um ou mais interferentes ou, a
quantificagdo € notadamente influenciada pela presenga de um ou
mais interferentes.

A FDA'S recomenda que a seletividade seja avaliada mediante
analise de amostras branco obtidas, no minimo, de seis fontes dife-
rentes da mesma matriz. Cada amostra branco deverd ser testada
para interferentes e a seletividade deve ser garantida no limite in-
ferior de quantificacdo (LIQ) ou lower limit of quantitation (LLOQ).
Por defini¢do, LIQ ou LLOQ € o menor nivel quantificdvel com
precisdo e exatiddo aceitdveis (ANVISA),* que é a mesma defini-
¢do do termo limite de quantificagdo (LOQ, limit of quantitation)
recomendado pela TUPAC."” O INMETRO? também emprega o ter-
mo limite de quantificacdo (LQ). Uma vez que ndo existe uma
harmonizacdo quanto a sigla para expressar o limite de
quantificac@o, estaremos adotando nesta revisdo o termo LOQ. O
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parametro limite de quantifica¢@o serd discutido com maiores de-
talhes mais adiante.

No caso do emprego da cromatografia liquida associada a
espectrometria de massa em tandem (LC-MS-MS), a FDA reco-
menda que seja também avaliado o efeito matriz. A ANVISA se-
gue as recomendacdes da FDA e acrescenta que a resposta de picos
interferentes no tempo de retenciio do analito deve ser inferior a
20% da resposta do LOQ.

Curva analitica, linearidade e sensibilidade

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de con-
centragdo do analito na qual o método pode ser aplicado. Segundo
a ANVISA, a curva de calibracdo representa a relagdo entre a res-
posta do instrumento e a concentra¢do conhecida do analito.* Uma
vez que o termo calibragcdo € mais pertinente para instrumentos de
medicao e padrdes, sugerimos, e estaremos empregando o termo
curva analitica para expressar a relagdo sinal (resposta) em fungio
da concentragido do analito, em vez de curva de calibragdo como
empregado pela ANVISA* e FDA.'®

A EC' recomenda que no minimo cinco niveis de concentra-
¢do (incluindo a amostra zero) sejam empregados na construcio da
curva analitica. Ainda, estabelece que sejam descritas a faixa de
trabalho, a equagido matemadtica e a regressdo linear da curva.

De acordo com as recomendagdes da FDA,'® a curva analitica
deve ser construida usando uma amostra branco, amostra zero (amos-
tra branco adicionada do padrdo interno) e mais matrizes fortificadas
com o analito para seis a oito niveis de concentra¢do, abrangendo a
faixa de concentracdo esperada e incluindo o LOQ. Como critérios
de avaliagdo, a FDA recomenda que os resultados devam ser analisa-
dos por métodos estatisticos (regressdo linear pelo método dos mi-
nimos quadrados) e que deva ser usado o modelo mais simples que
adequadamente descreve a relagdo concentracdo-resposta. O uso de
outros modelos mais complexos deve ser justificado. Ainda, estabe-
lece que os desvios sejam menores ou iguais a 20 e 15% em relagio
a concentragiio nominal para o LOQ e a concentragdo nominal para
as outras concentracdes da curva analitica, respectivamente (no mi-
nimo quatro dos seis niveis de concentragdo da curva analitica de-
vem atender esses critérios, incluindo o LOQ e a maior concentra-
¢do da curva analitica).

A ANVISA* segue as recomendagdes da FDA'® apontadas aci-
ma e acrescenta que devem ser apresentados os coeficientes linear
e angular, o intercepto da reta e que o coeficiente de correlagio
linear deve ser igual ou superior a 0,98.

A TUPAC" recomenda que os niveis de concentra¢do da curva
analitica devem ser igualmente espagados entre si, estar sobre a
faixa de concentracio de interesse, e abranger a faixa de 0 a 150%
do valor esperado. Os padrdes analiticos devem ser analisados no
minimo em duplicata, ¢ em ordem aleatdria.

