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RESUMO

LIMA, Paula Souza da Silva Gomes. Desenvolvimento e Aplicagdo de Ensaio de
Proficiéncia para determinacdo de Ivermectina em medicamento veterinario. 2021.
84 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica Analitica e Inorganica) — Instituto de Quimica
de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2021.

Atualmente, um Sistema de Gestdo da Qualidade é de extrema importancia, uma vez que
os laboratérios comecam a exigir uma maior credibilidade em seus servigos. Para isso, 0
Brasil introduziu o uso de algumas normas internacionalmente utilizadas, como a
ISO/IEC 17025:2017 e a BPL. Estas normas estimulam o desenvolvimento e uso de
materiais de referéncia certificados e ensaios de proficiéncia, visando 0 monitoramento
dos resultados durante a rotina analitica dos laboratorios, trazendo assim uma maior
seguranca nos resultados dos ensaios. Ja na producéo de medicamentos veterinarios, em
especifico a ivermectina (antiparasitario), que sao utilizados em animais para consumo
humano, ha a necessidade de um adequado monitoramento pelos laboratorios com todos
os controles necessarios para fornecer rastreabilidade e confiabilidade. Nesse trabalho,
foram utilizadas as normas 1SO 13528:2015 e ABNT NBR ISO/IEC 17043:2011 no
desenvolvimento e aplicacdo de um ensaio de proficiéncia de ivermectina em
medicamento veterinario. Desta maneira, diferentes estudos foram realizados, como o
estudo de valor designado, homogeneidade, estabilidade e por fim, a estimativa de
incerteza dos itens de ensaios. Ao final deste processo foi realizado um ensaio
interlaboratorial para a analise estatistica dos resultados através da avaliacdo dos valores
de indice z e zeta, pelo qual avaliou-se o desempenho de 12 laboratdrios participantes,
além de uma breve consideracdo sobre os dois métodos analiticos utilizados neste ensaio
interlaboratorial. Portanto, pode-se concluir que essa rodada de ensaio de proficiéncia, foi
verificado que 4 laboratdrios conseguiram a aprovacéo (de cddigos 001, 002, 004 e 005),
0 participante de cddigo 011 obteve o seu rendimento como questionavel, e os 7
laboratdrios restantes foram reprovados (os participantes de cddigos 006 a 010,

pertenciam a mesma rede e com analise de rotina similares).

Palavras-chave: gestdo da qualidade; ensaio de proficiéncia; ivermectina;



ABSTRACT

LIMA, Paula Souza da Silva Gomes. Development and Application of Proficiency
Testing for determination of lvermectin in veterinary medicine. 2021. 84 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidade de Sao
Paulo, Séo Carlos, 2021.

Nowadays, a Quality Management System is extremely important since laboratories are
beginning to demand greater credibility in their services. Therefore, Brazil introduced the
use of some internationally used Standards, such as ISO/IEC 17025:2017 and GLP. These
Standards encourage the development and use of certified reference materials and
proficiency testing aiming to monitor the results during the laboratory’s analytical
routine, bringing greater confiability to test results. In the production of veterinary drugs,
more specific, ivermectin (antiparasitic) which are used in animals for human
consumption, there is a need for adequate monitoring by laboratories with all the
necessary controls to provide traceability and reliability. In the present work, 1SO
13528:2015 and ISO/IEC 17043:2011 Standards were used in the development and
application of proficiency testing of ivermectin in veterinary medicine. In this way,
different studies were carried out such as the study of assigned value, homogeneity,
stability and the estimation of uncertainty of test items. At the end of this process, an
interlaboratory test was carried out for the statistical analysis of the results by evaluating
the z and zeta scores values in which the performance of 12 participating laboratories was
evaluated, in addition to a brief consideration of the two analytical methods used in this
interlaboratory test. Therefore it can be concluded that in this round of proficiency testing
it was verified that four laboratories achieved approval (codes 001, 002, 004 and 005),
code 011 participant obtained its performance as questionable and the 7 remaining
laboratories failed (codes 006 to 010 participants, to which belonged to the same network

and with similar analytical routine).

Keywords: quality management; proficiency testing; ivermectin;



1. INTRODUCAO

A implementacdo do Sistema de Gestdo de Qualidade para normas e praticas
laboratoriais € um assunto historicamente noticiado e de importancia mundial até os dias

atuais.

Para definir o conceito de qualidade, basta compreender a seguinte citacdo de
Juran, no qual ele explica que a qualidade “¢ o conjunto das atividades através das quais
atingimos a adequacdo ao uso, ndo importando em que parte da organizagdo estas
atividades sdao executadas” (JURAN,1991). Ao aplicar esta concepcao de Juran para os
laboratorios, nota-se uma ligacdo da rastreabilidade, reprodutibilidade e confiabilidade

dos resultados.

A Gestdo de Qualidade é a ferramenta que permite que os laboratdrios utilizem
de procedimentos documentados, de forma adequada a permitir que todos os fatores que
possam afetar a qualidade de seus produtos sejam devidamente analisados e
padronizados, comprovando assim a eficiéncia da mercadoria produzida. No Brasil
adotam-se normas especificas, que implementam a gestao da qualidade nos laboratorios,
em destaque para a ISO/IEC 17025 e BPL (Boas Praticas de Laboratério) (OLIVARES,
2019).

Segundo Olivares, as normas ISO/IEC 17025 e a BPL apresentam a mesma
finalidade, porém a BPL é capacitada para laboratdrios que realizam analises para fins de
registro, e a ISO/IEC 17025 é adotada principalmente em laboratorios de rotina, pois
supervisiona o laboratério como um todo.

Um sistema de gestdo da qualidade e sua acreditacdo tem sua aplicacdo de modo
voluntéario, porem os 6rgdos nacionais como a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), ANA (Agéncia Nacional de Aguas), MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento) e IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente), solicitam
que os laboratdrios que lhes efetuem servicos sejam acreditados (OLIVARES, 2019).
Esta exigéncia, em companhia de uma forte concorréncia com o mercado internacional,
tem demonstrado um grande crescimento no ndmero de laboratérios acreditados no
Brasil, como descrito na Figura 1, sendo que o eixo das abscissas representa as normas
que foram aplicadas na acreditagdo dos laboratérios no Brasil, segundo o cadastro do
INMETRO.



Figura 1 — Crescimento da acreditacdo de laboratdrios. Laboratdrios acreditados no Brasil por
diferentes Sistemas de Gestdo com base no cadastro do INMETRO
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Fonte: Olivares (2019). *RBLE corresponde a Rede Brasileira de Laboratérios e Ensaios e a RBC a Rede
Brasileira de Calibracao.

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017, expde conceitos do sistema de
gestdo da qualidade correlacionado ao funcionamento, a administracéo de um laboratério
e requisitos de recursos (como calibracdo de equipamentos, instalagdes, condicfes
ambientais, pessoal e rastreabilidade metroldgica). No caso dos requisitos de processo,
podem ser evidenciados trés que sdo de extrema importancia para a reprodutibilidade e
confiabilidade dos resultados (nota-se uma grande relacdo entre si), de modo que é
possivel unir estes requisitos em um unico esquema. Na Figura 2, esta representado o
ciclo de qualidade analitica (do inglés, analytical quality assurance cycle, AQAC),

destacando-se 0s requisitos:

I.  Validacdo do método de ensaio (item 7.2 da norma ISO/IEC 17025:2017)
Il.  Estimativa da incerteza (item 7.6 da norma ISO/IEC 17025:2017)
1. Controle de qualidade (item 7.7 da norma ISO/IEC 17025:2017)



Figura 2 — Ciclo de qualidade analitica (do inglés, analytical quality assurance cycle, AQAC)
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Fonte: Olivares (2019).

O Controle de Qualidade, podera ser efetuado de duas formas: controle
intralaboratorial ou interlaboratorial. Em um controle interlaboratorial, ha a aplicacéo de
ensaios de proficiéncia (EP) que séo elaborados de maneira periddica pelos laboratérios.
Entretanto, os EP sdo considerados de alto custo no caso de uma avaliacédo rotineira, desta
maneira, também € utilizado o controle intralaboratorial, como por exemplo o uso de
material de referéncia e, ou material de referéncia certificado. Segundo o0 guia
EURACHEM/CITAC a utilizacdo de EP em procedimentos de Controle de Qualidade,
auxilia na fiscalizacdo da rastreabilidade de um dado padrdo (EURACHEM/CITAC,
2021).

Os EP apresentam relacdo com a acreditacdo de laboratério como demonstrado
na Figura 3, de modo que as diferencas entre o0s niveis correspondem as medidas adotadas
por um laboratério, para que se possa garantir a qualidade de seus resultados, e com isso
melhorar a confiabilidade de suas analises (TAVERNIERS et al., 2004).



Figura 3 — Relacéo entre os EP e a acreditagéo de laboratdrios
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Fonte: Taverniers et al. (2004).

De acordo com o INMETRO, no Brasil existem apenas 16 provedores de EP que
sdo acreditados, ocasionando a demanda por ensaios de organizacfes internacionais.
Desta maneira, é de extremo interesse que sejam criados e acreditados EP nacionais, em
especial os laboratérios agropecuarios, os quais atuam nas analises de setores como
alimentos, matérias-primas e medicamentos.

A ivermectina (IVM) é o farmaco antiparasitario mundialmente popular,
patenteada a mais de 20 anos. Porém o uso desse antiparasitario sem restricéo e controle,
pode causar niveis acima do aceitdvel nas carnes bovinas que sdo produzidas para
consumo humano, além da possibilidade de surgir uma resisténcia parasitaria ao
medicamento (DANAHER et al., 2006; COSTA; PEREIRA NETTO, 2012).

Para 0 uso veterinario, ha varias formulacdes de VM disponiveis no mercado
farmacéutico, sdo disponiveis as concentracBes que variam de 1% a 4%, além de
diferentes combinacdes moleculares que possuem a finalidade de melhoria da eficiéncia
do medicamento.

Contudo, o aumento na dosagem da IVVM gera uma preocupa¢do no aumento do
nivel da concentragdo de residuos e um aumento do tempo de caréncia do farmaco. Com

1SS0, a elaboragéo e aplicacdo de um programa de EP especificamente deste medicamento,



torna-se fundamental para garantir um correto monitoramento quanto a concentragéo de
IVM nos medicamentos veterinarios aplicados no Brasil. A vista disso, o presente
trabalho, ira verificar o desempenho estatistico dos laboratdrios participantes de uma
rodada de EP, e avaliar as duas metodologias de analise mais comumente utilizada na
deteccdo da IVM, que sdo o método cromatografico e o ensaio imunoenzimatico.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gestdo da Qualidade

Na década de 20, o estatistico norte-americano W. A. Shewhart, questionou sobre
a qualidade e a variabilidade encontradas nas producdes de bens e servi¢cos. Com isso,
Shewhart, criou sistemas para qualificagdes de servigos que ficaram conhecidos como
Controle Estatistico de Processo (CEP) e a utilizagdo de graficos de controle (LONGO,
1996).

Apos o fim da Segunda Guerra Mundial, o pesquisador W. E. Deming foi
convidado por japoneses para palestrar e treinar os empresarios interessados em reerguer
0 Japdo como poténcia economicamente ativa nos moldes da Gestdo da Qualidade.

De acordo com Olivares, os quatorze principios de Deming estabeleceram uma
transformacdo gerencial em todos os niveis da organizacdo, demonstrando uma
preocupacdo com a qualidade dos produtos, servigos e a inclusdo do trabalhador como
integrante das decisGes da empresa (gestdo participativa) (OLIVARES, 2019). Deming
propds os 14 principios que sdo: 1) Criar constancia de propoésito, 2) Adotar nova
filosofia, 3) Acabar com a dependéncia em relacéo a inspec¢éo, 4) Minimizar o custo total,
5) Melhorar o sistema, 6) Instituir a formacdo, 7) Adotar e instituir a lideranca, 8) Acabar
com o medo, 9) Eliminar as barreiras entre os departamentos, 10) Eliminar slogans,
exortacdes que conclamem o aumento da produtividade e metas, 11) Eliminar as quotas
de trabalho, 12) Promover o orgulho pelo trabalho, 13) Auto Melhoria, 14) A

transformacéo ¢é tarefa de todos.



Deming também foi responsavel pela divulgacdo e aplicagcdo do ciclo PDCA
(Plan, Do, Check e Act), pelo qual obteve uma grande notoriedade, com efeito de ser
aplicado em Sistemas de Gestdo da Qualidade (OLIVARES, 2019). Na figura a seguir
esta representado o ciclo PDCA.

Figura 4 — Ciclo PDCA formado pelas quatro fases do controle de processo: planejar, executar,
verificar e atuar

A

ATUAR

CORRETIVAMENTE DEEFINIR AS METAS

C
(CHECK)
EXECUTAR E (PLAN)
VERIFICAR A
TAREFA (COLETAR
DADOS)

EDUCAR E TREINAR

(DO)

Fonte: Adaptado de Campos (1992).

No ano de 1947, ocorreu a criagdo da entidade International Organization for
Standartization (ISO), que padronizou um Sistema da Gestdo de Qualidade, tornando-se

referéncia mundial ao lancar a 1ISO 9001 no ano de 1987.

Para os laboratorios de ensaio e calibracdo, a entidade 1SO em principio
elaborou a ISO/IEC Guide 25, no qual foi substituida no ano de 1999, pela jungdo dos
requisitos da I1SO 9001, surgindo assim a ISO/IEC 17025. Em 2017, ocorreu a Ultima
revisdo desta norma, deixando-a mais simples e com novos conceitos (OLIVARES,
2019).

