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RESUMO

A validagdo metodolégica permite evidenciar se esultados obtidos por um método sdo confiaveis,
tornando-se um elemento essencial na qualidade.

Neste estudo, cujo objectivo é validar a metodal@giziméatica para determinacdo de oxalato na urina,
incluiram-se 30 amostras de urina de 24horas,ratédas e estudadas em dois auto-analisadores.

Os valores dos limites de deteccdo e quantificm@on 0,98 e 0,79 mg/L, respectivamente. Para etieia
obteve-se p=0,713. Na precisdo intermédia entre corridas nawstesr diferencas estatisticamente
significativas, em oposicdo as repeticdes. Parmearidade obteve-se r=1 e a sensibilidade foi 0,6%
Conclui-se que o método se mostrou exacto e linear.

Palavras-Chave:Validacdo, Parametros de validacdo, Oxalato udnar

ABSTRACT

Method validation gives evidence if the resultsaiied by a method are reliable, making it an egdent
element in quality.

In this study, whose aim is to validate the enzyenatethod for determination of oxalate in urine,reve
included 30 urine samples of 24 hours, pre-treatetistudied in two auto-analyzers.

The values of limit of detection and limit of quiication were 0.98 and 0.79 mg / L, respectively. For the
trueness was obtaingeE0,713. In the intermediate precision, it appedat thetween runs there aren’t
differences statistically significant, as opposedrépetitions. For the linearity was obtained r=id a
sensitivity of 0.6%. We concluded that the methad wxact and linear.

Keywords: Validation, Validation parameters, Urinary Oxalate

1. INTRODUCAO
1.1  Validagdo Metodoldgica

A validacdo metodologica € uma medida necesséariairdesistema global de garantia da qualidade
(Thompson et al, 2002) e é definida como ‘a cordigdo por exame e provisdo de evidéncia objectiva de
que os requisitos particulares para uma utilizagpecifica sdo cumpridos’ (Boqué et al, 2002, p.129

Assim, a validacdo verifica se os requisitos dooah&f pré-estabelecidos para um teste especificienpo
ser cumpridos e se 0 método possui capacidadesdengenho compativel com o que a aplicacéo requer,
sendo, por isso, uma medida essencial a implempataravaliar a qualidade, confiabilidade e co@sda
dos resultados obtidos (Bievre et al, 1998; Bodqus#, €002; Huber, 2007; Thompson et al, 2002).
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No processo de validacao esta implicito que oslestpara determinar os parametros de validacdo séo
realizados com o equipamento dentro das espedfisacfuncionando correctamente, e devidamente
calibrado e controlado. Esses parametros sdo detatas por procedimentos estatisticos e incluem:
exactiddo, precisao, especificidade, sensibilidéidate de deteccdo (LD), limite de quantificacadQy,
linearidade e robustéBievre et al, 1998; Boqué et al, 2002).

A validacdo metodolégica deve ser realizada argasha novo método ser incluido na rotina laboratoria
ou quando um método que ja foi validado sofrerraides. E um processo que envolve quatro fases
importantes: planeamento dos testes; realizacédedtss; avaliagdo dos resultados e documentag&o, q
deve ser continua em todas as fases (Bruce €398; Huber, 2007).

1.2 Parémetros de validacao

1.2.1 ExactiddoA exactidao é definida como o grau de concordaeiee um valor aceite como referéncia,
para uma dada determinacdo, e o valor médio olatigartir de um conjunto de resultados (Bievre gt al
1998; Boqué et al, 2002; Huber, 2007; Thompsot, &082).

Este parametro, afectado por erros sistematic@sjaéado em termos deias, através da analise de
amostras de referéncia. Como estas ndo tém o meiselode rastreabilidade, devem ser escolhidas @ara
finalidade a que 0 método se destina. Assim, atieléacpode ser avaliada pela comparacdo com matdea
referéncia certificados, com métodos de referémecraprogramas interlaboratoriais ou através dedestde
recuperacdo (Bievre et al, 1998; Boqué et al, 2082mpson et al, 2002).

Os materiais de referéncia certificados devem sadas sempre que possivel uma vez que tém o nivel
mais alto de rastreabilidade. Estes materiais s#lodps internacionais, semelhantes as amostrastida, r
com uma incerteza conhecida para um nivel de cugdiastabelecido. Na impossibilidade do uso destes
materiais, outros materiais de referéncia podemusados desde que o analito em questdo tenha sido
minuciosamente estudado (Boqué et al, 2002; Thometal, 2002).

