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RESUMO

Os dados apresentados em 2016 pelo artigo “1500 scientists lift the lid on
reproducibility” de Monya Baker, trouxeram uma discussdo sobre a existéncia de
significativa crise de reprodutibilidade em diversas areas da pesquisa cientifica, e a
qguimica foi a &rea de conhecimento que os cientistas relataram grande dificuldade em
reproduzir resultados publicados. Além disso, as principais causas apontadas, de
acordo com a experiéncia dos cientistas consultados, referem-se ao baixo
entendimento e aplicacdo das ferramentas estatisticas, além de replicacdes
insuficientes no laboratério original. Neste trabalho, desenvolveu-se uma pesquisa
baseada na busca pela verificagdo da confirmagao ou ndo de uma potencial crise de
reprodutibilidade na area de quimica analitica, devido a um baixo entendimento e
aplicagdo das ferramentas estatisticas. Primeiramente, o objetivo foi avaliar se a
percepcdo da existéncia de uma crise de reprodutibilidade era passivel de ser
confirmada e quantificada. O segundo obijetivo foi avaliar a relacdo entre a potencial
existéncia da crise de reprodutibilidade com as fontes descritas pelos entrevistados
com foco em validagcdo métodos e incerteza dos resultados. Com base nos critérios
constantes em protocolos e legislacGes vigentes, foram realizadas avaliagcbes de
conformidade e verificacbes dos céalculos estatisticos dos dados analiticos publicados.
Para avaliacdo dos dados e resultados, utilizou-se como referéncia os softwares
validados voltados a laboratérios de ensaio, denominados ConfLab Validacédo e
ConfLab Incerteza, os quais foram projetados para atender os principais Sistemas de
Gestdo da Qualidade. As discussdes ocorreram a partir da comparacdo dos
resultados obtidos da forma como se apresentaram nos documentos originais com os
resultados obtidos pelos softwares. Os resultados, apontaram que 28% dos trabalhos
apresentaram valores de incerteza maiores que 100% e apenas 19% dos autores
realizaram os estudos dos parametros de validacdo de acordo com os protocolos e
em 17% das validacdes todos os parametros atenderam aos critérios de aceitacao de
resultados dos protocolos, valores que permitiram evidenciar com probabilidade
consideravel a existéncia de uma crise de reprodutibilidade causada pelo uso
equivocado da validacdo de métodos, sustentada pelos elevados valores de incerteza
ndo avaliados nos documentos cientificos estudados nas diferentes areas de

conhecimento.

Palavras — chaves: reprodutibilidade, validag&o, incerteza, software, estatistica.



ABSTRACT

The data provided in 2016 by the article “1500 scientists raise the reproducibility limit”
by Monya Baker, brought a discussion about the existence of reproducibility crisis in
several areas of scientific research, and chemistry was the area of knowledge that
scientists reported great difficulty in reproducing published results. Furthermore, the
main causes identified, according to the experience of the scientists consulted, are
specific to the low understanding and application of statistical tools, in addition to
insufficient replication in the original laboratory. In this work, research based on the
search for verification of verification or not of a potential reproducibility crisis in the field
of analytical chemistry is specialized, due to a low understanding and application of
statistical tools. First, the objective was to assess whether the perception of the
existence of a reproducibility crisis could be confirmed and quantified. The second
objective was to assess the relationship between the existence of a potential existence
of the reproducibility crisis with the sources of origin by the interviewees, focusing on
validation methods and uncertainty of the results. Based on the criteria contained in
current protocols and legislation, conformity assessments and verifications of statistical
calculations of published analytical data were carried out. To evaluate the data and
results, the validated software aimed at testing laboratories, the ConfLab Validation
and ConfLab Uncertainty, which were assigned to meet the main Quality Management
Systems, used as a reference. How the cost occurred from the comparison of the
results obtained in the form of original documents with the results obtained by the
software. The results showed that 28% of the general works with uncertainty values
greater than 100% and only 19% of the authors carried out the studies of the validation
parameters according to the protocols and in 17% of the validations all parameters met
the acceptance criteria of protocol results, values that make it possible to evidence
with probability the existence of a reproducibility crisis caused by the mistaken use of
the validation of methods, supported by uncertainty values not appreciated in the

scientific documents studied in different areas of knowledge.

Keywords: reproducibility, validation, uncertainty, software, statistics..
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1 Introducao

1.1 Proeminéncia

A reprodutibilidade na pesquisa cientifica tem atraido atengéo crescente tanto da
comunidade cientifica quanto do publico em geral (BAKER, 2015, 2016; BEGLEY;
BUCHAN; DIRNAGL, 2015; GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018; LEEKA,
PENG, 2015; LUND-JOHANSEN; TRAN; MEHTA, 2021; NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH (EUA), 2021; PRINZ; SCHLANGE; ASADULLAH, 2011; STEPHENS, 2016;
ZHAO; SAMPSON; WEN, 2020). A reprodutibilidade diz respeito a producdo de
resultados pouco dispersos em diferentes experimentos que visam abordar a mesma
guestdo cientifica. (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018; HARRIS, 2010;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a, 2020; ZHAO;
SAMPSON; WEN, 2020).

Em maio de 2016, um artigo de Monya Baker publicado na revista Nature (BAKER,
2016) entrevistou 1576 cientistas de diversas areas com a seguinte questdo: “Existe
uma crise de reprodutibilidade?”. Dos entrevistados, 52% deles responderam que
“Sim, existe uma crise significativa” e 38% disseram “Sim, existe uma ligeira crise”, ou
seja, cerca de 90% dos entrevistados concordaram com a existéncia de uma crise,
sendo a Quimica a area do conhecimento na qual os cientistas relataram maior
dificuldade em reproduzir resultados publicados. Os motivos que contribuiram para a
falta de reprodutibilidade, segundo a pesquisa, mais de 50% dos entrevistados
apontaram “Replicacao insuficiente no laboratério”, “Superviséo deficiente” ou “Baixo
poder estatistico”, bem como 90% (mais de 1000 pessoas), assinalaram “Projeto

experimental mais robusto”, “melhores estatisticas” e 80% “Validagédo nos proprios

laboratérios”.

Dos entrevistados, 106 eram pesquisadores da area Quimica. Esta éarea
apresentou um maior niumero de relatos sobre dificuldades em reproduzir resultados.
90% dos pesquisadores relataram que encontraram problemas ao reproduzir 0s
resultados de outro pesquisador e quase 70% encontraram dificuldades ao reproduzir

a sua prépria pesquisa.

Um dado critico e contraditério levantado no artigo (BAKER, 2016) é o fato de
gue, mesmo com as afirmacdes das dificuldades de reproduzir os resultados, menos

de 31% dos pesquisadores ndo acreditam que o problema esteja relacionado a
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resultados errados. Além disso, a maioria dos entrevistados afirmaram que ainda

confiam na literatura publicada.

Em complemento a questdo de que um melhor entendimento sobre estatistica e
um projeto experimental mais robusto seriam a solugdo do problema da crise de
reprodutibilidade (BAKER, 2016) foi discutido no artigo “Parachute use to prevent
death and major trauma when jumping from aircraft: Randomized controlled trial” (Uso
de paraquedas para prevenir morte e traumas graves ao saltar de uma aeronave:
ensaio controlado randomizado) (YEH et al., 2018). Este artigo possui foco em
pesquisas clinicas, utilizando-se da ironia para chamar atencdo que a estatistica
enquanto ciéncia € uma ferramenta a ser utilizada de maneira adequada partir de

perguntas claramente definidas. Em resumo, a concluséo do artigo é:

“O uso de paraguedas ndo reduziu a morte ou lesdo traumatica grave ao
saltar de uma aeronave na primeira avaliagdo randomizada desta
intervencdo. No entanto, 0 ensaio s6 conseguiu inscrever participantes em
pequenas aeronaves estaciondrias no solo, sugerindo extrapolacdo
cautelosa para saltos de alta altitude.”(YEH et al., 2018, p. 6)

Ou seja, ironicamente, o artigo (YEH et al., 2018) quer tratar do paradigma
consensual de que o arcabouco para a construcdo dos resultados e concluséo de
estudos, resultados publicados como “estudos randomizados”, “estatisticamente
significativos”, “estatisticamente validados”, dentre outros, sdo considerados
verdadeiros, suficientes e razoaveis ou, pelo menos, como “bem justificados”,
independente do contexto. Por mais que a falacia do estudo (YEH et al., 2018)
obtivesse um planejamento experimental e um tratamento estatistico durante a analise
dos dados, estes ndo foram realizados de forma suficiente e eficaz, fornecendo uma
conclusao de carater relativamente dissimulado para os leitores. A Figura 1 traz a foto

de como “a pesquisa” foi realizada.
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Figura 1 - Participante representativo do estudo pulando de uma aeronave com uma mochila vazia.
Este individuo nao sofreu morte ou ferimentos graves apds o impacto com o solo

=

Fonte: YEH et al., Parachute use to prevent death and major trauma when jumping from aircraft:
Randomized controlled trial, BMJ (Online) p. 5, 2018

Ainda neste contexto, em julho de 2021, o relatério do comité de pesquisas

animais do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos (NIH)
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH (EUA), 2021), recomendou 5 temas de

melhoria no treinamento e na pratica estatistica dos pesquisadores para melhorar o

rigor e a reprodutibilidade das pesquisa animais:

1.

2.

melhorar o planejamento do estudo;

abordar relatorios incompletos e préaticas de pesquisa questionaveis;
melhorar a selecéo, design e relevancia dos modelos animais;
melhorar a documentacdo metodoldgica e o relatorio de resultados;

um tema transversal voltado para medir e avaliar os custos e a eficacia

desses esforcos.
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Em 19 de agosto de 2021, o artigo “Three questions to address rigour and
reproducibility concerns in your grant proposal” (WILSON; BOTHAM, 2021), com o
objetivo de abordar as fraguezas e limitagbes na ciéncia e tranquilizar os
financiadores em potencial, também o Instituto Nacional de Salude dos EUA (NIH)
trouxe uma estrutura de trés perguntas para ajudar a enquadrar as escolhas cientificas
ao escrever propostas de pesquisa. O processo orienta 0s escritores a explicar suas
escolhas experimentais, fazendo perguntas que abordam as limitagcbes de sua

proposta, como segue:

Quais sdo as fraquezas ou limitacdes essenciais em sua pesquisa? - Todo
método cientifico tem limites. Frequentemente, esses limites sao
metodologicos ou especificos do campo.

Quais métodos vocé usard, ou usard, para lidar com essas limitagbes? -
Esses podem ser métodos padrdo em seu grupo de pesquisa, mas €
importante destaca-los como tal para um revisor.

O que torna esses métodos adequados? - Justifiqgue suas escolhas
confirmando como o campo testou ou aceitou esses métodos para superar
as limitagcbes. ((WILSON; BOTHAM, 2021, p. 610)

E possivel perceber que o foco em garantir uma pesquisa cientifica reprodutivel
tem aumentado e que solucbes pautadas em um melhor preparo e capacidade do
pesquisador em relagcdo as suas proprias pesquisas e 0s estudos estatisticos
adequados e suficientes empregados, para publicacdo de resultados completos e

satisfatorios, vém sendo frequentemente estudadas.

1.2 Acrisedereprodutibilidade e a quimica analitica

Como apresentado anteriormente, ndo s6 Monya Baker (BAKER, 2016) tem
discutido sobre a dificuldade de se reproduzir resultados e sua relacdo com estudos
insuficientes, mas sim, desde 2011 essa dificuldade de reproducdo na pesquisa
cientifica, vem sendo abordada (BAKER, 2016; BEGLEY; BUCHAN; DIRNAGL, 2015;
LEEKA; PENG, 2015; PRINZ; SCHLANGE; ASADULLAH, 2011; YEH et al., 2018).
Além disso, a busca por solu¢bes pautadas em melhorias na competéncia do

pesquisador em relacdo aos seus estudos.

Para entender melhor o que de fato significa reproduzir resultados na area de

pesquisa cientifica em quimica, talvez sejam necessérias algumas interpretacdes



22

além da seméantica da palavra em si. O Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM)
traz a palavra “reprodutibilidade” dentro da definicdo de “precisdo de medicao’, e
separa o0 sentido da palavra em “reprodutibilidade de medicdo” e “condigao de

reprodutibilidade” que seguem:

“Reprodutibilidade de medicao: precisdao de medigao conforme um conjunto
de condicbes de reprodutibilidade (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA (BRASIL), 2012a, p. 23).

Condicdes de reprodutibilidade: condicdo de medicdo em um conjunto de
condigbes, as quais incluem diferentes locais, diferentes operadores,
diferentes sistemas de medicdo e medicbes repetidas no mesmo objeto ou
em objetos similares (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL),
2012a, p. 23).”

Segundo o artigo “What does research reproducibility mean?” (GOODMAN;
FANELLI; IOANNIDIS, 2018), para um melhor esclarecimento sobre o termo
“reprodutibilidade de pesquisa”, propbs separa-lo em trés termos: reprodutibilidade
dos métodos, reprodutibilidade dos resultados e reprodutibilidade inferencial. Apesar
do artigo ter um enfoque biomédico, € possivel aproveitar suas definicdes em relacao
aos desenvolvimentos de métodos. A reprodutibilidade dos resultados e a
reprodutibilidade inferencial serdo apresentados no item 1.3 para melhor

compreenséao.

Para os autores (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018), a reprodutibilidade
dos métodos pretende captar o significado original de reprodutibilidade, ou seja, a
capacidade de implementar, da forma mais exata possivel, os procedimentos
experimentais, computacionais e analiticos com os mesmos dados e ferramentas,
para obter os mesmos resultados, por meio do fornecimento de detalhes suficientes
sobre os procedimentos e dados do estudo para que os mesmos procedimentos
possam, em teoria ou na realidade, ser repetidos com exatiddo. O artigo de
(GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018) cita em relacdo a este ponto que
operacionalmente, isso pode significar aspectos diferentes em ciéncias diferentes, e
por isso, no minimo, um relatério de estudos detalhado, uma descricdo dos
procedimentos de medicdo, os dados coletados, o software e cédigo de analise e os
resultados analiticos finais devem estar disponibilizados (GOODMAN; FANELLI,
IOANNIDIS, 2018).

Os autores (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018), citam que a definicdo de
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guais dados precisam ser examinados para garantir a reprodutibilidade ainda pode
ser controversa, na area biomédica. Para o desenvolvimento de métodos em quimica
analitica, nao é diferente; visto a infinidade de outras areas que estdo relacionadas e
a diversidade de contextos, objetivos e aplicacdes. O fornecimento de dados brutos
(cromatogramas, espectrogramas, planilhas, etc.), para a interpretacdo e avaliagao
desses dados, informacdes sobre otimizacdes, limitacdes, julgamentos e escolhas
gue séo feitos ao longo dos processos de limpeza, transformacédo e analise critica de
dados que podem ser decisivos na determinacdo dos resultados analiticos
(GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018). Estas sao informagdes que muitas vezes

ndo estao disponiveis para os leitores. E os autores ainda adicionam que:

“mesmo que haja consenso sobre o conjunto de dados analiticos apropriado,
a reprodutibilidade metodoldgica requer uma compreensdo de quais e
guantas analises foram realizadas e como as analises especificas relatadas

em um artigo publicado foram escolhidas.”
Ou seja, mesmo que se estabeleca um consenso sobre o conjunto de dados
analiticos apropriados, ainda sao necessarias a disponibilidade de informacdes sobre
guais as condicfes analiticas, parametros de validac&o, os critérios de aceitacdo de

resultados e as respectivas justificativas da escolha de cada um deles.

Em relacdo a avaliacdo da reprodutibilidade de métodos, o documento do
Instituto Nacional de Metrologia do Brasil (Inmetro), intitulado “DOQ-CGCRE-008", em
sua revisdo numero 9 de junho 2020, onde estdo orientacdes sobre validacdo de
meétodos analiticos, traz a seguinte recomendacédo para a reprodutibilidade dentro da

analise do parametro de validacédo de preciséo:

“Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validagdo de

método executado por um Unico laboratério, € considerada importante
guando um laboratério busca a verificagdo do desempenho dos seus métodos
em relacdo aos dados de validacdo obtidos por meio de comparacéo
interlaboratorial.”

Com esta definicdo, embora a reprodutibilidade ndo seja um componente da
validacdo de um método executado por uma Unica instituicdo que esteja
desenvolvendo um método analitico, € considerada importante quando essa
instituicdo busca a verificacdo do desempenho dos seus métodos em relacdo aos
resultados obtidos por meio de comparacéao interlaboratorial, ou seja, 0o mesmo aplica-

se, ndo apenas laboratorios de rotina, mas na pesquisa cientifica também.
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Desta forma, considerando que o baixo conhecimento e aplicacdo das
ferramentas estatisticas foi um dos fatores mais apontados pelos pesquisadores do
referido artigo (BAKER, 2016), e que quase 90% dos pesquisadores relataram que
ndo conseguiram reproduzir resultados de outros autores na area de quimica, €
evidente a proeminéncia do assunto na area, que, segundo Skoog (SKOOG, 2014), a
quimica é frequentemente denominada a ciéncia central, que por sua vez tem como
posicdo central a quimica analitica. A Figura 2 mostra um diagrama na qual a
localizacdo central da quimica analitica representa sua importancia e a abrangéncia

de sua interacdo com muitas outras areas.

Figura 2 - Relagbes entre a quimica analitica, outras areas da quimica e outras ciéncias
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1.3 Reprodutibilidade e qualidade de resultados

O artigo “What does research reproducibility mean?” (GOODMAN; FANELLI;
IOANNIDIS, 2018)mencionado anteriormente, discute varios aspectos dos
significados semanticos e operacionais da reprodutibilidade na pesquisa cientifica e
na introducdo deste trabalho esses aspectos s&do retomados e discutidos

relacionando-os a quimica analitica e ao desenvolvimento de métodos.

Portanto, ainda sobre as definicdes do artigo mencionado (GOODMAN;
FANELLI; IOANNIDIS, 2018), a reprodutibilidade de resultados “refere-se a obtencao
dos resultados semelhantes da aplicacdo de um estudo independente cujos
procedimentos sejam o mais préximos possivel do experimento original” (GOODMAN,;
FANELLI; IOANNIDIS, 2018). Apesar da definicdo, o artigo (GOODMAN; FANELLI,
IOANNIDIS, 2018) cita que, assim como acontece com a reprodutibilidade dos
métodos, “reproduzir resultados é operacionalmente ilusério”, devido aos erros
aleatdrios substanciais em qualquer resultado, tornando pouco claros os critérios para
considerar os resultados "iguais”. Os autores (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS,
2018) associam essa visao deterministica de “resultados idénticos” a intuicdo e a
I6gica da reprodutibilidade dos resultados, que levam a negligéncia em aceitar
resultados como verdadeiros quando a relacéo sinal £ erro € excessivamente alta, e
traz no artigo um comentéario de Francis Collins, diretor do US National Institutes of
Health (NIH), sobre os planos para aumentar a reprodutibilidade na pesquisa
(COLLINS; TABAK, 2014):

“... Um conjunto complexo de outros fatores parece ter contribuido para a
falta de reprodutibilidade. Os fatores incluem treinamento insuficiente de
pesquisadores em projeto experimental, maior énfase em fazer declara¢cbes
provocativas em vez de apresentar detalhes técnicos e publicagbes que nédo
relatam elementos basicos de projeto experimental. Alguns relatérios
irreprodutiveis sdo provavelmente o resultado de descobertas coincidentes
que atingem significAncia estatistica, juntamente com tendéncia de
publicagdo. Outra armadilha é a “superinterpretacdo” de experimentos
criativos de "geracao de hipoteses”, que séo projetados para descobrir novos
caminhos de investigacdo, em vez de fornecer provas definitivas para
gualquer questao isolada. Ainda assim, permanece uma frequéncia
preocupante de relatérios publicados que afirmam um resultado significativo,
mas nao podem ser reproduzidos.”
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Uma outra discussao importante que o artigo traz em relacéo a reprodutibilidade
de resultados na area biomédica é que, muitas vezes, a logica linear dos estudos
deterministicos esta “superficialmente limitada por meio de testes de significancia
estatistica” (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018), e isto € problemético pois

“descobertas que séo ‘estatisticamente significativas’ sdo frequentemente
consideradas verdadeiras ou, pelo menos, como justificativas de uma
afirmacédo de conhecimento” (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018, p. 3)

Em relacdo a este ponto, ressalta o fato de que testes de hip6tese-significancia
nula, ndo sejam o tipo apropriado e eficaz para avaliar satisfatoriamente aspectos na
area biomédica, fato que também se aplica a quimica analitica, principalmente
relacionado ao desenvolvimento de novos métodos. Alguns testes estatisticos
isolados (ndo apenas de significancia) ndo sdo suficientes para avaliar e garantir um
‘bom método” ou um “método reproduzivel’. Segundo o artigo (GOODMAN; FANELLI,
IOANNIDIS, 2018), “a significancia estatistica por si s6 diz muito pouco sobre se um
estudo ‘replicou’ os resultados de outro”. Este ponto vai ao encontro de possivel crise
de reprodutibilidade estar associada ao uso inadequado e insuficiente de ferramentas
estatisticas (BAKER, 2016).

Uma outra definicdo de “reprodutibilidade” discutida no artigo “What does
research reproducibility mean?” (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018) é a
“reprodutibilidade inferencial’, que para os autores “refere-se a obtencdo de
conclusdes qualitativamente semelhantes a partir de uma replicacdo independente de
um estudo ou de uma reanalise do estudo original”’. Eles diferenciam essa definigao
em relacdo a reprodutibilidade dos resultados, pois justificam que ‘nem todos os
pesquisadores chegariam as mesmas conclusdes dos mesmos resultados ou
poderiam fazer diferentes escolhas analiticas que levam a diferentes inferéncias a
partir dos mesmos dados” (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018). Pelo fato de
existirem muitos contribuintes para essas diferencas de inferéncias e conclusdes, 0
artigo (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018) divide a reprodutibilidade inferencial
em duas perspectivas bayesianas e multivariada, e que os motivos relacionados a
biomedicina que contribuem para cada uma delas, podem surgir de varias maneiras,
porém como mencionado pelo proprio artigo “a definicdo de quais dados precisam
ser examinados para garantir a reprodutibilidade pode ser controversa” (GOODMAN,;

FANELLI; IOANNIDIS, 2018), esses aspectos em relacdo a quimica analitica, ainda
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precisam ser discutidos. Enfim, os autores (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018)
acabam concluindo que as causas e solugbes para o que intitularam de

“reprodutibilidade insuficiente”, em qualquer campo cientifico,

“...ainda requerem uma especificagcéo clara do tipo de reprodutibilidade que
esta sendo discutido (métodos, resultados ou inferéncias), além de uma
compreenséo adequada de como isso afeta as alegacdes de conhecimento,
investigacdo cientifica de suas causas e uma melhor compreensdo das
limitagBes de significAncia estatistica como um critério de aceitacéo”.

Desta forma, com base nas discussbes mencionadas (BAKER, 2016;
GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018; OLIVARES, 2019; OLIVARES; LOPES,
2012; TENNY; ABDELGAWAD, 2021), sobre a importancia da qualidade de
resultados na pesquisa cientifica, assegurada por um uso adequado e suficiente de
ferramentas estatisticas, e 0 quanto isso pode estar relacionado a reprodutibilidade
de métodos na area de quimica analitica, os conceitos sobre Sistemas de Gestao de

Qualidade Analitica, sdo importantes de serem mencionados e discutidos.

Nas industrias e laboratdrios de analises quimicas, farmacéutica e areas afins,
muitas decisfes importantes sdo baseadas nos resultados analiticos obtidos do
departamento de controle e gestdo da qualidade. E, uma vez que decisdes
importantes sdo tomadas com base nesses resultados, é primordial a indicacdo da
gualidade desses resultados (TRAPLE et al., 2014). Compreender os Sistemas de
Garantia de Qualidade dentro do contexto de reprodutibilidade analitica, requer

entender como e por que esses sistemas surgiram.

Com avanco da tecnologia, as fabricacfes de produtos e servicos comecaram a
avancar em quantidade, porém sem o cuidado com a qualidade desse avanco. Nesse
contexto, exigéncias de confiabilidade comecaram a existir e um crescente receio de
se produzir produtos e servicos rejeitados ou reprovados, gerou a necessidade de se
garantir confiabilidade. Isso fez com que a organizacdo em processos e métodos se

tornasse obrigatéria, surgindo o conceito de Qualidade Assegurada (LEITE, 2008).

Além disso, o conceito de Qualidade se tornou mais aparente nas ultimas
décadas. A grande exigéncia e competitividade de mercado trazida pela globalizacéo
em termos de tecnologia, servicos e produtos, trouxe a necessidade de uma forma de
se diferenciar e se destacar no mercado agressivo e em expansdao (CAMARGO;
OLIVARES, 2016; OLIVARES, 2019). O Sistema de Gestdo da Qualidade, entao,

entra como um sistema de geréncia para garantir essa diferenciacdo e destaque pela
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gualidade e confiabilidade de resultados de produtos e servi¢cos (OLIVARES, 2019).

Mas como um sistema de gestéao e controle de qualidade poderia se relacionar
com uma possivel crise de reprodutibilidade de métodos analiticos na pesquisa

cientifica?