Em resumo, a qualidade de um produto é a eficiéncia em atender as viabilidades
e necessidades dos clientes. Para isso, € necessario que um produto seja produzido de
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modo adequado para atender um determinado padrdo, sendo assim, denominamos a
organizacgdo de procedimentos para atender as necessidades e expectativas do cliente de
Sistema de Gestdo de Qualidade (OLIVARES, 2019).

2.2 Ensaio de Proficiéncia

Para que os laboratdrios de quimica analitica participem dos EP, necessita-se de
uma distribuicdo regular de um material verdadeiramente homogéneo, no qual 0s
laboratorios participantes irdo analisar esse material por um método ndo especificado.
N&o serdo conhecidas as concentraces do analito para os laboratorios que irdo avaliar
esses itens de ensaio. Com isso, 0s participantes deverdo relatar ao fornecedor do EP os
resultados de suas analises dentro de um determinado prazo. E de responsabilidade do
provedor de um EP, emitir um relatério contendo um resultado de desempenho para os
laboratdrios participantes. Destaca-se também que estes testes podem ser realizados para
varios analitos numa mesma rodada (THOMPSON, 2009).

Segundo Thompson, o objetivo principal de um EP é avaliar a exatiddo dos
resultados apresentados pelos laboratorios participantes frente a um valor de referéncia,
com isso, esses laboratérios tem a oportunidade de formular agdes corretivas que se
adequam as exigéncias e falhas encontradas no EP. Para que as analises sejam as mais
representativas, € necessario que 0s materiais de ensaio sejam bem similares aos
encontrados nos laboratdrios, para isso, devem ser examinados como parte da rotina dos
participantes do EP (THOMPSON, 2009).

Caso os laboratdrios tenham pretensdes de se candidatar a uma avaliacdo de
acreditacdo na ISO/IEC 17025, é obrigatério a participacdo de um EP para uma parte
significativa de seu escopo, visando identificar e corrigir as falhas em seus ensaios, e
assim garantir a rastreabilidade e confiabilidade de suas analises (OLIVARES, 2019).

O relatério IUPAC/CITAC, apresenta instrucoes e exemplos para a realizacdo de
um EP com um namero limitado de participantes, em sintese, recomenda-se que o valor

atribuido seja fundamentado em informacdes independentes e confiaveis.
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A Figura 5, representa o posicionamento do guia da IUPAC/CITAC para um
namero ideal de laboratdrios participantes (a faixa correspondente pela cor cinza) sendo

um numero N de participante esta entre 20 < N < 30.

Figura 5 — Representacdo grafica de um nimero ideal de laboratdrios participantes de EP

1.3
1.1
0.9 r
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03 r
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Fonte: IUPAC/CITAC Guide: Selection and use of proficiency testing schemes for a limited number
of participants — chemical analytical laboratories (2010).

Um estudo realizado pelo Instituto Técnico de Varsdvia na Polbnia, evidenciou
trés metodos analiticos para um ensaio interlaboratorial com amostras limitadas. Nesse
artigo, os autores mostram de modo cético, que os calculos com modelos robustos podem
ndo demonstrar resultados com alto nivel de confiabilidade (SZEWCZAK, 2016).

Porém, os autores confirmam a importancia desse tipo de ensaio para garantir um
maior controle na qualidade, e por sua vez, uma maior rigidez no combate as possiveis
fontes de erro. Para isso, € nitido que com o avango das pesquisas, as novas metodologias
de EP provem de uma maior eficiéncia nas analises estatisticas para um nimero limitado
de laboratorios participantes (SZEWCZAK, 2016).

De acordo com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17043:2011 e o Protocolo
Internacional Harmonizado para EP em laborat6rios de quimica analitica, é primordial a
remocdo de erros de um conjunto de dados na fase inicial da analise, antecipando o uso

de métodos robustos, ou na utilizacdo de outliers para o calculo estatistico.
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A ISO 13528:2015 descreve os métodos robustos como uma ferramenta que
explica a parte central dos conjuntos normalmente distribuidos, porem excluindo os

valores especificos rotulados como outliers das analises subsequentes.

Em virtude de estabeler uma transparéncia nos calculos de EP, foi estabelecido
um sistema de pontuacdo chamado de indice Z. Para isso, é necessario obter uma escala
adequada na diferenca entre o resultado obtido pelo laboratério participante de EP e do
“valor atribuido” para a concentracao do analito. A compreensao deste indice ¢ de forma

direta, porém necessita de atencdo para ndo cometer nenhum equivoco.

Ao longo do tempo, ocorreram algumas modifica¢cdes no modo de contagem do
calculo de avaliacdo dos ensaios laboratoriais. Alguns indices sdo detalhados na norma
ISO 13528:2015, como destaque temos: indice zeta ({), indice z', erro normalizado (En)

e também o indice z.

Um estudo apresentado sobre EP pelo pesquisador Michael Koch, discutiu a
importancia e o futuro dos EP nos proximos anos em paises subdesenvolvidos. A pesquisa
que abordou 35 paises, incluindo o Brasil, descobriu que na maioria dos participantes as
tarefas mais importantes para a realizacdo dos EP sdo: a acreditacdo dos laboratorios
participantes, o aumento da conscientizacdo desses laboratdrios, a introducdo de EP
nacionais, a melhoria no transporte das amostras e o treinamento adequado dos
profissionais locais (KOCH, 2019).

Por fim, existe uma plataforma que retne os principais provedores de EP em uma
base de dados, denominada EPTIS (Base de Dados de Provedores de Ensaios de
Proficiéncia). Hoje a EPTIS conta com 5266 provedores de EP cadastrados, com
resultados de 50 paises, tornando-se um programa imprescindivel para pesquisa de EP
em diferentes matrizes. No caso dos medicamentos veterinarios, existe somente um
provedor de EP que estuda a IVM catalogado na EPTIS, no qual é a rede metroldgica do

estado do Rio Grande do Sul, através do estudo da IVM em alimentos de origem animal.
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2.3 lvermectina

No ano de 2015 o prémio Nobel de medicina causou um grande impacto ao ser
atribuido aos pesquisadores responsaveis no tratamento inovador da oncocercose
(cegueira dos rios) e da filariose (elefantiase). William Campbell foi o descobridor da

capacidade antiparasitaria de um novo composto ainda sem muito prestigio para ciéncia.

Este composto foi testado de forma simples e rapida, através do acompanhamento
de um ensaio realizado pela ingestdo da substancia em um Unico rato. Mas tarde, a
substancia foi avaliada em outros testes, que comprovaram seu efeito anti-helmintico
(BURG; STAPLEY, 1989).

Coube aos quimicos analiticos, desvendar a estrutura molecular dessa misteriosa
substancia, no qual consistia em um complexo de oito moléculas estreitamente
relacionadas (ALBERS-SCHONBERG, 1981). Por possuir semelhancas com o0s
pesticidas da milbemicina, o composto passou a ser denominado de avermectina
(CAMPBELL, 2015).

Com o avanco das pesquisas, um dos derivados da avermectina (Figura 6),
manifestou ter uma eficacia superior ao da préopria avermectina. Esta eficiéncia foi
comprovada através da hidrogenacdo da ligagdo quimica da avermectina na posicao
carbono 22-23. Sendo assim, 0s pesquisadores decidiram denominar a substancia de
“hyvermectin”, porem em alguns idiomas a palavra “hyver” significa “testiculos”, por
isso, foi substituida pelo nome de “ivermectina” (CAMPBELL, 2015).

Figura 6 — Formula estrutural da VM de suas duas variagoes
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A IVM comprovou ser um poderoso antiparasitario para diferentes espécies de
animais, ocasionando uma procura para teste em infecgdes parasitarias com ocorréncia
em humanos. Foi no ano de 1981, no Senegal, que um grupo de cientistas, iniciou o
processo de estudo da IVVM para tratamento em pacientes com oncocercose (AZ1Z, 1982).

Foi na regido da Africa francofona, que oncocercose surgiu como uma doenca
altamente endémica. Portanto, com o avanco dos resultados e do tratamento da cegueira
dos rios pela IVM, que em outubro de 1987 este medicamento foi aprovado para uso em
humanos (CAMPBELL, 2015). Na Figura abaixo, registra o efeito de uma lesdo na pele,

agravada pela oncocercose.

Figura 7 — Leséo de pele que se desenvolve a partir do agravamento da oncocercose, durante um
certo periodo de tempo

Fonte: Campbell (2015).

Somente no ano de 1981, que a IVM passou a ser langada como medicamento para
saude animal (CAMPBELL, 2015).

Para o uso seguro da dosagem da IVM foram estabelecidas medidas
fundamentadas nas Boas Préticas de Agropecuarias (BPA). Além de estipular as vias de
administracdo do produto e o tempo limite de caréncia. Essas informacdes sdo descritas

na bula do medicamento.
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Alguns estudos sobre uso indiscriminado de medicamentos veterinarios,
demonstraram efeitos mutagénicos e/ou teratogénicos em espécies de mamiferos.
Contudo, ha poucos relatos de efeitos nocivos a salde humana causados por excesso de
IVM (SUNG et al., 2009; DEBONIS; PIERRE, 2011).

E através da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), sendo calculada a méaxima
concentracdo de uma substdncia que podera ser consumida diariamente por seres
humanos, no qual a VM apresenta uma taxa de 0,6 mg/Kg/dia (JOINT FAO/WHO,
2014).

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC/ANIMAL),
que apresenta como base legal a Instrucdo Normativa SDA N° 42 de 20 de dezembro de
1999, estipula um limite maximo de residuo (LMR) onde o medicamento veterinario
estudado podera ser encontrado no alimento sem prejuizo ao consumidor final.

Um ensaio realizado pelo PNCRC durante os anos de 2013 a 2018, com diferentes
matrizes, mostrou a porcentagem de infracdo encontrada em algumas substancias, pelo
qual podemos observar que a IVM obteve resultados um pouco superior aos demais

antiparasitarios e antibioticos, conforme relatado na Tabela 1.

Tabela 1 — Substéancias para quais foram detectadas violagdes no periodo de 2013 a 2018 e sua
respectiva frequencia de violagdo (% de amostras testadas):

Irermectina 1.34% Lincomicina 0.07% Ivermectina 0.55%
Abamectina 0.18% Ivermectina 0,05% Abamectina 0.07%
Doramectina 0,13% Tilmicosina 0.02% Tilmicosina 0.04%

Fonte: Adaptado de Manual Instrutivo do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminante -
PNCRC (2019).

Para a conformidade das analises, é necessario que sejam feitas em laboratorios da
Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios do Sistema Unificado de Atencdo a
Sanidade Agropecuéria, no qual abrange os laboratérios credenciados pelo MAPA e o0s
laboratdrios Federais de Defesa Agropecuéria (LFDA). Consequentemente, todos estes
laboratdrios sdo acreditados pela norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017.
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Figura 8 — Proporcdo de amostras PNCRC (%) realizadas em LFDAs e em laboratérios credenciados
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Fonte: Manual Instrutivo do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminante -PNCRC (2019).

Por possuir caracteristica lipofilica, a IVM reage lentamente no organismo, sendo
armazenada em tecidos adiposos. Com isso, dependendo da dose administrada, sua
excrecdo em periodos prolongados, podera atingir até 5% no leite, além de tecidos como
rins, figado e masculos (KOLBERG et al., 2009; CERKVENIK-FLAJS et al., 2010).

As normas do Codex Alimentarius foram aceitas no Brasil para a determinacgdo da
quantidade de residuos farmacéuticos utilizados em animais, entretanto, é recomendavel
que ndo se aplique a IVM em gado leiteiro. Na tabela abaixo, estdo descritas a quantidade

aceitavel de IVM encontrada em animais que serdo usados na alimentacdo humana.

Tabela 2 — LMR de IVM disponivel nas carnes para consumo humano

Gado Fizado 2800
Gado Banha 400
Gado Rim 100
Gado Leite 10
Porco Figado 15
Porco Banha 20
Ovelha Figado 15
Ovelha Banha 20

Fonte: Adaptado de Codex Alimentarius (2018).
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A IVM atua no tratamento clinico de outras doencas para satde humana, como a
sarna, e também tem um impacto importante para o controle da filariose linfatica
(utilizando albendazol em combinagdo com a IVM) (CAMPBELL, 2015).

Uma pesquisa publicada em marcgo de 2020, causou um grande impacto mundial.
Cientistas australianos descobriram uma capacidade antiviral da VM, com resultados que
pareciam bem promissores para 0 combate ao novo coronavirus (batizado de Covid-19),
0 medicamento veterinario alcangou uma Otima eficiéncia nos testes in vitro, com a
reducédo do virus nas primeiras 24 horas (CALY, 2020). Porém, ensaios pré-clinicos ndo
conseguiram detectar a eficiéncia da IVM para uso no tratamento em humanos para esta

doenca viral.

Ja empresa Merck (chamada de MSD fora do Canada e dos Estados Unidos),
realizou estudos para examinar cuidadosamente a eficiéncia e seguranca da utilizacdo do
medicamento para o controle da Covid-19. Com isso, a instituigdo emitiu uma nota a
imprensa, esclarecendo o posicionamento da Merck com a falta de embazamento
cientifico para efeito terapéutico e da inseguranca da dosagem da IVM, que iriam além
das informacdes recomendadas de prescricdo aprovadas pela agéncia reguladora
(MERCK,2021).

Apesar da grande importéancia da IVM como medicamento veterinario, destaca-se
que existem limites maximos deste composto, levando a necessidade de ser monitorado
nos alimentos. Entretanto, a presenca da IVM nos alimentos pode estar relacionada ndo
apenas ao uso incorreto, mas também ao controle de sua concentracdo nos medicamentos
veterinarios comercialmente vendidos, sendo necessario que este controle seja realizado
de maneira adequada. Esta questdo levou ao LFDA de Sao Paulo iniciar o monitoramento
da IVM em produto comercial, porém este tipo de analise ainda carece de EP especificos
visando avaliar se os laborat6rios que monitoram VM em produto comercial se utilizam

de métodos capazes de fornecer resultados reprodutiveis.