Cabe destacar que para avaliar a linearidade do método analiti-
co, os cdlculos da regressdo linear ndo sio suficientes sendo adequa-
do avaliar também os valores dos residuos da regressao linear. Se os
valores desses residuos estiverem aleatoriamente distribuidos ao longo
da linha da regressdo, entdo a linearidade estd confirmada. Uma
maneira alternativa de estabelecer a linearidade € plotar um gréfico
resposta/concentragdo versus log da concentracio. A linha obtida
deve ser horizontal em toda a faixa avaliada, com desvios positivos e
negativos para baixas e altas concentragdes, respectivamente. Tra-
¢ando duas linhas paralelas a 95 e 105% da linha obtida, os pontos
de intersec¢do delimitam a faixa linear do método.'

Os procedimentos recomendados pelas agéncias reguladoras
para estabelecer a curva analitica e determinacdo da linearidade
ndo sdo harmonizados. Seria desejdvel especificar que o primeiro
nivel de concentragdo da curva analitica seja abaixo do LMR ou
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LMPR estabelecido para o analito.

Outro pardmetro empregado na validacido de métodos analiticos
e que também & recomendado pela FAO" € a sensibilidade. A sensi-
bilidade demonstra a varia¢do da resposta em funcdo da concentra-
¢do do analito e € expressa pelo coeficiente angular da curva analiti-
ca. Visto que usualmente a resposta do sinal envolve unidades arbi-
trarias, a sensibilidade ndo € considerada um parametro de valida-
¢o nas diretrizes oficiais da EC,"? FDA!® e ANVISA.* No entanto, a
sensibilidade € representada de forma indireta pela descricio da equa-
¢do obtida através da regressdo linear da curva analitica.

Efeito matriz

Do ponto de vista da validagio de métodos cromatograficos, os
requerimentos necessdrios para a validac@io estabelecidos pelas agén-
cias reguladoras sdo basicamente os mesmos, independentemente
do sistema de deteccdo utilizado. No entanto, quando a espectrometria
de massas for empregada como sistema de detec¢do em associagdo
com a cromatografia liquida, algumas considera¢des devem ser fei-
tas em relacdo ao efeito matriz, uma vez que a matriz pode causar
uma supressdo da eficiéncia de ionizagdo e, conseqiientemente, pode
ocorrer uma reduc@o na sensibilidade do método.*® A FDA'® reco-
menda que esse pardmetro deva ser avaliado para validagdo de méto-
dos empregando a LC-MS ou LC-MS-MS para garantir que a preci-
sdo, seletividade e sensibilidade ndo sejam afetadas. A ANVISA nio
faz mencdo sobre a avaliacdo do efeito matriz.*

Segundo Rogatsky e Stein,” a extensdo do efeito matriz na LC-
MS-MS pode ser avaliada da seguinte forma: adicionar o analito a
uma amostra branco e comparar a razao sinal-ruido, drea ou altura
do pico obtido pelo método com o analito adicionado ao solvente
puro; quando ndo se tiver disponivel uma matriz branco pode-se
realizar a comparagdo mediante adicdo de um padrdo interno mar-
cado isotopicamente a amostra e ao solvente puro.

Segundo a recomendacdo de Rogatsky e Stein,” ndo fica expli-
cito se a adicdo do analito deve ser realizada antes do preparo da
amostra ou no extrato final a ser injetado no LC-MS. Nesse senti-
do, ¢ importante ressaltar que para avaliar o efeito matriz, deve ser
comparado o sinal obtido para o(s) analito(s) que foi adicionado na
matriz apds esta ja ter passado pelo procedimento de extragdo, com
o sinal do analito no solvente (solugdo padrdo). Se for comparado
o sinal obtido da andlise da amostra branco que tenha sido fortificada
com o(s) analito(s) antes do preparo da mesma, com o sinal do
analito no solvente, o que estard sendo avaliado de fato serd o efei-
to matriz mais a eficiéncia de extracao.