Como mencionado, decisdes importantes sdo tomadas com base em resultados
obtidos a partir dados analiticos, e é importante a indicacdo da qualidade desses
resultados (TRAPLE et al., 2014). Esse ponto, ndo € importante apenas para
industrias e laboratorios, mas para a pesquisa académica e cientifica também. E
primordial que os resultados publicados em dissertagdes, teses, artigos etc. obtenham
uma indicacdo do seu respectivo nivel de qualidade.

Um indicador de qualidade que pode ser associado a qualidade de um método
analitico € a incerteza de medicdo. Neste contexto de laboratérios temos a 1SO
17025:2017 (ASSOCIA(}AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017) que
dispde de requisitos gerais de sistemas de gestado da qualidade para a competéncia
de laboratérios de ensaio e calibracdo. Na sua revisdo no ano de 2017, ficou mais
evidente a importancia da incerteza de medi¢cédo para avaliacdo de conformidade de
produtos, principalmente pelo fato de que a incerteza pode indicar a probabilidade
estatistica para aprovar ou reprovar produtos e servigos. A ISO 17025:2017 menciona
gue, ao se avaliar a conformidade de um produto ou servico, deve-se estabelecer uma
regra de deciséo a qual determina como a incerteza de medicao ira afetar as tomadas

de decisao nas avaliacOes realizadas.

1.4 Crise dereprodutibilidade, custos e carreira

Como citado anteriormente, algumas solucdes do Departamento de Saude e
Servicos Humanos dos Estados Unidos (NIH) (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH
(EUA), 2021; WILSON; BOTHAM, 2021), dentre os temas abordados sobre a melhoria
no rigor e a reprodutibilidade das pesquisas animais, recomendou medir e avaliar 0s
custos e a eficacia desses esforcos. Com o objetivo de tranquilizar os financiadores
em potencial, recomendou, ainda, uma melhor conduta do pesquisador em relacao
aos entendimentos de seus proprios estudos focando em reconhecer as respectivas

fraquezas e limitacbes em sua pesquisa.

N&o apenas nas pesquisas animais ou nas pesquisas da area de saude, mas
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também nas pesquisas de maneira geral, hd a necessidade da andlise de custos de
estudos realizados de forma insatisfatéria, com um destaque especial para a &rea de
guimica analitica, uma vez que os custos de pesquisas para o desenvolvimento de
métodos analiticos ndo sao triviais e que a incapacidade de se reproduzir a pesquisa,
representa um fardo enorme atrasando os tratamentos, desperdicando o tempo dos
cientistas e bilhdes de dolares em pesquisa, como mencionado em 2015 (BEGLEY;
BUCHAN; DIRNAGL, 2015).

As investigagbes de solugbes pautadas em melhorias na conduta do
pesquisador em relacdo aos seus estudos, para evitar a pesquisa nao reproduzivel,
gue causa desperdicio de tempo dos cientistas e dinheiro faz sentido, visto que em 14
de dezembro de 2018, a China introduziu punicfes “sociais” para ma conduta
cientifica (CYRANOSKI, 2018). Os lideres chineses estavam focados na ma conduta
cientifica, seguindo relatdérios continuos de pesquisadores usando dados
fraudulentos, falsificando curriculos e falsificando avaliacbes de pares. Na nova
politica, dezenas de agéncias de fomento governamentais teriam o poder de aplicar
penalidades aos pesquisadores que fossem pegos cometendo ma conduta cientifica
grave. Pesquisadores que fossem identificados aplicando uma ma conduta também
poderiam enfrentar punicdes que nada tém a ver com pesquisa, como restricdes a
empregos fora da academia, bem como penalidades existentes por ma conduta, como

perda de bolsas e prémios.

Desta forma, com base na survey de Moénya Baker (BAKER, 2016), e
considerando a definicdo de reprodutibilidade de um método em pesquisa cientifica
como a capacidade de um pesquisador de encontrar os resultados de um estudo
anterior usando 0os mesmos materiais que foram usados pelo investigador original
(GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018), e que a reprodutibilidade aborda
principalmente questdes de confian¢a de que os dados e analises sao representativos,
€ importante investigar solu¢des pautadas em melhorias em relacédo ao uso adequado
e suficiente da estatistica no intuito de se evitar o desperdicio de tempo dos cientistas

e custos em pesquisas que ndo poderdo ser aproveitadas apés sua concluséao.
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1.5 Ferramentas e base teorica

1.5.1 Como desenvolver um método analitico

Segundo a ISO/IEC 17025 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2017) um procedimento analitico € uma “forma especificada de executar
uma atividade ou um processo”. Para laboratérios de rotina, que possuem sistemas
de gestéo de qualidade acreditados, para ser utilizado um procedimento analitico deve
estar padronizado e documentado. Este documento é chamado de “POP”

(Procedimento Operacional Padrao) e:

“...tem o objetivo de padronizar e minimizar a ocorréncia de desvios na
execucao de tarefas fundamentais para a qualidade do ensaio, independente
de quem as faca. Ou seja, um procedimento coerente garante ao usuario que
a qualquer momento que ele se dirija ao laboratério, as ac6es tomadas na
fase pré-analitica, analitica e pés-analitica criticas para garantir a qualidade
de seus ensaios sejam as mesmas, de uma rodada para a outra, de um turno
para outro, de um dia para outro” (PACCES; COMITE TECNICO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS, 2020, p. 79).

Para que um método analitico (ou procedimento analitico) seja desenvolvido
com o objetivo de ser posteriormente aplicado, utilizado ou reproduzido com niveis
suficientes e adequados de confianga, sdo necessarias evidéncias de que esse
meétodo de fato € coerente com seu objetivo e escopo de aplicacdo, ou seja, é
adequado para ao uso pretendido (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
(BRASIL), 2020; THOMPSON; ELLISON; WOOQOD, 2002).

O conjunto de processos que traz a confirmacgao de que os requisitos especificos
de um procedimento analitico desenvolvido para um determinado objetivo séo
atendidos, mediante exame e fornecimento de evidéncia objetiva (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017) é chamado de “validacdo de métodos”.
Desta forma, para fornecer evidéncias e obter confirmacéo de que um procedimento
analitico € adequado para ao uso pretendido e podera ser aplicado, utilizado ou
reproduzido com niveis suficientes e adequados de confianca, deve-se realizar um

processo de validacdo desse método.

O documento do Inmetro DOQ-CGCRE-008 que dispde de orientacbes sobre
validacdo de métodos analiticos, em seu item “10.1 Planejamento e execucéo da

validacao” sugere o seguinte planejamento para realizar uma validacdo de método:

v Definir objetivo e escopo do método;
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v' Definir os parametros de validagéo;
v' Definir os critérios de aceitacdo para cada parametro de validacao;

v Verificar se as caracteristicas de desempenho dos equipamentos estdo

compativeis com o exigido pelo método em estudo;
v Qualificar os materiais, por exemplo, padrées e reagentes;

v Planejar os experimentos de validacéo, incluindo o tratamento estatistico a ser

utilizado;
v Realizar os experimentos de validagao;

v' Realizar a andlise critica dos resultados obtidos, considerando os critérios de

aceitacao;
v Concluir se 0 método é adequado ao uso pretendido.

v Os resultados devem estar documentados e registrados de modo organizado e

facilmente acessiveis.

1.5.2 Validacdo de métodos como ferramenta estatistica

Segundo Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) (INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a), a partir da Abordagem de Erro, o valor
verdadeiro de uma grandeza, € considerado Unico e, na pratica, impossivel de ser
conhecido. E, a partir da Abordagem de Incerteza (EURACHEM, 2012; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a, 2012b), o valor verdadeiro de uma
grandeza consiste no reconhecimento de que, devido a quantidade intrinsecamente
incompleta de detalhes na definicdo de uma grandeza, ndo existe um valor verdadeiro

anico, mas sim um conjunto de valores verdadeiros consistentes com a definicéo.

Neste contexto, a validacdo do método é uma ferramenta que faz uso de um
conjunto de parametros de validacdo, que estudados e avaliados por testes
estatisticos investigam quaisquer suposicées nas quais o0 método analitico se baseia
estabelecendo as caracteristicas de desempenho para documentar e, assim,
demonstrar se este € adequado para um propdésito analitico especifico (THOMPSON,;
ELLISON; WOOD, 2002). Ou seja, a validacdo é uma ferramenta de andlise utilizada

para estimar os equivocos e desvios relacionados a uma proposta de método
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analitico, bem como de avaliar se amplitude desses desvios é adequada aos critérios
propostos para aquela andlise. Pode, ainda, encontrar o conjunto de valores
verdadeiros consistentes que podem ser atribuidos a uma medigéo realizada a partir

do método desenvolvido (informacdes para estimar a incerteza da medicdo).

Os erros que a validacao de métodos objetiva avaliar sédo, normalmente, 0s erros
sistematicos e o0s erros aleatérios, que segundo (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA (BRASIL), 2012a) sao:

Erro sistematico: Componente do erro que, em medices repetidas,
permanece constante ou varia de maneira previsivel. Para um erro
sistematico, um valor de referéncia (utilizado como base para comparacao
com valores de grandezas da mesma natureza) € um valor verdadeiro (o valor
verdadeiro de uma grandeza é considerado Unico e, na pratica, impossivel de
ser conhecido), ou um valor medido de um padrdo com incerteza de medicéo
desprezavel ou um valor convencional. As causas podem ser conhecidas ou
nao, e é possivel aplicar uma correcdo para compensar um erro sistematico
conhecido. Matematicamente é igual a diferenca entre o erro de medicéo e 0
erro aleatério (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a,
p. 22 adaptado).

Erro aleatério: Componente do erro de medicdo que, em medicBes
repetidas, varia de maneira imprevisivel. O valor de referéncia para um erro
aleatdrio é a média que resultaria de nimero infinito de medicfes repetidas
de um mesmo mensurando. Os erros aleatdrios de um conjunto de medicdes
repetidas formam uma distribuicdo que pode ser resumida por sua esperanca
matematica ou valor esperado, o qual é geralmente assumido como sendo
zero, e por sua variancia. Matematicamente, é igual & diferenca entre o erro
de medigé&o e o erro sisteméatico (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
(BRASIL), 2012a, p. 22 adaptado).
Para uma validacdo de método ser consistente, existem documentos orientativos
e normativos (neste trabalho, por convencao chamado “protocolos”) que dispbe de
informacdes sobre validacbes de métodos com focos em diferentes escopos de

aplicacao.

1.5.21 Protocolos de validacéao

Os parametros de validacao, e seus respectivos critérios de aceitacdo devem
ser definidos de acordo com as caracteristicas do analito e da natureza do método
(BRASIL, 2017). Ou seja, para cada objetivo e escopo de um método, o estudo e
conducdo da validacdo podem ser diferentes. Isto ocorre devido a grande variedade

de necessidades diferentes que podem surgir oriundas da combinagcao dos tipos de
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matriz, analitos, nivel de concentracdo dos analitos, nivel de concentracdo dos
interferentes, métodos de preparo de amostra, métodos de separacdo, extragao,
deteccdo, quantificacdo, equipamentos etc. Por este motivo, existem varios protocolos
de validacédo diferentes, cada qual com seu respectivo objetivo, que dispde de
orientacdes e critérios de validacdo como protocolos, guias, normas, resolucdes etc.

Esses diversos protocolos para validacdo de métodos, incluem informacdes sobre
diferentes parametros de validacdo como exatiddo, limite de deteccéo, preciséo,
recuperacao e linearidade (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020), mas também existem
em cada um deles condicbes de ensaios especificas e critérios de aceitacdo de
resultados, bem como recomendacdes de parametros de validacdo que ndo séo
comuns a todos os protocolos, como “Efeito matriz” e “Robustez”, por exemplo. A
Tabela 1 traz informacdes de alguns protocolos e suas aplicagdes, utilizados neste

trabalho.



Tabela 1 - Protocolos de validacao e seus campos de aplicagédo

Protocolo Ano Orgiio
responsavel
RDC N° 27
(BRASIL, 2012) 2012 ANVISA
RDC n° 166
(BRASIL, 2017) 2017 ANVISA
DOQ-CGCRE-008
(INSTITUTO NACIONAL DE 2020 S

METROLOGIA (BRASIL),
2020)
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Aplicagao

Disp6e sobre os requisitos
minimos para a validagao
de métodos bioanaliticos
empregados em estudos

com fins de registro e pés-
registro de medicamentos.

Dispde sobre a validagdo de
métodos analiticos e é
aplicavel a métodos
analiticos empregados em
insumos farmaceéuticos,
medicamentos e produtos
biolégicos em todas as
suas fases de produgao.

Este documento tem como
objetivo auxiliar os
laboratérios de ensaio na
tarefa de demonstrar que
um método analitico, nas
condi¢bes em que €
praticado, tem as
caracteristicas necessarias
para a obtencdo de
resultados com a qualidade
exigida.



Protocolo

Manual de Garantia da
Qualidade Analitica -
Residuos e Contaminantes
em Alimentos

(BRASIL, 2011)

ICH Q2 (R1)
(ICH, 2005)

Ano

2011

2005

Orgao
responsavel

MAPA

EMA/FDA
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Aplicacao

Este Manual foi elaborado
com o objetivo de
estabelecer parametros e
critérios de aceitagao
aplicaveis a validagdo de
métodos analiticos e a
rotina analitica dos
laboratérios publicos e
privados que pertencem ou
desejam pertencer a Rede
Nacional de Laboratorios
Agropecuarios,
credenciados ou
autorizados a realizar
analises para o Plano
Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes.

Este documento apresenta
uma discussao sobre as
caracteristicas a serem
consideradas durante a

validagdo dos
procedimentos analiticos
incluidos como parte dos
pedidos de registro
apresentados na Europa,
Japdo e EUA.
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Protocolo Orgao Aplicacao

responsavel

Esta diretriz fornece
recomendagdes para a

Guia de Validagdo de validagdo de métodos
Métodos Bioanaliticos bioanaliticos aplicados para
mensurar concentracoes de
(EUROPEAN MEDICINE 2012 EMA/FDA 4 h tg-
AGENCY (EMA); U. S.  larmacos em matrizes
FOOD AND DRUG bioldgicas de origem animal
ADMINISTRATION (FDA), para estudos
2012) toxicocinéticos e em todas
as fases dos ensaios
clinicos.
Fonte: Propria do autor
1.5.2.2 Parametros de validacéao e testes estatisticos

E possivel observar que os pontos chaves para investigar as melhores condi¢ées
analiticas e realizar um bom planejamento experimental é a definicdo dos parametros
de validacdo dentro de suas condicbes de ensaio e critérios de aceitacdo de
resultados. Para isto, o objetivo e 0o escopo do método devem estar definidos, pois é
partir dessas caracteristicas que definem os parametros e critérios, bem como qual o
protocolo correto para aplicacdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2017; HARRIS, 2010; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
(BRASIL), 2020; PACCES; COMITE TECNICO DE QUIMICA DE ALIMENTQOS, 2020;
SKOOG, 2014).

Como citado, existem varios protocolos de validacdo, que dispde das condi¢cdes
nas quais os parametros de validacéo sao relevantes para o objetivo daguele método,
guais as condicdes que devem ser realizados esses ensaios, quais critérios de analise
de dados e testes estatisticos a serem utilizados, e quais os critérios de aceitacao de

resultados dos testes estatisticos.

Os parametros na validacdo de métodos sao os indicadores da confirmacéo (ou
ndo) e de que o método pode ser utilizado com confiabilidade (ou ndo) para a

determinacdo de uma concentracdo de analito em uma matriz, ou seja, que ele é
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adequado para a finalidade pretendida (ou ndo) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2017). Os resultados dos estudos desses parametros
declarados em um documento (um relatério de validagdo por exemplo) fornecem
evidéncia objetiva de que o método é ou ndo adequado ao uso pretendido. Para cada
parametro de validacdo, ensaios laboratoriais e testes estatisticos especificos sédo
realizados e avaliados conforme o objetivo do método analitico. A seguir estdo alguns
exemplos de parametros de validacéo, quais sado seus objetivos:

1.5.2.3 Linearidade

O estudo da linearidade tem como objetivo avaliar a capacidade de um meétodo
analitico (dentro de uma dada faixa de concentracdo) em obter resultados os quais
séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra (ICH, 2005). A
linearidade € uma propriedade importante dos métodos, usada para fazer medicoes
em uma gama de concentracbes. Pode-se determinar a linearidade da resposta a
padrdes puros e a amostras reais. A linearidade néao é, geralmente, quantificada, mas
€ verificada por inspecdo ou usando testes de significAncia para nao-linearidade
(EURACHEM, 2012).

A avaliacdo da linearidade de um meétodo ndo pode ser realizada apenas por
meio da observacgéao do grafico dos resultados de resposta em funcéo da concentracao
do analito. Para o estudo deste parametro, é necessario investigar a melhor funcao
f(x) que representa o comportamento linear esperado. Neste contexto, o estudo desta
equacao deve ser realizado a partir de varios testes e avaliacOes estatisticas
(SKOOG, 2014). A Tabela 2 traz quais pontos sdo importantes de ser avaliado no
estudo da linearidade (BRASIL, 2017; JURADO et al., 2017; OLIVARES; LOPES,
2012; PACCES; OLIVARES, 2020; RAPOSO, 2016; SANAGI et al., 2010; SANCHEZ,

2018), bem como exemplos de testes estatisticos que podem ser utilizados para tal:
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Tabela 2 - Fatores importantes para estudo de linearidade ou curva de calibracdo

1. 0 grau de correlagao entre as Coeficiente de correlagao (r)
variaveis da curva construida; (THOMPSON; PHILIP J, 2011)
2. A proporgao de variabilidade nas Coeficiente de determinagao (r?)
respostas; (THOMPSON; PHILIP J, 2011)

3. Como as concentragoes e as
respostas obtidas pela analise se
relacionam;

Equacao da reta (THOMPSON; PHILIP J, 2011)
(MILLER; MILLER, 2010)

Teste de homogeneidade (ou ndo) das variancias

4. Qual o melhor modelo de regressao a dos resultados experimentais entre os diferentes
ser utilizado; niveis de concentragdo (Ex. Teste de Cochran)
(MILLER; MILLER, 2010)

5. Se realmente ha variagao

significativa da resposta do método em Analise da variancia dos residuos (ANOVA) (Ex.
decorréncia da variagao da Teste F) (MILLER; MILLER, 2010)
concentragao;

6. Se ha diferenca estatistica

significativa entre o valor médio do Teste de Significancia para Intercepto (Ex. Teste
coeficiente linear (intercepto) e o valor T) (MILLER; MILLER, 2010)
"0"

Tendéncia de medigdo (measurement bias; bias):
estimativa de um erro sistematico ou recuperagao:
Desvio do valor obtido experimentalmente com
relagcdo ao valor obtido por meio da equagado que
define a regressao linear (admitido como
verdadeiro). (EURACHEM, 2017; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 20123;
KONIECZKA; NAMIESNIK, 2018; SKOOG, 2014)

7. Exatidao



8. 0 grau de dispersao das replicatas
por nivel de concentragao.

9. Os valores absolutos e relativos da
diferenca entre o valor experimental e o
valor tedrico.

10. Se existem valores discrepantes de
residuos (Outliers)

11. A presenca de autocorrelagao nos
erros de um modelo de regressao.

12. Verificar se a distribui¢ao dos
residuos é normal

Fonte: Prépria do autor

1.5.2.4 Precisédo

39

CV - Coeficiente de variagdo (desvio padrédo
relativo) (SKOOG, 2014)

Analise de Residuos - obtido por meio de da
respectiva equacao da regressao linear (MILLER;
MILLER, 2010)

Considerando como universo amostral todo o
conjunto de dados, avaliar os residuos. (Ex. Teste
Q, Teste de Grubbs, Teste G) (LEITE, 2008)

Teste de Independéncia para Residuos (Ex. Teste
Durbin-Watson) (PETER C. M.; RICHARD, 2000)

Teste de Normalidade para Residuos (Ex. Teste de
Shapiro-Wilk) (SHAPIRO; WILK, 1965)

O estudo de precisdo dentro da validacdo tem como objetivo avaliar o grau de

concordancia entre indicacdes ou valores medidos, obtidos por medicdes repetidas,

no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condi¢cdes especificadas (VIM, 2012).

Normalmente € expressa em porcentagem, pois € obtida a partir do calculo do

Coeficiente de Variacao (CV), ou seja, do desvio padrao relativo (DPR). Ela pode ser

obtida e recomendada de acordo com trés condicfes diferentes por alguns protocolos

de validacéo: repetibilidade, intermediaria e reprodutibilidade.

e Repetibilidade de medicdo: é a precisdo de medicdo sob um conjunto de
condicbes de repetibilidade (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
(BRASIL), 2012a). Condicbes de repetibilidade: Condicdo de medi¢cdo em um

conjunto de condigbes, as quais incluem o mesmo procedimento de medicéo,

0S mesmos operadores, 0 mesmo sistema de medi¢do, as mesmas condi¢cdes
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de operagdo e o mesmo local, assim como medi¢cdes repetidas no mesmo

objeto ou em objetos similares durante um curto periodo (VIM, 2012).

e Precisao intermediaria de medicado: precisdo de medicdo sob um conjunto
de condicdes de precisdo intermediaria (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA (BRASIL), 2012a). Condi¢cbes de precisdo intermediaria:
Condicao de medicdo em um conjunto de condi¢des, as quais compreendem o
mesmo procedimento de medi¢cdo, o0 mesmo local e medi¢des repetidas no
mesmo objeto ou em objetos similares, ao longo de um periodo extenso de
tempo, mas pode incluir outras condigdes submetidas a mudangas
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

e Reprodutibilidade de medicao: precisdo de medicdo conforme um conjunto
de condi¢des de reprodutibilidade (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
(BRASIL), 2012a). Condicao de reprodutibilidade de medi¢do: Condi¢cdo de
medicdo em um conjunto de condi¢des, as quais incluem diferentes locais,
diferentes operadores, diferentes sistemas de medicdo e medicdes repetidas
no mesmo objeto ou em objetos similares (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

1.5.2.5 Exatiddo de medicéao

Realizar o ensaio de exatiddo de medicdo dentro da validacdo, tem como
objetivo avaliar o grau de concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro
de um mensurando (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).
Pode ser definida como a proximidade entre o valor determinado obtido pelo método
e a concentracdo nominal do analito (expressa em porcentagem) (EUROPEAN
MEDICINE AGENCY (EMA); U. S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA),
2012). A exatidao pode ser chamada de “acuracia” (do inglés accuracy), e muitos
protocolos de validacdo internacionais consideram tal nhomenclatura (EUROPEAN
MEDICINE AGENCY (EMA); U. S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA),
2012; ICH, 2005). Em alguns casos, a exatiddo € avaliada em numericamente por
meio da porcentagem de recuperacao ou da tendéncia (Bias do inglés), dependendo

do objetivo do protocolo de validag&o utilizado. A tendéncia de medicéo € a estimativa
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de um erro sistematico (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL),
2012a), e pode ser calculada como o valor de recuperagéao, utilizando-se de materiais
de referéncia certificados (MRC), por exemplo, e quando aplicada a uma série de
resultados de ensaio, implica em uma combinacdo de componentes de erros
aleatorios e sistematicos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL),

2020). A tendéncia expressa como recuperacgao analitica, definida como:

valor observado

1009 1
valor esperado * & @

Esta tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser desprezivel, mas, em
ambos 0s casos, a incerteza associada a determinacdo da tendéncia permanece

como um componente essencial da incerteza global.

Outro modo de avaliar a exatiddo é mediante o uso correto dos materiais de
referéncia certificados (MRC) que consiste em avaliar o desempenho do método, por
meio do calculo do erro relativo (ER), expresso em porcentagem, e erro normalizado
(EN):

Xlab - Xv

ER = ————.100 2
e @)

Sendo:

X qp = valor obtido ou média aritmética de valores obtidos experimentalmente
X, = valor admitido como verdadeiro (valor certificado do MRC)

En _ (Xlab - Xv) (3)

2 2
Ulab + Uref

Sendo:
Uyes: incerteza associada ao MRC.

Se |E,| =1, considera-se que o resultado do laboratério é adequado
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1.5.2.6 Limite de Quantificacao (LQ)

Estudar e avaliar o limite inferior de quantificacdo ou limite de quantificacéo,
consiste em encontrar a menor concentracdo do analito na curva de calibragédo
preparada na matriz, com precisdo e exatiddo adequadas (BRASIL, 2012;
EUROPEAN MEDICINE AGENCY (EMA); U. S. FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION (FDA), 2012). Também pode ser a menor quantidade do analito
na amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisao e exatidao
aceitaveis (ICH, 2005). Neste contexto, “aceitaveis” sdo os resultados de precisédo e
exatiddo que estariam de acordo com critérios de aceitacdo de resultados de um
protocolo de validacdo adequado ao objetivo daquele método, ou outro critério
cientifica e estatisticamente justificado pelo autor. Para se determinar o LQ, existem
varias condi¢cOes de ensaio, calculos e testes estatisticos recomendados que podem
estimar este parametro (mas nao determinar, uma vez que o valor deve ser confirmado
experimentalmente se este se apresenta como verdadeiro e passivel de ser

determinado).