A exactiddo também pode ser avaliada através demétodo de referéncia, que tenha sido previamente
validado e utilizado pelo laboratério. As amostaaser analisadas no método validado e no método em
validacdo devem ser representativas, homogénesidveis (Boqué et al, 2002; Thompson et al, 2002).

Outra forma de avaliar a exactidao € comparar aardub resultados obtidos com a média obtida do
programa interlaboratorial ou ainda por meio dadsst de recuperacéo de quantidades conhecidaslito an
adicionado na matriz da amostra (Boqué et al, 20B68mpson et al, 2002).

1.2.2 Precis&oA precisao de um método é definida como o grauoteardancia entre os varios resultados
de ensaios independentes obtidos sob determinatakicGes, previamente estipuladas, que dependem de
diferentes factores (laboratério, operador, equardm calibracdo, dia em que o resultado foi obtido
(Bievre et al, 1998; Boqué et al, 2002; Huber, 2a0bmpson et al, 2002).

Ao contrario da exactiddo, a precisdo é dependiwrecrros aleatérios e ndo esta relacionada com um
valor de referéncia. Em termos quantitativos, ecerdo com as mudancas nos factores referidos;g@de
obter trés tipos de precisédo: repetibilidade, géxintermédia e reprodutibilidade (Bievre et 80&; Boqué
et al, 2002; Bruce et al, 1998; Huber, 2007).

A repetibilidade é obtida quando uma amostra éisatd varias vezes no laboratério pelo mesmo
operador, num equipamento Unico, durante um perémldempo curto. Se por outro lado, a amostra é
analisada em diferentes laborat6rios, com operaddiferentes e em diferentes equipamentos obtém-se
reprodutibilidade, que transmite maior precisdo wemque ha variacdo de todos os factores quenafens
resultados. A reprodutibilidade é obtida em estudterlaboratoriais, cujo objectivo é verificar para o
mesmo método, os resultados também sao os mesieose(Bt al, 1998; Boqué et al, 2002; Huber, 2007).

A precisédo intermédia, também conhecida como peaisn diferentes corridas, diz respeito a variacdo
de um ou mais factores que podem afectar os rdeslteEsta precisdo € Util por indiciar do tipo de
variabilidade que um laboratério pode esperar essltados, para um determinado método (Boqué et al,
2002; Huber, 2007).

1.2.3 Especificidaded especificidade € definida como a aptiddo do n@tmah medir apenas o analito de
interesse, na presenca de outros analitos intatéereque possam estar presentes na matriz da amostr
Habitualmente este termo esta intercalado com moateselectividade e, por conseguinte, é necessario
estabelecer a diferenca entre os dois: a espédeifiei refere-se a um método que produz uma respasta
um Unico analito, ao passo que a selectividadefseera um método que produz respostas para urdegran
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nimero de analitos que podem ou néo ser distinguide dos outros (Boqué et al, 2002; Bruce et98181
Huber, 2007).

De um modo geral, tanto um termo como o outro awala fiabilidade das medi¢cbes na presenca de
analitos interferentes e geralmente a especifieidadonsiderada 100% de selectividade (Bievre, 49888;
Boqué et al, 2002).

Para avaliar este parametro é estudado o desvi@siokbados obtidos pela analise do analito dedsse
em amostras fortificadas com interferentes espesifie os resultados obtidos com amostras que sipena
contém o analito de interesse. Quando os intetiEsamais comuns ndo sédo conhecidos, a especificiglad
avaliada pela capacidade de medida do analito empam¢do com outros métodos ou técnicas
independentes (Bievre et al, 1998; Boqué et al2R00

1.2.4 SensibilidadeA sensibilidade de um método é a mudanga na sespe um equipamento de medigao
tendo em conta a alteragdo no estimulo que provessa resposta, isto é, corresponde a mudanca na
resposta quando ha alteragdo na concentragdo ditbabe ponto de vista préatico, a sensibilidade é
gradiente de resposta da curva que, num interviad@r, corresponde ao declive da recta de calibragd
(Bievre et al, 1998; Boqué et al, 2002).

1.2.5 Limite de Deteccd@ LD corresponde a menor quantidade ou concenti@gdon analito na amostra
gue é confiadamente diferente de zero, isto é,naecdracdo minima que o método detecta (Bievrd, et a
1998; Boqué et al, 2002; Thompson et al, 2002).