Precisdo

Segundo a TUPAC," a precisdo corresponde ao grau de concor-
dancia de resultados de testes independentes obtidos sob condigdes
estabelecidas e € expressa pela estimativa do desvio padrdo (s) ou
estimativa do desvio padrdo relativo (RSD). Para a validagdo de
métodos em um unico laboratério (single-laboratory validation), que
é o enfoque proposto para esta revisdo, duas etapas sio relevantes
para esse parametro: precisdo intra-ensaio: sob condi¢des de
repetibilidade, descreve as variacdes observadas durante uma unica
corrida analitica (desvio padrdo G, ) e, precisdo inter-ensaios: des-
creve o grau de variacdes observadas em diferentes corridas analiti-
cas (desvio padrdo G, ). As combinagdes dos resultados obtidos
compdem a precisdo total do método (Equagdo 10):

2 1/2

o
— intra 2
Cror =| =, T Oer (10)

onde, n corresponde ao niimero de repeti¢des para a obtencdo de G.

intra”
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Ambas precisdes podem ser estimadas mediante andlise, em
duplicata, da amostra teste, em um nuimero sucessivo de determi-
nagdes. As componentes individuais das variancias podem ser cal-
culadas pela andlise de varidncias unilateral (ANOVA).!” De forma
alternativa, a precisdo total 6, pode ser estimada diretamente atra-
vés da andlise da amostra em determinagdes sucessivas, mediante
avaliacdo da estimativa do desvio padrdo (s).

A IUPAC acrescenta que os resultados obtidos ndo devem ex-
ceder 30% do valor central.

Assim como a [TUPAC,"7 a FDA'® ¢ a ANVISA* também subdi-
videm o parimetro precisdo em intra e inter ensaios. Recomendam
para a composicio dos ensaios a selecdo de pelo menos trés dife-
rentes concentracdes em torno da concentracio de interesse; um
minimo de cinco determinacdes para cada concentracdo analisada
(n =5). Expressando a precisdo em termos de coeficientes de vari-
acdo (CV), a FDA e a ANVISA recomendam que os resultados ndo
excedam 15% de CV (exceto para o limite de quantificagio, o qual
nao deve exceder 20% do CV).

Segundo a EC,'? a precisdo € avaliada através de repetibilidade,
reprodutibilidade intra-laboratorial e da reprodutibilidade. A se-
guir s@o delineados os procedimentos recomendados pela EC para
cada um dos pardmetros:

Repetibilidade

Preparar um conjunto de amostras da mesma matriz em trés
niveis de concentragdo, equivalentes a 1; 1,5 e 2 vezes o LMPR ou
0,5; 1 e 1,5 vezes o LMR; promover a andlise das amostras
fortificadas em cada nivel pelo menos com seis replicatas; repetir
o procedimento em duas outras ocasides; calcular a concentragao
média, a estimativa do desvio padrdo e o coeficiente de variag@o.

Reprodutibilidade intra-laboratorial

O procedimento e os cdlculos sdo muito semelhantes aos des-
critos anteriormente para avaliar a repetibilidade, com a diferenca
de que se pode incluir a fortificacdo em matrizes diferentes, e que
o procedimento deve ser repetido em duas outras ocasides com
diferentes analistas e em diferentes condicdes, como diferentes
reagentes (diferentes procedéncias), solventes e/ou instrumentos.

Reprodutibilidade

Pardmetro obtido envolvendo o estudo colaborativo (participa-
¢do de diferentes laboratorios).

Como critérios de aceitagdo a EC'? estabelece que o coeficien-
te de variacdo (CV), obtido para os ensaios inter-laboratoriais
(reprodutibilidade) envolvendo repetidas andlises com o material
de referéncia ou amostra branco fortificada, ndo deve exceder o
nivel calculado pela Equagdo de Horwitz (Equacao 11):

CV = 2005150 (11

onde: C € a fragdo de massa expressa como exponencial de 10 (por
exemplo, 1 mg g' = 107).