Independentemente do método utilizado para se realizar a estimativa do LQ,
normalmente, o valor encontrado deve ser posteriormente confirmado pela analise de
um numero adequado de amostras conhecidas no limite de quantificacdo, para
verificar e conformar a precisao e exatidao do valor estimado (BRASIL, 2017; ICH,
2005).

1.5.2.7 Limite de Deteccéo (LD)

Estimar e avaliar o Limite inferior de detecc¢éo, ou limite de deteccdo, consiste
em encontrar a menor quantidade de analito que pode ser detectada na amostra
utilizando-se 0 método analitico em questdo, mas esse valor de concentracdo, ndo
necessariamente quantificada sob as condicdes estabelecidas para o ensaio (ICH,
2005). O limite de deteccao para um procedimento analitico pode variar em funcéo do
tipo da amostra. E fundamental assegurar-se de que todas as etapas de
processamento do método analitico sejam incluidas na determinacédo LD, também é
importante para ensaios qualitativos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA

(BRASIL), 2020). Assim como o LQ, existem varias condi¢cdes de ensaio, calculos e
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testes estatisticos recomendados que podem estimar este parametro(mas néo
determinar, uma vez que o valor de LD deve ser confirmado experimentalmente, se

este apresentar, pelo menos, diferenca entre o sinal do analito e do ruido do sistema).

Em procedimentos analiticos que apresentem ruido de linha de base, a relacao
sinal/ruido pode ser utilizada e determinada pela comparacéo dos sinais medidos de
amostras com baixas concentracdes conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos
de amostras, definindo-se a concentracdo minima em que o analito pode ser
detectado com confiangca. Uma relacdo sinal/ruido de 3:1 ou 2:1 é geralmente
considerada aceitavel para a estimativa do limite de detec¢&o. E importante ressaltar
qgue a regido do ruido do branco deve ser a mesma do sinal medido (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2020).

Nos casos em que um valor estimado para o limite de deteccdo é obtido por
céalculo ou extrapolacao, esta estimativa pode ser subsequentemente validada pela
analise independente de um namero adequado de amostras conhecidas por estarem
préximas ou preparadas no limite de detecgéo (ICH, 2005). Se o LD for determinado
com base na avaliacdo visual ou na relacdo sinal/ruido, a apresentacdo dos

cromatogramas relevantes € considerada aceitavel para justificativa (ICH, 2005).

E importante destacar que a estimativa deste parametro de valida¢&o por meio
da relacéo sinal/ruido, faz sentido apenas para os métodos que utilizem equipamentos
de medicdo que permitam este tipo de estimativa. Para outras abordagens,
estimativas com base nos desvios padrdo das curvas de calibracdo podem ser
abordados (BRASIL, 2012, 2017; EUROPEAN MEDICINE AGENCY (EMA); U. S.
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA), 2012; ICH, 2005),

1.5.2.8 Dados de Validacdo de Métodos e Apresentacao de Resultados

Dentro da validacdo de método, a avaliacdo dos dados obtidos € a ultima etapa
antes de apresentar os resultados. Esse processo tem inicio com a avaliacdo das
matrizes a serem estudadas no processo de validacdo, dos métodos utilizados nos
planejamentos experimentais e definicdo das condicdes analiticas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017; BARWICK, 2019; EURACHEM, 2012,
2017; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2020; LEITE, 2008;

SKOOG, 2014) e se estende até a obtencdo das repostas analiticas. Desta forma,
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para concluir se 0 método € adequado ao uso pretendido, € preciso realizar a andlise
critica das respostas analiticas obtidas, considerando os critérios de aceitacao
estabelecidos (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017;
EURACHEM, 2012; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2020;
PACCES; COMITE TECNICO DE QUIMICA DE ALIMENTOS, 2020).

Segundo o VIM ((INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a),

o resultado de uma medicéo é:

“Conjunto de valores atribuidos a um mensurando, juntamente com toda outra
informacao pertinente disponivel.

NOTA 1 Um resultado de medigdo geralmente contém “informagao
pertinente” sobre o conjunto de valores, alguns dos quais podem ser mais
representativos do mensurando do que outros. Isto pode ser expresso na
forma de uma fun¢&o densidade de probabilidade (FDP).

NOTA 2 Um resultado de medicéo é geralmente expresso por um Unico valor
medido e uma incerteza de medi¢cdo. Caso a incerteza de medicdo seja
considerada desprezavel para alguma finalidade, o resultado de medicédo
pode ser expresso como um Unico valor medido. Em muitos dominios, esta é
a maneira mais comum de expressar um resultado de medicéo.

NOTA 3 Na literatura tradicional e na edicdo anterior do VIM, o resultado de
medicdo era definido como um valor atribuido a um mensurando obtido por
medicdo, que podia se referir a uma indicacdo, ou um resultado nao corrigido,
ou um resultado corrigido, de acordo com o contexto.”

De forma geral, uma vez registrado os resultados obtidos, cabe ao
desenvolvedor do método, de acordo com regras definidas, realizar a analise critica
desses resultados para ser possivel concluir se o método é ou ndo adequado ao uso
pretendido. (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2020; PACCES;
COMITE TECNICO DE QUIMICA DE ALIMENTOS, 2020). Ou seja, testes estatisticos
adequados e suficientes devem aplicados as respostas analiticas a fim de avaliar os
parametros de validacdo escolhidos. Entdo, de acordo com os resultados destes
testes estatisticos é que se determina se os parametros de valida¢do atendem ou néo
aos critérios estabelecidos previamente, e por intermédio de uma avaliacdo critica
geral do processo de validacéo, € possivel concluir se o método € ou ndo adequado

ao uso (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2020).

Em relacédo a obtencédo de resultados, valores verdadeiros sao impossiveis de
ser conhecidos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a). Na

verdade, o que é possivel obter € um conjunto de valores que tém alta probabilidade



45

de serem verdadeiros e consistentes. Desta forma, apos uma avaliagdo dos dados
obtidos da validacdo do método, os resultados devem ser reportados com a possivel
dispersdo dos valores que poderiam ser razoavelmente atribuidos aos seus
resultados, ou seja, com a incerteza de medicdo associada ao mensurando
(BETTENCOURT DA SILVA; WILLIAMS, 2015; EURACHEM, 2012, 2017;
OLIVARES; LOPES, 2012; PACCES; COMITE TECNICO DE QUIMICA DE
ALIMENTOS, 2020).

Resumidamente, os resultados da validacdo de um método analitico devem ser
apresentados com o respectivo intervalo de confianca do método, ou seja, com limites
de incerteza validos especificados e associados ao mensurando (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017; EURACHEM, 2012; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2020; MILLER; MILLER, 2010; SKOOG,
2014).

1.5.2.9 Incerteza de medicéo

Segundo a IUPAC, na validacdo de métodos, as caracteristicas quantitativas de
interesse estéo relacionadas a acuracia do resultado provavel de ser obtido. Portanto,
€ geralmente verdade dizer que a validacdo do método equivale a tarefa de fornecer
insumos para estimar a incerteza da medicdo (THOMPSON; ELLISON; WOOD,
2002).

A incerteza de medicéo é:

“Parametro ndo negativo associado ao resultado de uma medicdo, que
caracteriza a dispersdo dos valores que poderiam ser razoavelmente
atribuidos ao mensurando, com base nas informacgbes utilizadas
(EURACHEM, 2012; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL),
2012a). Ela inclui componentes provenientes de efeitos sistematicos, tais
como componentes associadas a corre¢des e a valores atribuidos a padrdes,
assim como a incerteza definicional (ver glossario). Algumas vezes, ndo sdo
corrigidos efeitos sisteméticos estimados, mas, em vez disso, sao
incorporadas componentes de incerteza de medi¢&o associadas (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a). Geralmente para um dado
conjunto de informacdes, subentende-se que a incerteza de medicdo esti
associada a um determinado valor atribuido ao mensurando. Uma
modificacdo deste valor resulta em uma modificagdo da incerteza associada
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

A incerteza de medi¢do geralmente engloba muitas componentes. Algumas
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delas podem ser estimadas por uma avaliacdo do Tipo A da incerteza de
medicao, a partir da distribui¢do estatistica dos valores provenientes de séries
de medi¢cbes e podem ser caracterizadas por desvios-padrdo. As outras
componentes, as quais podem ser estimadas por uma avaliacdo do Tipo B
da incerteza de medicdo, podem também ser caracterizadas por desvios-
padrdo estimados a partir de funcbes de densidade de probabilidade
baseadas na experiéncia ou em outras informagdes (INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).”

Para entender melhor a importancia de apresentar os resultados de uma
validacdo de métodos com seu respectivo intervalo de confianca associado a situacéo

a seguir traz um exemplo pratico:

> A incerteza de medicdo associada a um método de quantificacdo de mercurio
em agua é igual a 15,73%;

» Os limites deste metal no sangue humano devem ser inferiores a 10,00 pg/L;

» Os resultados obtidos em uma estacéo de tratamento de agua de uma cidade
gualquer, utilizando este método foram de 9,34 pg/L, 9,68 ug/L e 9,86 ug/L.

» Pergunta: esta agua esta prépria para consumo?

Para responder a questdo, é preciso associar a incerteza da medicdo do

mensurando a estes resultados. Portanto, verificando o resultado de menor valor:
[9, 34 ug/L + ((15,73/100) *9,34 ug/L)] = 10,81 pg/L

[9, 34 pg/L - ((15,73/100) *9,34 ug/L)] = 7,87 pg/L

A disperséo dos valores que poderiam ser razoavelmente atribuidos ao resultado
de 9,34 ug/L seria o intervalo de valores entre 7,87 ug/L e 10,81 pg/L. E aplicando o

mesmo conceito para 0s outros resultados:
[9, 68 pg/L + ((15,73/100) *9, 68 pg/L)] = 11,20 pg/L
[9, 68 pg/L + ((15,73/100) *9, 68 pg/L)] = 8,16 pg/L
[9, 86 pg/L + ((15,73/100) *9,86 ug/L)] = 11,41 pg/L

[9, 86 pg/L + ((15,73/100) *9,86 ug/L)] = 8,31 pg/L

Tém-se que o intervalo de confianca atribuido ao resultado 9,68 ug/L esta entre
8,16 pg/L e 11, 20 pg/L, e ao resultado 9,86 pg/L esta entre 8,31 ug/L e 11,41 ug/L.
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Desta forma, os resultados de confianca que esta estacao de tratamento possui para
tomar uma decisdo em relacdo a toxicidade da agua estéo no intervalo entre 7,87 pg/L
e 11,41 pg/L. Sem a associacdo da incerteza de medicdo aos resultados, a agua
estaria propria para consumo humano, porém ao verificar o intervalo de confianca
desses resultados, existe a possibilidade de que esta agua ndo seja propria para
consumo humano, o que exigiria uma tomada de decisdo importante da parte dos

responsaveis pela distribuicdo de agua da cidade.

Os critérios de aceitacdo para os valores de estimativa de incerteza, assim como
a propria validacdo, dependem do objetivo do método e do desenvolvedor do método,
gue pode tomar como base, por exemplo, os guias da EURACHEM, GUM (Guia para
a Expresséo da Incerteza de Medicdo) e JCGM (Comité Conjunto para Guias em
Metrologia) (BIPM, 2012; EURACHEM, 2012; INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA (BRASIL), 2012b).

Em um artigo de 2018 (SEPAROVIC; SAVIANO; LOURENCO, 2018), um estudo
verificou a importancia de realizar a avaliacdo da incerteza de medicamentos
realizando a analise em lotes de Amoxicilina. O estudo estabeleceu que o critério de
aceitacdo de variabilidade do teor da de amoxicilina nesse medicamento poderia
variar entre 95% e 105%, avaliando 45 medicamentos. A Figura 3 mostra que todos
os resultados que sdo obtidos diretamente do sinal do equipamento estdo dentro do
intervalo de confianca de 95% a 105%, ou seja, todos 0s resultados estdo aprovados

dentro da uma faixa de aceitacéo pre-estabelecido
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Figura 3 - Contetido dos comprimidos de amoxicilina em 45 lotes com base nos resultados dos
ensaios de HPLC e suas incertezas.
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Fonte TRAPLE et al. Using measurement uncertainty to assess the fithess for purpose of an HPLC
analytical method in the pharmaceutical industry, Measurement. p.44. 2014

Porém, esses séo os resultados obtidos de um equipamento, eles, na verdade,
nao sao uma estimativa do valor real baseado na capacidade do método de ensaio e
seus equipamentos de forma conjunta. Desta forma, esses resultados sé&o
estatisticamente provaveis de estarem dentro de determinada faixa de valores,
chamada de incerteza, apesar de neste caso, considerar apenas a dispersao de

valores em relacéo ao equipamento e néo a todo o processo de medicao.

A partir do gréafico (Figura 3), é possivel observar que alguns pontos néo estédo
dentro dessa faixa de variacdo de incerteza estabelecidos, ou seja, existe uma
probabilidade estatistica de que podem estar fora do intervalo de confianca
estabelecido (95%-105%). E esta é a grande importancia de incerteza de medicéo ser
avaliada. No caso destes estudos, por exemplo, a partir dos limites de incerteza
estabelecidos, foi possivel determinar se existe o risco de que este medicamento se
encontrar fora da faixa e aceitacao especificada. Ou seja, nesse estudo a incerteza se
mostrou importante na avaliacdo da conformidade de produtos farmacéutico. Além
disso, apesar de utilizar métodos oficiais validados, neste caso especifico, os
resultados de incerteza associados demonstraram a probabilidade estatistica de se

obter um resultado fora de uma faixa de especificacéo.

Apresentar as conclusbes de uma validagdo de métodos com respectiva a

incerteza de medicao associada ao valor do mensurando na qual o procedimento



49

analitico tem como objetivo determinar, garantir e confirmar a validade e qualidade
(ou n&o) dos resultados e valores que podem ser determinados utilizando tal método

desenvolvido.

1.5.2.10 Relatorios de Validagao

Ao final do desenvolvimento de um método analitico, enfim se fornecem as
evidéncias objetivas de que o método € adequado para o uso pretendido. A forma
mais comum de se evidenciar esta atividade é feita mediante apresentacdo da
validacdo de métodos em um relatério. Um dos objetivos mais importantes dos
relatorios de validagdo é fornecer rastreabilidade adequada pois, para produzir
resultados confiaveis, a rastreabilidade é essencial, especialmente em quimica
analitica (OLIVARES; LOPES, 2012).

A palavra ‘“rastreabilidade” tem origem na metrologia. A rastreabilidade
metroldgica € uma propriedade de um resultado de medic&o, em que o resultado pode
ser relacionado a uma referéncia por meio de uma cadeia ininterrupta de calibracdes
documentada, cada uma contribuindo para a incerteza da medicao (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a). A rastreabilidade dos resultados
esta relacionada a rastreabilidade de um método, que por sua vez esta ligada a
rastreabilidade dos padroes e a rastreabilidade do equipamento utilizado no
procedimento analitico (OLIVARES; LOPES, 2012). A Figura 4 mostra em resumo um

esquema que representa os diferentes conceitos e significados de rastreabilidade

Figura 4 - Diferentes conceitos e o significado estendido de rastreabilidade

™
Rastreabilidade de resultados i Helaglocam
l boas referéncias
/ ou padroes
Rastreabilidade de métodos Significado estendido
de rastreabilidade
/ \ \ 2. “Historico”
documentadode

Rastreabilidade de Rastreabilidade de um produto ou
padrées equipamentos sistema

7

Fonte: OLIVARES; LOPES, 2012. Essential steps to providing reliable results using the Analytical
Quality Assurance Cycle. Trends in Analytical Chemistry. Vol. 35. p 112, 2012
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Desta forma, para apresentacdo de um relatério de validacdo, o Guia de
Validacdo de Métodos Bioanaliticos da Agéncia Europeia de Medicina (EUROPEAN
MEDICINE AGENCY (EMA); U. S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA),

2012) traz as seguintes recomendacgoes:

» Em um relatério de validacéo, dependendo do nivel de detalhe das informacdes
fornecidas, apenas a referéncia aos procedimentos utilizados para etapas
especificas de andlise pode ser suficiente. Caso contrario, esses procedimentos
devem ser anexados ao relatorio. Todos os dados de origem devem estar

disponiveis em seu formato original e disponiveis mediante solicitacao;
» Qualquer desvio do protocolo de validagcéao deve ser registrado;
» O relatorio de validagéao deve incluir pelo menos as seguintes informacgdes:
* resumo dos desempenhos de validacao;

» detalhes do método analitico aplicado e, quando apropriado, a fonte do método

analitico (referéncias da literatura e / ou modificacées no procedimento);

» detalhes do procedimento de ensaio (analito, padréo interno, pré-tratamento da

amostra, extracao e analise);

» padrbes de referéncia (origem, numero do lote, certificado de andlise,

estabilidade e condi¢cdes de armazenamento);

* padrbes de calibracdo e amostras de Controle de Qualidade (matriz,

preparacao, datas de preparacao e condi¢cdes de armazenamento);
« atendimento aos critérios de aceitacao;
« atendimento aos critérios de analise;

 tabela de todas as execucdes analiticas com datas de andlise, se foram

aprovadas ou reprovadas e o motivo da falha;

« tabela de resultados de calibracdo de todas as execucdes analiticas aceitas,
incluindo faixa de calibragéo, funcdo de resposta, concentracdes calculadas de

volta e preciséao;

« tabela de resultados de Controle de Qualidade de todas as corridas analiticas
aceitas (precisdo e exatiddo dentro e entre as corridas); valores fora dos

critérios de aceitagdo devem ser claramente marcados;
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* dados de estabilidade da solucdo de estoque, solucdo de trabalho, QC,

cobrindo as condi¢cdes de armazenamento aplicadas;

» dados sobre seletividade, LQ, efeito residual, efeito de matriz se aplicavel,
integridade de dilui¢éo;

* resultados inesperados obtidos durante a validagdo com justificativa completa

da acao tomada;

» desvios do método e/ou procedimento oficial ou operacional padréo (descricdo
dos desvios, impacto no estudo, dados de suporte);

» Todas as medi¢cdes com as concentracdes individuais calculadas devem ser

apresentadas no relatorio de validacao.

1.5.3 Ciclo de Garantia de Qualidade Analitica (Analytical Quality Assurance
Cycle (AQAQ))

Dentro da garantia da qualidade analitica podem-se diferenciar varios tipos de
operacOes necessarias para garantir o controle de qualidade das medi¢cdes analiticas,
gue estdo inseridos na estrutura mais ampla da metrologia quimica e rastreabilidade
(OLIVARES; LOPES, 2012).

Fundamentado entdo nestes conceitos, para garantir a validade dos resultados
deste trabalho, a ferramenta de qualidade analitica que orientou todo o
desenvolvimento do trabalho foi o Ciclo De Garantia de Qualidade Analitica (Ciclo
AQAC) publicado em 2012 no artigo “Essential steps to providing reliable results using
the Analytical Quality Assurance Cycle” (OLIVARES; LOPES, 2012). Assim como 0
Ciclo PDCA (Plan, Do, Check, Act), uma classica ferramenta para gestédo de qualidade
de processos, o Ciclo AQAC consiste em um diagrama, que tem como objetivo facilitar
a interpretacdo e aplicacdo da relacdo entre validacdo de métodos, incerteza de

medicao e controle de qualidade analitica (Figura 5).
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Figura 5 - Ciclo De Garantia de Qualidade Analitica (Ciclo AQAC)
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Fonte: OLIVARES; LOPES, 2012. Essential steps to providing reliable results using the Analytical
Quality Assurance Cycle. Trends in Analytical Chemistry. Vol. 35. p 112, 2012.

As relacbes dispostas por intermédio do diagrama, que fecham um ciclo,
simplificam a rastreabilidade adequada requerida para o controle e garantia da
validade de resultados, porém os autores chamam a atencédo para o fato de que
conhecimento da relacéo entre eles é extremamente necessario e que, caso ocorra
uma acao inadequada em algum dos trés processos, todos 0s outros podem estar

prejudicados.

A principal motivacdo do desenvolvimento do ciclo, segundo os autores, foi a
importancia que validacdo de métodos, estimativa da incerteza de medicdo e garantia
de qualidade dos resultados de ensaio de fato tem, com base na forma que sao
abordadas pela ISO/IEC 17025:2017, como parte dos requisitos para a acreditacéo
de laboratérios, mas que apesar da notoria reputacéo desses trés itens, foram citados
como os mais dificeis de serem aplicados, quando comparados aos demais itens
desta mesma norma, segundo um estudo envolvendo mais de 240 laboratérios
guimicos, todos credenciados na ISO/IEC 17025 (OLIVARES; LOPES, 2012).

O ciclo é utilizado como ferramenta central neste trabalho uma vez que a crise
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de reprodutibilidade potencialmente repousa sobre os pilares da validacdo e da
incerteza. Assim, o software utilizado (PACCES; OLIVARES, 2020) para a avaliacao
da correta aplicacdo dos célculos envolvidos nas valida¢des constantes no documento
por este trabalho avaliadas, baseia-se nos principios do Ciclo AQAC.

1.5.4 Softwares ConfLab

Os Softwares ConfLab sdo validados com o objetivo de assegurar que 0
programa cumpra com suas especificacdes, atendendo as exigéncias dos usuarios
(PACCES; OLIVARES, 2020b, 2020c). Baseiam-se no conceito do Ciclo de Qualidade
Analitica (AQAC) (OLIVARES; LOPES, 2012), que relaciona validagéo, incerteza e
controles de qualidade, apresentando trés modulos: um que contempla todos os testes
estatisticos capazes de atender aos protocolos de validacdo utilizados; o segundo,
gue faz uma adequada estimativa da incerteza da medicao utilizando-se informacgdes
provenientes da validacdo (linearidade, precisdo, exatidao,...) e de outras fontes,
como equipamentos, massa, volume, amostragem, carta de controle, aplicados na
execucao do método; e um terceiro, o qual controla a qualidade do resultado analitico
durante a rotina do laboratério a partir do uso de cartas de controle de média e
amplitude. A Figura 6 apresenta a tela inicial dos softwares ConfLab, apresentando o

acesso para cada software na forma do diagrama do Ciclo AQAC.
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Figura 6 - Tela inicial dos Softwares ConfLab, com disposi¢cdo baseada no Ciclo AQAC. Cada
software possui acesso independente.
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1.5.41 ConfLab Validacao (Versao 1.0.1.0)

Com foco na ISO 17025:2017, mediante a insercao dos valores experimentais,
os calculos de diferentes parametros estatisticos sao realizados de forma instantanea,
apresentando os resultados que podem ser impressos em formato de um relatério de
validacao personalizavel, com os dados de rastreabilidade exigidos pelos sistemas de
gestdo da qualidade. Aléem da ISO 17025:2017, € também compativel e atende as
exigéncias das normas neste trabalho. Os parametros de validacdo que este modulo

calcula sao:

e Preciséo (Repetibilidade)
e Precisao Intermediaria
e Exatidao
o Exatiddo com Amostras Fortificadas
o Exatiddo com Uso de Material de Referéncia
e Linearidade
o Avaliacdo da Homocedasticidade
o Regressdo dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) e
Regressdo dos Minimos Quadrados Ponderada (MMQP)
o Testes Gerais
o Normalidade
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Independéncia
Anova
Significancia do Intercepto
Residuos Absolutos
Residuos Relativos
Outliers (Grubbs por Nivel)
Ouitliers (Grubbs total)
Exatidéo
Coeficiente de Variacao
RegressdaodosMinimosQuadradosOrdinarios(MMQO)Versus
Regressao dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP)
e LODelLOQ
o Calculos Tedricos - Desvios padrdo do Branco da Amostra (ou menor
nivel quantificavel) - IUPAC/INMETRO
o Calculos Teoricos - Desvios padréo do Branco da Amostra (ou menor
nivel quantificavel) - FDA/ANVISA
o Calculos Teoricos - Desvio padrdao de Intercepto do Sinal -
FDA/ANVISA
o Calculos Experimentais
e Efeito Matriz
o Diferencas Entre As Curvas De Calibracéo
o Desvios Relativos aos FMNs
e Robustez
o Teste de Youden

0O O O 0O 0O 0o 0O o o O

1.5.4.2 ConfLab Incerteza (Verséao 1.0.1.0)

O Software de Incerteza ConfLab estima as variacbes decorrentes dos
processos analiticos na forma de um resultado aplicado ao mensurando. E baseado
nos conceitos abordados pelo Guia Eurachem/CITAC de estimativa de incerteza para
guimica analitica (EURACHEM; CITAC, 2012).