2.4 Método Cromatografico

Historicamente, a primeira definigdo de cromatografia liquida foi apresentada pelo

russo botanico Mikhail S. Tswett, (publicado em 1910), no qual foi observado através do
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seu experimento para a extracdo de pigmentos de plantas com a utilizagdo de uma coluna
de separacdo (LANCAS, 2009).

O método de cromatografia liquida é determinado por uma fase movel abragendo
um solvente liquido, que contém uma amostra na forma de mistura de solutos. No
comeco, a cromatografia liquida era executada por colunas feitas de vidro e com um
didmetro interno de 10 a 50 mm. Estas colunas eram feitas com particulas sélidas
revestidas com um liquido adsorvido, no qual foi denominado como fase estacionaria
(SKOOG et al., 2006).

A sigla HPLC, foi um conceito surgido em 1970 por Csaba Horvath, que apds
algumas modificacbes tem o seu significado atribuido a expressdo em inglés “High
Performance Liquid Chromatography”. Ja a instrumentacdo do HPLC ¢ ilustrada na
figura a seguir, simplificando as principais caracteristicas, o funcionamento consiste de
uma fase mével ou eluente pelo qual é acondicionado em uma vidraria apropriada, que é
aspirado na direcdo da coluna por uma bomba de alta pressdo. Através de uma valvula de
injecdo, a amostra é introduzida no eluente e encaminhada para coluna, em que ocorre a
separacao e identificacdo dos analitos eluidos da fase movel por um detector. Com isso,
0 detector gera um sinal, que € exibido em um software e analisado em um computador,
onde finaliza com a geracdo de um cromatogramas, que informa a varia¢do do sinal do

detector em funcdo do intervalo de tempo do ensaio (LANCAS, 2009).

Figura 9 — Ilustragdo dos componentes importantes do método de cromatografia liquida.

detector
Ny | solventes

bombas injetor

Fonte: propria.
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No final dos anos 60 foi desenvolvida a tecnologia para fabricar e manusear
colunas com recheios de particulas com didmetros muito pequenos, com tamanhos de 3 a
10 um. Para isso, houve a necessidade do avanco da tecnologia para fabricar instrumentos
que possibilitassem o bombeamento de pressdes muito mais altas que os aparelhos de
cromatografia que sucederam. Ao mesmo tempo, foram elaborados detectores para
permitirem o monitoriamento continuo dos eluentes das colunas. Desta forma, foi
empregado o termo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para diferenciar a

metodologia utilizada por cromatografos de colunas simples (SKOOG et al., 2006)

Para utilizar a cromatografia liquida em diferentes espécies de analitos €
necessario observar o tamanho e a polaridade dessas amostras. Portanto, a Figura 10
demonstra qual é a melhor variante de cromatografia liquida para ser aplicada, ou seja,
para os analitos com massa molar maior que 10.000, emprega-se um dos métodos de
exclusdo por tamanho (permeacdo em gel: para os compostos nao-polares e filtracdo em
gel: para as espécies idnicas ou polares), ja para os analitos ibnicos com pequena massa
molar, recomenda-se 0 uso da cromatografia por troca inica, e por fim, as espécies nao
ibnicas com baixa polaridade, sdo separadas por procedimento de particdo (SKOOG et
al., 2006).

Figura 10 — Aplicabilidade da cromatografia liquida.
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Fonte: Skoog et al. (2006).
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E importante que se removam os gases dissolvidos nas particulas presentes nos
liquidos da fase mdvel. Caso as bolhas se espalnem pela coluna, poderd ocasinar um
alargamento de banda, além de interferir no desempenho da maioria dos detectores. Por
isso, temos aparelhos denominados desgaseificadores, que podem apresentar em sua
composicao um sistema de aplicacéo de vacuo, um dispositivo de aquecimento e agitacao,
um esquema de destilacdo, e também temos o método de sparging, que consiste em
arrastar os gases dissolvidos na fase mdvel, atraves da injecdo de um outro gas inerte e
insolavel no eluente (SKOOG et al., 2006).

Portanto, o aumento da utilizagdo do HPLC nos ultimos anos, foi importante para
que esta técnica fosse aperfeicoada, e dessa maneira, a busca por um melhor desempenho
cromatografico e por resultados mais rapidos, foram cruciais para novas alternativas de
analises. Uma possibilidade de reduzir o tempo das analises, é utilizar colunas mais
seletivas, estaveis e eficientes (quimicamente e mecanicamente). Desta maneira, a
cromatografia liquida vem sendo utilizada em laboratérios farmacéuticos e de analises

quimicas, em areas médicas e em 6rgéos givernamentais. (MALDANER et al., 2009).

2.5 Método ELISA

Os ensaios mais comumente utilizados como ferramenta de diagnostico em
medicina sdo realizados através do ensaio imunoenzimatico (EIA) e o ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA, do inglés, enzyme-linked immunosorbent
assay). Estas técnicas sdo realizadas para analises com concentracdes na faixa de ng/mL
a pg/mL, de amostras biolégicas como urina, esperma, soro e sobrenadante de células. E

também em pesquisas na area de ciéncias naturais (POSSAS, 2012).

Os pesquisadores Berson e Yalow foram responsaveis pela descoberta do método
de ensaio radioimunoensaio (RIA), ao qual sdo atribuidos os principios basicos que
sucederam os procedimentos ELISA e EIA. Por essa descoberta, Yalow recebeu o prémio
Nobel no ano de 1977, com a medicdo da insulina enddgena pelo plasma. O RIA tem
como procedimento o uso da radioatividade, e por motivo de seguranca, 0 método teve
que ser modificado. Com isso, a utilizacdo do radioisotopo cedeu lugar para as enzimas,

surgindo assim a tecnologia necessaria para as técnicas em EIA e ELISA.
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Historicamente, a elaboracdo do ensaio em ELISA é atribuida aos pesquisadores
Peter Perlmann e Eva Engvall, da Universidade de Estocolmo, na Suécia. J& a EIA foi
uma técnica desenvolvida nos laboratorios de pesquisa da NV Organon, situado na cidade
de Oss na Holanda, pelos cientistas Anton Schuurs e Bauke Van Weemen (ENGVALL
& PERLMANN, 1971: VAN WEEMEN & SCHUURS, 1971).

Independentemente das siglas utilizadas na notagdo do ensaio imunoenzimatico,
ou seja, ELISA ou EIA, e das poucas diferengas entre os dois métodos, utilizaremos o
nome ELISA para fins de publicacdo e facilitar as devidas citacbes. Com isso,
demostramos na Figura 11, as vantagens de se utilizar a ELISA em anélises laboratoriais
(POSSAS, 2012).

Figura 11 — Beneficios da utilizagdo do método ELISA.

Fécil separagéo

versati de reagentes

Simples

Por qué usar

A
ELISA: Amplificagdo

Sensivel catalitica de
enzima

Quantificivel

Fonte: Adaptado de Crowther, 1995.

A metodologia de analise em ELISA ¢€ realizada de maneira simples, que em
resumo, pode ser compreendida como a interacdo do composto antigeno-anticorpo, ou
seja, através da conversdo de um substrato incolor (cromdgeno) pela enzima, formando
assim um produto colorido. A técnica ELISA podera ser utilizada para constatar tanto a
presenca de anticorpos especificos, como de antigenos (por exemplo, horménios,

peptideos e proteinas), dependendo de como a amostra seré revelada (POSSAS, 2012).

O principio fundamental do ELISA é adesdo ou imobilizacdo do antigeno ou a
captura especifica do complexo antigeno-anticorpo, diretamente da superficie do poco
(geralmente em placas de microtitulacdo contendo 96 pocgos) (GAN et al., 2013).

Contudo, existem diferentes categoria de analises para 0 método ELISA, que podem ser
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utilizadas para estudos quantitativos e qualitativos. Todas estas técnicas sdo definidas e

distinguidas a seguir:

e ELISA indireta

O método ELISA do tipo indireto é determinado através da analise de uma amostra
por um antigeno especifico, as quais sdo aplicadas em um poco de uma placa de
microtitulacdo. Na mesma amostra, é acrescida uma solucdo de proteina ndo reagente,
por exemplo, a albumina de soro bovino, em que devera bloquear as areas do poc¢o nao
envolvidas pelo antigeno. Apds este processo, € incorporado um anticorpo primario, que
se ligara diretamente ao antigeno, e depois um anticorpo secundario conjugado com a
enzima. Com isso, um substrato € inserido para a enzima quantificar o anticorpo primario,
ocorrendo uma mudanca de coloracdo. A intensidade da cor é relacionada
especificamente pela concentracdo do anticorpo primario presente no soro (GAN et al.,
2013).

O maior problema do ensaio indireto é que ndo € seletivo para a imobilizagdo do
antigeno. 1sso ocorre porque o soro utilizado como antigeno, captura todas as proteinas
da amostra presente nos pocos da placa de microtitulacdo. Portanto, para solucionar esta
limitacdo, € necessario usar um anticorpo que captura exclusivamente o antigeno do
método (GAN et al., 2013).

e ELISA sanduiche

A técnica de ELISA conhecida como sanduiche é realizada para identificar o
antigeno especifico da amostra. O procedimento é bem parecido com o ensaio do tipo
indireto. As superficies dos pocos sdo preparadas para capturar o antigeno desejado
através de uma quantidade conhecida de anticorpo. A albumina do soro bovino bloquei

as ligacOes ndo especificas da amostra, e com a adicdo do anticorpo primario que
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“ensanduicha” o antigeno. As enzimas associadas aos anticorpos sencudarios sio

aplicados ao poco para que se liguem ao anticorpo primario (GAN et al., 2013).

Para os conjugados do anticorpo-enzima que nao ligaram ao complexo, um
substrato € adicionado e as enzimas sdo convertidas em uma coloragdo, podendo ser
quantificadas. O procedimento da técnica ELISA do modo sanduiche é representado na
Figura 12,

Figura 12 — Representa¢do do método ELISA do tipo sanduiche.

ELISA sanduiche

- - - E € -
‘ K l lavagem VW O\ lavagem ’A A lavagem

anticorpo antigeno liga-se um segundo substrato & adicionado

- . anticorpo, ligado e convertido pela enzima
adsorvido "0 antlcorpo auma enzima, a uma determinada cor
liga-se ao A coloragao € proporcional
complexo formado a quantidade de antigeno

Fonte: Goldshy et al. (2000).

e ELISA competitivo

O ELISA competitivo apresenta uma pratica bem similar ao método do ELISA
sanduiche, porém neste procedimento ocorre a competicdo do antigeno presente nos

pocos da placa de microtitulagcdo com o antigeno da amostra (GAN et al., 2013).

Deste modo, a técnica primeiramente reage com a incubacédo do anticorpo primario
com o antigeno da amostra, formando-se assim 0s complexos de antigeno-anticorpo, no
qual sdo incluidos aos pocos ja revestidos com o mesmo antigeno. Apds o tempo de
incubacdo, 0s anticorpos que ndo conseguiram incorporar ao antigeno, sdo lavados e
assim, quanto maior a gquantidade de antigenos da amostra, maior serd 0 numéro de

ligacdo do complexo antigeno-anticorpo (GAN et al., 2013).

Entretanto, existira um nimero de anticorpo primario menor para ser envolvido
com o0 antigeno revestido no pogo. Por fim, é adicionado um anticorpo secundario

conjugado com uma enzima, € em sequéncia um substrato, em que sera eliciado um sinal
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fluorescente ou cromogénico. A auséncia de coloracdo indicara a presenca do antigeno

na andlise, conforme demostrado na Figura a seguir.

Figura 13 — Estrutura representativa da técnica ELISA do tipo competitiva.
() Competitive ELISA
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Fonte: Goldsby et al. (2000).

Esse tipo de ensaio apresenta a vantagem de possuir uma alta sensibilidade as
diferentes composicdo dos complexos de antigenos, até mesmo quando a quantidade de
anticorpo especifico € relativamente pequena (DOBROVOLSKAIA et al., 2006). Uma
utilizacdo do método ELISA da categoria competitiva € a medicao de anticorpos totais do

polissacarideo da espécie Haemophilus influenzae.

e ELISA multiplo e portatil

Este € um novo método para a andlise em ELISA, no qual consiste em um
dispositivo que contém 8 ou 12 pinos de projecdo imunoabsorventes, além de uma haste
lateral, que devera ser imersa na amostra coletada. A incubacdo e as lavagens sdo
desempenhadas através dos antigenos conjugados com enzimas. Ja 0s cromdgenos sao
identificados pelo mergulho dos pinos nos micropocos contendo reagentes (GAN et al.,
2013).

A vantagem dessa técnica € a praticidade do Kit, que ja vem pronto para uso
laboratorial, com isso, ndo h& necessidade de equipamentos sofisticados e nem de
treinamento profissional. Por isso, é classificado como um método barato e usado para
analises que envolve poucos recursos, como podemos destacar na investigacdo de drogas,
marcacdo de células oncoldgicas e no atendimento para doencas infecciosas (BALSAM
et al., 2013).
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2.6 Planejamento do Ensaio de Proficiéncia

Segundo a norma ABNT NBR ISO/IEC 17043:2011 a realizagdo de um EP

envolve 0s seguintes topicos:

a. Determinar um valor designado;
b. Calcular a estatistica do desempenho;

Avaliar o desempenho;

o

Determinar a estabilidade e homogeneidade dos itens de EP;

e

Por isso, foi realizado um EP de acordo com as seguintes etapas: elaboracdo de um
protocolo (que contemple os topicos de “a” a “d” supracitados, envio das amostras e por
ultimo analisar estatisticamente os resultados de cada laboratorio. Todas estas fases, estéo

demonstradas no esquema abaixo.