A ECP" salienta ainda que a Equac¢do de Horwitz ndo deve ser
usada para estabelecer um parametro de CV para concentracdes
inferiores a 100 pg kg, uma vez que os valores seriam extrema-
mente elevados e que, nesses casos, o CV deve ser tdo baixo quan-
to possivel. J4 para os ensaios de repetibilidade intra-laboratiorial,
o CV deve se situar entre 1/2 e 2/3 do valor calculado pela Equacdo
de Horwitz (11), o que € justificado uma vez que esta equacdo
expressa a dependéncia entre a variancia e a concentragdo do analito,
assumindo resultados obtidos por métodos diferentes em ensaios
inter-laboratoriais. Resultados obtidos para a reprodutibilidade intra-
laboratorial ndo devem apresentar um CV superior ao da
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reprodutibilidade inter-laboratorial.

Os termos definidos por algumas agéncias reguladoras mistu-
ram os termos de repetibilidade e reprodutibilidade, o que pode le-
var a equivocos de conceito. Segundo a IUPAC,"” a reprodutibilidade
¢ a concordancia entre resultados independentes obtidos com um
mesmo método e material teste em diferentes condigdes (analistas,
equipamentos, laboratdrios e/ou tempo). No entanto, segundo a FAO,"
a maneira mais adequada de avaliar a reprodutibilidade € mediante o
ensaio de proficiéncias (estudos colaborativos entre laboratérios).
Para tanto, devem ser utilizados no minimo cinco materiais testes e
a participacdo de oito laboratérios, recomendagio esta que muitas
vezes ndo ¢ passivel de ser executada. Ndo sendo possivel o estudo
colaborativo pode-se estimar a reprodutibilidade através da precisio
inter-ensaio. Guias para ensaios de proficiéncia podem ser encontra-
das junto a TUPAC* e ao INMETRO.?

Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resul-
tados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verda-
deiro, usando um procedimento experimental para uma mesma
amostra por repetidas vezes."” A exatiddo, quando aplicada a uma
série de resultados de ensaio, implica numa combina¢do de com-
ponentes de erros aleatérios e sistemdticos (tendéncia ou bias).?

A exatiddo pode ser obtida mediante uso de material de refe-
réncia certificado (MRC), compara¢do de métodos ou, ensaios de
recuperagio.”

Para os métodos destinados a andlise de alimentos quanto a
presenca de residuos de medicamentos veterindrios, a exatiddo tem
sido avaliada costumeiramente mediante o teste de recuperagao,
visto que existem poucos MRC disponiveis. O ensaio de recupera-
¢do, conforme defini¢des das agéncias reguladoras IUPAC,"” FAO"
e EC,” € realizado mediante adi¢do do analito em diferentes con-
centracdes nas amostras branco. As andlises s@o realizadas confor-
me procedimento estabelecido e as respectivas concentragdes ex-
perimentais sdo calculadas pela curva analitica.

E importante reconhecer que o analito presente na amostra pode
ter um comportamento diferente (no preparo de amostra que en-
volve etapas de extracdo, separacdo, purificacdo e concentragio)
do que quando o mesmo € adicionado sobre a amostra branco, prin-
cipalmente quanto se trata de medicamentos veterindrios. Esse fato
precisa ser levado em consideracdo na interpretacdo do resultado
obtido no ensaio de recuperagdo. Ainda, deve-se entender que o
valor de recuperag¢do depende do nivel de fortificag@o, no entanto,
como a curva analitica também ¢é obtida mediante fortificaco de
amostras branco, o valor de recuperacio acaba refletindo a preci-
sdo do método nos diferentes niveis de concentragio.

Existe uma grande controvérsia quanto aos termos recupera-
cdo e eficiéncia de extragdo. As agéncias reguladoras FDA'® e
ANVISA* também recomendam o uso da recuperagdo para obter a
exatiddo do método, no entanto, definem recuperagdo como sendo
a eficiéncia de extragdo do método. Essas agéncias expressam a
recuperacdo como a percentagem de uma quantidade conhecida do
analito alvo, obtida da relagdo entre os resultados das andlises de
amostras branco acrescidas de padrdo e submetidas ao processo de
extragdo, com os resultados das andlises das solugdes padrdo ndo
extraidas. A ANVISA* recomenda ainda que a percentagem de re-
cuperagdo seja proxima a 100%, no entanto, admite também valo-
res menores desde que a recuperagdo seja precisa e exata.