Cada fonte de incerteza, pode ser inserida diretamente em um diagrama de
Ishikawa disposto em tela (estas entradas do diagrama podem ser orientadas pela
descricdo da equacao do mensurando que pode ser inserida no préprio software), ou
também, € possivel buscar os dados do médulo de validagéo para o de estimativa de
incerteza. Os tipos de fonte de incerteza disponiveis estdo citados abaixo, e podem
ser escolhidas conforme a necessidade de cada aplicacdo de ensaio. Ao final da
insercdo das funcdes, todos os resultados sdo apresentados em um diagrama de
Pareto que permite avaliar as maiores contribuicdes seguido da incerteza final. Os

tipos de funcdes disponiveis sdo:
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e Incerteza da Linearidade
o Modelo e regressao ordinaria;
o Modelo de regresséo ponderada;
e Incerteza do estudo de Preciséo (Repetibilidade)
e Incerteza do estudo de Preciséo (Intermediéria)
e Incerteza da Exatiddo (Amostras Fortificadas)
e Incerteza da Exatidao (Uso de Material de Referéncia)
e Incerteza da Massa
e Incerteza do Volume
e Incerteza na Padronizacao de Solucoes
e Incerteza do Material de Referéncia
e Incerteza de Outras Fontes ou Equipamentos
e Incerteza da Amostragem
o Anova;
o Range Double Split;
e Incerteza da Carta de Controle

Desta forma, considerando:

e A necessidade de uma melhor compreensao das limitacées do uso da
estatistica como um critério de aceitacao de resultados, visto que foi um
dos fatores que podem afetar a reprodutibilidade cientifica, segundo o
artigo de Monya Baker (BAKER, 2016);

e E que dentro da quimica analitica, esses fatores podem ser mensurados,
dentre os outros citados (BAKER, 2016);

e Com base em (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018), pode existir
uma necessidade, de um melhor entendimento da relacdo entre

reprodutibilidade e evidéncias verdadeiras das afirmacdes cientificas e;

e Podem existir dividas e controversas em relacdo as definicbes de quais
dados precisam ser investigados para garantir a reprodutibilidade em

guimica analitica;

Foram definidos os objetivos desse trabalho descritos no préximo tépico.
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2 Objetivos

Valendo-se de resultados de métodos analiticos publicados e com base nos
conceitos da Ciclo AQAC (OLIVARES; LOPES, 2012), os objetivos do trabalho foram:

I.  Avaliar se a percepgao da existéncia de uma crise de reprodutibilidade em
relacdo a validacdo de métodos analiticos da area de quimica analitica (e afins)
€ passivel de ser confirmada e quantificada, e para isto:

1.1 Avaliar se a aplicacdo da validacdo de métodos, foi adequada e
suficiente e se foram utilizados protocolos de validagdo apropriados
considerando os métodos desenvolvidos e publicados nos

documentos cientificos analisados;

1.2 Avaliar com o apoio de softwares previamente validados (ConfLab
Validacdo e ConfLab Incerteza) (PACCES; OLIVARES, 2020) se os
calculos matematicos e testes estatisticos dentro do estudo da
validagédo dos métodos desenvolvidos e publicados nos documentos

cientificos analisados sdo adequados e suficientes;

1.3 Investigar os equivocos mais comuns cometidos durante a validacéo

de métodos;
1.4 Investigar a existéncia de relacdo entre os itens 1.1 a 1.3;

[I. Investigar a existéncia de relagcéo entre as conclusdes encontradas no item | com
estimativa de incerteza de medi¢cdo, com base na gestdo da qualidade analitica
utilizando o Ciclo AQAC (OLIVARES; LOPES, 2012);

lll. Investigar a existéncia de relacdo com item Il com a crise de reprodutibilidade.
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3 Desenvolvimento

3.1 Informacdes gerais

A busca por documentos cientificos foi realizada em plataformas de busca de
literatura académico-cientifica online, bancos de dados e bibliotecas virtuais, com
base em alguns critérios de selecdo apresentados no item 3.2.1 para tornar possivel
as avaliagcOes pretendidas.

Com o auxilio dos Softwares ConfLab (CONFLAB, 2020), foram recalculados os
resultados dos parametros estatisticos de validacao e incerteza de medicéo, utilizando
os dados brutos disponiveis tal e qual se apresentavam nos documentos. Com base
nos critérios de aceitacdo de resultados das normas, os valores retornados pelos
softwares foram submetidos a avaliacdo da conformidade da validacdo do método em

estudo.

Os resultados foram apresentados em forma resumida nos graficos nos subitens
no corpo deste trabalho, e as discussdes mais detalhadas e relatorios, estarédo
disponiveis no material suplementar em formato .pdf e independentes (FERREIRA,
2020). No material suplementar 1, foram realizadas discussées mais detalhadas dos
primeiros 18 documentos em relacdo as questdes dos testes estatisticos de cada
parametro de validacdo, de forma a demonstrar o grau de profundidade desta
pesquisa. Nos Materiais suplementares 2 e 3 estdo, respectivamente, os relatérios de

validacao e incerteza dos métodos estudados gerados pelos softwares ConfLab.

Ao todo, foram analisadas 91 validacbes de meétodos, presentes em 42
documentos cientificos, que geraram 139 relatérios de validacdo e 139 relatorios de
incerteza. A quantidade de validacdes € diferente da quantidade de documentos
cientificos, pois, dentro de um mesmo documento, mais de um método com condicdes
analiticas, matrizes e/ou analitos diferentes foram estudados. Em relacdo aos
numeros de relatorios, estes foram maiores do que o numero de valida¢gdes, pois em

alguns casos:

» além de mais de um método estar presente, dentro de cada método, em
alguns casos foram verificados as melhores e o0s piores intervalos de

abrangéncia;

» quando a regressao linear deveria ser realizada de forma ponderada, mas o
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autor realizou de forma ordinaria, foram gerados relatérios de incerteza

comparando a diferenga entre os valores de incerteza nos dois casos;

> dentro de cada método, varias curvas de calibragcdo com intervalos de
concentragéo diferentes foram estudadas.

Nos primeiros 18 documentos foram realizadas anélises mais detalhadas para
se compreender o desenvolvimento e aplicacdo das ferramentas em cada um destes
projetos. Estes documentos abordam uma discussdo mais focada no estudo de cada
teste estatistico para cada parametro de validacdo separadamente.

3.2 Objetos do estudo

Para manter a confidencialidade da pesquisa, preservando os autores,
instituicbes e revistas, foi adotada uma nomenclatura codificada para padronizar o
tratamento de dados, combinando letras e nUmeros de acordo com o projeto criado
no software. A nomenclatura possui as letras iniciais COD, seguida de uma sequéncia
de trés numeros em algarismos crescente por ordem de documento a ser avaliado.
Caso um mesmo documento apresentasse mais de uma validacdo em seu conteudo
(com diferentes métodos, ou diferentes analitos, matrizes etc.) é adicionado uma letra
em ordem alfabética para caracterizar que aquela validagdo ou incerteza pertence a

um mesmo documento.

3.2.1 Selecédo dos documentos avaliados

Para o objetivo pretendido, os documentos elegiveis foram selecionados de

acordo com 0s seguintes critérios:

e se 0s métodos estavam presentes entre artigos, teses, dissertacfes e

trabalhos de concluséo de curso (TCC).

e tratavam sobre desenvolvimento de método analitico com objetivo de

detectar, quantificar, identificar, caracterizar algum analito em alguma matriz;

e continham os dados brutos obtidos durante o processo de validagcédo (e ndo
apenas as respectivas médias) em pelo menos dois parametros, de

preferéncia, sendo um deles o da linearidade.
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3.2.2 Selec¢édo dos parametros de avaliagdo
Principais aspectos de avaliagao foram:

e Calculos matematicos e estatisticos;

e Condicdes de realizagéo dos ensaios dos parametros de validacao;
e Critérios de aceitacdo de resultados dos parametros de validagéao;
e Apresentacao dos resultados e rastreabilidade adequada.

Os parametros de validacdo selecionados para avaliacao foram:

e Linearidade;

e Preciséo repetibilidade;

e Precisdo intermediaria;

e Exatidao;

e Limite de quantificagéo;

e Limite de deteccéo;

e Estimativa de incerteza de medicao expandida.

Os motivos desta escolha foram:

e Estdo presentes em todos os protocolos de validagao utilizados;
e Seria possivel avaliar junto ao ConfLab e utilizad-lo para obter os resultados
de referéncia;

e Existiam mais dados disponiveis para o estudo.

3.2.3 Ciclo de Garantia de Qualidade Analitica (Analytical Quality Assurance
Cycle (AQAQ))

De posse das informacdes até aqui relatadas, o desenvolvimento deste trabalho
teve como base o conceito de garantia de qualidade analitica, que atende a
necessidade de fornecer resultados confidveis que atendam aos requisitos de
gualidade, dentro da gestdo da qualidade (OLIVARES, 2019; OLIVARES; LOPES,
2012; PACCES; COMITE TECNICO DE QUIMICA DE ALIMENTOS, 2020).

3.2.4 Aplicacado dos Softwares ConfLab

Mediante os relatérios de validagéo e incerteza fornecidos pelos softwares, foi
possivel fornecer evidéncias da conformidade, ou ndo, dos métodos aos requisitos

especificados pelas legislagdes vigentes, comparando os resultados obtidos pelo
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documento e pelo software. Além disso, também foi realizado a avaliacdo da
conformidade da validacdo do método em relacdo aos critérios de aplicacdo do
respectivo protocolo, comparando a forma na qual foi exigida a aplicagdo do
parametro na norma e a forma que foi realizada no documento cientifico. Ao relacionar
os resultados encontrados (material suplementar 1, 2 e 3) (FERREIRA, 2020), foi
possivel fornecer discussdes e dados que permitiram mostrar se 0s métodos

atenderam ou n&o aos requisitos especificados.

Os relatérios de validacdo e incerteza dos métodos estudados foram gerados
automaticamente pelos Softwares ConfLab Versdo 1.0.1.0 (PACCES; OLIVARES,
2020a), com o auxilio das licencas concedidas de forma gratuita para uso especifico
neste trabalho.

Nas analises dos documentos neste trabalho avaliados, foram utilizadas como
fonte de incerteza os estudos de linearidade, preciséo (repetibilidade) e (intermediaria)
e exatidao, visto que nenhum documento apresentou outros tipos de dados que
pudessem entrar como outras fontes confiaveis para se introduzir o calculo de
incerteza. Portanto, a incerteza aqui apresentada € um resultado minimo deste valor,
sem considerar outras fontes de contribuicbes como equipamentos, amostragem,
material de referéncia, preparo da solucéo padrdo ou outros. Porém, é notorio que as
maiores contribuicbes para incerteza provém dos parametros da validacao
(OLIVARES; LOPES, 2012).

3.241 Relatérios de Validacao e Incerteza

Apbs a insercdo dos dados experimentais nos softwares, todos os projetos sao
armazenados e podem ser acessados novamente a qualquer momento. Quando o

projeto é concluido, por parte do usuario, é possivel gerar o relatério de cada projeto.

Os relatorios sdo gerados em formato PDF, com todas as informacdes de
entrada de dados, resultados encontrados e observacdes realizadas pelo usuério a

fim de se garantir a rastreabilidade adequada relacionada ao método estudado.

Os relatérios de validacdo e incerteza estdo disponiveis respectivamente nos
Material suplementares 2 e 3 (FERREIRA, 2020), nos quais para cada documento

avaliado, foi gerado um relatorio de validacdo e trés relatorios de incerteza. Esta
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proporgdo se deu pois para os estudos de estimativa de incerteza foram avaliados
niveis de concentracao diferentes (baixa, média e alta), de acordo com cada método,
com o propasito de verificar como a concentracdo impacta as fontes no resultado da
incerteza padrao expandida.

3.3 Avaliagcao da percepcdo da existéncia de uma crise de

reprodutibilidade em relag&o a validacdo de métodos analiticos

Com base no Ciclo AQAC e nos itens listados de como realizar uma adequada
e eficaz validacdo de procedimentos analiticos, o foco das avaliacbes e investigacdes
foram os parametros de validacao e suas caracteristicas. De modo mais amplo, foram
avaliados dois aspectos diferentes, para depois investigar suas relacdes: um deles foi
0 uso da validacdo de forma adequada e suficiente, com base nas condi¢cdes de
ensaios e critérios de aceitagcdo de resultados, ambos utilizando protocolos de
validacdo como referéncia. O outro aspecto, foi se os calculos e testes estatisticos
eram adequados e suficientes com base na comparacéao de resultados encontrados
nos documentos com os encontrados pelo Software ConfLab. A Figura 7 traz a relacao

entre os referenciais tedricos e as ferramentas utilizadas.

Figura 7 - Esquema relacionando referenciais tedricos

Validagao de métodos
1.
< : . ~ Protocolo de validagao
A\ 47 Validagao ¢ )
ot \Q . Parametro de desempenho Conjunto de
YA P Estabelecem | informagéo que
[ (mcerteza Testes estatisticos condigdes de avalia se o
e calculos ensaio e critérios método é
roeukados para | 2deduado ao
parametros de usgle |I:>arados
Avaliam as validagéo de calculos de
caracteristicas | acordocomas | estimativa de
Avaliam as da método caract(?_rtlstlcgs do incerteza
isti analitica anailo & ca
Caractenrlstlcas natureza do
dos parametros método.
de validagao

Fonte: (OLIVARES; LOPES, 2012 adapdado)
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3.3.1 Caracterizacdo e avaliacdo da aplicacdo da validacdo de métodos nos

documentos analisados

O método utilizado para avaliar a conformidade das validagfes, foi buscar
evidéncias se houve uso equivocado ou insuficiente dos parametros de validagéo e/ou

testes estatisticos, bem como a apresentacdo dos seus resultados.

Neste trabalho, um dos pontos primordiais € a avaliacdo das valida¢cfes de
métodos descritas em documentos cientificos. Assim, avaliar a conformidade consiste
na investigacao e verificacdo de evidéncias objetivas da capacidade do método e do
desenvolvedor deste em demonstrar que o método desenvolvido é adequado ao uso
pretendido, por meio da busca e conferéncia dos resultados de ensaio e analise critica

realizada pelos autores.

Para isto, foram estabelecidos alguns critérios para se compreender a correta
aplicacao dos conceitos de validacéo e estudo da incerteza de medi¢des, mesmo que
esta ultima tenha sido ignorada pelos autores, pois ela pode fornecer importantes
informacdes a respeito do comportamento do método. Esta etapa envolve o
estabelecimento de qual o protocolo (item 1.5.2.1, Tabela 1), e assim avaliar o
documento cientifico no processo de determinacéo de critérios para a conducéo dos
ensaios de validacdo, bem como de critérios de aceitacdo de resultados obtidos
mediante a analise critica do autor, avaliando as escolhas do pesquisador no uso
correto de protocolos e ferramentas estatisticas. No decorrer deste item o0s
procedimentos e critérios de avaliacdo seguirdo com mais detalhes, mas

resumidamente o processo de avaliagdo consiste em:

l. Verificacdo do atendimento dos resultados dos estudos dos parametros de
validacéo e dos testes estatisticos aplicados. Se estes atenderam aos critérios de

aceitacao de resultados do protocolo.
a) Inserir os dados obtidos dos ensaios (dados brutos) no ConfLab.
b) Gerar os respectivos relatorios

c) Comparar e avaliar os resultados dos estudos dos parametros de

validacdo do software com os do documento cientifico
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Il. Verificagdo do atendimento da validacdo de métodos aos critérios de condi¢cbes

de ensaio sugerido no protocolo

a) Comparar as condicOes de ensaio sugerida ou exigida nos protocolos
citados pelo documento ou corretos para 0 escopo e objetivo do método;

b) Comparar e avaliar o estabelecimento das condicdes de ensaio

apresentadas no documento e no protocolo.

3.3.1.1 Avaliacao do uso dos protocolos de validagéo

Para avaliar as condicOes definidas para o processo de validacdo foram
verificadas informacfes em relacdo as interpretacdes e forma que o autor conduziu a
validacdo do método. O objetivo foi identificar informagdes sobre 0 uso do protocolo
correto no contexto do método, critérios e condigdes dos ensaios exigidos para cada
parametro de validacéo, ou seja, o objetivo de uso do método proposto no documento

em estudo deveria ser o mesmo do protocolo escolhido pelo autor.

3.3.1.1.1 Verificacdo da compreensédo do contexto e objetivo de aplicacdo do

método pelo autor

Para caracterizar a abrangéncia de entendimento dos autores em relacdo ao
contexto de aplicacdo do seu método, com base na adequabilidade do uso dos
protocolos, foram exploradas informacdes sobre a semelhanca dos objetivos do
método com o protocolo escolhido pelo autor. Foram estabelecidos alguns pontos
para avaliar se a escolha e o uso do protocolo estavam adequados ao propésito, de
forma que o protocolo escolhido deveria atender ao objetivo do método desenvolvido,
bem como, se as exigéncias e critérios eram realizadas da forma que se
apresentavam conforme as recomendacdes ou exigéncias do protocolo. Os seguintes

pontos foram explorados:

e O uso de algum protocolo para estabelecer e/ou justificar os critérios da

validacao;
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o Critério: foi considerado que o autor utilizou algum protocolo quando

0 texto do documento menciona parametros relacionados a um

determinado protocolo para estabelecer e/ou justificar a especificacéo

dos requisitos para a determinacdo das caracteristicas de

desempenho dos métodos e resultados obtidos, detalhando sua

adequacao ao uso pretendido.

+ Exemplo 1: para o ensaio de linearidade um determinado texto cita:

“foram realizadas trés curvas em trés dias diferentes, com sete
niveis de concentracdo e o branco da amostra, com sete replicatas
cada uma junto com o uso do padrdao do analito adicionadas de
padrao interno, que atende a RDC n°27/2012 da ANVISA (ANVISA,
2012)".

Exemplo 2: para os resultados de precisdo intermediaria um
determinado texto cita: “os valores dos coeficientes de variacao
(CV) encontrados a partir do estudo da precisdo intermediaria
variaram entre 2,3% e 12,8%. Esses resultados atendem aos
requisitos da RDC n°27/2012 da ANVISA (ANVISA, 2012), que

exige um valor maximo para coeficiente de variacéo de 20%”.

e Se 0 protocolo escolhido para estabelecer os critérios de aceitacdo de

resultado e aplicacéo foi o correto para aplicacao;

o Critério: foi considerado que o protocolo escolhido pelo autor era

correto quando o protocolo escolhido apresentava o mesmo objetivo

de aplicacédo que o método proposto pelo documento.

Exemplo: o método aborda estudo de farmacos em uma matriz
biolégica. Os protocolos corretos a serem utilizados séo protocolos
farmacéuticos que dispde sobre os requisitos para validacdo de
métodos bioanaliticos, como a RDC n°27/2012 (ANVISA, 2012) ou
o Guia para validacdo de método bioanaliticos da Agéncia Europeia
de Medicina (EMA, 2012).
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o Critério: caso tenha sido utilizado mais de um protocolo em uma
mesma validag&o, ou seja, quando mais de uma referéncia foi citada
no texto do documento para estabelecer e/ou justificar a especificagao
dos requisitos para a determinacdo das caracteristicas de dos
métodos e para a declaracéo sobre a validade do método, detalhando
sua adequacao ao uso pretendido, foi considerado como uso incorreto
dos protocolos de validacao para estabelecer os critérios.

o Exemplo 1: para o ensaio de linearidade o texto cita: “foram realizadas
trés curvas em trés dias diferentes, com sete niveis de concentracdo
e o0 branco da amostra, com sete replicatas cada uma junto com o uso
do padrdo do analito adicionadas de padrdo interno, que atende a
RDC n°27/2012 da ANVISA (ANVISA, 2012)". Porém, na discussao
dos resultados cita: “os resultados de linearidade se mostraram
suficientes com o valor do coeficiente de determinagédo r?= 0,9224,
segundo RIBANI, 2004 (INMETRO, 2003).

o Exemplo 2: para o ensaio de exatiddo um determinado texto cita:
“foram realizados nove niveis de concentragdes, com cinco replicatas
cada uma junto com o uso do padréao do analito adicionadas de padrao
interno, que atende a (ICH, 2005)". Porém, para o ensaio de
linearidade o referido texto cita: “foram realizadas trés curvas em trés
dias diferentes, com sete niveis de concentracdo e o branco da
amostra, com sete replicatas cada uma junto com o uso do padréo do
analito adicionadas de padrédo interno, que atende a RDC n°27/2012
da ANVISA (ANVISA, 2012).”

A Figura 8 - Representacdo esquematica do procedimento de avaliacdo da
conformidade da validacdo do método com os de critérios de aplicacdo para
caracterizacdo do estudo segundo os protocolos utilizados dispbe o esquema que

representa quais os critérios e como foram coletadas essas informacoées.



67

Figura 8 - Representacéo esquematica do procedimento de avaliagdo da conformidade da validagao
do método com os de critérios de aplicacédo para caracterizacdo do estudo segundo os protocolos
utilizados

[ Inicio |

estabelecer efou justificar os

¥ -
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, 8im Vd ™
A norma utilizada & cormreta para Ndo
aplicag@io? " Autor ndo entendeu o
contexto de aplicagdo do seu
L Sim método e por is50 05 critérios
_ ] . de aplica¢8o ndo foram
Utiliza mais de uma referéncia ) estabelecidos cometamente
para estabelecer critérios Sim
durante a validagao? ™
Nao \‘— ~ -//
k. 4
" : . N Nio
Realiza todos os ensaios que a
norma exige? )
) v Sim
Autor entendeu o contexto de ) -
aplicagdo do seu método e por » Fim
iss0 os critérios de aplicagéo
foram estabelecidos

\ corretamente J

Fonte: Propria do autor

3.3.1.1.2 Verificacdo dos critérios e condi¢cbes de parametro de validacéo e

obtencao de dados

As condicbes de ensaio orientam e descrevem os requisitos do método a fim de
se obter os dados necessarios para a andlise critica dos resultados, dos testes
estatisticos e evidenciar se 0 método é adequado ao uso pretendido. Por exemplo:
como e quais os parametros de validacdo devem ser estudados; qual o intervalo de
concentragfes do estudo; quantos niveis de concentracdes; quantas replicatas; como

devem ser apresentados os resultados; etc.

Para confirmar se o autor entendeu e realizou corretamente a obtencéo de dados
da validagcédo, com base no protocolo correto, foi investigado e conferido no documento
se existiam evidéncias de que as condicfes exigidas para realizacdo dos ensaios dos
parametros de validacdo foram realizadas de forma correta e suficiente. As seguintes
informacdes foram coletadas, seguindo os critérios propostos como mostra a Figura
9.



68

Figura 9 - Representagdo do procedimento de avaliagdo da conformidade da validagdo do método
para caracterizacdo do estudo segundo a aplicacéo dos ensaios de desempenho

Critério

Realizou o ensaio do
pardmetro
exatamente conforme
critérios do protocolo

Avaliado como "autor
entendeu corretamente a
forma de aplicagdo do ensaio”

Fonte: Propria do autor

Questio Criterio
Os ensaios de quais Ensaios e seus resultados
parametros de validagio == estio ausentes e sem
ndo sao realizados? justificativa da auséncia.
Os ensaios de quais Estdo disponiveis os
pardmetros de validagdo === resultados e as discussdes
sao realizados? sobre os ensaios

Os ensaios de quais
pardmetros de validagio
foram aplicados da forma

Realizou o ensaio, mas nio
— atendeu totalmente ao
preconizado no protocolo

correta? l

Avaliado como "autor ndao
entendeu corretamente a
forma de aplicagdo do ensaio”

Os ensaios de quais
pardmetros de validagio
foram aplicados da forma

incorreta?

Realizou o ensaio, mas nio
== atendeu totalmente ao
preconizado no protocolo

Em cada ensaio que foi realizado,
mas nao atendeu inteiramente a
aplicagao, foi equivocada nos
seguintes pontos:

}

Verificar de cada item e
seu critério na Tabela 3

0 que nao € realizado de
forma correta por falta de
interpretagdo?
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Em relacéo a questéo 5 da Figura 9 as justificativas dos motivos nos quais foram

avaliados como incorretos estdo na Tabela 3.

Tabela 3 - Critérios para avaliar e caracterizar os equivocos ocorridos em cada parametro de
validagéo

Equivoco

Critério

Exemplo

Niveis de concentragbes e/ou
replicatas

Sem defini¢cdo, ou definicdo
incorreta de faixa de
guantificacdo ou Intervalo
contemplado pela curva

Inconclusivo por falta de dados

N&o esta descrito e justificado
a determinagéo por razéo
sinal/ruido

Quando os niveis de
concentracdes e/ou replicatas
exigidas para o ensaio do
parametro de validagéo foi
menor do que a preconizada
no protocolo

Ensaio do parametro foi
realizado fora do intervalo em
estudo

Calcula o parametro, mas ndo
disponibiliza os dados

Protocolo exigiu confirmacao
da estimativa de LD por
sinal/ruido e esta informac&o
ndo esta disponivel

Protocolo exigiu: 3 (trés)
concentracdes: baixa, média e
alta, com 3 (trés) réplicas em
cada nivel e o0 método realizou
menos do que de 3
concentracdes ou 3 replicatas

A curva para estudo da
linearidade estuda uma faixa
de concentracdes entre 2 mg/L
e 10 mg/L. Porém, preciséo e
exatiddo séo realizadas em 15,
20, e 25 mg/L, Também, LQ é
considerado como sendo o
primeiro ponto da curva, porém
nos relatérios do ConflLab,
esse ponto ndo possui
preciséo e adequados,
segundo o protocolo.

Os dados para verificar os
célculos ndo estao disponiveis

Estima valor de LQ ou LD com
base do DP e slope de trés
curvas, ou algum outro tipo de
estimativa sugerida pelo
protocolo, mas ndo confirmada
pela proporc¢éo sinal/ruido
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Exemplo

Equivocos de calculos e/ou
estudos de linearidade

Equacéo do ConfLab diferente
da do documento

Regresséo linear citada no
documento diferente do
ConfLab.