Figura 14 — Representagdo de todas as etapas necessarias para um programa de EP

4 N\
. ) ) Analise
Elaboracdo do Envio dos itens ..
: Estatistica dos
Protocolo de ensaio
Resultados
_ I I Y,

Fonte: propria.

N&o se pode comecar um estagio sem ter terminado o outro, ou seja, S&o

complementares, seguindo o sentido da seta que esta desenhada na Figura 14.
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OBJETIVOS

2.7 Objetivo Geral

Desenvolvimento e aplicagdo de EP para determinagdo de VM em medicamento

veterinario.

2.8 Objetivos Especificos

e Desenvolver um protocolo estatistico de um EP para determinacdo de IVM em
medicamento veterinario;

e Avaliar a homogeneidade e estabilidade das amostras do EP;

e Avaliar estatisticamente o desempenho dos laboratdrios participantes;

e Realizar uma avaliacdo critica dos resultados de cada laboratério, visando
colaborar na busca de uma acéo corretiva adequada para aqueles que nédo tiverem
desempenho satisfatorio e na busca de melhorias para aqueles que tiveram

desempenho satisfatorio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Elaboracéo do procolo de ensaio de proficiéncia

O protocolo de EP foi elaborado num processo que envolveu a leitura e
interpretacdo de normas internacionalmente aplicadas para EP, além de constar todos os
procedimentos de calculos estatisticos necessarios para garantir a qualidade da analise da

matriz analisada no ensaio interlaboratorial.

A Figura 15 ilustra uma representacdo do conjunto de normas e guias usados para
uma avaliagéo de EP, pelo qual foram utilizados para a elaboragcdo do protocolo de IVM
em produto comercial.

Figura 15 — Normas e Guias usados no processo de desenvolvimento do EP

Orientacoes gerais
€ preparacoes de

amostras de EP

*ABMNT NEBR I1SO/IEC 17043 *ABMNT MER I1SO/IEC 17043 +|50 13528
#ABNT IS0 Guia 35

Fonte: Adaptado de Medeiros Albano, 2017.

De acordo com a ISO 13528:2015, cddigos de letras ou numeros devem ser
utilizados para identificar os laboratorios participantes, no intuito de que os préprios
laboratdérios possam reconhecer seus resultados e ndo consigam distinguir a qual

participante obteve qualquer outro resultado.

Ja o envio e transporte da I'VM foi de responsabilidade do provedor. A amostra foi
armazenada conforme recomendacfes descritas na bula ou rétulo do medicamento

comercial, e detalhadas no topico a seguir.
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3.2 Preparagéo dos itens de ensaio

Para a legitimidade do EP, enviamos para os laboratérios participantes uma
amostra de IVM, devidamente identificada. Além do protocolo do EP e um formulario

para o registro dos resultados do ensaio interlaboratorial.

O preparo das amostras foi realizado através da compra de 1 litro de IVM em
produto comercial e posteriormente transferido para 50 frascos &mbar de 60 mL, todos
higienizados e com lacre de protecéo. Cada item de ensaio recebeu uma quantidade de 20

mL de medicamento veterinario, conforme apresentado na Figura 16.

Figura 16 - Preparacdo das amostras do EP de IVM em produto comercial.

Fonte: prépria.

Estas amostras foram armazenadas fechadas, em local seco e ao abrigo dos raios
solares, conforme recomendacdes descritas na bula ou rétulo do medicamento. O envio
aos laboratdrios participante foi por Sedex, em frascos escolhidos aleatoriamente pelo

provedor e embalados em caixas de papeldo devidamente lacradas e identificadas.
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3.3 Ensaio da Homogeneidade

Um material é considerado homogéneo quando a analise de uma determinada
amostra pertencente ao lote ndo aponta nenhuma diferenca significativa entre o valor
apresentado no ensaio. Assim, com 0 estudo da homogeneidade, comprovou-se que 0S

itens de ensaio séo equivalentes em todos os lotes.

Para um melhor planejamento, o item de ensaio de cada laboratério foi estudado de
maneira que inclua uma varidncia “entre frascos” pelo qual se incorpora a
heterogeneidade dos mensurados e uma variancia “dentro de frascos” onde se abrange a
incerteza da medicéo, transformacéo e sub amostragem. Para a norma ABNT/ISO GUIA

35:2020, essa abordagem seria a ideal e por isso a representamos no esquema abaixo.

Figura 17- Esquematizacdo de um método ideal para a realizagéo do ensaio da homogeneidade.

Frasco 1 Frasco 2 Frasco m
L md
- ® @ - ot - D
X Xen X ¥4 ¥ s X ok

| C |operagbes que contribuem para a variag3o observada dentro da unidade, entre subamostra
| D |operagdes que contribuem para a variacdo observada dentro da subamostra

Fonte: Adaptado de ABNT I1SO GUIA 35: Materiais de Referéncia — Principios gerais e estatisticos para

certificacdo, 2020.
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Para a estimativa da incerteza relacionada a homogeneidade, foi considerado a
abordagem da norma ISO Guia 35 e utilizado o célculo do desvio padrdo da variagdo

entre as medicOes de cada amostra.

A tabela ANOVA foi a ferramenta empregada para a definicdo dos valores de
MQentre (Média quadratica entre frascos), MQeentro (Média quadratica entre as replicatas
de um mesmo frasco). Considerando-se o numero de medicOes de cada frasco (no), foi
estabelecido o desvio padrdo relacionado a repetibilidade (sr) e a componente associada
ao desvio entre frascos (Sw, do inglés between bottles). Essas equacGes sdo detalhadas

abaixo.

Sr =+ MQgentro 1)

No

Sbb — \/MQentre_ MQdentro (2)

Através da amplitude do intervalo de confianca de 95% e assim convertida para
uma incerteza-padrdo, pode-se desenvolver um parametro de confianca para s;;,. Com
isso, é possivel presumir a incerteza de variabilidade entre frascos, a qual ¢ demostranda

na Equacao 3:

MQ 2
Upp = —<dentro 4 2 3)
Mo YMQgentro

Sendo o fator vyg,,.,, Corresponde ao numero de graus de liberdade de
MQdentro-

No caso de amostras liquidas, espera-se um alto grau de homogeneidade, deste
modo, Monteiro e colaboradores, estipulam uma faixa de 2% de heterogeneidade como
aceitavel (MONTEIRO,2013). Contudo, € importante que um conceito de estimativa de
incerteza relativa ao ensaio da homogeneidade seja incluido no lote de um material de

referéncia.



31

Portanto, foi aplicado para este trabalho o valor de s;;,, como a incerteza associada
a variacdo da homogeneidade para o EP de IVM em produto comercial, visto que a norma

ISO Guia 35:2020 recomenda que seja utilizado o maior valor entre s, € up,.

3.4 Ensaio da Estabilidade

As andlises dos resultados desse estudo foram feitas a partir da média de
concentracdo de cada més, com isso, foi obtido um gréafico de regressdo linear da
concentragdo pelo tempo. Para a estimativa do coeficiente angular (o) da reta, foi
multiplicado o desvio padrdo associado ao coeficiente angular (sa) por um fator t para
uma probabilidade de 95% e com graus de liberdade valendo n-2, onde n foi 0 nimero de

meses utilizados nos testes. Essa formula, esta representada a seguir.

|C(| < t0,95,n—2 -Sa (4)

Apos o calculo do coeficiente angular, conseguimos estimar a incerteza associada a
estabilidade a longo prazo (u.:), em um periodo de 5 meses (0 qual corresponde ao
tempo em que o medicamento veterinario foi analisado pelos laboratorios participantes),
e multiplicado pelo desvio padrao relativo ao coeficiente angular (s, ), como mostrado na

equacdo abaixo:

Upsp = Sg * L (5)

Os ensaios de homogeneidade e os ensaios de estabilidade foram realizados na
dependéncia do laboratério de medicamentos veterinarios, que faz parte do LFDA

localizado na regido de Campinas/SP.
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3.5 Estudo para atribuigdo do Valor Designado e Incerteza Expandida

Para a definicdo do valor designado o VIM (Vocabulério Internacional de Termos
Fundamentais e Gerais de Metrologia), cita como um valor atribuido a uma grandeza
especifica e aceito, as vezes por convencdo, como tendo uma incerteza apropriada para
uma dada finalidade (VIM, 2007)

Ja a norma ABNT NBR ISO/IEC 17043:2011 apresenta o conceito de uma
propriedade especifica de um item de EP e determina como metodologias a serem
implementadas para aplicacdo do valor designado, o uso de:

i.  Valores conhecidos — através de resultados determinados por formulagdo
especifica do item de ensaio;

ii.  Valores de referéncia — originado por analise, comparag@o ou medicao do item de
EP em relacdo a um material ou padrdo de referéncia, rastreavel a um padréo
internacional ou nacional;

iii.  Valores de referéncia certificado — estabelecido através de ensaios ou métodos de
medicéo definitivos (para ensaios quantitativos);

iv. Valores de consenso de participantes — através dos métodos estatisticos
informados na norma ISO 13528 e no Protocolo Internacional Harmonizado da
IUPAC;

v. Valores de consenso de participantes especialistas — € conveniente que 0S
especialistas (0s quais podem, em algumas situacfes, ser laboratérios de
referéncia) tenham competéncia demonstrdvel na determinacdo do (S)
mensurando (s) sob ensaio, utilizando métodos validados conhecidos por serem

altamente exatos e precisos e comparaveis a métodos de uso geral;

Para a execucdo do EP da IVM em produto comercial, foi ulilizado o requisito ii
(descrito anteriormente) como metodologia para a atribui¢do do valor designado. O item
7.5.1, da norma ISO 13528:2015, também afirma que o valor designado pode ser
determinado por um Unico laboratério usando um método de referéncia. Considerando
que o LFDA utiliza um método acreditado na 1ISO/IEC 17025:2017, o valor designado

foi atribuido com base nas andlises realizadas pelo LFDA.
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A norma ABNT NBR ISO/IEC 17043:2011, também pondera outras informacdes
para aplicacdo do valor designado, como um procedimento para estabelecer a veracidade
(exatiddo) definido pelo provedor de EP e um critério para a aceitacdo de um valor

designado em termos de sua incerteza.

Ao analisar as possiveis fontes de incerteza, para a quimica analitica, & necessario
se fundamentar em parametros de causa e efeito. Deste modo, a norma ISO/IEC
17025:2017, determina em alguns requisitos que podem ser relacionados a fontes de

incerteza, como podemos destarcar nos topicos a seguir:

= Qualificagéo profissional (item 6.2 da norma ISO/IEC 17025:2017)

= Condigdes ambientais (item 6.3 da norma ISO/IEC 17025:2017)

= Equipamentos (item 6.4 da norma ISO/IEC 17025:2017)

= Rastreabilidade metrolégica (item 6.5 da norma ISO/IEC 17025:2017)

= Selecdo, verificacdo e validacdo de métodos (item 7.2 da norma ISO/IEC
17025:2017)

Com isso, foi utilizado o software ConfLab® (por ser um programa ja validado,
esta de acordo com o parametro 7.2 detalhado acima), para encontrar o maior valor
numérico dos resultados para o parametro da incerteza, por intermédio das 10 amostras
de itens de ensaio (as mesmas amostras que foram escolhidas aleatoriamente no estudo

da homogeneidade deste EP), como a incerteza do valor designado (u s )-

Para encontrar a incerteza padrdo combinada do item de ensaio, sera necessario
combinar os resultados obtidos nos ensaios através das incertezas da homogeneidade (un),

da estabilidade a longo prazo (uest) e do valor designado (udes).

Ja o calculo para a incerteza expandida é baseado na formula de Welch-
Satterhwaite. O fator de abrangéncia (k) é dado pela probabilidade de 95% de confianca,
que ira multiplicar a somatOria quadratica das incertezas. Porém o guia da
EURACHEMI/CITAC, em sua terceira edicdo, pelo item 8.3.3, recomenda-se que o valor

de k seja correspondente a 2, conforme demonstrado pela equagao abaixo.

U =2\ ufes + uZs +up (6)
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Assim, sdo apresentados na Tabela 3 os resultados do tratamento estatistico para
os valores de incertezas referentes as amostras de ivermectina em produto comercial, que

foram utilizadas nesse projeto.

Tabela 3 - Resultados referentes ao estudo da incerteza do EP de Ivermectina.

0,50 3,14 1,56 2 7,47

Fonte: propria.

3.6 Elaboracao do célculo estatistico para um numero pequeno de laboratorios
participantes

Pela norma 1SO 13528:2015, ¢ declarado que na realizagcdo de um EP para um
namero pequeno de participantes, deve-se calcular um valor geral e atribuido, de acordo
com a metodologia empregada na andlise, no qual sera independente do nimero de
resultados obtidos. Desta maneira, € usualmente recomendado, proceder através de
comparacdo bilateral, de forma que o julgamento de especialistas ou das normas, com
base na aptiddo dos resultados desejados sejam aplicados. Existe outra forma de produzir
um EP, que é a utilizacdo de materiais de referéncia certificados, com isso, 0s
participantes seriam investigados atraves de parametros estaveis e conhecidos
(IUPAC/CITAC Guide, 2010).