A EC" propde que a exatiddo (trueness) seja preferencialmen-
te obtida pelo uso de MRC: proceder a andlise de seis replicatas de
MRC conforme o método desenvolvido; analisar as amostras e obter
as concentracdes de cada replicata a partir da curva analitica, cal-
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cular a média, a estimativa do desvio padrdo e o CV das medidas,
e calcular a exatidao pela Equacdo 13:

Concentragao Média Medida

Exatidao(%) =100 -
Concentragdo de MRC

(12)

No entanto, quando ndo se tem disponivel um MRC, sugere-se
o uso do ensaio de recuperacdo como parametro de avaliacdo da
exatiddo (recovery). Para tanto, recomenda-se: selecionar 18
aliquotas de uma amostra branco e fortificar em trés niveis de con-
centragdo em sextuplicata (1; 1,5 e 2 vezes o LMPR ou 0,5; 1 ¢ 1,5
vezes o LMR); analisar as amostras e obter as concentragdes de
cada replicata a partir da curva analitica, calcular a média, a esti-
mativa do desvio padrdo e o CV das medidas, e calcular a recupe-
racdo pela Equagdo 14:

Concentracao Média Medida
Concentragdo Fortificada

Re cuperacao(%) =100 (13)

A EC" apresenta requerimentos minimos para os valores de
exatiddo dos métodos quantitativos de andlise de residuos em ali-
mentos, que variam conforme a concentracio de interesse da subs-
tincia alvo (Tabela 2).

Tabela 2. Exatiddo minima requerida para métodos quantitativos
segundo a EC

Concentragdo do Analito Variacdo na Exatiddo

<1 pgkg! -50a+20%
> 1 ug kg! até 10 pug kg -30a+ 10%
> 10 pg ke’ 2202+ 10%

A FDA'® ¢ a ANVISA* recomendam que a exatiddo seja deter-
minada utilizando-se trés niveis de concentragdo, contemplando a
faixa linear da curva analitica, realizando-se no minimo cinco de-
terminacdes por concentracdo. O desvio ndo deve exceder 15%,
exceto para o LOQ para o qual se admite desvios menores ou iguais
a 20%. A ANVISA* ainda recomenda que a exatiddo seja determi-
nada em uma mesma corrida (exatidao intra-corrida) e em corridas
diferentes (exatiddo inter-corridas).

Deve-se dar preferéncia em avaliar a exatiddo a partir da anali-
se de um MRC, uma vez que a recuperagdo avaliada mediante for-
tificacdo da amostra pode ndo reproduzir a mesma situagcdo quan-
do o analito ja estd presente na amostra.

Frente as controvérsias quanto aos conceitos e forma de avaliar
dos parametros recuperacgdo e eficiéncia de extracdo, ressaltamos
que a eficiéncia de extracdo é um parametro que deve ser avaliado
no desenvolvimento do método, no sentido de otimizacdo do mes-
mo e ndo deve ser considerado um pardmetro de validacdo.

Limite de deteccao

Em termos gerais, o limite de detecciio é a menor quantidade ou
concentra¢do do analito na amostra que pode ser diferenciada, de
forma confidvel, do zero'” ou do ruido de fundo.* O LOD ¢ definido
como sendo a menor quantidade do analito presente em uma amos-
tra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada,
sob as condigdes experimentais estabelecidas.

Existem controvérsias quanto ao estabelecimento e definicao
do LOD, assim como, muitas vezes, o LOD do equipamento
(detectabilidade) tem sido utilizado de forma incorreta para ex-
pressar o LOD do método ou a sensibilidade do mesmo. Segundo o
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INMETRO,’ o LOD do equipamento € definido como a concentra-
¢do do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razio
ruido/sinal do equipamento, enquanto o LOD do método ¢ defini-
do como a concentragdo minima de uma substincia, na matriz,
medida e declarada com 95 ou 99% de confianga de que a concen-
tragdo do analito é maior que zero.