Critérios de aceitacdo de

O documento citou ou mostrou
de alguma forma (por exemplo,
disponibilizou uma planilha do
Excel, ou resultados de testes
estatisticos) que o modelo
utilizado para a regresséo foi o
dos minimos quadrados
ordinérios, porém no resultado

resultados parar ou r? ndo
disponiveis ou ndo atenderam
aos critérios de aceitacao de
resultados do protocolo e seus
resultados estéo diferentes do
ConfLab

ConflLab, o teste de Cochran
mostra que o modelo deveria
utilizar ponderagéo ou vice-
versa

Uma vez estimado o valor
tedrico do LQ, ndo é
confirmado experimentalmente
por meio da andlise de
amostras independentes no
mesmo nivel de
concentracao/propriedade do

LQ.

Valor de LQ tedrico diferente
do tedrico ConfLab, e nao
existe evidéncia de
confirmacéo da analise
experimental.

Utiliza valores estimados para
determinar LQ, mas nao realiza
confirmacgéo experimental de
preciséo e exatidao

Fonte: Producao propria do autor

3.3.1.2

suficiéncia

Avaliacao dos calculos e testes estatisticos quanto a adequacéao e

Considerando a Figura 7, os célculos e testes estatisticos sdo os elementos de
base para o estudo da validacdo de método, pois sdo as ferramentas nas quais
entregam as caracteristicas especificas dos parametros de validacdo em estudo.
Desta forma, para avaliacdo destes pontos, foram os principais focos de investigacao
aspectos ligados aos critérios de aceitagdo de resultados e rastreabilidade adequada,
também com base no Ciclo AQAC (OLIVARES; LOPES, 2012), que toma a
rastreabilidade como item central na relacéo entre a validacao, incerteza e controle de

gualidade.
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A primeira etapa foi a inser¢ao dos dados brutos (tal e qual mencionados nos
documentos); submetendo-os aos testes estatisticos dos softwares ConfLab, obtendo
os resultados e gerando os respectivos relatorios de validacao e incerteza. E, de posse
dos resultados, foi avaliado o atendimento dos valores encontrados contra os critérios

de aceitacao e a realizacdo correta dos calculos.

3.3.2 Avaliacédo dos critérios de aceitacdo de resultado

Para verificar as caracteristicas em relacdo a capacidade dos autores em
estabelecer os critérios de aceitacdo de resultados, a partir da comparacdo dos
apresentados no documento cientifico e aqueles obtidos a partir do Softaware
ConfLab. Algumas condi¢des foram estabelecidas, como nas Figura 10 e Figura 11, e

foram realizadas conforme exemplos da Tabela 4
Figura 10 - Esquema de avaliacdo dos critérios de aceitacdo de resultados quando o protocolo
estabeleceu critério de aceitacdo de resultado para o parametro de validagcédo

Quando o protocolo estabeleceu um critério de
aceitacdo de resultados

Sim Usou o mesmo critério de aceitagdo do Nio
protocolo?
Y
‘ Estabeleceu critério proprio? Nao
Sim
Sim [ Atende ao critério proprio? Nio
(se aplicavel)
y
Estabelece Nio estabelece critério
corretamente

de aceitagdo de

critério de aceitagao resultados

de resultados

Fonte: Propria do autor
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Figura 11 - Esquema de avaliagdo dos critérios de aceitagao de resultados quando o protocolo deixou
a critério do autor estabelecer um critério de aceitacao para o parametro de validagao

Quando o protocolo deixou o autor
estabelecer o critério

Usou o mesmo critério de aceitagdo do
protocolo?

!

Estabeleceu
critério
proprio?

Sim

Atende ao
critério
proprio?

Estabelece
corretamente
critério de aceitacao
de resultados

Nao estabelece
critério de aceitacao
de resultados

Fonte: Prépria do autor

Para a compilacdo das respostas foi criada uma planilha onde cada validacdo
possuia uma sequéncia de todos os parametros disposta em uma tabela. Na tabela
foram estabelecidas células para a entrada dos resultados de trés niveis de
concentracao obtidos do documento em avaliacdo e dos relatérios do ConfLab, e na
sequéncia as colunas com as verificacbes supracitadas, como no exemplo da Tabela
4:
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Tabela 4 - Exemplo da distribuicdo de dados para a comparacao dos valores obtidos pelo software e pelo documento cientifico em estudo, submetendo-os aos
critérios de aceitacao do respectivo protocolo.

Coeficiente de determinac&o (r?)

Estabeleceu
- Resultado Resultado Critério Uso-u,rr.1esmo proprio cr|t.e,r|9 Atgpqe ao Ateqdfey ao Calculo
Cédigo critério do ou outro critério critério do critério
documento ConfLab Protocolo . . Correto?
protocolo? diferente do protocolo? estabelecido?
protocolo?
COD-030 0,9992 0,9766 C”;irt'grdo Sim Sim Sim N&o N&o
COD-031 0,9988 0,9533 C”;irt'grdo Nao Nao N&o N&o N&o
COD-032 0,9999 0,9241 0,99 Sim Nao Nao Nao Nao
COD-033 0,9997 0,9025 0,99 Nao Nao Nao N.A.* Nao
COD-034 0,9998 0,9998 0,99 Sim Nao Sim Sim Sim
COD-035 0,9991 0,9991 C”;irt'grdo Sim Sim Sim Sim Sim

Fonte: Propria do autor

* Nao aplicavel
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3.3.21 Verificacdo dos Célculos

Para avaliar se os resultados dos parametros de validacdo do método atendiam
aos critérios de aceitacdo de resultados dos protocolos ou estabelecidos pelo préprio
autor, além de confirmar se os resultados estavam dentro dos limites estabelecidos
pelo protocolo, foram também procuradas evidéncias de que os célculos foram
realizados corretamente no documento cientifico, bem como verificadas as

caracteristicas que levam a confiabilidade no resultado.

Uma comparacéo dos resultados disponiveis no documento com os obtidos pelo
ConfLab foi realizada. Esta comparacgéo pode ser realizada uma vez que os célculos
do software ConfLab sdo validados e baseiam-se em equagbes reconhecidas na
bibliografia mundial, sendo amplamente aplicadas e aceitas nas areas de
conhecimento do estudo. Assim, os resultados dos calculos foram utilizados como
referéncia para a avaliacdo dos parametros estabelecidos. Para cada parametro de
validacéo estudado, foi aplicada a sequéncia de perguntas representadas no esquema
da Figura 12 para que fosse possivel realizar carateriza¢des individuais de cada
parametro. Porém, para considerar se o documento avaliado € adequado ao
proposito, todos os resultados de todos os parametros deveriam estar dentro dos

critérios de aceitacdo dos protocolos.



Figura 12 - Representacdo do esquema de avaliagdo da conformidade dos célculos descrito no
documento cientifico aos critérios de aceitacdo de resultados do protocolo e dos calculos

| Inicio ]

h 4
_ | Resultados do documentoe :
Néo|  obtidos do ConfLabsdo | S
diferentes?

Ambos Resultados do
Sim resultados 3 Sim| documento
atendem ao
critério da
norma?

atendem ao
critério da
norma?

Os resultados
obtidos do
ConfLab
atendem ao
critério da
norma?

Sim

A 4 \ 4 A 4
Reallza o Resbea Néo reakza o Néo realiza o
PPTIETS calculo calculo P
corretamente, corretamente,
corretamente = corretamente
e atende a NS 1190 por Isso néo e nao atende
atende a atende a S
TN norma norma
h 4 Y A 4 A4

| |

Fonte: Producéo propria do autor
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Quando nao havia registros sobre os calculos realizados, os critérios sobre os

célculos tiveram como base o item 7.5. Registros técnicos da ABNT NBR ISO/IEC

17025 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017):

Registros técnicos

O laboratdrio deve assegurar que 0s registros técnicos para cada atividade
de laboratério contenham os resultados, o relatério e as informacgbes
suficientes para facilitar, se possivel, a identificacao de fatores que afetem o
resultado de medi¢&o e sua incerteza de medi¢@o associada, bem como para
possibilitar que a atividade de laboratério seja repetida em condi¢des 0 mais
proximo possivel das condi¢des originais. Os registros técnicos devem incluir
a data e a identificacdo do pessoal responsavel por cada atividade de
laboratério e pela conferéncia dos dados e resultados. Observacgdes: dados
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e calculos originais devem ser registrados quando sao realizados e devem
ser identificaveis a tarefa especifica a que se referem (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017).
Desta forma, na falta de registros originais dos calculos, quando os resultados
do documento n&o eram iguais aos do software, mesmo que o valor nos documentos
estivessem dentro dos limites, foi considerado que o critério de aceitacdo de

resultados ndo foi atendido.

Também foram verificados quais 0s equivocos que ocorreram durante a

conducdo dos calculos e analise de dados. A

Tabela 5 traz algumas caracteristicas e critérios, com base nos protocolos de

validacéo corretos para a aplicaca

Tabela 5 - Critérios para a avaliacdo dos equivocos de calculos dos parametros de validagéo

Equivocos na conducao dos calculos e analise de dados
Precisao
LD LQ Precisdo | Intermedia | Exatidao | Regressao r
ria

Estimao | Estimao
valor de valor de
LD, mas | LQ, mas
nao nao
Estimativa nao | confirma | confirma
confirmada por meio | por meio
e/ou diferente | darazio | darazdo N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
de pela razdo | sinal/ruido | sinal/ruido
sinal/ruido conforme | conforme
proporgao | proporgao
indicada | indicada
no no
protocolo | protocolo

0 erro do
calculo é, ou
pode ser, Quando os equivocos nas condi¢des de estudos (Tabela 3) consequentemente provocaram
consequéncia equivocos de calculos
de aplicagao
incorreta
0 estudo de
linearidade
possui erros
elou
insuficiéncias, | Quando os equivocos nas condi¢cdes de estudos de linearidade (Tabela 3) consequentemente
0 que provocaram equivocos de calculos em outros parametros
prejudica os
valores dos
desvios e
coeficientes




s

Equivocos na condugao dos calculos e analise de dados

Precisao
LD LQ Precisao | Intermedia | Exatidao | Regressao r
ria
Depois de
estimado
Precisao e o valor de
exatidao da LQ, ndo
estimativa nao confirma
confirmada precisio e N.A. N.A. N.A.
e/ou diferente exatidao,
da razao conforme
sinal/ruido critérios
do
protocolo
Usou
unicata
oua
média
Para Para . d?S
Lo oo Usou unicata | replicata
estimativa | estimativa ou a média s o
de LD de LQ .
das replicatas | estudo
usou o0s usou 0s
no estudo de de
Usa unicata ou valores valores linearidade, | linearida
- obtidos de | obtidos de ’
a média das desta forma, de,
. uma curva | uma curva N.A. N.A. N.A.
replicatas para Ue Ue pode ser que | desta
fazer a curva at at aregressao | forma,
utilizou utilizou .
. . linear fora | pode ser
unicata ou | unicata ou .
o o realizada de que a
a média a média -
forma regressa
das das . .
\ . incorreta o linear
replicatas | replicatas
fora
realizada
de
forma
incorreta
Citou que | Citou que
DPé DPé
obtido a | obtido a
partir de 3 | partir de 3
curvas e curvas e
que realiza | que realiza
estimativa | estimativa
Nao utilizaDp | P pela
de. pelo formula férmula
P N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
menos, 3 330 _ 100
b = la =
curvas g 3
mas na mas na
verdade verdade
utiliza utiliza
residual residual
de apenas | de apenas
1 linha de | 1 linha de
regressao | regressao




Equivocos na condugao dos calculos e analise de dados

Precisao
LD LQ Precisao | Intermedia | Exatidao | Regressao r
ria
Calcula a Calculg °
recuperagao des~V|o
do método pat}rao do
L método e
Calcula e discutiu L
recuperacao ao com base discutiu
euperag N.A. N.A. N.A. com base N.A. N.A.
invés de CV, neste
. neste
ou vice-versa resultado
resultado
que o e o
método é q ,
. método é
preciso
exato
. Realiza o
Realiza o .
X calculo de
calculo de recuperacgao
CV das perag
. das
replicatas .
Calculou com o replicatas
. dos sinais L
base no sinal . dos sinais
do obtido obtido
. N.A. N.A. direto do N.A. ) N.A. N.A.
equipamento, . direto do
~ equipament .
e ndo na curva ~ equipament
. 0, e ndo dos ~
construida 0, e ndo dos
resultados
resultados
retornado
) retornado
por meio da .
por meio da
curva
curva
I:z:';:llt“as:': A indisponibilidade dos dados impediu alguma conclusdo sobre o equivoco do
dados calculo
Ao invés de
Nao calcular o CV
reporta/calcula de todos os
lavalia valores
precisao juntos, ou
intermediaria reporta
como CV todas apenas 0s
as replicatas valores de CV
de todos os individuais de
dias naquela N.A. N.A. N.A. cada dia (ou N.A. N.A. N.A.
concentragao, condigdo
mas sim como diferente) e
CV de nao discute,
repetibilidade ou calcula as
individual de médias dos
cada dia (ou valores de
outra cada
diferenca) condicao

diferente




79

Equivocos na condugao dos calculos e analise de dados

Precisao
LD LQ Precisao | Intermedia | Exatidao | Regressao r
ria
Quando
as
Quando as equacoe
~ s dos
equacgdes dos docume
Utiliza MMQO documentos e ntos e
quando deveria as
utilizar MMQP, N-A. NA. N.A. N.A. N.A. encontradas as
. encontra
ou vice versa pelo ConfLab
das pelo
eram | ConfLab
diferentes
eram
diferente
s

Fonte: Prépria do autor
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Especificamente para os estudos de linearidade, com base na

Tabela 5, foram adotados critérios para que este parametro fosse considerado

como correto, pelo menos se as seguintes condi¢des fossem atendidas:

e calculos dos coeficientes de determinacéo (r?) ou correlagéo (r), precisdo
(CV) da curva, exatidao da curva (erro relativo ou desvio), deveriam estar

corretos;

e teste para avaliar se a regressao linear utilizou o modelo correto
(ponderado ou ordinario de acordo com teste estatistico para verificar a

homogeneidade das variancias);
3.3.2.2 Verificacao de caracteristicas de rastreabilidade

Neste trabalho foram avaliadas algumas caracteristicas que conduzem a
confiabilidade do resultado. Desta forma, com relacdo aos documentos em estudo,
para que na avaliacao fosse identificado se seus resultados atenderam ao protocolo,
além dos resultados apresentados pelo autor dentro dos limites de aceitacdo do

protocolo, os céalculos para a obtencdo do resultado também deveriam estar corretos.

Para obter informacbes dos tipos de caracteristicas que possibilitassem
associacOes dos resultados a um valor de referéncia no documento, foram explorados
0s seguintes pontos: calculos corretos, uso de instrumentos de medicéo calibrados,
materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia certificados (MRC), padréao
interno, padréo primario e se especificacdo do mesurando estava presente de forma
clara (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017). Ou seja, as
caracteristicas que podem atribuir confiabilidade ao resultado com relacéo a validacao.
Quando o documento ndo demonstrou, ndo especificou ou nao citou, de alguma forma
estas informacdes, o método foi avaliado com caracteristicas que levam a diminuicéo

da confiabilidade no resultado. Foi considerado o uso de:

e Instrumentos de medicdo calibrados - o0 autor citou que o equipamento
tinha passado por calibracéo ou verificacdo

e Materiais de referéncia (MR) - o autor citou e especificou como MR, ou em
caso de farmacos, utilizou um medicamento comercial produzindo por uma
industria farmacéutica.

e Materiais de referéncia certificados (MRC) - citou que o material era
certificado de fato, com marca e lote especificados.
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e Padréo interno - citou o uso, o nome e a justificativa cientifica de ser
escolhido para padrao interno. (Somente quando exigido pelo protocolo)

e Padréo primério - parte do preparo de uma solu¢do mae.

e Especificagdo do mesurando - as unidades de concentracdo, dos sinais
dos equipamentos e das conversdes dos sinais em concentracdo estavam
claramente especificadas no nos textos.

Na Figura 13 - Representacéo do esquema utilizado na busca informagdes dos

tipos de caracteristicas que possibilitassem associacfes dos resultados a um valor de

referéncia no documento estéo os critérios para cada a busca dessas informacfes

‘Figura 13 - Representacdo do esquema utilizado na busca informacdes dos
tipos de caracteristicas que possibilitassem associacfes dos resultados a um valor de

referéncia no documento

-
Inicio ]

h. J

'!' Y
Estéo disponiveis os dados MNio
brutos efou as médias?

Sim

¥
Utilizou padréo interno, se
aplicavel segundo o
L protocolo?

Sim

(" Utilizou padrao primario

(amostras analisadas
previamente de
concentracio devidamente r ¥
L conhecida)?? v, ,/- ™
| Sim

ko
Citou que utilizou MR ou MNéo
MRC, no caso das normas "
que exigiram?

Diminuigio da confiabilidade no
resultado

Sim 3

¥

Especificou o mensurando
(Objeto de Medigao)?

Sim
Aumento de confiabilidade
no resultado

Fim

P Y
A
-

Fonte: Produgéo propria do autor



82

3.3.2.3 Verificacdo da apresentacao e qualidade dos resultados

Os protocolos estabelecem limites minimos, maximos ou intervalos aceitaveis
dentro do escopo de sua aplicacdo. Por meio da validacdo de métodos, os estudos
descritos nos documentos cientificos devem dispor de meios objetivos para comprovar
que os metodos desenvolvidos conduzem a resultados confiaveis e adequados a

gualidade pretendida.

Neste contexto, o documento cientifico foi considerado como um relatério de
validacao e que, portanto, deveria conter evidéncias de que o método € adequado ao
uso pretendido. Desta forma, as evidéncias deveriam apresentar as seguintes

caracteristicas:

e uso adequado do protocolo, mediante o atendimento das condi¢bes de

ensaio e critérios de aceitacdo de resultados,
e evidéncias do uso calculos corretos

e um conjunto de evidéncias que levam ao aumento da confiabilidade no

resultado com base na rastreabilidade adequada

e uso de calculos de estimativa de incerteza, bem como o resultado reportado

com o valor desta associada ao mensurando.

Os equivocos mais comuns nos estudos dos parametros de validacao, foram
identificados para posterior apresentacao e discussao para comunidade cientifica com
a finalidade de se investigar a existéncia de equivocos frequentes possiveis de serem

corrigidos ou a avaliacdo da necessidade de outra investigacdo mais direcionada.

3.3.3 Investigacdo da existéncia de relacdo entre os itens de uso dos
protocolos de avaliacao, célculos e testes estatisticos e 0s erros mais comuns

cometidos durante a validacéao;

A Figura 5 (Ciclo AQAC) utiliza como instrumento de avaliacdo aspectos dentro
da validacdo de métodos para identificar a percepcéo da crise de reprodutibilidade
com relacdo ao uso equivocado ou insuficiente das ferramentas estatisticas. Desta
forma foram investigadas as relacdes dos aspectos encontrados e que partiram de

uma possivel relagéo entre o uso equivocado ou insuficiente da validagdo de métodos
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com uso incorreto de protocolos de validacdo somados as analises estatisticas
equivocadas e insuficientes e avaliagbes incompletas das caracteristicas e qualidade
do método é apresentada na Figura 14:

Para entender melhor a possivel relacdo proposta na Figura 14, € preciso
retomar a Figura 7, que, resumidamente, demonstra que para a validacdo de métodos
ocorrer de uma forma eficaz, testes estatisticos suficientes e adequados devem
avaliar as caracteristicas dos parametros, os quais irdo fornecer as caracteristicas do
método analitico em desenvolvimento e, desta forma, apresentar os dados de estudos
da validagé&o.

Figura 14 - Possivel relacdo para investigar o uso equivocado e insuficiente da validacdo de métodos

Uso do
protocolo
incorreto ou Avaliagao
insuficiente incorreta ou Uso incorreto
insuficiente das [ | ou insuficiente
@ caracteristicas [ ] da validagdo de
O do método meétodos
analitico
Condigdes de Compreensdo do
ensaio e obtengédo objetivo do 0%
de dados <] método °9°
equivocada ou equivocada ou o .
insuficientes insuficiente O Avaliacdo incorreta ou insuficiente das
carateristicas dos parametros de validagao

0
o

(o]
O Testes estatisticos e calculos incorretos ou
insuficientes

Fonte: Prépria do autor

Entdo, explicando melhor a possivel proposicdo sobre o uso equivocado e
insuficiente da validacdo de métodos aqui apresentada, caso ocorra um ciclo de
insuficiéncias e equivocos em relacdo a compreensao do objetivo do método, uso de
protocolo, condicdes de ensaio e obtencdo de dados, somados a uma avaliacdo
incorreta e suficiente das caracteristicas do método analitico, que podem ser
causadas pela avaliacéo incorreta ou insuficiente das caracteristicas dos parametros
de validacao, pois os testes estatisticos para avaliar esses itens também podem ter

sido realizados de forma equivocada ou insuficiente. Assim, a essa proposicéao
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apresentada (Figura 14) permite evidenciar o fato de que o uso equivocado e
insuficiente de validagdo de métodos é um aspecto que poderia confirmar a percepcéo
da crise de reprodutibilidade em relacdo aos métodos analiticos.

3.4 Investigar a existéncia de relacao entre as conclusdes sobre o

uso de validacdo com a estimativa de incerteza de medicéao;

Com base em gestdo de qualidade analitica e utilizando o Ciclo AQAC, é
conhecido que a validacdo de métodos fornece insumos para o céalculo da estimativa
de incerteza do método. Desta forma, se identificado o uso equivocado ou insuficiente
da validacdo de métodos, seria provavel que os resultados dos célculos de estimativa
da incerteza dos resultados obtidos da avaliagdo dos parametros de validacdo dos

meétodo avaliados poderiam se apresentar inconsistentes.

Utilizando os dados dos relatorios de validacdo do ConfLab, foram também
emitidos os relatdrios de incerteza, que forneceram os valores de incerteza expandida
das avaliacdes. Considerando que a incerteza de medicdo do método fornece o
intervalo e o nivel de confianca associada a um mensurando, para apresentacao de

resultados deste trabalho foram estabelecidas as seguintes condi¢des:

e Porcentagem de todas as validacdes avaliadas, quantas apresentaram o0s
célculos ou os valores da incerteza de medicdo associada ao mensurando do

respectivo método;

e Das que ndo apresentaram a incerteza, quantas delas tiveram uma incerteza

de valor questionavel, neste trabalho considerados entre 40% e 100%;

e Quantos estudos obtiveram valores de incerteza calculados no ConfLab

considerados “aberrantes”, ou seja, maiores do que 100% de incerteza.

3.5 Investigar a existéncia de relacdo da incerteza de medicéo
com a crise de reprodutibilidade
A probabilidade € uma linguagem mateméatica para quantificar a incerteza

(WASSENNAN, 2004). Entdo, com base nos valores de incerteza encontrados, as

probabilidades de resultados serem encontrados utilizando os métodos avaliados,
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poderiam enfim confirmar a relagdo entre a crise de reprodutibilidade (uma vez
confirmada nos itens anteriores), causada pela “Replicagéo insuficiente no laboratério”

ou “Baixo poder estatistico” (BAKER, 2016), com os fatores que ajudariam a

LE 1

solucionar a crise como “Projeto experimental mais robusto”, “melhores estatisticas” e
“Validagdo em laboratérios externos”. Essa relacdo esta esquematicamente descrita

na Figura 15.

Figura 15 - Relacéo entre a crise de reprodutibilidade e incerteza e medig8es, com base no ciclo
AQAC

Controla as
analises de rotina
e fornece novas

lnfoch:s de B= Elo da cadeia indicando o
VRRGNgSO uso de equipamentos
calibrados

= [ ( b Elo da cadela indicando o
- ===  uso de padrdes certificados
I

‘:;H‘Valld-ac'ao

ya
(' Controle
.‘Gualldade

Rastreabilidade

Avalia se o método é
/ adequado ao uso e fornect
/ informacao para o calculo

Fornece o nivel de |.. / W N ) < da ncerteza
confianga dos ./ |Incerteza —_—
resultados \
analiticos durante
os ensaios de roti
| |
Desta forma, encontrando os valores Portanto, o uso equivocado ou
da estimativa de incerteza dos estudos insuficiente da validacao de métodos,
da validacao dos métodos, sera pode ser confirmado através de valores
possivel avaliar a probabilidade do elevados de estimativa de incerteza,
método ser reproduzido ou néao pois...

Fonte: (OLIVARES; LOPES, 2012 adaptado)

A partir dos dados obtidos conforme a relacdo da Figura 14, sobre o uso
equivocado e insuficiente da validacdo de método, os valores de incerteza obtidos do
item 3.4 e no Ciclo AQAC (OLIVARES; LOPES, 2012) (item 1.5.3), outra possivel
conclusdo sobre a crise de reprodutibilidade foi levantada e segue apresentada na

Figura 15.