Entretanto, nem sempre sdo possiveis atender as condicdes ideias para a
elaboracdo do EP, com isso, os céalculos dos valores atribuidos e a incerteza padréo,
devem ser determinados através dos resultados dos participantes. Porém quando existe
um namero pequeno de participantes, os resultados extremos geralmente ndo sdo
identificados como outliers, mesmo utilizando testes estatisticos ja conhecidos. Para um
tratamento metroldgico com poucos participantes, 0 manuseio de outliers se torne menos
importante no desempenho do estudo, pois os valores atribuidos ndo serdo estipulados
por consenso e as pontuacdes serdo calculadas baseadas no desvio padréo estabelecido
pelos provedores do ensaio interlaboratorial (KOTYCZKA-MORANSKA et al., 2020).
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Desta maneira, o célculo do desvio padrdo para avaliacdo estatistica de EP, foi
elaborado de acordo coma norma ISO 13528:2015. Utiliza-se do pressuposto apresentado
originalmente por Horwitz (HORWITZ, 1980), pelo qual a precisdo interlaboratorial sera
analisada em termos de um desvio padréo de reprodutibilidade, conforme definido na

equacéo a sequir:

oy = 0,02 X CO,8495 (7)

Sendo:
oy € 0 desvio padrdo de Horwitz;

c € 0 nivel de concentracdo expresso em fracdo massica;

Aplicando as modificagcdes definidas por Thompson (THOMPSON, 2000), e
também descritas pela norma ISO 13528:2015, em que séo considerados diferentes niveis
de concentracdes do mensurando contido em fracdo massica, como demonstrado nas

seguintes equacdes 8, 9 e 10:

oy = 0,02 X c,sec<1,2x107 (8)
oy = 0,02 x c%89 se 1,2 x107<c <0,138 (9)
oy = 0,02 x c% ,se c¢>0,138 (10)

Sendo: gy € 0 desvio padrdo de Horwitz e c € o nivel de concentracéo expresso em

fracdo massica;

A AOAC (Association of Official Analytical Chemists), exemplifica os resultados
de concentracdo, manifestado em fracdo massica, que podem ser convenientes com 0s
dados dos parametros estatisticos referidos em quaisquer unidades convenientes (por
exemplo: %, ppm, ppb, mg/g, ug/g, ug/kg, pg/L, pg/uL, etc.), conforme detalhado na
Tabela 4.
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Tabela 4: Critério de aceitagdo para reprodutibilidade.

100% 1,0 2

1% 0,01 4
0,01% 0,0001 8
1 ppm 0,000001 16
10 ppb 0,00000001 32
1 ppb 0,000000001 45

Fonte: AOAC, 2016.

Entretanto, a amostra comercial de IVM utilizada para este trabalho, foi a de
concentracdo 1%, o que proporcionou uma fracdo massica com o valor adimensional de
0,01 (de acordo com as informacdes estabelecida pela AOAC e demonstrada na Tabela
4).

3.7 Aplicacdo do método cromatografico e do ensaio imunoenzimatico

Para 0 EP de IVM em produto comercial, foram realizadas andlises laboritoriais,
principalmente pelo método de cromatografia liquida de alta performance e também com a
utilizacdo de ensaios imunoenzimaticos, por parte de alguns laboratérios partipantes deste
EP. Com isso, foram desenvolvidos alguns parametros analiticos, que serdo informados e
detalhados, nos proximos paragrafos.

As aplicacdes dos procedimentos de ensaio cromatografico utilizados neste trabalho,
foram determinadas de acordo com o protocolo estabelido pelo LFDA/Campinas, e estdo

listados a seguir:

o Coluna cromatografica: Purospher STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3um), Merck,

Alemanha;
o Coluna de guarda, C18, 4,0 x 4,0 mm, 5 um;
o Temperatura da coluna: 30°C;
o Volume injetado: 5 pL;
o Fase Movel: Metanol: Agua (83:17, V/v);

° Vazdo: 1 mL/min.;
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Deteccdo: 245 nm (UV);
Resumo da execugdo do ensaio cromatografico:
o Preparar as fases moveis e coloca-las no ultrassom por pelo menos cinco minutos;
o Verificar a existéncia de bolhas de ar no sistema cromatografico e, caso houver,

retira-las através da purga no sistema;

o Injetar metanol e observar se a linha de base esta retilinea e sem interferéncia do
ruido;

o Injetar as amostras de VM, juntamente com o0 padrdo interno e uma amostra de
controle;

o Registrar o resultado das anélises;

Para as avaliacbes dos ensaios da homogeneidade e da estabilidade, foram
realizados experimentalmente com a utilizagcdo do HPLC, através da analise dos itens de
ensaio, que foram preparados conforme informado no item 3.1 deste trabalho. Separou-
se 10 frascos para o controle da homogeneidade e 5 frascos para estudo da estabilidade,
os quais foram analisados pela adicdo de padrdo interno na curva de calibragdo, conforme

demonstrado na tabela a seguir.

Tabela 5 - Modelo de preparo de amostras para uma analise de 1VM.

Faze Movel Metanol, Agua (83:17; v/v) Ultraszom por pelo menos cinco
(Filtrar e sonicar a fase mavel) minutos
Preparo da Solugdo 10 mg do padrdo em 10mL de Corrigir o peso do padrio de acordo
Estogque - SE metanol COMm 2 pureza

(1000 pg/mL)

Preparo da Solugdo SmL da SE em balio de 25mlL,
De Trabalho — ST completar com metanol N.A
(200 pg/mL)
Apgitar o frasco manuzlmente por Fealizar o procedimento em
Preparo das Amostras cinco minutos; duplicata

Amostra 1%: 1mL em baldo de 10mL
Filtrar: membrana de 0,22 ou 0.45um

Preparar cada curva vtilizando uma

PO: 400l amt + MeOH das amostras diluidas na etapa
Preparo das curvas em balio de P1: 400pL amt + 23001 da 8T + MeOH anterior
10 mL P2: 400pL amt + 300uL da 8T + MeOH

P3: 400pL amt + 750uL da ST + MeOH
P4: 400pL amat = 1000pL da 5T +MeOH

Preparar a amostra CQ e a curva de
Controle de Qualidade acordo com as etapas anteriores N.A

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. MAPA. Laboratério de Medicamentos
Veterinarios e Agrotoxicos (MVA), 2019.
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Ja os ensaios imunoenzimaticos, foram aplicados pelos participantes, através do kit
comercial da empresa r-biopharm®, para analise de VM, que contém, de acordo com o seu
catélogo, seis padrdes internos nas respectivas concentracg@es: 1,25 ng/mL; 2,5 ng/mL; 5,0
ng/mL 10,0 ng/mL; 25,0 ng/mL e 50 ng/mL.

O kit comercial de 1VVM, consiste em uma placa de microtitulagdo contendo 12 tiras
com 8 pogos em cada tira, que seré revestida com anticorpos de coelho para Imunoglobulina
G (1gG) de coelho. Também apresenta anticorpo de VM, marcado com peroxidase de
rabano (-HRP) e solugdes padrdes de IVM.

O processo de andlise é baseado no método ELISA do tipo competitivo, pelo qual,
apds um periodo de incubacdo, os reagentes que ndo conseguirem se ligar sdo removidos
em um processo de lavagem. Com isso, o conjugado de IVM-HPR ¢ visualizado, depois da
adicdo de uma solugdo cromogénica, formando-se um produto colorido.

Para interroper a andlise de ensaio imunoenzimatico, deve-se adicionar o &cido
sulfurico ao pogo de microtitulagdo, de modo que a intensidade de cor é medida
fotometricamente na frequéncia de 450 nm. E assim, o registro dos resultados da densidade
oOptica, sera inversamente proporcional a concentracao de I'VM na solugéo.

Entretanto, para o processo de andlise da VM em produto comercial, deve-se
planejar uma metodologia em que a concentracdo final de IVM encontra-se na faixa dos
padrdes internos encotrados no kit ELISA. No caso da amostra de item de ensaio, que esta
na concetracdo de 1%, o laboratério deverd diluir a solucdo para que consiga uma

concentracdo final de 40 ng/mL, conforme demostrado na figura abaixo.

Figura 18 - Demonstracdo da metodologia usada para anélise de IVM em ELISA.

Solucao de
1L

Solugo TmL Controte de ELISA

Qualidade

Amostra

Fonte: prépria.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para rastrear o desempenho deste EP, foi necesséario avaliar estatisticamente os
resultados das andlises de cada laboratorio participante. Mediante o preenchimento de um
formulario de registro de atividades (contido no apéndice C) por via eletrdnica. Desta
maneira, foi realizado o estudo dos parametros de indice z e indice zeta, por consequéncia,
foi utilizado o software ConfLab®, para auxilio nos célculos de avaliacéo da incerteza dos
resultados dos laboratérios participantes. Além do estudo dos itens de ensaio, conforme
sua homogeneidade e estabilidade, ambos realizados no LFDA da cidade de

Campinas/SP.

4.1 Ensaio da Homogeneidade/Valor Designado

Para o estudo da homogeneidade, foram avaliados 10 itens de ensaio e suas
concentracdes estdo descritas na Tabela 6 (todas as amostras foram analisadas conforme
descrito pela Tabela 5). Foi encontrado um resultado médio de 0,92% da concentragédo de

IVM, condizente com a concentracdo de 1% de IVM do produto comercial.

Tabela 6 - Resultados obtidos a partir do ensaio de homogeneidade.

Identificacdo da Concentragao (%)
Amostra Resultado A Resultado B

14 0,9133 0,5152
2 0,9102 0,5161

09116 0,5174
16 0,9054 0,5152
8 0,90932 0,5151
13 0,9213 0,5272
15 0,9076 0,5135
7 0,9091 0,9150
10 0,9122 0,5181
118 09272 00,9330

Fonte: propria.
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A norma ISO 13528:2015, aborda um estudo de homogeneidade através do
calculo do desvio padrdo dos itens de ensaio e para isso a representaremos no apéndice B
deste documento. Para um melhor planejamento de um ensaio de homogeneidade, o
desvio padrdo de proficiéncia serd o de Horwitz. Os resultados estatisticos do estudo da

homogeneidade estéo detalhados na Tabela 7.

Tabela 7 - Avaliacéo estatistica para o ensaio da homogeneidade.

N® de amostras 10
Sy 0,00625
Sw 0,00414
5g 0,00553
O 0,04
0,3 oy 0,012
Resultado Homogéneo

Fonte: propria. Onde: Sx = desvio padréo das amostras; Sw = desvio padrdo dentro das amostras;

Ss = desvio padrao entre as amostras e oy = desvio padrdo de Horwitz

Para a norma 1SO 13528, as amostras sdo consideradas homogéneas, quando

atenderem o critério estabelecido pela equacéo a seguir:

S¢ < 0,304 (11)

Sendo:

Ss € 0 desvio padrdo entre as amostras;
oy € 0 desvio padrdo de Horwitz;

Entretanto, para a atribuicdo de valor designado, foi aplicado no software ConfLab®
os resultados das amostras utilizadas para a avaliacdo da homogeneidade. As medidas de

incerteza padrdo dos 10 itens de ensaio, sdo informadas na tabela a seguir.



41

Tabela 8 - Resultados da incerteza padréo do valor designado.

Identificacdo da Incerteza Padrdo (%)
Amostra Resultado A Resultado B

14 0,67 0,81
2 0,71 0,84

0,60 0,75
16 0,95 1,07
8 0,60 0,75
13 1,75 1,80
15 0,75 0,90
7 0,20 0,92
10 0,89 0,99
13 1,24 1,98

Fonte: propria. Onde: Os resultados descritos em vermelho, foram utilizados como valores de referéncia
para a incerteza padréo do valor designado deste EP.

Com isso, foi aplicado o maior valor numérico dos resultados descritos na Tabela

08, como incerteza padrao do valor designado.

4.2 Ensaio da Estabilidade

Realizou-se um estudo de estabilidade dos itens de ensaio em um periodo de longo
prazo, através do método isdcrono, para assim assegurar as condicfes de repetibilidade
das analises. Todo més, o provedor desse EP retirou os itens de ensaio da temperatura de
armazenamento e foram mantidos em temperatura ambiente. Com isso, foram iniciadas
as medicOes dos analitos. Esse procedimento foi repetido num periodo de cinco meses e

analisado através de cromatografia liquida, em triplicata.

Para uma melhor avaliacdo deste ensaio de estabilidade, optou-se por realizar
duas curvas de calibracdo, ambas com adicdo do padrdo interno, e realizadas sob 0 mesmo
procedimento e condi¢cdes cromatograficas que as amostras analisadas para o estudo da
homogeneidade. As Figuras a seguir, demonstram a estabilidade da ivermectina em

produto comercial em relacdo ao periodo de 5 meses.
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Figura 19 - Gréfico do ensaio da estabilidade, realizado pelo estudo da concentragéo de ivermectina

X tempo, para primeira curva de calibragao.

Estabilidade - Curva 1

__ o091

S

~ 0.9

£

5 0.89

e 0 1 2 3 4 5 6
3 Tempo (meses) y = 0.0002x + 0.8983
= R2=0.0071

Fonte: propria.

Figura 20 - Grafico do ensaio da estabilidade, realizado pelo estudo da concentragdo de ivermectina

X tempo, para segunda curva de calibracéo.

Estabilidade - Curva 2

089

<

< 0.88

;=

0 0.87

e 0 1 2 3 4 5 6
g Tempo (meses) y = -8E-05x + 0.8794

R%2=0.001

Fonte: prépria.
Os resultados obtidos a partir dos tratamentos estatistico, e apresentados pela

Tabela 9, indicam que o valor do intervalo de confianca para o coeficiente angular se

encontra proximo a zero (0), com isso, foi finalizado o ensaio da estabilidade.

Tabela 9 - Resultados obtidos a partir do ensaio de estabilidade.