Existem diferentes procedimentos para estimar o LOD, entre
esses 0 método visual, razdo sinal-ruido e a partir da curva analiti-
ca;'3 a ANVISA* sugere apenas que o LOD deve ser estabelecido por
meio da andlise de solugdes de concentragdes conhecidas e decres-
centes do analito, até o menor nivel detectdvel, recomendando que o
LOD seja 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base, no entanto,
ndo fazendo referéncia se o estudo deve ser realizado com a matriz e
o ndmero de replicatas que devem ser realizadas.

A FDA'® ndo menciona o procedimento a ser realizado para
estimar o LOD. A TUPAC" recomenda que se estime o LOD a
partir de pelo menos seis determinac¢des independentes do analito
na amostra branco ou em uma amostra contendo o analito em uma
concentragdo baixa, no entanto, distinguivel de zero ou resultado
negativo, sendo o valor de LOD estabelecido pelo célculo de trés
vezes a estimativa do desvio padrdo das medidas.

As recomendagdes da EC'? ndo contemplam o LOD nem o li-
mite de quantificacdo (LOQ) na validacdo do método destinado
para a determinacdo de residuos de medicamentos veterindrios em
alimentos. No entanto, estabelecem a avaliacdo dos pardmetros de
limite de decisdo (CCa) e capacidade de detec¢do (CCP), que se-
rdo discutidos adiante.

Limite de quantificacio

A defini¢do segundo a TUPAC! para o limite de quantificagido
(LOQ) ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi-
¢Oes experimentais estabelecidas. Assim como ocorre para o LOD,
existem diversas formas de se estabelecer o LOQ."

Segundo o INMETRO,’ o0 LOQ pode ser considerado como sen-
do a concentracdo do analito correspondente ao valor da média do
branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrdo. Algumas vezes ¢ também
denominado “limite de determina¢do”, no entanto, a terminologia
limite de quantificagdo € mais usada.

Como na pratica o LOQ deve corresponder ao primeiro nivel
de concentragdo da curva analitica, algumas agéncias reguladoras,
ANVISA* e FDA,'® t¢m substituido o termo LOQ por limite inferi-
or de quantifica¢do (LIQ) ou lower limit of quantification (LLOQ),
respectivamente.

Para que o primeiro nivel de concentragdo possa ser aceito como
LOQ, os seguintes requisitos devem ser atendidos:'> a resposta para o
analito deve ser de pelo menos cinco vezes a resposta obtida para a
amostra branco; a resposta (pico cromatografico) deve ser identificavel
e reprodutivel com uma precisdo de 20% e exatiddo de 80 a 120%.

A ANVISA* segue as recomendacdes da FDA'® e acrescenta
que o LOQ também pode ser obtido por meio da andlise da amos-
tra branco adicionada de concentracdes decrescentes do analito até
o menor nivel quantificivel com precisdo e exatiddo aceitaveis.
Propde, ainda, para o estabelecimento do LOQ o emprego da razdo
de 5:1 para o sinal e ruido da linha de base.

E importante ressaltar para que o método seja aceitdvel para a
determinac@o de residuo de medicamentos veterindrios em alimen-
tos, o0 LOQ deve ser menor que o LMR ou LMPR estabelecido para
o analito (contaminante) em questdo.

Limite de decisdo (CCx)
O limite de decisdo (CCo) € um termo usado pela Comunidade
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Européia'? e depende de se a substincia (medicamento veterindrio)
a ser analisada na matriz (alimento) possui um LMR ou apenas um
LMPR estabelecido.

O limite de decisdo € definido como o menor nivel de concen-
tragdo no qual o método pode discriminar com uma certeza estatis-
tica de 1-or que o analito em questdo estd presente. Para as substan-
cias que apresentam LMR ou LMPR o valor de « € considerado 5
ou 1%, respectivamente.

Para as substancias que apresentam um LMR, a determinacgio
do CCo pode ser realizada por dois procedimentos distintos: anali-
sar pelo menos 20 amostras branco por matriz, fortificadas com o
analito ao nivel do LMR. A concentracdo no LMR mais 1,64 vezes
o desvio padrdo correspondente equivale ao CCo (o= 5%); fortifi-
car amostras branco em niveis de concentragdo eqiiidistantes ao
redor do LMR, analisar as mesmas e plotar uma curva analitica. O
valor de CCa serd igual ao LMR (concentragdo) mais 1,64 vezes o
desvio padrdo da reprodutibilidade intra-laboratorial (o= 5%).