Diante dos resultados obtidos da verificacao dos valores de incerteza, citados no

item 3.4, tornou-se possivel avaliar a relacdo da crise de reprodutibilidade com o uso
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insuficiente e equivocado da estatistica pelos desenvolvedores dos métodos
analiticos, bem como relacionar se o uso de ferramentas estatisticas, como validagcéo
de métodos e célculos de incerteza de medicdo, seriam, de fato, uma solugéo para o

problema da crise.
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4 Resultados e discussao

A apresentacdo dos resultados estd na forma de graficos que resumem as
observagdes provenientes do estudo de cada documento. Para o detalhamento dos
resultados e discussbes, foram disponibilizados materiais suplementares
(https://1drv.ms/u/s'BOI9HRAEVIszgbsdRH-I_a9kZzZ440w?e=kHCH7p) organizados

e apresentados de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6 - Representacgédo da disposi¢cao do material suplementar onde estao disponiveis os dados e
discussBes em materiais suplementares independentes

Material suplementar Titulo

Discussdes Detalhadas sobre Validacdes de Métodos

1 . -
Analiticos em parte dos Documentos Cientificos

2 Relatorios de Validacdo do Método - ConfLab Validacéo

3 Relatorios da Incerteza de Medicéo - ConfLab Incerteza

Fonte: Propria do autor

Ao todo, foram analisadas 91 validacbes de métodos, presentes em 42
documentos cientificos, 139 relatérios de validacdes e 139 relatorios de incerteza.
Destes, nas primeiras 18 validacOes foram realizadas anéalises mais detalhadas e
descritivas para entender e explorar em profundidade a abordagem de cada um
destes projetos, resultando em uma discussao mais focada no estudo de cada teste
estatistico em cada parametro de validacdo separadamente. Nos demais documentos
o foco foi avaliar, de forma amostral, um maior nimero de projetos nao discutindo em
detalhes cada um dos desvios, em cada teste estatistico de cada parametro de
validacdo, mas sim realizando uma avaliacdo direta dos resultados a partir dos
softwares ConfLab. A Figura 16 traz a quantidade de materiais produzidos pelo

trabalho.

Figura 16 - Quantidade de materiais estudados e gerados pelo trabalho

42 || 92 || 2224 1958

Gl Paginas de
Documentos Validacoes de A
N ; Relatérios de
Cientificos r Métodos V Validagdo E

Fonte: Propria do autor
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4.1  Caracterizacao do Estudo

A Figura 17 demonstra a distribuicdo e caracterizagdo dos documentos analisados
guanto ao tipo, area e ano da publicacao.

Figura 17 - Caracterizacéo do estudo em relag&o ao tipo, ano e area de conhecimento

ANO DE PUBLICAGAO
TIPO DE DOCUMENTO 2000 i 2%

TCC 2007 oo 5%

5% 2008 w29,

2009 mm 2Y%

2010 —— 57,

2011 = 2%

2012 2%

2013 2%

2014  m—— 1(%
2015 o 5%

2016 m— 2%

2017 e—— 12%
2018 me——— 7%

2019 — 7Y%

2020 . 6%,
2021 — 7Y,

Dissertagao
24%

Artigo

59%
Tese

12%

AREA DE CONHECIMENTO

Veterinaria
5%

Quimica
37%

Quimica Ambiental

Engenharia Quimica 2%

3%

Fonte: Propria do autor
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4.2 Resultados gerais

4.2.1 Uso dos protocolos de validagéo

Os resultados em relagéo ao uso do protocolo, estédo na Figura 18 e discutidas

posteriormente.

Figura 18 - Caracteristicas do uso dos protocolos de validacao

A. Mencionaram que B. Dos que mencionaram, quantos
seguiram algum protocolo? usaram o protocolo adequado?

N3
ado
%

C. Considerando os estudos do Grafico A: D. Considerando os estudos do Grafico B:

Realizaram todos os parametros Utilizaram mais de um protocolo
que o protocolo recomendou? para definir os parametros?

Nao
41%

Fonte: Propria do autor
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Figura 18 - Caracteristicas do uso dos protocolos de validagao (continuagéo)

E. Entenderam o contexto de F. Entenderam os critérios dos
aplicacao do método? parametros de validagao?

Sim
18%

Sim
19%

Fonte: Propria do autor

Os dados da Figura 18 mostraram que 93% dos autores mencionaram que
seguiram algum protocolo (Figura 18 (A)), desses, 57% utilizaram o protocolo
adequado para a aplicacao (Figura 18 (B)). Quando ndo foram mencionados uso de
protocolo, foram atribuidos quais os protocolos mais adequados para realizar a
avaliacdo (Tabela 1), e dentre todas as valida¢des, que mencionaram ou nao 0 Uso
de algum protocolo da Figura 18 (B), 63% dos autores nao realizam todos os
parametros recomendados pelo protocolo como apresentado na Figura 18 (C). Dos
gue mencionaram uso de algum protocolo (Figura 18 (B)), 59% utilizaram mais de um
protocolo para definir os critérios de aceitacao e condicdes de ensaio dos parametros
de validacdo como apresentado na Figura 18 (D). Dentre todas as validagdes (mesmo
espaco amostral considerado na Figura 18 (A), 82% dos autores ndo entenderam o
contexto do objetivo de seu método (Figura 18 (E)) e 81% nao entenderam as
condic¢Bes e critérios dos parametros de validacdo que foram sugeridos pelo protocolo
(Figura 18 (F))

Os resultados (Figura 18) caracterizam que, apesar da maioria dos autores
citarem o0 uso de protocolos para realizar a validacdo do método, existem
inconsisténcias em relacdo a capacidade dos autores em conduzir o processo de
validacdo de métodos em sua totalidade. Desta forma, mesmo a validacdo de métodos
baseando-se em algum protocolo de validacdo, quando esse protocolo ndo € o correto

para o propdsito, ou seja, objetivo do método ndo € o mesmo do protocolo, bem como
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ndo é o Unico a ser utilizado para estabelecer condi¢gdes e critérios de parametros de
validacao e aceitacao de resultados, resulta em uma cadeia de equivocos em relacdo
ao processo de validacdo, (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020). Vale ressaltar,
também, que, ao utilizar mais de um protocolo para a validacdo de um método, néo é
possivel determinar se tal escolha foi feita em razdo de algum parédmetro ndo ser
atendido pelo primeiro protocolo, sendo necessario o uso de um segundo para que a

aprovacao ocorra.

Em relacdo aos critérios e condi¢des dos parametros de validagéo, na Figura 19,
dentre todas as validacbes (Figura 18 (A)), os parametros que menos foram
realizados, quando exigidos foram respectivamente limite de detecc¢éo (LD) (56,0%),
precisdo intermediaria (60,4%) e limite de quantificacdo (LQ) (82,4%). Este tépico
considerou apenas se o0 parametro foi estudado ou ndo dentro do processo de
validacao, independente da forma de aplicacdo ou calculos e resultados corretos e

apropriados.

Figura 19 - Frequéncia que os parametros de valida¢do foram estudados dentro das validagfes de
métodos

Parametros de validacao mais presentes quando exigidos

Linearidade e 100,0%
Precisdo Repetibilidade T 100,0%
Exatiddo I 98,9%
LQ T 82,4%
Precisdo Intermediaria N 60,4%
LD [ 56,0%

Fonte: Propria do autor
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Os dados apresentados na Figura 19, mostram caracteristicas em relacao a
frequéncia que os parametros foram estudados no processo de validacdo, quando
recomendado pelo protocolo. Os dados da Figura 20 mostram as caracteristicas das
vezes que esses parametros foram estudados, nos quais o limite de detecgao (LD) foi
0 parametro que menos atendeu as condi¢des e critérios dos parametros de validacao
recomendados nos protocolos, seguido da linearidade e do limite de quantificacéo
(LQ). Os ensaios de exatidédo foram os que mais atenderam as condi¢cdes de ensaio.

Os equivocos que ocorreram na conducdo de ensaio e obtencdo de dados em
relacéo ao uso do protocolo, estdo descritos abaixo: nas Figura 21, Figura 22, Figura

23, Figura 24, Figura 25 e Figura 26 separados por parametro de desempenho.

Figura 20 - Comparacdo entre as frequéncias que os parametros de validacdo foram estudados
dentro de condictes adequadas segundo o protocolo mais apropriado para o objetivo do método

Foram avaliados dentro das condi¢des recomendadas pelo protocolo?

A. Limite de Detec¢ido B. Linearidade C. Limite de Quantificagao

Sim
33%

Sim
36%

D. Precisao Intermediaria E. Precisao F. Exatidao

Fonte: Propria do autor
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Figura 21 - Equivocos em relagéo a condugédo do ensaio e obtencao de dados nos estudos de
linearidade

Sem defini¢ao, ou defini¢ao incorreta
de faixa de quantificagao ou intervalo . 6,9%
contemplada pela curva

Erros de caculos dentro dos estudos de

linearidade 43,1%

Quantidade de concentragoes e/ou

- 50,0%
replicatas

Fonte: Propria do autor

Figura 22 - Equivocos em relagédo a condugao do ensaio e obtengéo de dados nos estudos do limite
de detecgéo (LD)

Sem defini¢ao, ou definigao incorreta
de faixa de quantificagao ou intervalo
contemplada pela curva

Nio esta descrito e justificado a _ 46.7%
determinacao por razao sinal/ruido. o
Erros de cacult_)s deptro dos estudos _ 40,0%
de linearidade

Fonte: Propria do autor

13,3%
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Figura 23 - Equivocos em relacé@o a conducgéo do ensaio e obtencao de dados nos estudos do limite
de quantificacdo (LQ)

Limite de Quantificagao

Uma vez estimado o valor tedrico do LQ,
nao é confirmado experimentalmente
por meio da analise de amostras 27,1%
independentes no mesmo nivel de
concentragao/propriedade do LQ.

Sem defini¢ao, ou definigao incorreta
de faixa de quantificagao/Intervalo 14,6%
contemplada pela curva

Nao esta descrito e justificado a

0,
determinacdo por razio sinal/ruido. 31,2%

Erros de caculos dentro dos estudos de

0
linearidade 27,1%

Fonte: Propria do autor

Figura 24 - Equivocos em relacé@o a condugédo do ensaio e obtencéo de dados nos estudos da
precisdo intermediéria

Inconclusivo por falta de dados [N 42,1%
Quantidade de concentragoes e/ou _ 57.9%

replicatas

Fonte: Propria do autor



Figura 25 - Equivocos em relagéo a conducgédo do ensaio e obtencado de dados nos da precisao

Precisao

Inconclusivo por falta de dados 5,6%

Defini¢ao de intervalo de trabalho 2,8%

Quantidade de concentragoes e/ou

. 91,7%
replicatas

Fonte: Propria do autor

Figura 26 - Equivocos em relacéo a conducgédo do ensaio e obtencao de dados nos estudos da
exatidao

Exatidao

Sem defini¢ao, ou definigao incorreta

0
de faixa de quantificagao 0 45%

Inconclusivo por falta de dados [ 9,1%

Quantidade de concentracdes e/ou D 86.4%

replicatas

Fonte: Propria do autor

4.2.2 Caracteristicas de rastreabilidade adequada

95

A Figura 27, traz informacdes que permite caracterizar aspetos relacionados a

confiabilidade de resultados, que se mostraram insuficientes com base na dificuldade

de encontrar documentos cientificos com dados de validacao disponiveis, bem como

atendéncia da utilizacédo de recursos e referéncias de forma isolada para estabelecer

rastreabilidade adequada, e ndo um conjunto de recursos e referéncias que

possibilitem estabelecer uma cadeia ininterrupta e documentada de calibracfes
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017; INSTITUTO

NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).
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Figura 27 - Resultados sobre a avaliagdo das caracteristicas que levam a confiabilidade no resultado
no documento cientifico

Caracteristicas de rastreabilidade adequada

Usou amostras analisadas previamente de D 92,1%

concentracdo devidamente conhecida
Especificou o menISLﬂjrando (Objeto de D 80,7%
Medicao)?
Utilizaram MR ou MRC [ 76,4%
Dados brutos disponiveis [INEGGNEN 56,2%

Uso de padrdo interno quando aplicavel [N 28,4%

Uso de equipamentos de medicao .
calibrados ou verificados . 7,9%

Existe rastreabilidade adequada? [ 4,4%

Fonte: Propria do autor

Durante a busca, foram raros os documentos com os dados dos resultados com
replicatas disponiveis de todos os parametros de validacdo. Quando estavam
disponiveis os dados normalmente foram apresentados em tabelas com os valores das
meédias dos sinais de resposta do equipamento, e mesmo que planilhas fossem

oferecidas, as formulas ndo estavam disponiveis.

Dos artigos analisados, foi possivel observar que a partir de 2020, a
disponibilizacdo de materiais suplementares, segundo critério de algumas revistas e
jornais cientificos tenderam a ser mais frequentes. Mesmo assim, as buscas foram
realizadas com o uso de filtros avancados para que fosse possivel encontrar esses
dados, os quais nem sempre se apresentam de forma a conseguir refazer os céalculos
de validacdo com dados obtidos pelo documento, talvez devido as condi¢cdes de

ensaio insuficientes, como mostraram os resultados do item 4.2.1.
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Em relacdo as caracteristicas de rastreabilidade adequada, as quais séo
consideradas caracteristicas que levam a confiabilidade nos resultados, todos os
documentos continham dados brutos referentes a pelo menos dois parametros de
validagcdo, sendo 56,2% (Figura 27) deles disponibilizados em documentos
suplementares como planilhas, cromatogramas etc., ou pelo menos parte dos dados
(como os sinais das replicadas). Mesmo com o critério estabelecido para a busca dos
documentos (item 3.2.1), ainda assim os dados brutos ndo estavam disponiveis para
todos os parametros que o documento citou estudar. Apenas 7,9% (Figura 27) dos
documentos avaliados mencionaram ou evidenciaram de alguma forma o uso de
equipamentos calibrados ou verificados, porém 92,1% realizaram analises prévias de
amostras com concentracdo conhecida (Figura 27). Também, apenas 28,4%
utilizaram padréo interno quando exigido (Figura 27), 76,4% utilizaram material de
referéncia ou material de referéncia certificado (Figura 27). As condigbes minimas
para que o método demonstrasse caracteristicas que levam a confiabilidade do
resultado, deveriam atender a pelo menos esses requisitos. Desta forma, apenas
4,4% dos métodos demonstraram caracteristicas de rastreabilidade (Figura 27), que

levam a confiabilidade nos resultados.

4.2.3 Calculos e testes estatisticos
4.2.31 Calculos

Para os calculos no estudo de linearidade serem avaliados corretos, pelo menos
0s seguintes itens deveriam ser atendidos:
e cdalculos dos coeficientes de determinacéo (r?) ou correlacéo (r) corretos
e cdlculos de precisdo (CV) dos pontos da curva;

e exatiddo dos pontos da curva corretos;

e testes para avaliar e aplicar o modelo correto de regresséo linear de acordo com

a homogeneidade das variancias;

Os resultados obtidos em relacdo aos calculos e testes estatisticos, quando
realizados, apenas na exatiddo e na repetibilidade niamero de célculos corretos foi

maior do que incorretos (Figura 28). Os outros parametros de validacdo, mostraram
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mais resultados de calculos incorretos do que corretos, sendo a linearidade o

parametro de validagédo que apresentou 100% dos célculos realizados incorretamente.

Figura 28 - Frequéncia que os célculos dos parametros de validacéo foram realizados corretamente
guando foram estudados.

Caracteristicas dos calculos nos documentos

Lineraridace |G 100,0%

1,8%

LD 86,0%
12,3%
1,2%
LQ F 79,0%
19,8% Inconclusivo®
M [ncorretamente
13.8% m Corretament
Precisdo Intermediaria 77.6% orretamente
8,6%
9,9%
Exatidao 42.0%
48.1%
8,5%
Precisdo Repetibilidade . 16i9%
74,6%

0,0% 200% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%

Fonte: Propria do autor

"Quando no documento original os dados sobre o parametro ndo estavam disponiveis para inserir no
software (PACCES; OLIVARES, 2020), foi considerado como inconclusivo a avaliagdo em rela¢éo aos
calculos do parametro, sendo a preciséo intermedidria com a maior frequéncia neste aspecto.
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De acordo com os resultados obtidos e considerando o tratamento incorreto nos
calculos do parametro linearidade Figura 28 alguns aspectos mais especificos em
relacdo a este parametro de validagcdo, seus calculos e testes estatisticos foram
avaliados, e de acordo com a Figura 29, a maioria dos documentos utilizaram
regressao linear, porém a minoria realizou o teste para investigar qual modelo de

regressao adequado.

Em relacdo as caracteristicas dos calculos relacionados ao estudo de
linearidade, é possivel observar na Figura 30 que o coeficiente de variacdo (r2) foi
calculado de forma incorreta, quando calculado; que o desvio (erro relativo) dos
pontos da curva ndo é frequentemente realizado; e que a precisdo dos pontos da
curva, se apresenta corretamente calculada em apenas 37,4% das vezes, quando

calculado.

Figura 29 - Caracteristicas das condi¢cdes em relacéo a regressao linear nos estudos da linearidade

Condicoes para avaliagao dos calculos de linearidade

— 1,1%
Usa regressao linear?
98,9%
Realiza teste para investigar o 70,5%
modelo de regressdo adequado? 29,5%

B N3o ®Sim

Fonte: Propria do autor
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Figura 30 - Caracteristicas calculos relacionados estudos de linearidade

Calculos corretos dentro do estudo de linearidade?

Desvio 6,6%
'4,1%
37,4%
r2 F 73,6%
26,4%

0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%
Ndo Calcula m Nio mSim

89,0%

Fonte: Propria do autor

Na Figura 30, também é possivel observar que o coeficiente de determinacao
(r?) é calculado em todas as validacdes realizadas e aqui estudadas, mas, apesar
disso, como discutido por Raposo (RAPOSO, 2016), apenas este aspecto néo
sustenta sozinho as conclusdes dentro do estudo de linearidade, mesmo que
utilizados para fins comparativos. Bem como nao sustenta evidéncias de uma analise
critica dos resultados analiticos nos ensaios de linearidade, pois o coeficiente de
determinacéo (r?) ndo esta completamente relacionado a varios outros fendmenos que
podem ocorrer durante o estudo de linearidade (KOMSTA, 2012). Assim, se a
avaliacdo da linearidade € reportada apenas com base na equacéo da reta obtida da
regresséo linear e pelo coeficiente de determinagéo (r?), a avaliagéo da linearidade é
realizada de forma insuficiente.

Dentro desde contexto, para o estudo de linearidade, ndo apenas os calculos
precisavam estarem corretos, mas também, como mencionado no item 1.5.2.3 e na
Tabela 2 para que o estudo de linearidade seja suficiente, testes estatisticos para
avaliar a qualidade dos resultados obtidos da relacdo entre as variacbes das
concentracBes com 0s sinais obtidos dos instrumentos de medicéo utilizados. A Figura
31 mostra que a frequéncia que a linearidade foi avaliada com auxilio de testes

estatisticos suficientes em apenas 3% das valida¢des avaliadas.
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Figura 31 - Caracteristicas sobre a avaliagdo dos dados da curva mediante uso de testes estatisticos

Testes estatisticos para estudo de linearidade

Suficientes
3%

Insuficientes
97%

Fonte: Prépria do autor

Os resultados da Figura 31, demonstram que, mesmo que, neste trabalho,
apenas alguns dos aspectos que devem ser avaliados no estudo da linearidade
(Tabela 2Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.), ainda assim a avaliacdo de
itens basicos essenciais, frequentemente ndo sdo avaliados, tais como preciséo e

exatiddo na curva de calibracao.

Algumas justificativas para os resultados da Figura 31, ainda podem ter como
fundamento alguns resultados em relacao as caracteristicas em relagcdo aos modelos
de regresséo linear. A Figura 32 demonstra que, quando foi possivel identificar o
modelo de regressao utilizado no documento, a maioria das regressfes lineares
presentes nos documentos utilizaram os minimos quadrados ordinarios (MMQO),
29% nao utilizam replicatas para a curva ou utilizaram a média das replicatas para
encontrar a equacao da reta, sem que fossem realizados o estudo dos residuos, em
14% das avaliacbes apresentaram-se com o célculo incorreto, pois néo foi possivel
identificar o modelo de regresséo, uma vez que as equacdes citadas no documento,
nao estavam de acordo com nenhuma das fornecidas pelo software ou ndo existiam

dados para identificar o modelo utilizado.
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Figura 32 - Caracteristicas das regressoes lineares nos documentos avaliados

Caracteristicas das regressoes lineares
presentes nos documentos
Utiliza
regressao
nao-linear
1%

Calculo
incorreto
14%

MMQO

. 44%
Sem replicata

ou usa media
das replicatas
29%

MMQP
12%
MMQO - Regressao linear realizada através dos minimos quadrados ordinarios

MMQP - Regressao linear realizada através dos minimos quadrados ponderados

Fonte: Prépria do autor

Em relacdo aos 29% que nao utilizam replicatas para a curva ou utilizaram a
meédia das replicatas para encontrar a equacao da reta, sem que fossem realizados o
estudo dos residuos, € importante citar que, entdo, o modelo de regresséao utilizado,
automaticamente foi dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), mas que na Figura

32 nao foi contabilizado como MMQO.

As caracteristicas em relacdo ao comportamento da variancia dos residuos
obtidas dos relatérios de validacdo do ConfLab Validacdo (FERREIRA, 2020, vol. 2;
PACCES; OLIVARES, 2020), demonstram que a maioria dos testes de Cochran
realizados (MILLER; MILLER, 2010) resultaram em um comportamento

homoscedastico, como mostra a Figura 33.
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Figura 33 - Comportamento das variancias dos residuos, segundo os testes de Cochran realizados
pelo software ConfLab Validacdo

Comportamento das variancias dos residuos,
segundo o software

Fonte: Propria do autor

Dentre os documentos nos quais foi possivel identificar qual o modelo de
regressao utilizado, 62% deles demonstraram realizar a regressao de forma correta,
gue, segundo os critérios deste trabalho, tinham como base os resultados oferecidos
pelos relatorios de validacdo do ConfLab Validacdo (PACCES; OLIVARES, 2020),

como mostra a Figura 34.

Figura 34 - Porcentagem de validacfes que, dos documentos nos quais foi possivel identificar o
modelo de regressao empregado, foram corretas e incorretas

Caracteristicas das aplicacoes dos modelos de regressoes lineares
(ordinarios ou ponderados)

Resultados do documento iguais aos valores de referéncia* (corretos)
® Resultados do documento diferentes aos valores de referéncia* (incorretos)

Correto
62%

*Os valores de referéncia sdo os obtidos através do software ConfLab (PACCES; OLIVARES, 2020)

Fonte: Propria do autor
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Das validacbes nas quais o0 modelo de regresséao realizado no documento foi
incorreto, ou seja, ndo estavam iguais ao do software (PACCES; OLIVARES, 2020),
em 74% o motivo foi devido ao modelo utilizado no documento recorrer aos minimos
guadrados ordinarios (MMQO) e o valor referéncia (software) indicou que o modelo
mais adequado era fazendo uso dos minimos quadrados ponderados (MMQP), como

mostra a

Figura 35.

Figura 35 - Frequéncia dos equivocos em relacdo ao modelo de regresséo linear utilizado no
documento, comparados ao valor referéncia (software), dentre os modelos de regresséo linear
avaliados como incorretos.

Modelo de regressao linear utilizada no documento
diferente do valor referéncia

Utilizeu MMQP
e 0 software
MMQO
26%
Utilizou MMQO e
o software
MMQP
74%

Fonte: Prépria do autor
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Dos 14% (Figura 32) dos documentos nos quais os calculos dos modelos de
regresséo foram incorretos no documento, segundo os resultados do software, o
modelo de regressdo mais adequado, na maioria deles, seria 0 dos minimos

guadrados ponderados (MMQP).

Dentre as regressoes lineares que os relatorios de validagdo demonstraram ser
mais adequado realizar por meio dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) (Figura
33), 47, 1% das validacdes, os respectivos documentos ndo citaram testes para
verificar o melhor modelo de regressdo, e para os resultados dos relatérios que
indicaram os minimos quadrados ponderados (MMQP) como modelo mais adequado
(Figura 33), em 74,1% dos documentos nado foram realizados testes estatisticos para

o melhor modelo de regressao (Figura 37).

Figura 36 - Dentre as valida¢cGes que néo foi possivel identificar qual modelo de regressao linear
empregado, de acordo com os resultados do software, quais os modelos mais adequados para
realizar a regressao.

Modelos de regressao linear com calculos incorretos:
Quais seriam os adequados?

MMQO
42%

MMQP
58%

Fonte: Prépria do autor
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Figura 37 - Das validacdes nas quais foi possivel avaliar o modelo de regressao linear utilizado, e
dentre essas, as avaliacbes foram corretas, ou seja, as que 0s modelos de regressao do software
estavam iguais ao do documento, quantas das valida¢des realizaram os testes para verificar o
modelo de regresséo linear adequado.

Realizou teste para verificar o modelo de regressao
adequado?