Coeficiente Erro Padrdo  Intervalo de Confianga Resultado

Angular Inferior Superior
Ensaio—Curval 0,00023 0,00157 -0,00477 0,00523 Estavel
Ensaio—Curva 2 -0,00008 0,00153 -0,00455 0,00475 Estavel

Fonte: propria.
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4.3 Anadlise estatistica dos resultados

Anorma ISO 13528:2015 apresenta uma nota (contida em seu anexo D.1.3.1), que
conjectura como eficiéncia intermediaria o calculo robusto, utilizando a mediana como o

valor atribuido, para um nimero de participantes inferiores a 18.

Contudo, considere-se que para um namero de laboratérios participantes superiores

a 12, o calculo robusto seja aceitavel, caso o critério da equacdo a seguir seja estabelecido.

U(pr) = 1,25 . e

(12)

S

Sendo S* € o desvio padréo robusto dos resultados. Neste caso, o resultado de um
participante, € a média de todas as suas analises no decorrer do EP. J& p é 0 nimero de

participantes.

De acordo com a norma ISO 13528, os estimadores como a mediana deve ser
aplicavel para até 2 participantes. Ja para uma quantidade exata de 2 participantes, a
média devera ser adotada, e para um intervalo de 3 a 5 laboratdrios participantes, o critério
da mediana é mais eficiente. Além disto, para um baixo conjunto de dados, deve-se
considerar a maior dispersao disponivel dos resultados. Por isso, as recomendacgdes desta
norma para os calculos robustos, em um conjunto com baixo nimero de participantes, séo

demosntrados na Tabela 10.

Tabela 10 — Orienta¢des para pardmetros de dispersdes robustas em caso de poucos participantes.

MNumero de participantes Avaliagdo do desvio padrio
p=2 |2y — x5
V2
x; X, — resultadoe do ensaio
p=3 MADe (Desvio Absoluto Mediana)
p =4 M-estimativo do desvio padrio

Fonte: Adaptado da norma ISO 13528:2015.
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Para um conjunto envolvendo pequenos grupos de resultados, € crucial que o
avaliador se atente a resistir a qualquer tendéncia apresentada por um pequeno
agrupamento de resultados discrepantes. Por isso, a ISO 13528 sugere alguns estimadores
para minimizar os erros provocados na avaliagdo estatistica dos resultados, entre 0s
indicadores estdo 0 MADe, nIQR, Algoritmo A e Q/Qn.

Em caso de uma incerteza padrdo do valor atribuido u (xer) for grande em
comparacdo ao valor de desvio padréo robusto de ensaio interlaboratorial, os laboratdrios
participantes recebem um sinal de alerta, e consequentemente ac¢des corretivas podem ser
realizadas. Para isso, a norma ISO 13528:2015 sugere o seguinte critério em relacdo ao

calculo da incerteza dos resultados desse EP:

U(xgp) < 0,30gp (13)

Nota : 0,3 oep ¢ equivalente a 0,1 Je quando |Z| > 3,0 gera um sinal de agao.

Sendo ogp € O denotam o desvio padrdo robusto para a estimativa de EP e o
critério de erro maximo admissivel para diferencas, respectivamente. Ja o simbolo Z,

representa a pontuacéo usada para avaliacdo da eficiéncia do EP.

As avaliacOes de testes estatisticos para remocao de outliers sdo informativas,
contudo, ndo devem ser utilizadas para eliminar dados, exclusivos de um conjunto de
resultados. Com isso, deve-se notar e averiguar a fonte e conhecer sua causa, ou seja, no
caso de uma causa ndo for aprendida, os valores podem ser examinados com e sem a
remocdo de outliers para identificar se a presenca do conjunto de dados é crucial para a
analise (KOTYCZKA-MORANSKA et al., 2020).

Por essa razdo, foi utilizado como critério de avaliacdo para a remocéo de outliers
o teste de Grubbs, como recomendado pela norma 1SO 13528:2015. O teste de Grubbs, é
definido pela comparacdo do desvio do valor suspeito em relacdo a média de todas as
analises executadas (x ), dividido pelo desvio padrdo de todos os resultados do
mensurando (s). Para descobrir o valor suspeito, utiliza-se de tabela com os valores

criticos de G. A formula de Grubbs é detalhada na equagdo 14.
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G = | valor suspeito — x (14)

N

Pressupdem-se, que para um EP com numero de participante inferior a 18, €
estimado como indicativo de avaliacdo de desempenho o indice Z, conforme detalhado

na equacao a seguir.

7 = (xi—Xgp) (15)

OEpP

Sendo:
Xi € a média aritmetica dos resultados obtidos pelo laboratério participante;
Xep € 0 valor da média robusta dos laboratorios participantes;

oep € 0 desvio robusto.

Nota-se que o desvio robusto de EP sera o desvio elaborado por Horwitz, conforme
descrito na norma ISO 13528:2015. Para avaliacdo do indice Z, serd reportada pelo

seguinte critério:

Se |z| < 2: indica um resultado satisfatorio do laboratorio;
Se 2 <|z| < 3: indica um resultado questionavel e estima um sinal de alerta;

Se |z| > 3: indica um resultado insatisfatorio e estima um sinal de agéo;

Com isso, é possivel certificar o desempenho de cada laboratorio participante
através da utilizacdo de grafico de barras, ap6s o célculo do indice Z, conforme

evidenciado na Figura 21.
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Figura 21- Gréafico com os resultados dos laboratorios participantes a partir da avaliagdo do indice Z.

ndice Z
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Fonte: propria.

e Indice Zeta

Os valores de incerteza obtidos pelos participantes do EP foram adquiridos a partir
do emprego do indice zeta ({) conforme indicado na norma ISO 13528:2015, que sdo

detalhados na Equacéo 16.

Xi—XEP
= 16
i Ve e+ (xgp ) (16)

Sendo u (xi) é a incerteza padrdo do laboratério participante calculada pelos
préprios resultados x; e 0 U (Xep) € a incerteza do valor atribuido xep.

A compreensdo dos resultados do indice zeta sera similar ao do indice Z, ou seja,
com valores de exatiddo menores que 3 para que 0s resultados desse ensaio sejam

considerados confiaveis.
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Nota-se que valores de indices zeta persistentemente baixos, podem denunciar uma
inconclusiva avaliacdo da incerteza. Por isso, recomenda-se avaliar os indices Z e zeta em

conjunto.

No caso dos laboratérios participantes obtiverem indices Z > 3 e zeta < 2, iss0
evidencia que os participantes do EP obtiveram uma regularidade nos valores dos
resultados de incerteza, porém ndo servem como desempenho esperado para 0 programa
de ensaio de proficiéncia. E o caso, por exemplo, de um laboratorio utilizar métodos de
triagem em seus procedimentos de analises, enquanto os outros laboratorios participantes
utilizam métodos quantitativos. A norma 1SO 13528:2015 ndo recomenda nenhuma agéo
corretiva, caso o participante desse EP considerar que seus resultados de incerteza sejam

satisfatorios.

4.4 Resultado dos laboratorios participantes de EP de Ivermectina

Os laboratérios foram convidados a participar desse projeto de acordo com um
resumo do protocolo de EP (ver apéndice A). No qual obtivemos uma adesédo de 15
laboratdrios, sendo 12 laboratorios nacionais e 4 laboratdrios internacionais (localizados
na Austria, Argentina, no Paraguai e no Peru). Infelizmente, os laboratorios internacionais
foram excluidos da rodada de EP, por causa da variante do covid-19, em que 0s aereportos

estavam fechados para envio de amostras para 0s paises citados nesse trabalho.

Para avaliar o desempenho dos laboratorios participantes, foi necessario avaliar
estatisticamente os resultados das analises dos itens de ensaio através da estimativa do
valor predito, identificada pela média da concentracdo dos resultados do ensaio de
homogeneidade e com o auxilio do teste de Grubbs para a deteccao de possiveis outliers.
Gerando um resultado do valor predito de 0,8687. J& o calculo da incerteza utilizado como
segundo critério estatistico de avaliacdo do EP foi desenvolvido pelo provedor, baseado

em todos os parametros detalhado pelo tépico 3.5.

Nota-se que, para um pequeno conjunto de dados, o critério de incerteza do valor
atribuido u (xer), informado na equacdo 13, é aplicavel sempre que possivel. Porém a

norma ISO 13528, ndo recomenda a utilizacdo deste critério, no caso de um desvio padrédo
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com os resultados produzidos pelos laboratorios e com um numero limitante de

participantes (p<12).

Entretanto, foi possivel obter os valores corretos para a estimativa da incerteza
dos laboratorios participantes deste EP através da utilizacdo da ferramenta de software
ConfLab®, (somente para os participantes que forneceram os dados de curva de
calibracdo). Os resultados estatisticos do desempenho dos laboratérios participantes, com

os valores dos indices z e zeta, sdo detalhados na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados dos laboratérios participantes seguindo os indices z e zeta.

Codigo do indiceZ indice indice Zets  Incerteza Exp (%) Incerteza Exp (%)
Laboratorio Zeta {ConfLah) Calculado pelo Calculado pelo
laboratorio ConfLab
Lab. 001 1,7 1,05 = 1.27 *
Lab. 002 1,3 e 0.54 o 7.62
Lab. 003 5,5 3,33 = 1.21 *
Lab. 004 2,5 1,22 1.60 0.71 3,52
Lab. 005 -4,2 e -0,78 o 29.08
Lab.006/ELISA -21,7 -13.36 = 0,15 *
Lab. 006/ LC-M5 -21,7 -1335 = 0,15 *
Lab. 007 -21,7 -13.36 - 1336 0,05 5,98
Lab. 008 -21,7 -13.36 - 1336 0,04 5,26
Lab. 009 -21,7 -13.36 - 1336 0,13 11,02
Lab. 010 -21,7 -13.37 - 13,37 0,03 11,50
Lab. 011 2,8 e = o *
Lab. 012 6,7 e 3.39 o 4.00

Fonte: prépria. Azul = questiondvel; Vermelho = insatisfatério. * o laboratério participante ndo informou
os dados da curva de calibracdo; ** o laboratdrio participante ndo informou os valores de sua incerteza (%)

Em sintese da Tabela 10, podemos compreender que ao avaliar somente os valores
encontrados pelo indice z, sdo demonstados que exclusivamente 2 laborat6rios
conseguiram resultados satisfatérios, 2 laboratorios com resultados questionaveis e 8
laboratdrios com resultados insatisfatorios. O grupo de participantes com os cddigos 006,

007, 008, 009 e 010, pertecem a mesma rede de laboratérios.

Ja para considerar os dados referentes ao indice zeta, o laboratério de nimero 004,

conseguiria ser aprovado pelo EP, o que ndo ocorreria com o laboratdrio de codigo 011,
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pois 0 mesmo ndo corroborou com as informacGes de curvas de calibracdo e o valor de
incerteza relativa aos seus resultados. Além disso, € notavel a importancia de se avaliar
conjuntamente os valores de indice z e indice zeta. Portanto, analisaremos todos os
laboratdrios participantes desse ensaio, de modo individual e com as devidas justificativas

de seus resultados.

e Laboratério 001

O laboratério 001 fez suas andlises experimentais pelo método tradicional da
cromatografia liquida e possui uma avaliacdo do critério de indice z satisfatorio e com
uma incerteza percentual calculada pelo préprio participante na faixa de 1,27%. E desta

maneira, obteve classificacdo satisfatdria pelo indice zeta.

Contudo, apesar deste laboratorio ndo informar os dados da sua curva de calibragéo
para utilizar na consideracdo do indice zeta com o resultado de incerteza percentual
calculado pelo software ConfLab®, o laboratorio 001 obteve um 6timo desempenho no

EP de IVM em produto comercial.

e Laboratorio 002

Para o participante de codigo 002, os ensaios foram realizados através do kit ELISA
para padrbes de IVM, que seguiram uma metodologia experimental indicada pelo

provedor do EP, o que proporcionou um bom desempenho do laboratoério neste trabalho.

Com isso, os dados da curva de calibracdo foram retirados do kit ELISA, cedido
pelo laboratério participante. Deste modo, os valores de absorbancia seguiram com os
resultados avaliados de acordo com o Log da concentracdo da amostra. Tais dados sdo

informados na tabela 12.
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Tabela 12 — Resultados apresentados pelo participante de codigo 002 para a curva de calibracéo.

1,560 0,193 1,535
3,510 0,545 1,659
7,900 0,258 1,236
17,780 1,250 0,755
40,000 1,602 0,451

Fonte: propria.

Para uma melhor visualizacdo dos dados da curva de calibracédo, foi elaborado um
grafico de regresséo linear e foi obtido um valor de R? de 0,9923. Essas informagdes est&o

na Figura 22.

Figura 22- Gréfico com os resultados da regressao linear, para o laboratério 002.
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Fonte: prépria.

Porém este participante ndo enviou o seu valor de incerteza percentual, por isso,
s6 utilizamos o valor de incerteza expandida calculado pelo software ConfLab®, o qual é

infomado na Tabela 13.

Tabela 13 — Dados calculado pelo software ConflLab®, para avaliagdo do laboratdrio 002,

Incerteza Padrio (%) Fator K Expansdo Incerteza Expandida (%)
3,81 2 7,62

Fonte: propria.
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Através deste resultado, foi calculado o indice zeta, em que o laboratorio obteve
um resultado considerado satisfatorio. Portanto, mesmo ndo informando o valor de
incerteza expandida de suas andlises, o laboratério obteve um desempenho considerado

satisfatorio.

e Laboratério 003

O laboratdrio 003 ndo conseguiu obter uma avaliacdo satisfatoria no EP, pois seu
resultado referente ao indice z alcangou um valor superior a 2, é considerado um alerta
para o0 participante, que devera apresentar um sinal de acdo para que suas proximas

avaliacOes estejam na faixa do aceitavel para os parametros de indice z.