Para as substancias que possuem um LMPR, o CCo pode ser
estabelecido por dois procedimentos distintos: analisar pelo me-
nos 20 amostras branco por matriz e calcular a razio sinal-ruido na
faixa do tempo de retengdo do analito. O CCa € trés vezes a razdo
sinal ruido; fortificar amostras branco ao nivel do LMPR e acima
deste valor em concentragdes eqiiidistantes. Analisar as amostras e
plotar um gréfico do sinal em funcdo da concentracio adicionada.
A concentragdo correspondente ao intercepto e mais 2,33 vezes o
desvio padrio da reprodutibilidade intra-laboratorial do intercepto
equivale ao CCo (0= 1%).

Capacidade de detec¢ao (CCP)

A capacidade de detec¢do representa a menor quantidade da
substincia que pode ser detectada, identificada e/ou quantificada
em uma amostra com uma probabilidade de erro aceitdvel ().

Como para CCa, o estabelecimento da CCf3 depende também
se a substincia apresenta um valor de LMR estabelecido ou apenas
possui um LMPR.

Para as substancias que apresentam um LMR, a determinagio
do CCp pode ser realizada por dois procedimentos distintos: anali-
sar pelo menos 20 amostras branco por matriz, fortificadas com o
analito no limite de decisdo (CCe). O valor de CCa mais 1,64 vezes
o desvio padrédo correspondente equivale ao CCf3 (B= 5%); fortificar
amostras branco em niveis de concentracio eqiiidistantes ao redor
do LMR, analisar as mesmas e plotar uma curva analitica. Calcular
o desvio padrio na concentragdo correspondente ao CCc. O valor de
CCp serd igual ao valor de CCa (concentragdo) mais 1,64 vezes o
desvio padrdo da reprodutibilidade intra-laboratorial (= 5%).

Sustincias para as quais hd LMPR estabelecido, o CCJ3 pode ser
determinado das seguintes formas: analisar pelo menos 20 amostras
branco por matriz, fortificadas com o analito na concentra¢do do
CCao. O CCp € igual ao CCo mais 1,64 vezes o desvio padrio da
reprodutibilidade intra-laboratorial (= 5%); fortificar amostras bran-
co em niveis de concentracdo eqiiidistantes ao redor do LMPR. Ana-
lisar as amostras e plotar um gréfico do sinal em funcdo da concen-
tracdo adicionada. A concentracdo correspondente ao CCo mais 1,64
vezes o desvio padrdo da reprodutibilidade intra-laboratorial da mé-
dia mensurada contendo CCo equivale ao CCf (f3= 5%).

Vale observar que para as substancias que possuem LMPR es-
tabelecido, 0 CCx e o CCf3 correspondem ao LOD e LOQ, respec-
tivamente. Para as substincias com LMR estabelecido ndo existe
relagdo entre 0 CCore o CCf e os LOD e LOQ, mas fazem referén-
cia ao valor de LMR e sdo importantes para inspe¢do de produtos
de origem animal quanto a presenga de residuos de medicamentos
veterindrios.
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Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que
este apresenta face a pequenas variagoes.” Um método diz-se ro-
busto quando se revelar praticamente insensivel a pequenas varia-
¢des que possam ocorrer quando o mesmo estd sendo executado.
As agéncias reguladoras empregam diferentes termos para expres-
sar a robustez do método: ruggedness'>'*' e robustness'>. Cabe
ressaltar que embora esses dois termos tenham sido empregados,
ndo existe uma diferenca clara entre os mesmos, o que pode levar a
uma confusdo na interpretacdo das defini¢des, assim como nao estd
estabelecido se o pardmetro robustez deve ser avaliado durante o
desenvolvimento ou validacdo do método. O ICH" recomenda a
avaliacdo da robustez (robustness) no desenvolvimento do método
e sugere como varidveis a serem avaliadas para um método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia: pH da fase mdvel, compo-
sicdo da fase movel, colunas de diferentes fornecedores ou lotes,
temperatura e vazao.