100,0%
90,0%
80,0% 74.1%
70,0%

60,0% 52,9%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%
0,0%

47,1%

25,9%

MMQO MMQP

Sim EN3o

Fonte: Propria do autor

Mesmo quando nao é verificado o modelo de regressao linear mais adequado,
ao realizar regressdo linear pelos minimos quadrados, esta € automaticamente
realizada na forma ordinaria. Considerando este aspecto, e relacionando os
resultados da Figura 37 aos resultados da Figura 34, como na maioria dos testes para
verificar a homoscedasticidade os comportamentos das variancias dos residuos foram
homoscedasticos (Figura 33), e consequentemente, a maioria das regressoes lineares
realizadas pelo software foram mediante os minimos quadrados ordinarios (MMQO),
mesmo que a maioria das validacdes tenham utilizado os modelos de regresséo
lineares da forma correta, pois obtiveram os mesmo resultados segundo o ConfLab,
47,1% (Figura 37), ndo realizaram os testes para verificar o melhor modelo de
regresséao, desta forma, na verdade, caso o comportamento das variancias nesses
estudos, ndo fossem homogéneas, talvez os resultados ndo estivessem corretos. Um
dos impactos de uma avaliagdo mais especifica em relacéo as caracteristicas dentro
dos estudos da linearidade é que, muitas vezes, os estudos de limite de deteccéo (LD)

e limite de quantificacdo (LQ) podem ser estimados conforme os desvios padréo e
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coeficientes com base na curva analitica estudada. Neste caso, se a avaliacdo da
linearidade tenha sido realizada de forma insuficiente, incorreta ou insatisfatéria, a
probabilidade das estimativas e estudos dos valores de LD e LQ, também podem ser
insuficientes e incorretos. E, se esses valores estimados com base na curva nao forem
confirmados com auxilio de outros meios, a probabilidade de obter um resultado

inadequado e incorreto € maior ainda.

Por exemplo, nos estudos de limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccao
(LD) o texto do documento diz que é realizado o estudo de uma forma tedrica por meio
do desvio padrédo de 3 curvas, mas na verdade o estudo de linearidade néo foi
realizado em 3 curvas analiticas, mas sim em apenas uma e em unicata. Entdo, na
discusséo sobre LQ e LD, € possivel perceber que as estimativas dos valores desses
parametros ocorrem com base no desvio padréo dos valores obtidos dos sinais do
equipamento (respostas) em cada nivel diferente de concentracdo estudado na curva.
Ao final, para reportar os valores de LQ e LD, néo existe confirmagéo desses valores
de alguma forma, por exemplo, replicacdo do valor estimado, verificacdo de valores

préximos aos valores estimados, relacéo sinal-ruido etc.

Este exemplo traz aspectos de alguns resultados aqui mencionados, como a
forma de estabelecer as condi¢cdes analiticas e critérios de parametros de validacéo.
Isso € pode ser realizado de uma forma confusa, ndo existindo evidéncias de calculos
ou dados brutos disponiveis para confirmacdo do que possa estar ocorrendo. N&o
existem referéncias solidas e consolidadas sobre critérios e condi¢cdes, uma vez que
nao foram estabelecidos de forma adequada pelos autores ou foi utilizado mais de um
protocolo na validacdo. Assim, se ndo existe confirmacéo dos valores estimados de
LQ e LD, néo é possivel saber se os valores encontrados estédo dentro de critérios de

aceitacdo adequados, nem se 0s valores sdo reais.

Essas caracteristicas se relacionam com o fato de que os limites de quantificacao
(LQ) e limites de deteccdo (LD) foram, depois da linearidade, os parametros que
apresentaram mais equivocos nos calculos Figura 28 sendo considerados entre os
trés parametros de validacdo que menos foram realizados dentro das condi¢des

adequadas de ensaio Figura 28.

A partir da observacdo das caracteristicas nos estudos de linearidade foi
possivel observar que o coeficiente de determinacdo (r?) foi o parametro mais

frequente para avaliacdo da linearidade porém, por ser inconclusivo e quando utilizado
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sozinho, segundo a literatura (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020), ndo sustenta os
estudos de linearidade das validagBes realizadas, além de ser diretamente
dependente de um teste de homogeneidade das variancias dos residuos consistente
(DESHARNAIS et al., 2017; HARRIS, 2010; NASCIMENTO et al., 2010; RAPOSO,
2016; SAYAGO; ASUERO, 2004; SKOOG, 2014; SONAWANE et al., 2019), ou seja,
testes para investigar o melhor modelo de regresséo (ponderado ou ordinério), quando
utilizado minimos quadrados. Testes estes que ndo foram realizados em 70,5% das
vezes que as regressdes lineares foram realizadas recorrendo-se aos minimos
guadrados Figura 29 e que mesmo que maioria dos modelos de regressao linear
tenham apresentado uma aplicacdo correta quando comparado aos resultados do
software, como a maioria da regressdes adequadas seriam pelos minimos quadrados
ordinarios Figura 33, em aproximadamente metade dessas validacdes “corretas”
Figura 34, como nao foram realizados os testes de homogeneidade da variancia dos
residuos, esses modelos de regressdo ainda poderiam estar incorretos, caso o
comportamento das variancias dos residuos fossem heteroscedasticas, o que
confirma os testes estatisticos significativamente insuficientes em relacéo aos estudos

de linearidade .

4.2.3.2 Critérios de aceitacao de resultado

A verificacdo das caracteristicas dos resultados de validacdo de métodos em
relacdo aos critérios de aceitacdo de resultado recomendados pelos protocolos foi
realizada em relacéo os critérios de regressao linear, coeficiente de determinacao e
limite de quantificacdo (LQ), que foram os estudos que obtiveram mais insuficiéncias

e equivocos nas condicdes de aplicacao, calculos e testes estatisticos.

A Figura 38 mostra que o coeficiente de determinacéo (r?) esteve dentro dos
critérios de aceitacdo em 72% dos estudos de linearidade; os modelos de regressao
atenderam ao critério de aceitacdo do protocolo; 40% dos estudos e os limites de
guantificacdo ndo atenderam aos critérios de aceitacao de resultados em 57% das

vezes que foi avaliado dentro do estudo de validacéo.
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Figura 38 - Porcentagem que os resultados atenderam aos critérios de aceitagéo do protocolo

Atenderam ao critério de aceitagao de resultados do

protocolo
80% 72%
70% )
60% 00% ST% 54%
50% 40% 43% 46%
40% :
30% 28%
20%
10%
0%
Regressao Linear r? Limite de Limite de Detecgao
Quantificacdo
Sim = Ndo

Fonte: Prépria do autor

* Os critérios de aceitacdo de resultados para LQ se diz respeito a precisdo (repetibilidade) e exatiddo
do respectivo valor de concentracdo de LQ estimados.

Com relacédo ao estabelecimento de critérios de aceitacdo de resultados, em
79% das validacdes, considerando os critérios para a a escolha do modelo de
regressdo, os autores nao utilizaram o mesmo critérios de aceitacdo do protocolo
(Figura 39). Para o r? e limite de quantificacéo (LQ) em 73% das validacdes os autores
utilizaram o mesmo critério dos protocolos (Figura 39). Quando o protocolo deixou a
critério do autor estabelecer os critérios de aceitacdo resultado dos parametros de
validacéo, foi considerado que o autor atendeu o critério de aceitacdo de resultados,

mas que usou o proprio critério de aceitacao de resultados.
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Figura 39 - Frequéncia que utilizaram o mesmo critério de aceitacdo de resultados do protocolo

Usaram o mesmo critério de aceitagcao de resultado do

protocolo
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Fonte: Propria do autor

*QOs critérios de aceitagdo de resultados para LQ se diz respeito a precisao (repetibilidade) e exatiddo
do respectivo valor de concentragdo de LQ estimados.

Quando nao utilizou o mesmo critério de aceitacdo do protocolo, ou o protocolo
deixou a critério do pesquisador o estabelecimento do mesmo, foi considerada que a
validacéo foi realizada sem nenhum critério de aceitacdo estabelecido (Figura 40).
Desta forma, € possivel que estes resultados demonstrem que a avaliacdo dos dados
obtidos e analise das -caracteristicas do método, foi entdo realizada sem
fundamentacéo critica para aceitacdo ou rejeicdo de seus resultados, ndo sendo

possivel informar e evidenciar se 0 método € adequado ou ndo ao uso pretendido.
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Figura 40 - Quando n&o utilizou 0 mesmo critério de aceitagao do protocolo, ou o protocolo deixou a
critério do pesquisador estabelecer o critério, estao dispostas as frequéncias que foram utilizados
outros critérios

Usaram outro critério ou critério proprio

120%

100%
100%

79%
80% 73% °

60%

40% 27%
21%

20%
0%
0%

Regressao Linear r? Limite de Quantificagdo

Fonte: Prépria do autor

* Os critérios de aceitacdo de resultados para LQ se diz respeito a preciséo (repetibilidade) e exatidao
do respectivo valor de concentracdo de LQ estimados.

O propésito de avaliar as caracteristicas em relacdo ao estabelecimento de
critérios de aceitacao de resultados, ndo foi apenas verificar se os autores realizavam
célculos e testes estatisticos corretamente ou ndo, nem apenas se atendiam ou nao
o critério do protocolo em relacdo aos parametros de validacdo, mas também a
capacidade que os desenvolvedores dos métodos tinham em avaliar esses resultados
obtidos com fundamentacédo adequadamente cientifica, estatistica e légica., e entédo
poder informar e evidenciar as caracteristicas do método em questdo com
fundamentac&o critica. Ao avaliar os resultados dos célculos e testes estatisticos, para
dizer se os parametros estdo adequados ou néo, critérios para aceitacdo ou rejeicao
desses resultados precisam estar pré-estabelecidos para que seja realizada a analise

critica dos mesmos.

Nos resultados obtidos da Figura 38, Figura 39 e Figura 40, é possivel observar
em relacdo ao coeficiente de determinacéo (r?) que a maioria dos documentos atende
ao critério de aceitacao do protocolo. No entanto, dos que néo utilizaram o critério de

aceitacao do protocolo, 73% néo estabeleceram critério algum.
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Para a regressdo linear, 60% ndo atenderam ao critério de aceitacdo de
resultados do protocolo. Apenas 21% do total utilizou os mesmos critérios de
aceitacao do protocolo. E, finalmente, dos que néo utilizaram os critérios do protocolo,

nenhum estabeleceu um critério proprio para regressao linear.

Para o limite de quantificacdo (LQ), 73% utilizaram os mesmos critérios de
aceitacdo do protocolo e 79% estabeleceram um critério préprio. Apesar disso apenas
em 43% os resultados estavam dentro dos critérios de aceitacdo estabelecidos.

Juntando essas caracteristicas com as obtidas em relacdo aos calculos (item
4.2.3) com o uso do protocolo (item 4.2.1) e das caracteristicas sobre rastreabilidade
(item 4.2.2) tém-se um conjunto de informacdes que caracterizam os documentos

avaliados neste trabalho, que serdo discutidos nos proximos itens.

4.3 Valores de incerteza de medicéao

Os valores de incerteza neste item reportados, se referem as incertezas
expandidas, que sao o produto das incertezas-padrao combinadas de cada parametro
de desempenho estudado pelo documento e possivel de ser avaliado pelo software

ConfLab, por um fator de abrangéncia igual a 2 (k =2).

Para analisar os valores encontrados, estes foram separados em grupo de

acordo com as concentracdes em cada curva de calibracéo:

e Primeiro ponto da curva: menor concentracdo que foi contemplada pela

curva, podendo ou néo ser o limite quantificacéo (LQ);

e Ponto de média concentracao: o valor de concentracdo comtemplado pela

curva que mais se aproximava do valor médio da amplitude da curva,;

e Ultimo ponto de concetrac&o: maior concetracédo que foi contemplada pela

curva.
Além disso, os valores encontrados foram classificados como:
e Aceitaveis: valores de incerteza menores do 40%

e Questionaveis: Valores de incerteza entre 40% e 100%;

e Aberrantes: valores de incerteza maiores do que 100%.
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Desta forma, os resultados obtidos pela Figura 41 demonstram que, no total
(todas os pontos de concetragdo juntos), a maioria dos valores foram aceitaveis,
porém no primeiro ponto a maioria (57%) obtiveram valores questionaveis (29%) ou
aberrantes (28%). Nos ultimos pontos e nas médias concetracdes, quase todos 0s

resultados estiveram dentro dos valores aceitaveis.

Os resultados Figura 41 que demonstraram que a maioria dos valores totais
estavam dentro do aceitavel (menor que 40%), estdo relacionados ao fato de quase
100% dos resultados das concentracdes médias e nos Ultimos pontos também

estarem dentro do mencionado aceitavel.

Figura 41 - Valores de incerteza expandida obtidas dos resultados dos parametros de validacao,
separados no grafico pelos por trés pontos diferentes de concentracdes de cada curva de calibracao
estudada. Sao eles: primeiros pontos das curvas de calibragéo, os pontos de média concentracdo e
ultimos pontos.

Porcentagem de resultados de incerteza classificados de
acordo com Aceitaveis, Questionaveis ou Aberrantes

100% 96% 7%
90% 79%
80%
70%
60%
50% 43%
40%
0, 0,
30% 28% 29%
10% - 1% 4% 1% 2%
0% E— S—
Total Primeiro Ponto Media Concentragio Ultimo Ponto

Nivel de concentragao na curva de calibragao

® Aberrantes Questionaveis Aceitaveis

Fonte: Prépria do autor
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Os valores de incerteza questionaveis e aberrantes, apesar de somarem uma
minoria de 22% do total Figura 41, em relagcdo aos primeiros ponto da curva, somam
57% (Figura 41), e este resultado demonstra que a probabilidade de se encontrar os
valores das concentracfes nos primeiros pontos, utilizando esses métodos, em 29%
deles, esta entre 0% e 60%, e em 28%, ndo existe probalidade encontrar algum

resultado, visto que a incerteza é maior do que 100%.

Dentre os parametros que mais contribuiram para as estimativas de incerteza
(Figura 34), a linearidade foi o parametro mais frequente no primeiro (81%) e no ultimo
ponto (41%) de concetragdo da curva, e nas meédias concentracdoes, a linearidade
praticamente se manteve no mesmo nivel de contribuicdo (38%) com a precisdo

intermediaria (40%).

Os resultados apresentados mostraram que valores das estimativas de incerteza
foram elevados, o que indica que a probabilidade estatistica de ser obter um resultado
utilizando os métodos aqui avaliados, em alguns casos foram, de certa forma, nulas

apresentando resultados maiores do que 100%.

Figura 42 - Parametros que mais contribuiram para a estimativa a incerteza expandida

Parametros que mais contribuiram para o valor da
estimativa de incerteza
90%
80%
70%
60%
50%
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Primeiro Ponto Média concentracéo Ultimo Ponto

79%

37% 38%

Niveis de concentragdo na curva de calibragao

Linearidade ™ Precisio Intermediaria Exatiddo ™ Precisdo

Fonte: Propria do autor
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Também, em relacdo aos valores de incerteza e quais 0s parametros que mais
contribuiram para seus valores no primeiro ponto, com base no Ciclo AQAC,
demonstram que existe a possibilidade de relacdo entre os equivocos insuficiéncias
em relacéo aos estudos de linearidade e sua relagdo com as estimativas equivocadas
dos valores dos limites de deteccao e quantificacdo, visto que os valores de incerteza,
no primeiro ponto, na maioria das vezes se apresentaram maiores de 40%, e dentre

estes, quase a metade apresentaram valores maiores do que 100%.

4.4 Discussoes dos resultados

Muitos conceitos sobre qualidade analitica ainda parecem estar distantes da
pesquisa cientifica, porém o proposito da publicacdo de uma validacdo de método
analitico ndo é diferente do que o de um “POP”, em resumo, o de “minimizar a
ocorréncia de desvios na execucédo de tarefas fundamentais para a qualidade do
ensaio, independente de quem as faga” (PACCES; COMITE TECNICO DE QUIMICA
DE ALIMENTOS, 2020). A validacdo de métodos precisa ser realizada de forma que
seja possivel “aumentar a previsibilidade de seus resultados, minimizando as
variacfes causadas por impericia e adaptacdes aleatérias dos métodos” (PACCES;
COMITE TECNICO DE QUIMICA DE ALIMENTOS, 2020), com base no uso correto
de testes e ferramentas estatisticas, sustentado por uma compreensédo adequada e
suficiente a fim de diminuir a probabilidade de erros aleatorios chegarem aos

resultados, na analise critica de dados e suas conclusodes.

O contexto mundial durante a pandemia da COVID-19 deixou claro que célculos
estatisticos, a competéncia e conhecimento dos cientistas sobre seu uso suficiente e
correto sdo imprescindiveis e necessarios para fornecer evidéncias e sustentar
decisbes pautadas na qualidade de dados e resultados para a resolucédo de grandes
problemas. Neste contexto, o uso correto e suficiente de ferramentas e testes
estatisticos precisam ser utilizados pelos desenvolvedores de métodos analiticos de
forma satisfatéria, completa, eficaz, adequada, suficiente e segura para que oferecam

resultados ndo equivocados sobre as caracteristicas do método.

Diferente de um laboratério de rotina, na pesquisa cientifica, 0 mais importante
ao desenvolver e publicar um novo método analitico, ndo é que este seja somente

“sensivel”, “seletivo”, “preciso”, “exato”, que quantifica ou detecta baixissimas
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concentragbes ou possui uma grande faixa linear para quantificacdo, mas sim, deve
fornecer dados das caracteristicas daquelas condi¢des analiticas, pois este € o carater
investigativo da ciéncia: fornecer evidéncia sobre a verdade (ou ndo) dos fenémenos,
processos, etc. Ou seja, ndo se busca ou se forca um parametro ideal; apenas o

guantifica, determinando o seu significado com relagéo ao futuro uso do método.

Para a pesquisa cientifica, se um procedimento analitico ndo for adequado ao
uso pretendido, ou seja, se, de acordo com os critérios adequados ao objetivo do
método, este ndo for seletivo, sensivel, exato ou preciso em determinado intervalo de
concentracao, esses dados também trazem informacdes Uteis e importantes, uma vez
gue evitam varios tipos de desperdicios e fornecem informacdes para que 0s mesmos
ou outros pesquisadores otimizem esses métodos. Os resultados reportados com a
sua respectiva incerteza, também permitem informar a todos os interessados o real
contexto daquele estudo e, assim, o leitor daguela pesquisa pode avaliar se 0 método

€ adequado para uso.

Desta forma, talvez o mais importante, ao desenvolver e publicar um método
analitico, ndo seja necessariamente que este apresente valores “impecaveis”, mas
sim, que sejam baseados na veracidade e adequacao dos dados obtidos, refletindo

as suas reais caracteristicas.
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5 Concluséao

Com base na survey de Monya Baker (BAKER, 2016), as investigacdes sobre
solugbes pautadas em melhorias nas definicbes de condi¢cdes e critérios de
parametros de validacdo, esforcos em estudos colaborativos de reproducdo em
laboratérios externos, analise adequada, suficiente e eficaz de dados e,
consequentemente, uma adequada apresentacao de resultados, apresentaram uma
probabilidade estatistica a ser considerada em relagdo a existéncia de uma crise de
reprodutibilidade causada pelo uso equivocado e insuficiente da validacdo de métodos
como ferramenta estatistica, sustentada pelos elevados valores de incerteza
expandida de medicdo associadas as validacbes de métodos publicadas em

documentos cientificos.

A Figura 43 traz um resumo dos resultados dos aspectos que estiveram

adequados, conforme estabelecido neste trabalho.

Figura 43 - Resumo dos resultados nos quais os autores realizaram os estudos conforme as
recomendacfes do protocolo, os resultados dos paradmetros de validacdo atenderam aos critérios de
aceitacdo de resultados dos protocolos, no primeiro ponto e que os valores de incerteza associadas
aos resultados estavam dentro dos valores aceitaveis, ou seja, menores do que 40%, também no
primeiro ponto.

Autores que Validagiies nas quais Incertezas associadas
realizaram os estudos todos os pardmetros aos resultados dos
dos parametros de atenderam aos parametros de validagio
validagao de acordo critérios de aceitagéo apresentaram valores
COMm 0S prutu[;ulug do |JF‘I]tEIEI]|I]S aceitaveis

Fonte: Propria do autor
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Esses resultados podem passar a impresséo ao leitor de que os valores de
incerteza em sua maioria estiveram dentro do aceitavel, o que iria contra os resultados
encontrados em relacdo a validacdo de métodos e os estudos dos parametros
realizados pelos autores. Mas, essa diferenca esta relacionada aos seguintes pontos:

1- O critério para avaliar os valores de incerteza foi maleavel considerando

incertezas abaixo de 40% como aceitaveis:

* 40% € o dobro das dispersdes (CV) aceitas pelos protocolos utilizados, nos

guais admitem 20% de preciséo, recuperacao e desvio da curva;

+ Se fossem considerados como aceitaveis valores menores do que 20%,
essa porcentagem cairia de 43% para 34%, valor que se aproxima da soma

dos valores sobre as validagbes e compreenséo dos autores (Figura 43).
2- Foram utilizados apenas dados da validacao para o calculo de incerteza;

3- A validacéao foi avaliada com valores pré-estabelecidos pelos protocolos, ou
seja, valores “cravados”, e a incerteza foi estabelecida como critério proprio,
pois 0 objetivo foi encontrar de fato valores com baixa probabilidade de

reproducao.

4- A maioria utilizou cromatografia e espectrometria de massas, que Sao
equipamentos que possuem boa precisdo, que proporciona uma menor

variabilidade.

5- E também importante ressaltar que a incerteza foi ignorada, e néo calculada

pelos autores.

5.1 Avaliagdo da percepcdo da existéncia da crise de

reprodutibilidade e 0 uso equivocado de validagcdo de métodos

A partir das consideracfes levantadas nas Figura 14 e Figura 15 (itens 3.3.3 e
3.5), e os resultados obtidos no item 4.2, foi possivel perceber uma tendéncia de
caracteristicas nos documentos cientificos publicados e estudados neste trabalho que
aumentam a probabilidade de que o conhecimento sobre validacbes de métodos seja
de fato insuficiente, como sugeriram os pesquisadores entrevistados por Monya Baker

(BAKER, 2016), bem como a existéncia de uma probabilidade significativa de que
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sejam estes a causa da dificuldade de reproducdo desses métodos em outros
laboratorios. Além disso, com base nas Figuras Figura 17 e Figura 28 também foi
possivel caracterizar que as reproducdes nos préprios laboratérios € baixa, como
citado também pela survey (BAKER, 2016), visto que a precisdo intermediaria foi o
parametro de validacdo que aparece com menor frequéncia, e quando avaliados seus

calculos realizados.

A partir desses pontos, a avaliacdo das consideracdes apresentadas, de que um
ciclo de insuficiéncias e equivocos na compreensdo do objetivo do método, uso do
protocolo, condicdes de ensaio e obtencédo dos dados de validacdo, somadas a uma
avaliacdo insatisfatoria ou insuficiente das caracteristicas do método analitico,
causadas pelo uso incorreto ou incompleto de testes e céalculos estatisticos, seriam a

causa do uso inadequado e insuficiente da validacdo de métodos, considerando:

v" Quando o desenvolvedor do método ndo obtinha conhecimento suficiente sobre
0 objetivo e escopo do método em desenvolvimento (Figura 18) ndo houve uso
do protocolo correto, ou nao foi utilizado de forma suficientemente (completa) e,
consequentemente, as condicdes e critérios de estudo de parametros de

validacéo e obtencéo de dados, também ndo;

v' As possiveis avaliagdes incompletas e/ou insatisfatérias dos testes estatisticos,
provocaram uma avaliacdo incorreta dos parametros de validacdo, que podem
ter como consequéncia uma possivel avaliacédo insuficiente e equivocada das

caracteristicas do método analitico em desenvolvimento;

v" Os resultados podem aumentar a ocorréncia de dificuldade na reproducao de
métodos analiticos devido ao uso insuficiente de validacbes de métodos como

ferramenta estatistica na pesquisa cientifica na area de quimica analitica e afins.

A Figura 44 traz um esquema relacionando os resultados encontrados com o

uso insuficiente e inadequado da validacdo de métodos.
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Figura 44 - Relagdo entre os resultados encontrados e o uso de validagdo de métodos

Uso do
protocolo
incorreto ou

insuficiente

81% ndo utilizaram os critérios
dos pardmetros de forma
adequadas ou suficientes para
conduzir a validagéo

Critérios de

63% ndo realizaram todos os ensaios

Apenas 47% utilizaram protocolo
correto

59% utilizaram mais de um protocolo
para definir condigGes de ensaio e
critérios de aceitagdo de resultado

pardmetros Compreenséo
de validagao do objetivo “
e obtengéo do método 82(}3 nao
A . de dados equivocada entendecayys
Inconsisténcias em . contexto de
estabelecer equivocada o aplicagio do
critérios de insuficiente método
aceitagdo de
resultados
Testes
estatisticose
calculos
incompletas e/ou
insatisfatorias o Avaliagdo U
o insuficiente e [ | &Y
Avaliagio r equivocada equivocado ou
incompletas efou o das :’ msu_ﬁmgnte da
insatisfatorias das 0 caracteristicas validagao de
caratgrlstlcas dos S do método métodos como
pa;zw::;%sode analitico ferramenta

100% dos estudos de linearidade nio
realizaram testes estatisticos ou célculos
corretos suficientes

86% ndo realizaram célculo
correto para LD
79% n3o realizaram célculo
correto para LQ

77,6% ndo realizaram célculo correto para
Precisdo intermedidria

Fonte: Propria do autor

estatistica
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O infogréfico apresentado na Figura 44 estabelece conexdes entre os resultados
para verificar a coeréncia da possivel conclusdo a respeito da probabilidade da
existéncia da relacdo entre as caracteristicas encontradas com o uso da validacéo de
métodos, que mostrou-se razoavel com base nos resultados de Monya Baker
(BAKER, 2016) e com algumas afirmagbes de Goodman, et.al. mencionadas.
(GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018)

5.2 Caracteristicas da apresentacdo e da qualidade dos

resultados

Retomando os critérios estabelecidos para identificar uma apresentacdo e
analise apropriada e suficiente dos dados de validacao:

e uso adequado do protocolo, mediante o atendimento das condi¢cdes de

ensaio e critérios de aceitacdo de resultados;
e evidéncias do uso correto dos calculos;

e conjunto de evidéncias que levam ao aumento da confiabilidade no

resultado com base na rastreabilidade adequada;

e Uuso de calculos de estimativa de incerteza, bem como, o seu resultado

reportado com o valor associado ao mensurando.