Outra informacdo importante é que mesmo o participante apresentando um valor
baixo de incerteza percentual, seu rendimento pelo critério de avaliacdo de indice zeta
também foi insatisfatério. O método de analise deste laboratério foi com a utilizacdo do
HPLC e com uma fase movel contendo 530 mL de Acetronitrila, 275 mL de Metanol e
195 mL de Agua purificada, o que demonstra que o participante ndo utilizou o ensaio

estipulado pelo provedor de EP e sim um método de analise experimental proprio.

e Laboratorio 004

A avaliacdo do laboratério 004 mostrou-se questionavel com o parametro de
indice z, porém com auxilio dos valores de incerteza e dados de calibracdo fornecidos
pelo proprio laboratorio, foi possivel estipular os parametros de indice zeta e também do
indice zeta com o uso da incerteza calculada pelo software ConfLab®. Além disso, os

dados da curva de calibracdo foram descritos pela tabela 14.
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Tabela 14 — Resultados apresentados pelo participante de codigo 004 para a curva de calibracéo.

20,471 473856,302
30,105 716773,685
40,341 965546,837
50,576 1215087,560
60,210 1497467,441

Fonte: propria.

Para compreensdo destas informagdes de curva de calibragcdo, a Figura 23
representa a regressdo linear, com um gréfico de &rea versus o valor de concentracdo na

unidade de pg/mL.

Figura 23- Grafico com os resultados da regressao linear, para o laboratério 004.
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Fonte: prépria.
Com ajuda do software ConfLab® sio avaliados os valores de incerteza padrao,

incerteza expandida e fator K de expansdo, conforme demonstrado pela Tabela 15. Para

avaliacdo do indice zeta, utilizou-se o resultado de incerteza expandida em porcentagem.

Tabela 15 — Dados calculado pelo software Conflab®, para avaliagdo do laboratdrio 004.

Incerteza Padrio (%) Fator K Expansdo Incerteza Expandida (%)
1,76 2 3,52

Fonte: propria.
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Por isso, podemos observar quem em conjuntura os indices demonstraram uma
melhora na avaliacdo deste laboratério, sem a necessidade de um sinal de alerta.
Comprovando a necessidade do laboratério em calcular corretamente os seus dados de
incerteza expandida e de realizar um ensaio laboratorial com profissionais treinados

(neste caso, foi empregado um equipamento para cromatografia liquida).

e Laboratério 005

Este participante foi o que apresentou os resultados mais controversos, desse
modo, estudaremos com uma maior cautela todos os seus dados apresentados para o EP.
Os experimentos do laboratério 005 foram realizados por um cromotdgrafo liquido,
acoplado a um espectrometro de massas, 0 que demosntrou um alto nivel de preciséo das

suas analises.

O resultado discutivel apresentado por esse laboratorio, o qual teve a sua
reprovacao a partir da avaliacdo do indice z, casou uma certa preocupacéo, provocando
um sinal de alerta, que foi suspenso, quando se avalia o indice zeta, utilizando o valor de

incerteza expandida (calculado pelo software ConflLab®), demonstrado na Tabela 16.

Tabela 16 — Dados calculado pelo software ConflLab®, para avaliagéo do laboratdrio 005.

Incerteza Padrio (%) Fator K Expans&o Incerteza Expandida (%)
14,54 2 29,08

Fonte: prépria.

Para avaliacdo grafica, o participante forneceu os dados da sua curva de calibragéo,
com adicdo de padrdo interno, através de uma regressdo do tipo ponderada. Entretanto,
em suas analises, o laboratdrio descreveu uma curva com 6 niveis de concentracao, pelo
qual, os dois primeiros niveis realizados em duplicatas e 0s 4 niveis restantes de
concentracdo, foram injetados em unicata.

Com o auxilio do software ConfLab®, conseguimos visualizar como s&o as curvas
de regressdo ponderada e ordinaria, ja calculados com os valores do padrdo interno. O

gréfico foi elaborado pelo software, e ilustrado na Figura 24.
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Figura 24- Gréafico que apresenta a regressao ordinaria e ponderada para os resultados do laboratorio 005.
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Fonte: ConflLab®.
Também podemos observar os resultados da regressdo ordinaria e ponderada, pelo

coeficiente de determinagéo (R?), de acordo com a Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados do R? para os critérios de regressdo ordinaria e ponderada

Equagﬁﬂ Y =0,08x—0,06 ¥ =0,06x— 0,01
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9984 1,0000
Coeficiente de determinagdo (r?) 0,9969 1,0000

Fonte: ConflLab®.

Se pensarmos no significado de linearidade, o guia EURACHEM/CITAC em sua
terceira edicdo, caracteriza como uma propriedade importante de ensaios para realizar
medi¢cdes em uma faixa de concentracao, além de ser uma especialidade geralmente ndo
quantificada, porém pode ser verificada utilizando testes de significAncia para nao
linearidade. Para isso, o software ConfLab®, fornece auxilio com recursos estatisticos,

para avaliacdo da lineariedade.

O software, também avalia a presenca de heterocedasticidade dos valores de
regressdo de minimos quadrados, através do teste de Cochran. Para o laboratério 005,
suas analises apresentaram uma tendéncia heterocedastica, de acordo com a tabela a

sequir.

Tabela 18 — Avaliacdo da homocedasticidade para o laborat6rio 005.

Awvaliacio da Homocedasticidade (teste Cochran)
Calculado 0,98 Tabelado 0,78 Heterocedastico

Fonte: propria.
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Portanto, com o desempenho comprovado matematicamente, pelo alto valor de
incerteza, calculado pelo software ConfLab®, o que demonstra que seus dados de
calibracdo, tratados através de uma regressdo ponderada, foram realizados de modo a
garantir a linearidade e exatiddo dos seus resultados, por isso, ndo precisara de um sinal

de acdo para este laboratorio.

Destaca-se que este laboratorio, apesar de ser reprovado pelo indice z (o que
identifica um problema na exatiddo do resultado), na verdade foi aprovado pelo indice
zeta devido a uma alta incerteza da sua curva de calibracéo, levando a concluir que o
laboratorio fornece resultados corretos porém com uma alta incerteza, a qual poderia ser
melhorada realizando um melhor tratamento da curva de calibracdo com mais pontos de
calibragdo, maior nimero de replicatas por ponto de calibragdo ou uma menor faixa de

trabalho.

e Laboratorio 006

Para o laboratorio de codigos 006, foram realizados experimentos utilizando
cromatografia liquida e ensaios em ELISA. Contudo, ambos 0s métodos apresentaram
um valor discrepante para o critério de indice z. O que demonstra que a metodologia para
analise de IVM, depende de fatores como condi¢des de equipamento, utilizacao de padrédo
interno dentro do prazo de validade, condicdes laboratoriais adequadas, equipamentos

calibrados e treinamento profissional adequado.

Este participante também informou o seu valor de incerteza expandida, em que
apresenta um valor mais baixo que os demais laboratorios (excluindo os laboratérios de
cddigo 007,008, 009 e 010). Desta maneira, o laboratorio recebeu um sinal de alerta, no
qual medidas preventivas devem ser providenciadas, para que ocorra uma conformidade

em uma nova rodada de EP.
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e Laboratério 007

Este participante desempenhou analises pelo método de ELISA, em que gerou
dados para curva de calibracdo, que posteriormente foram utilizados para o célculo da
incerteza expandida, com auxilio do software ConfLab®. Os valores experimentais, estdo

detalhados na tabela a seguir.

Tabela 19 — Resultados apresentados pelo participante de codigo 007 para a curva de calibracéo.

1,560 0,193 2,134
3,510 0,345 1,331
7,900 0,838 1,445
17,780 1,250 0,871
40,000 1,602 0,472

Fonte: prépria.

O gréafico da regressdo linear, esta expressado na Figura 25, gerou um resultado de
coeficiente de determinacdo de 0,9929. Embora, tenha obtido um 6timo desempenho em
sua curva de calibracdo, este laboratorio apresentou uma incerteza expandida pelo
software ConfLab®, na ordem de 6,98%, e pelas contas do proprio participante, a

incerteza é de 0,05%.

Figura 25- Grafico com os resultados da regressao linear, para o laboratério 007.
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Fonte: propria.
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A Tabela 20 informa com mais clareza os resultados de incerteza padrdo e

incerteza expandida, ambos os critérios estdo em porcentagem, como unidade de medida.

Todos estes dados foram estatisticamente produzidos por software.

Tabela 20 — Dados calculado pelo software ConflLab®, para avaliagio do laboratdrio 007.

Incerteza Padrio (%) Fator K Expansdo Incerteza Expandida (%)
3,49 2 6,98

Fonte: propria.
Ao avaliar o indice z, o participante confirma o seu desempenho como

insatisfatorio para esse EP de VM em produto comercial, além de ter subestimado a
incerteza de medicdo. Devido ao alto valor encontrado para os indices z e zeta, pode ter

ocorrido algum erro grosseiro durante a analise, como erros de diluicdo por exemplo.
e Laboratério 008

Como detalhado pelo laboratério de cddigo 007, este também avaliou seus
experimentos por ELISA, e através da curva de calibracdo, notamos uma semelhanga com
os resultados dos partipantes que fazem parte da rede de laboratérios de cddigos 006 a
010 deste ensaio interlaboratorial. Os dados para a curva de calibragdo, estdo

demonstrados na tabela a seguir.

Tabela 21 — Resultados apresentados pelo participante de codigo 008 para a curva de calibracéo.

1,560 0,193 1,660
3,510 0,545 1,348
7,900 0,898 0,998
17,780 1,250 0,708
40,000 1,602 0,397

Fonte: propria.

Pelo grafico a seguir, o laboratorio apresentou um bom resultado de R?, cujo valor
foi de 0,9992. O que demostra que o método de ensaio ELISA é confiavel para analises

com medicamentos veterinarios.
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Figura 26- Gréafico com os resultados da regressao linear, para o laborat6rio 008.
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Fonte: propria.

E novamente foi considerado o critério de indice zeta, com 0s conceitos de
incerteza expandida, fornecidos pelo proprio laboratério e também pelo software

ConflLab®. Para processo de informagcéo, a Tabela 22 fornece os resultados do software.

Tabela 22 — Dados calculado pelo software ConfLab®, para avaliagéo do laboratdrio 008.

Incerteza Padrio (%) Fator K Expansdo Incerteza Expandida (%)
2,63 2 5,26

Fonte: prépria.

Portanto, mesmo com um valor de incerteza expandida de 5,26%, os resultados de
avaliacdo dos indices z e zeta, em conjunto, deixam o laboratorio com um sinal de alerta,
0 participante também desvalorizou a incerteza de medi¢do. O qual, apresentou um alto
valor para os indices z e zeta, devido algum erro grosseiro ocorrido durante a analise.
Podemos exemplificar 0s erros grosseiros, através da imprecisao da diluicdo do item de

ensaio.
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e Laboratério 009

Para este laboratdrio, os valores de indice z foram bem abaixo do esperado, e deste
modo, necessitamos novamente dos resultados da curva de calibracéo, para o calculo da

incerteza expandida. Os valores da curva de calibragéo estéo informados na Tabela 23.

Tabela 23 — Resultados apresentados pelo participante de codigo 009 para a curva de calibracéo.

1,560 0,193 *

3,510 0,545 1,368
7,900 0,898 1,075
17,780 1,250 0,764
40,000 1,602 0,594

Fonte: propria.

A regressdo linear finalizou em um resultado de coeficiente de determinagéo perto
da faixa do aceitavel. Porém, ndo o suficiente para garantir um bom desempenho para um

ensaio interlaboratorial.

Figura 27- Grafico com os resultados da regressao linear, para o laboratério 009.
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Fonte: propria.

Como ja discutido anteriormente, os dados de incerteza padrdo e incerteza

expandida, foram analisados pelo software ConfLab®, e assim, detalhados na Tabela 24.
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Tabela 24 — Dados calculado pelo software ConflLab®, para avaliagio do laboratdrio 009.

Incerteza Padrio (%) Fator K Expansdo Incerteza Expandida (%)
5,91 2 11,02

Fonte: propria.

Contudo, examinando os indices z e zeta a0 mesmo tempo, este participante continua
com a sua avaliacdo insatisfatéria, além de ter subestimado a incerteza de medicéo,
necessitando uma acédo corretiva por parte desse laboratdrio. Igualmente aos laboratérios
de codigo 008 e 009, este participante também apresenta erros grosseiros durante as

analises.

e Laboratorio 010

O ultimo dos laboratorios do grupo que obteve resultados divergentes para indice z,
também realizou ensaios com ELISA e deste modo, auxiliou o calculo da incerteza
expandida, com o fornecimento dos seus resultados de curva de calibragcdo. A Tabela 25

aborda os dados experimentais do laboratério 010.

Tabela 25 — Resultados apresentados pelo participante de codigo 010 para a curva de calibracéo.

1,560 0,133 1,668
3,210 0,545 1,360
7,900 0,258 0,243
17,780 1,250 0,545
40,000 1,602 0,325

Fonte: propria.

Graficamente, esse participante apresentou uma regressao linear com resultado de
R? no valor de 0,9808.
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Figura 28- Grafico com os resultados da regressao linear, para o laboratdrio 010.
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Fonte: propria.

Ao apresentar um valor de incerteza expandida (calculada pelo participante no
valor de 0,03%), deixa evidente que o laboratdrio precisa reavaliar a sua forma de calcular
um parametro de incerteza e de como auxiliar seus profissionais na transcricdo correta
das unidades de medidas, no momento do preenchimento do formulario de resposta desse

ensaio.

Por isso, € fundamental ter um software de confianca, que auxilie os laboratdrios
nos calculos estatisticos. No caso deste trabalho, usamos o ConfLab®, para confrontar
com os resultades de incerteza calculados pelo participante e assim, descrever estes dados,

conforme a tabela a seguir.