Enquanto a FDA'® e a ANVISA* ndo incluem a robustez na
validacdo de métodos destinados a andlise de residuos de medica-
mentos veterindrios em alimentos, a EC'? recomenda a avaliag@o
deste parametro (ruggedness), empregando um planejamento
fatorial (teste de Youden). Neste teste sao realizadas oito combina-
¢des de sete fatores de varidveis. No entanto, a EC'? cita como
exemplos de varidveis diferentes espécies, diferentes matrizes e
condi¢oes de amostragem, que sdo consideradas fontes de maiores
variacdes nos resultados e, embora sejam relevantes, ndo se enqua-
dram na defini¢do do termo robustez.

CONCLUSOES

Indubitavelmente a validagdo ¢ imprescindivel para garantir a
confiabilidade dos resultados de um determinado procedimento
analitico. Considerando o objetivo da determinag¢@o de medicamen-
tos veterinarios em alimentos, cada pais segue as normas estabe-
lecidas pela agéncia reguladora oficial, no caso do Brasil, a ANVISA
do Ministério da Saude. Os procedimentos recomendados pela
ANVISA para validacdo de métodos bioanaliticos seguem quase
que integralmente as recomendagdes adotadas pela agéncia dos
Estados Unidos, a FDA. Contudo, cabe salientar que as recomen-
dagdes, de modo geral, entre os Estados Unidos da América, a
Comunidade Européia e o Brasil ndo sdo padronizadas. A Comuni-
dade Européia faz uso de um protocolo de validagdo diferenciado
em relacdo a FDA e, embora os parametros sejam praticamente os
mesmos, os procedimentos para obten¢do dos mesmos se diferen-
ciam o que dificulta a sua interpretacio. Ainda, alguns termos como
estabilidade do analito na matriz e eficiéncia de extragdo sdo con-
siderados por algumas agéncias reguladoras como parametros a
serem avaliados no desenvolvimento do método, enquanto para
outras sdo consideradas como parte integrante do processo de vali-
dacdo. Do mesmo modo, existem controvérsias na obtengdo e in-
terpretagdo dos termos ensaios de recuperag@o para avaliagdo da
exatiddo e eficiéncia de extragdo. E importante que esses conceitos
sejam revistos e harmonizados.

Agéncias reguladoras importantes a serem consideradas na
validacdo de métodos, embora nio sejam destinados especifica-
mente para andlise de residuos de medicamentos veterindrios em
alimentos, s3o o INMETRO e a IUPAC. Ambas entidades apresen-
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tam terminologias, defini¢des e procedimentos rigorosamente de-
talhados e coerentes.

Um aspecto importante a ser considerado em se tratando de
métodos destinados a quantificacdo de residuos de medicamentos
veterindrios em alimentos € o fato de que apenas garantir a confia-
bilidade analitica das medidas nao € suficiente. Para tanto, na vali-
dagdo deve ser levado em consideragdo o LMR ou LMPR da subs-
tancia alvo, no intuito de garantir que o método seja adequado para
0 objetivo proposto, ou seja, no controle da qualidade de alimentos
visando a inocuidade alimentar. Enquanto a Comunidade Européia
cumpre essa exigéncia, os protocolos adotados pela FDA e ANVISA
nio deixam evidente a importancia desses limites no estabeleci-
mento dos pardmetros de validagao.

De modo geral, os protocolos de validacdo ndo levam em con-
sideragdo a técnica analitica envolvida, embora a maioria cite o
uso de métodos cromatogréaficos, sem, no entanto, considerar as
diferencas e peculiaridades do sistema de deteccdo envolvido. Con-
siderando que para a determinagdo de residuos de medicamentos
veterindrios em alimentos os métodos analiticos mais apropriados
sd0 os cromatograficos associados a espectrometria de massas €
importante incluir no protocolo o pardmetro efeito matriz.
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