A Figura 45 permite evidenciar que 54% das validacdes néo relatam o intervalo
de abrangéncia dos resultados, e dos que apresentaram, a maioria reportou como

porcentagem de recuperacado seguido de coeficiente de variacédo (CV).
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Figura 45 - Forma de apresentacao e reporte de resultados das validagfes de métodos estudadas

a) Apresentou intervalo de aplicacio? b) Como apresentou o intervalo de aplicagio?

% Recuperagdo I 55,2%

Desvio I 34,5%

Nio 482;2 r 1 5,2%
54% Anova < 5% 11,7%
Teste T<5% 011,7%

Erro relativo 11,7%

Fonte: Prépria do autor

A maioria dos documentos néo forneceram o intervalo de abrangéncia do metodo
(53,8%; Figura 45 (A)), e dessa maioria 55,2% dos autores (Figura 45 (B)), ao
utilizarem os valores de recuperacdo, demonstraram entender que estes Sao 0s
parametros que fornecem informacgdes suficientes para evidenciar o intervalo de
abrangéncia do método, ou seja, informacdes sobre o intervalo que contém o conjunto
de valores verdadeiros do mensurando que se pretende obter, aplicando o

determinado método, com probabilidade determinada.

Como mencionado, na abordagem de erro para descrever as medi¢des, o valor
verdadeiro de uma grandeza é considerado Unico e, na pratica, impossivel de ser
conhecido (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a). Também
retomando os aspectos da reprodutibilidade de métodos e de resultados com base na
abordagem de incerteza (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a), e relacionando-os ao Ciclo AQAC
(OLIVARES; LOPES, 2012) no que diz respeito a qualidade de resultados, € possivel
verificar que estes demonstram caracteristicas que definem uma baixa frequéncia de
preocupacdo com a forma de apresentacdo e, se a informacdo que esta sendo

fornecida é satisfatoria para o fim que se pretende, o método é adequado ao uso.

Essas caracteristicas também aproximam 0s conceitos sobre uso insuficiente e
inadequado da estatistica (BAKER, 2016), pois um intervalo de abrangéncia pode ser
estimado por meio de uma incerteza de medicado expandida, na qual os resultados

obtidos dos estudos da validag&o esta entre as informacdes que contribuem para seus
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valores, de acordo com o Ciclo AQAC (OLIVARES; LOPES, 2012).

De todas as validacbes de métodos estudadas, nenhuma delas reportou a
incerteza total do método e 43% obtiveram os valores de estimativa de incerteza
expandida menores do que 40% no primeiro ponto da curva de calibragcdo, como
mostra a Figura 46. Desses, 28% obtiveram valores maiores do que 100% de

incerteza, também na Figura 46.

A Figura 47 traz um esquema, que fazendo uso de conexdes dos resultados
obtidos, estabelece a possibilidade da relacdo entre uso equivocado insuficiente das

validagbes de métodos com os valores de estimativa de incerteza encontrados.

Figura 46 - Valores das estimativas de incerteza expandida associadas as validacdes de métodos
estudadas no primeiro ponto da curva de calibracdo

Incertezas dentro de um

limite aceitavel para Questionavel Aberrantes
métodos

ValidagGes com incerteza,  Validagdes com incerteza, | Validagdes com incerteza,
no 1° ponto, menor que no 1° ponto, entre 40% e no 1° ponto, maiores que
40% 100% 100%

43% 287

Fonte: Propria do autor
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Figura 47 - Relacdo entre uso equivocado de validacdo de métodos e incerteza de medicao

@ ®
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)
correto para LQ apresentaram valores de
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n3o realizaram testes estatisticos
ou célculos corretos suficientes @

Fonte: Propria do autor
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Com o auxilio do Ciclo AQAC (OLIVARES; LOPES, 2012), foi possivel relacionar
as caracteristicas obtidas em relacdo ao uso de validagdo de métodos a incerteza de
medicdo, de forma que, como permite revelar a partir do esquema da Figura 46, ha
coeréncia na existéncia da probabilidade de que os altos valores de estimativas de
incerteza sejam consequéncia das insuficiéncias e equivocos cometidos durante a

realizacdo dos processos de validacao de métodos.

53 Relacdo entre incerteza de medicdo e crise de

reprodutibilidade

Com base na conclusé&o sobre proposta na Figura 15, no Ciclo AQAC e nos
resultados até aqui obtidos, € possivel relacionar a incerteza de medi¢cdo com a crise
de reprodutibilidade, atendendo a propria definicdo de incerteza de medi¢ao, pois 0s
valores desta fornecem informacgdes que caracterizam a dispersao dos valores que
poderiam ser razoavelmente atribuidos ao mensurando (EURACHEM, 2012;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a)). Desta forma, quanto
maior o valor da incerteza relacionado ao resultado analitico obtido para o método
validado, maior a dispersdo dos valores em relacdo a um valor do mensurando que

for encontrado utilizando o respectivo método.

Com base nos resultados, é possivel verificar que a maioria dos métodos aqui
estudados possuem valores de incerteza expandida maiores que 40%. Destes, 49%
possuem valores de incerteza expandida maiores que 100%. Estes valores resultam
do fato que estes métodos desenvolvidos pretendem quantificar ou detectar um
intervalo de aplicacéo (faixa de trabalho) muito extenso. Além disso, ao atribuir uma
incerteza de 100%, pode-se afirmar que existe uma probabilidadae estatistica

inexistente de se encontrar o valor do objeto que se pretende mensurar.

Com os valores elevados das incertezas encontradas, € possivel a relacao entre
as conclusdes sobre o uso de validacdo de métodos nado ser realizada de forma
estatisticamente adequada e suficiente e a dificuldade de se reproduzir estes
métodos. Uma vez que, esses valores elevados indicam uma baixa probabilidade
estatistica de ser obter um resultado consistente e confiavel ao se utilizar os métodos
aqui avaliados, dentro dos intervalos mencionados pelos documentos. E possivel que

este seja o0 sentido que os entrevistados pelo artigo (BAKER, 2016) disseram em
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relacdo a uma “crise de reprodutibilidade causado por uso insuficiente da estatistica”.

A Figura 48 demonstra um infografico que relaciona o Ciclo AQAC, os resultados

encontrados e a reprodutibilidade.

Figura 48 - Relagdo entre incerteza de medicao e reprodutibilidade de métodos analiticos

Apenas 7,9% utilizam ou citam
0 uso de equipamentos

Controla as 56,2% verificados ou calibrados
56% obtiveram valores de analises de rotina  disponibilizaram
. : : f
incerteza expandida maiores Informacoes as  dados brutos
0, : validagdio D: Elo da cadeia indicando o
que 40% no primeiro ponto \ uso de equipamentos 76.4%

calbracios utilizaram

@: Elo da cadela indicando © MR ou MRC
uso de padrdes certificados

Desses, 49% apresentaram
valores de incerteza
expandida maiores do que
100%

Apenas 28,4% utilizam
Pl quando exigido

Avalia se o método ¢
adequado ao uso e fornece
informagao para o céiculo
da incerteza

Fornece o nivel de . | 9
confianca dos klnconeza ——
resultados
analiticos durante
os ensaios de rotina

Resultados apresentados
demostraram aumento da
probabilidade de que o uso de
validagdo de métodos como
ferramenta estatistica estejam
ocorrendo de forma
equivocada e insuficiente

A maioria dos métodos obteve valores de incerteza expandida maiores que 40%,
demonstrando que o resultado varia em uma grande faixa de valores. Parte destas
incertezas, foram tao grandes (maiores que 100%) fazendo com que os resultados

praticamente nao fizessem sentido quando reportados com a respectiva incerteza de
medigao.

A grande faixa de variagao dos resultados em fungao da respectiva
incerteza expandida, determinada a partir de uma validagao insuficiente e
equivocada quanto da sua aplicacao, define a impossibilidade de
reproducao dos resultados de forma confiavel. PORTANTO, confirmando a
existéncia de uma crise de reprodutibilidade em fungao da incompreensao
da aplicagdo e avaliagao correta dos parametros estatisticos.

Fonte: (OLIVARES; LOPES, 2012 adaptado)
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5.4 ConsideracOes arespeito de medidas natentativa de amenizar

acrise

As pesquisas precisam incorporar, na impossibilidade de uma implantacao
formal de um sistema de gestado da qualidade, pelo menos os conceitos que estes
abordam para se garantir a competéncia técnica destes laboratérios. Uma alternativa
a implantacdo formal de um sistema de gestao da qualidade, seria o emprego de forma
contundente do Ciclo AQAC (OLIVARES; LOPES, 2012) e seus principios, com
controles rigidos do processo de manutencdo, calibracdo e, quando aplicavel,
qualificacdo dos equipamentos envolvidos, considerando um periodo razoavel para
repeticdo destas atividades ao longo das pesquisas desenvolvidas nestes

laboratoérios.

Uso de softwares ou planilhas validadas baseado em normas, guias ou manuais
de acordo com a natureza do método empregado, observando a forma pratica de

execucao dos ensaios.

De forma geral, ainda é necessaria uma mudanca de paradigma na pesquisa
cientifica sobre o foco de se desenvolver e publicar novos métodos analiticos, com o
objetivo de quebrar a cobranca pela alta produtividade de artigos, o que pode acarretar
uma menor atencdo na aplicacao das ferramentas estatisticas de forma suficiente e
adequada. Para isso, talvez os dados apresentados possam refletir a necessidade de
inclusdo de disciplinas relativas a gestdo da qualidade, validacdo de métodos e
estatistica inferencial nos curriculos de Quimica e, principalmente, na pos-graduacéo

das areas afins também.

Com base nas referenciais (EUROPEAN MEDICINE AGENCY (EMA); U. S.
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA), 2012; NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH (EUA), 2021; OLIVARES; LOPES, 2012; PACCES; COMITE TECNICO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS, 2020; WILSON; BOTHAM, 2021) e uma vez atendidas as
formas de operacdo, devem ser definidos critérios minimos para aceitacdo de

trabalhos para publicacéo:

a. resultados dos parametros de validacdo adequados e de acordo com
protocolos apropriados para aplicacdo em funcdo do método estudado e,

na auséncia destes protocolos, as devidas justificativas para o emprego das
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ferramentas estatisticas assumidas.

céalculo da incerteza das medi¢des envolvidas com avaliagédo dos resultados
obtidos de acordo com critérios adequados ao uso pretendido do método

caso os resultados ndo tenham atendido aos critérios de aceitacdo de
resultado pré-estabelecidos ou a incerteza de medi¢cdo associada ao
resultado seja alta, ainda assim, o intervalo de abrangéncia deve estar

especificado e podem ser apresentadas sugestdes de melhorias;

Apresentagdo dos dados brutos, recomendacgbes ou exigéncias de
materiais suplementares que evidenciem os dados do planejamento,

conducdo e calculos envolvidos no estudo;
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GLOSSARIO

Abordagem de Erro: O objetivo da medi¢do na Abordagem de Erro é determinar uma
estimativa do valor verdadeiro que esteja tdo préxima quanto possivel deste valor
verdadeiro Unico. O desvio do valor verdadeiro € composto de erros aleatérios e
sistematicos. Os dois tipos de erros, supostos como sendo sempre distinguiveis, tém
qgue ser tratados diferentemente. Nenhuma regra pode ser estabelecida quanto a
combinacdo deles para se chegar ao erro total caracterizando um determinado
resultado de medicao, tido geralmente como a estimativa (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

Abordagem de Incerteza: A Abordagem de Incerteza consiste no reconhecimento de
gue, devido a quantidade intrinsecamente incompleta de detalhes na definicdo de uma
grandeza, ndo existe um valor verdadeiro Unico, mas sim um conjunto de valores
verdadeiros consistentes com a definicdo. Entretanto, este conjunto de valores €, em
principio e na pratica, impossivel de ser conhecido. Outras abordagens evitam
completamente o conceito de valor verdadeiro de uma grandeza e avaliam a validade
dos resultados de medicdo com auxilio do conceito de compatibilidade metrologica
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

Balanco de incerteza: Formulagéo e apresentacdo de uma incerteza de medicao e
de suas componentes, assim como de seu calculo e combinag¢do. Convém que, em
um balanco de incerteza, sejam incluidos o modelo de medi¢cédo, as estimativas e
incertezas de medic&o associadas as grandezas consideradas no modelo de medicéo,
as covariancias, os tipos de funcdes de densidade de probabilidade utilizadas, os
graus de liberdade, os tipos de avaliacdo da incerteza de medicéo e qualquer fator de
abrangéncia (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

Erro de medicao: Diferenca entre o valor medido duma grandeza e um valor de
referéncia (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a, p. 21). O

conceito de “erro de medigao” pode ser utilizado:

a) quando existe um unico valor de referéncia, o que ocorre se uma calibracao for
realizada por meio dum padréo de medi¢cdo com um valor medido cuja incerteza de
medicéo € desprezavel, ou se um valor convencional for fornecido; nestes casos, o
erro de medicdo é conhecido (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
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(BRASIL), 20124, p. 21);

b) caso se suponha que um mensurando é representado por um unico valor
verdadeiro ou um conjunto de valores verdadeiros de amplitude desprezavel;
neste caso, 0 erro de medi¢cdo é desconhecido (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA (BRASIL), 2012a, p. 21).

N&o se deve confundir erro de medicdo com erro de producdo ou erro humano
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a, p. 21).

Fator de abrangéncia (Brasil); fator de expansao (Portugal): nimero maior do que
um pelo qual uma incerteza-padrdo combinada € multiplicada para se obter uma
incerteza de medicdo expandida (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA
(BRASIL), 2012a).

Grandeza: propriedade de um fenémeno, corpo ou substancia, que pode ser expressa
guantitativamente sob a forma de um numero e uma referéncia (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

Incerteza de medicao: parametro ndo negativo que caracteriza a dispersao dos
valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacfes utilizadas. A
incerteza de medicao inclui componentes provenientes de efeitos sistematicos, tais
como componentes associadas a correcdes e a valores atribuidos a padrdes, assim
como a incerteza definicional. Algumas vezes, nao sao corrigidos efeitos sistematicos
estimados, mas, em vez disso, sdo incorporadas componentes de incerteza de
medicdo associadas. A incerteza de medicdo geralmente engloba muitas
componentes. Algumas delas podem ser estimadas por uma avaliacdo do Tipo A da
incerteza de medicao, a partir da distribuicdo estatistica dos valores provenientes de
séries de medicdes e podem ser caracterizadas por desvios-padrdo. As outras
componentes, as quais podem ser estimadas por uma avaliacdo do Tipo B da
incerteza de medicdo, podem também ser caracterizadas por desvios-padrao
estimados a partir de funcdes de densidade de probabilidade baseadas na experiéncia
ou em outras informacdes. Geralmente para um dado conjunto de informacdes,
subentende-se que a incerteza de medicdo esta associada a um determinado valor

atribuido ao mensurando.
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Incerteza de medicao expandida; incerteza expandida: Produto de uma incerteza-
padrdo combinada por um fator maior do que o nimero um. O fator depende do tipo
de distribuicdo de probabilidade da grandeza de saida e da probabilidade de
abrangéncia escolhida. O termo “fator” nesta definicdo se refere ao fator de
abrangéncia. A incerteza de medigao expandida € chamada de “incerteza global” no
paragrafo 5 da Recomendacédo INC-1 (1980) (ver o GUM) e simplesmente “incerteza”
nos documentos IEC.

Incerteza definicional: Componente da incerteza de medicdo que resulta da
guantidade finita de detalhes na definicdo de um mensurando. Incerteza minima que
se pode obter, na préatica, em qualquer medicdo de um dado mensurando. Qualquer
modificacdo nos detalhes descritivos conduz a uma outra incerteza definicional
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

Incerteza-alvo; incerteza de medicdo pretendida: Incerteza de medicao
especificada como um limite superior e escolhida de acordo com o uso pretendido dos
resultados de medicdo (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL),
2012a).

Incerteza-padrdo combinada: Incerteza-padrédo obtida ao se utilizarem incertezas-
padrao individuais associadas as grandezas de entrada em um modelo de medicao.
Em caso de correlacbes entre grandezas de entrada em um modelo de medicéo, as
covariancias também devem ser levadas em consideracdo no calculo da incerteza-

padrao combinada.
Incerteza-padrao: Incerteza de medicao expressa na forma de um desvio-padrao.

Intervalo de abrangéncia: Intervalo, baseado na informacao disponivel, que contém
0 conjunto de valores verdadeiros de um mensurando, com uma probabilidade
determinada. Um intervalo de abrangéncia ndo estd necessariamente centrado no
valor. Ndo é recomendavel que um intervalo de abrangéncia seja denominado
"intervalo de confianca" para evitar confusdo com o conceito estatistico. Um intervalo
de abrangéncia pode ser deduzido de uma incerteza de medicdo expandida
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).
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Mensurando: Grandeza que se pretende medir. A especificacdo de um mensurando
requer o conhecimento da natureza da grandeza e a descricdo do estado do
fenbmeno, do corpo ou da substéncia da qual a grandeza € uma propriedade,
incluindo qualquer constituinte relevante e as entidades quimicas envolvidas (VIM,
2012).

Método de medicdo: Descricdo genérica de uma organizacao légica de operacdes

utilizadas na realizagdo de uma medicao.

Metrologia: Ciéncia da medicdo e suas aplicacbes. Engloba todos os aspectos
tedricos e préaticos da medicao, qualquer que seja a incerteza de medi¢do e 0 campo
de aplicacéo (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

Probabilidade de abrangéncia; probabilidade de expanséao: probabilidade de que
o conjunto de valores verdadeiros de um mensurando esteja contido em um intervalo
de abrangéncia especificado. Esta definicdo se refere a Abordagem de Incerteza
como apresentado no GUM. Néao é recomendavel que este conceito seja confundido
com o conceito estatistico de nivel de confiangca, embora o termo “confidence level”

seja utilizado em inglés no GUM.

Procedimento de medicao: Descricdo detalhada de uma medicdo de acordo com
um ou mais principios de medicdo e com um dado método de medicao, baseada em
um modelo de medicéo e incluindo todo calculo destinado a obtencdo de um resultado
de medic&o. E geralmente documentado em detalhes suficientes para permitir que um
operador realize uma medicao. Pode incluir uma declaracao referente a incerteza alvo.
Algumas vezes é chamado de procedimento operacional padrdo (POP) (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a; PACCES; COMITE TECNICO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS, 2020).

Protocolo: Documentos de referéncias que definem as condi¢cdes e critérios de
parametros de validacdo e de aceitacdo de resultados normalmente denominados de
resolucdes, diretrizes, protocolos, guias, manuais etc. A Tabela 1 traz exemplos

desses tipos de documentos que foram utilizados.
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Rastreabilidade metrologica: propriedade de um resultado de medicdo pela qual tal
resultado pode ser relacionado a uma referéncia por intermédio de uma cadeia
ininterrupta e documentada de calibragbes, cada uma contribuindo para a incerteza
de medicéo (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 2012a).

Reprodutibilidade de métodos: capacidade de implementar, da forma mais exata
possivel, os procedimentos experimentais e computacionais, com 0os mesmos dados
e ferramentas, para obter os mesmos resultados (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS,
2016, p. 2)

Reprodutibilidade de resultados: refere-se a obtencdo dos mesmos resultados da
aplicacdo de um estudo independente cujos procedimentos sejam o0 mais préximos
possivel do experimento original. (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS, 2018)

Reprodutibilidade na pesquisa cientifica: capacidade de um individuo em duplicar
os resultados de um estudo anterior usando os mesmos materiais que foram usados
pelo investigador original. Condigdo minima necessaria para que uma descoberta
seja, realizavel e aceitavelmente informativa (GOODMAN; FANELLI; IOANNIDIS,
2018).

Resultado de medicéao: conjunto de valores atribuidos a um mensurando, juntamente
com toda outra informacdo pertinente disponivel. Um resultado de medicéao
geralmente contém “informacgéao pertinente” sobre o conjunto de valores, alguns dos
guais podem ser mais representativos do mensurando do que outros. Isto pode ser
expresso na forma de uma funcéo de densidade de probabilidade (FDP). Um resultado
de medicédo é geralmente expresso por um unico valor medido e uma incerteza de
medicdo. Caso a incerteza de medicdo seja considerada desprezavel para alguma
finalidade, o resultado de medicdo pode ser expresso como um unico valor medido.
Em muitos dominios, esta € a maneira mais comum de expressar um resultado de
medicdo. Na literatura tradicional e na edi¢do anterior do VIM, o resultado de medicéo
era definido como um valor atribuido a um mensurando obtido por medi¢ao, que podia
se referir a uma indicacéo, ou um resultado ndo corrigido, ou um resultado corrigido,

de acordo com o contexto (VIM, 2012).

Repetibilidade: Condicdo de medicdo em um conjunto de condi¢cdes, as quais
incluem o mesmo procedimento de medicdo, 0S mesmos operadores, 0 mesmo

sistema de medig&o, as mesmas condi¢des de operacao e o mesmo local, assim como
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medi¢cdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos similares durante um curto
periodo. Uma condicdo de medicdo € uma condicdo de repetibilidade apenas com
respeito a um conjunto especificado de condi¢des de repetibilidade. Em quimica, o
termo “condig&o de preciséo intra-série” é algumas vezes utilizado para designar este
conceito (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA (BRASIL), 20123, p. 22).

Valor verdadeiro de uma grandeza: valor de uma grandeza compativel com a
definicdo da grandeza. Na Abordagem de erro para descrever as medi¢des, o valor
verdadeiro de uma grandeza é considerado Unico e, na pratica, impossivel de ser
conhecido (VIM, 2012).

Validagdo de métodos:

v/ ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017: “Validacdo & a confirmacdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que 0s requisitos especificos para um

determinado uso pretendido sao atendidos’;

v ANVISA RDC n° 27/2012: “Validacdo é a confirmacao por ensaio e fornecimento
de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso

pretendido sao atendidos”;

v' VIM 2012 Vocabuléario Internacional de Metrologia: “Verificagdo na qual os

requisitos especificados sdo adequados para um uso pretendido.”

v' ANVISA RDC n° 166/2017: “Validacdo analitica é a avaliacdo sistematica de um
meétodo por meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias

objetivas de que os requisitos especificos para seu uso pretendido sdo atendidos”;

v' EMA 2012 Guideline on bioanalytical method validation: “O principal objetivo da
validacdo de método é demonstrar a confiabilidade de um método especifico para a

determinacdo de uma concentracao de analito em uma matriz”;

v ICH Q2(R1) Validation of analytical procedures: “O objetivo da validacdo de um
procedimento analitico € demonstrar que ele é adequado para a finalidade pretendida.
Um somatdrio tabular das caracteristicas aplicaveis a identificacdo, controle de

impurezas e procedimentos de ensaio esté incluido”.



APENDICE A - DISTRIBUICAO DOS EQUIVOCOS DE
CALCULOS MAIS COMUNS

Figura 49 - Distribuicdo dos equivocos de calculos mais comuns

O que foi calculado incorretamente?

ur? Regresséo Exatiddo m Precisdo Intermediaria Precisio mLQ =mlD

Utiliza MMQO quando deveria utilzar MMQP, ou vice
versa

N3o reporta/calcula/avalia precisdo intermediaria como
CV todas as replicatas de todos os dias naquela
concentragdo, mas sim como CV de repetibilidade
individual de cada dia (ou outra diferenca)

Inconclusivo por falta de dados

Calculou com base no sinal do equipamento, e ndo na
curva construida

Calcula recuperagao ao invés de GV, ou vice-versa

N&o utiliza DP de, pelo menos, 3 curvas

Usa unicata ou a média das replicatas para fazer a curva

Preciséo e exatiddo da estimativa ndo confirmada efou
diferente da razéo sinal/ruido

0 estudo de linearidade possui erros efou insuficiéncias,
o que prejudica os valores dos desvios e coeficientes

0 erro do célculo €, ou pode ser, consequéncia de
aplicagéo incorreta

Estimativa ndo confirmada e/ou diferente de pela razdo
sinal/ruido

Fonte: Propria do autor
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