Tabela 26 — Dados calculado pelo software ConflLab®, para avaliagéo do laboratdrio 010.

Incerteza Padrio (%) Fator K Expansdo Incerteza Expandida (%)
5,75 2 11,50

Fonte: prépria.

Em resumo, o laboratorio 010 recebeu um sinal de alerta, por apresentar os valores
de critérios de indices z e zeta, numa faixa de resultados, inferior ao que se recomenda
para um EP, ou seja, 0 participante desconsiderou os valores de incerteza de medicéo, a

medida que demonstra alguns erros grosseiros em suas rotinas de analises.



62

e Laboratério 011

O penaltimo participante desse EP, mostrou valores de indices z, numa faixa bem
perto da recomendada para aprovagdo. E com as analises realizadas através do uso de

cromatografia liquida.

Entretanto o laborat6rio 011, continua com o seu desempenho questionavel, ja que
ndo foi possivel estimar os valores de indice zeta, ja que 0 mesmo ndo forneceu os dados
de incerteza e nem os resultados de curva de calibracdo para que o provedor conseguisse

realizar o célculo de incerteza com a ferramenta de software ConfLab®.

e Laboratorio 012

Finalizando o EP, temos mais um participante que usou o equipamento de
cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massas e forneceu seus dados de
curva de calibracdo e incerteza expandida, para que fosse possivel a comparacao a partir

do indice zeta. Os dados de curva de calibracéo, estao representados na Tabela 27.

Tabela 27 — Resultados apresentados pelo participante de codigo 012 para a curva de calibracéo.

0,080 1044060
0,050 1155230
0,100 1204544
0,110 1422897
0,120 1641533

Fonte: propria.

J& o gréfico de regressao linear, com os dados da curva de calibracdo, forneceu os

resultados conforme apresentado pela Figura a seguir.
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Figura 29- Gréafico com os resultados da regressao linear, para o laboratdrio 012.
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Fonte: propria.

Os valores de incerteza expandida calculado pelo software ConfLab® (informado

pela Tabela 28), demostraram bons resultados comparado aos demais participantes.

Tabela 28 — Dados calculado pelo software ConflLab®, para avaliacéo do laboratério 012.

Incerteza Padrio (%) Fator K Expans3o Incerteza Expandida (%)
2,00 2 4,00

Fonte: prépria.

Por fim, o laboratdrio 012 foi reprovado tanto pelo critério de indice z, como pela

avaliacdo de indice zeta, utilizando a incerteza calculada pelo software ConfLab®.
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5. CONCLUSOES

Os fatores de estudo para o planejamento e aplicacdo de um ensaio interlaboratorial
de IVM em produto comercial foram definidos a partir da analise das normas ABNT NBR
ISO/IEC 17043:2011 e a SO 13528:2015.

No que diz respeito a matriz utilizada nesse projeto, garantimos a conformidade e
rastreabilidade das amostras, através dos ensaios da estabilidade, homogeneidade e
atribuicdo do valor designado. Os ensaios de homogeneidade foram avaliados através dos
critérios estabelecidos pelas normas 1SO guia 35:2020 e a 1SO 13528:2015. O ensaio de
estabilidade, também foi elaborado pela norma ISO 13528. J4 a atribuicdo de valor
designado, foi desenvolvido com os resultados das amostras utilizadas para a avaliagdo

da homogeneidade, e com auxilio do teste de Grubbs, para a remocéo de outliers.

Outro conceito importante deste trabalho, foi validar o desvio robusto para um EP,
para um limite de participantes. Por isso, escolhemos o desvio padrdo de Horwitz, o qual
provou ser um 6timo critério de reprodutibilidade para amostra de IVM em produto

comercial para um ensaio interlaboratorial com 12 laboratérios participantes.

Para os cientistas Rudaz e Feinberg a incerteza de medicdo poderia ser avaliada
como um “parametro final, Ginico e global” ou como um critério Unico, ou seja, 0S
analistas devem considerar os resultados como confiaveis pelo correto conhecimento da
incerteza, que é respaldada pela validacdo de um determinado método analitico e pela
verificacdo das andlises de rotina. Com isso, o procedimento para o célculo da incerteza
de medicdo, em métodos quantitativos, poderia ser considerado como critério Unico, na
medida que existir um método de estimativa universalmente aprovado (RUDAZ;
FEINBERG, 2018).

Em sintese, com a comparacdo estatistica dos resultados dos valores de consenso e
da incerteza de medicdo para os 12 laboratorios participantes de EP, avaliamos a
capacidade dos laboratérios em fornecer resultados reprodutiveis. Desta maneira,
podemos concluir que, nesta rodada de EP, foram 4 laboratdrios aprovados (de codigos
001, 002, 004 e 005), o participante de cddigo 011 continuou com o seu rendimento como

questionavel, e os 7 laboratorios restantes foram reprovados (lembrando que o0s
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participantes de codigos 006 a 010, pertencem a mesma rede e com andlise de rotina

similares).

No caso de uma avaliacdo negativa, é de responsabilidade do laboratério
participante investigar as causas das variacGes, além de providenciar as devidas acGes
corretivas. Podemos destacar como pontenciais fontes de erros, as seguintes medidas:
Falha no treinamento do analista; falha do equipamento (ajuste, manutengdo ou
calibracéo); utilizacdo de padrbes vencidos; ndo cumprimento das condigdes ambientais
adequadas; erro de unidade de medida ou no preparo das solugdes de estoque ou de

trabalho; entre outros.

Por fim, ao avaliar os resultados (e por consequéncia 0s métodos de ensaio) dos
laboratérios participantes desse EP, notamos que para analisar a VM em produto
comercial, as principais ferramentas sdo dependentes de equipamentos como o HPLC e
dos ensaios imunoenzimatico (ELISA). Porém, a tecnologia da cromatografia liquida
requer algumas consideracdes importantes, como treinamento adequado do profissional
(que ira manusear este tipo de instrumento), alto valor de instalacdo e manutencéo,
analises complexas e demoradas. Ja os métodos em ELISA, sdo mais baratos, possuem
um tempo menor de preparo para amostras, € com um treinamento pessoal, sa0 menos
complexos do que os métodos instrumentais (SHIWEN et al., 2009).

Com isso, apesar da maioria dos laboratdrios participantes desse EP que usaram o
ensaio imunoenzimatico como ferramenta de detec¢cdo da IVM tenham sido reprovados,
ainda € um método que pode ser considerado bem-sucedido para andlises de
medicamanetos veterinarios. Desta maneira, torna-se necessaria mais uma rodada de EP,
com um protocolo especifico para o ensaio em ELISA e outro protocolo para 0 método
de cromatografia liquida. Destacando quanto a exigéncia para que o participante informe
seus dados de curva de calibracdo, para que o provedor tenha mais de uma ferramenta

estatistica e assim aplique uma avaliacdo de desempenho mais ampla do EP.

Com o resultado deste trabalho, foi possivel estabelecer um protocolo adequado
para a realizacdo de um ensaio de EP em produto comercial de IVM, o qual podera ser
aplicado pelos LFDAs aos laboratérios que monitoram a concentracdo de IVM em
produto comercial, colaborando com a avaliacdo de desempenho destes laboratorios e
contribuindo assim com a melhora na qualidade do monitoramento deste importante

produto.
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. TRABALHOS FUTURQOS

Repetir o contato com os laboratérios participantes para uma nova rodada de EP.
Realizar o segundo EP de IVM em produto comercial.

Otimizar o protocolo de EP para métodos cromatogréficos e ensaio imunoenzimatico.
Exigir dos laboratorios participantes os dados da curva de calibragéo.

Utilizar o software ConfLab® para realizar os calculos de incerteza dos laboratdrios
participantes.

Avaliar os resultados da segunda rodada de EP de IVM, através dos indices z e zeta.
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APENDICE A

Protocolo Resumido: Ensaio de Proficiéncia (EP) de Ivermectina em Produto

Comercial

Objetivo

Considerando a importancia da lvermectina como medicamento (o0 que levou aos
pesquisadores que realizaram sua descoberta receberem o Nobel em Medicina no ano de
2015), este protocolo possui 0 objetivo de apresentar (de forma resumida) aos
laboratdrios participantes toda sistematica que sera aplicada na realizagdo do ensaio de
proficiéncia para ivermectina em produto comercial (realizado de acordo com as normas
ABNT NBR ISO/IEC 17043:2011 e a ISO 13528:2015), contribuindo para os seguintes
fatores:

e Proporcionar uma melhor rastreabilidade e reprodutibilidade nos resultados

das medicGes para a analise de ivermectina;

e Qualificar o desempenho de laboratérios em um ensaio interlaboratorial;

e Auxiliar os laboratorios participantes em identificar e solucionar problemas;

Analise das amostras pelos laboratorios
Cada laboratdrio ira receber 20mL de produto comercial de ivermectina, podendo

analisar com seus proprios métodos. A titulo orientativo, sera enviado juntamente com a

amostra o protocolo completo do EP com uma sugestdo de método de analise

Estudos de Homogeneidade e Estabilidade

Estes estudos serdo realizados pelo provedor e apresentados quando da emissdo do

relatorio final. Todos os calculos serdo embasados na 1ISO 13528:2015.
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Valores Designados e Incerteza

Os valores desigandos serdo calculados a partir da média, porém também serdo
realizadas consideragdes estatisticas caso exista um numero pequeno de participantes,
conforme orientagdes da 1ISO 13528:2015. O valor designado e a incerteza sera atribuida
ao lote do produto comercial de ivermectina fornecido para anélise, de maneira que este
possa ser utilizado como Material de Referéncia nos controles de rotina do laboratério

(estas informacdes irdo constar no relatério final).

Avaliacao de desempenho dos laboratérios participantes

O desempenho sera avaliado a partir do calculo do Z-Score (utilizando a media e
desvio padrdo robusto). Para aqueles laboratorios que informarem a incerteza de seu
resultado, também sera avaliado o desempenho conforme o indice zeta. A avaliacéo

gréfica sera realizada pelo gréafico de barras.

Confidencialidade

Este projeto esta sendo desenvolvido pela aluna de mestrado Paula Souza da Silva
Gomes Lima sob a orientacdo do Prof. Dr. Igor Renato B. Olivares (IQSC/USP), que
assumem o compromisso em garantir a confidencialidade de todos os dados fornecidos.
Desta maneira, sera atribuido um codigo univoco para cada participante, sendo este
cddigo apenas de conhecimento do participante. Qualquer publicacdo ou apresentacao
dos resultados deste projeto, em nenhuma hipétese fara qualquer identificacdo capaz de

associar os resultados com os participantes deste EP.
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APENDICE B

Primeiramente, seleciona-se aleatoriamente um numero n (onde n>10) de
amostras do lote de itens de ensaio preparado. Retiram-se duas porgdes de testes de cada
item de ensaio e realizam-se as analises de todas as por¢des (2 n) de forma aleatoria,
utilizando a ferramenta RANDOM.ORG, completando-se todas as séries de medigdo
sob condicdes de repetividade.

Calcula-se a média (x;) entre as duas porcBes de itens de ensaio (Xt1 € Xt2),
duplicatas das amostras, e em seguida, calcula-se a média geral, X, definida como a média
das médias de cada amostra. A partir destes valores, calcula-se o desvio padrdo das
médias das amostras, sx, conforme a Eq. 1 e as diferencgas entre as porcoes de itens, w,

também para cada amostra, a partir da Eq. 2.

Sx = \/ XX, —x)* /(n—1) (Eq. 1)
Wi = | X1 — Xt 2] (Eq. 2)

A partir dos valores definidos acima, calcula-se o desvio padrdo das amostras Sw,

e 0 desvio padrdo entre as amostras Ss, conforme as Eq. 3 e 4 a seguir:

Sw =+ w2 /(2n) (Eq. 3)

S = J Sx” = (Sw'/2) (E0. )

As amostras podem ser consideradas adequadamente homogéneas para este

ensaio de proficiéncia, se for atendido o critério definido na Eq. 5:
S <0,30y (Eq. 5)

Sendo ox € 0 desvio padrdo, obtido através da equacdo de Horwitz, pela

concentracdo média da amostra de ivermectina em produto comercial.
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Caso este critério ndo seja alcangado, as amostras serdo consideradas heterogéneas
devido a Eq. 6 descrita abaixo:

S = 0,30y (Eg. 6)

A norma 1SO 13528:2015 permite ainda a incluséo da variagdo existente entre as

amostras, no desvio padréo para avaliacdo de proficiéncia, conforme a Eq. 7:

O-H\ =\/0-H2 + SSZ (Eq 7)



APENDICE C

Formulario de Registro de Resultados do Ensaio de Proficiéncia de Ivermectina

em Produto Comercial

Todos os laboratdrios participantes receberam um formulério de registro de

atividades, no qual constava as seguintes informacgdes:

1} Preencher todos os campos em fundo branco do formulario conforme os dados solicitados nas
planilhas. As células com fundo azul ndo estdo protegidas, mas ndo devem ser alteradas pelo
participante.

2) O participante deverd realizar as medigbes seguindo o item "Andlise de Ivermectina” do Protocolo
de Ensaio de Proficiéncia.

3) Para preenchimento dos resultados, deve-se adotar a seguinte formatagdo numérica: Ivermectina
em pg/mL: 7 casas decimais.

4) Informacdes pertinentes ao processo de medicio (mudancas ambientais, troca de operador, troca
de equipamento, etc), devem ser devidamente reqistradas no item "observacfies", abaixo.

5) O arquivo, deve ser enviado a coordenacdo deste Ensaio de Proficiéncia, através do e-mail:

Iima.iaulaﬁusi.br
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