Se 0 objectivo essencial do método é fornecer teeked acima do limite de quantificacdo e apenas é
necessario ter uma estimativa do limite de detecgdi® parametro é estimado como trés vezes oodesvi
padrdao de um branco ou de uma amostra contenddwehde concentracdo de analito baixa (Bievre et al
1998; Boqué et al, 2002).

Apesar de parecer simples obter este parametrprdidemas que dificultam esse processo, tais como
factores operacionais que fazem com que as estasatfio LD sejam tendenciosas, uma vez que os galore
sao muito baixos e na pratica ndo correspondemlidade (Thompson et al, 2002).

1.2.6 Limite de Quantificacd® LQ corresponde a menor quantidade ou concentrdgdon analito que
pode ser quantificado com um nivel aceitavel deipéi®e, normalmente em termos de coeficiente dagé&wi
igual a 10%. Este limite € apenas um valor indicatjue ndo deve ser usado para tomar decisGesnfmis
representa o ponto abaixo do qual a quantificagétpéssivel e as medigdes abaixo desse ponto pseem
adequadas a finalidade (Bievre et al, 1998; Thomgsal, 2002).

1.2.7 Linearidade.A linearidade é definida como a capacidade do noétpdra obter resultados
proporcionais a concentragdo do analito, o queespaonde ao intervalo de concentragdo onde a Jefesilei
do método pode ser considerada como constanteréBatal, 1998; Boqué et al, 2002; Bruce et al8)99

Este parametro é utilizado para todos os métodalétians quantitativos, de modo a determinar a gama
de concentracdes para a qual o método pode seadpliNa extremidade inferior tem-se o limite de
deteccao e de quantificacéo e na extremidade supelimite de linearidade (Bievre et al, 1998; Bécet al,
2002).

1.2.8 RobusteA robustez de um método analitico é definida comamacidade dos resultados se manterem
inalterados quando ha pequenas alterages nopaeumsetros, descrevendo assim, a estabilidade timlmné
(Boqué et al, 2002; Bruce et al, 1998).

Para avaliar este pardmetro séo introduzidas pitagdasnente pequenas alteragdes ao procedimento (ex.
tempo, temperatura) e séo analisados os efeiteaslafteracdes nos resultados (Bievre et al, B&;é et
al, 2002; Bruce et al, 1998; Thompson et al, 2002).

1.3  Oxalato (formacéo, interesse clinico e quarafao analitica)

O método enzimatico de quantificagdo para a detagéo de oxalato na urina utiliza a oxidase doataal
para converter o oxalato em dioxido de carbonoréxpdo de hidrogénio. Este Ultimo reage com a 3iret
benzotiazolinohidrazona (MBTH) e 3-(dimetilamin@jdb benzéico (DMAB) na presenca da peroxidase e é
determinado fotometricamente a 600nm (Berckman®aed, 1988).

A quantidade de oxalato, um produto metabdlicolfigae é excretada na urina (oxaliria) desempenha
um papel importante na supersaturacédo pelo oxdkatoalcio, resultando na formacéo de cristais d@s ap
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crescimento destes, na formacéo de calculos reseislo a hiperoxaldria o factor de risco prima@oapa
nefrolitiase(Hall, 2009; Holmes et al, 2001; Taylor and CurH2007, 2008; Siener et al, 2003)

A maioria do oxalato encontrado na urina derivandetabolismo endégeno de alguns componentes
(glicina, glicolato, vitamina C) e estima-se queauparte variavel seja proveniente da dieta (10-50%)
(Holmes et al, 2001; Taylor and Curhan, 2007, 20@8h situacBes normais, grande parte do oxalato
resultante da dieta liga-se ao célcio no intestielgado, sendo excretado nas fezes como oxalatélde.

O restante, que permanece livre, é absorvido ran@posteriormente excretado na urina (Hall, 2009)

Deste modo, a hiperoxaldria pode ser resultadaudteato da sintese enddgena, do aumento da ingestao
de oxalato ou diminui¢do da ingestéo de célcicainda do aumento da absorgéo pelo tracto gaststiimé
(Hall, 2009; Holmes et al, 2001, Siener et al, 2003

Segunddilson and Liedtk€1991)o oxalato em amostras de urina pré-acidificadasté&vel durante 14
dias armazenados em qualquer uma das temperatumaiente (24°C), refrigerada (4°C) ou congelada (-
20°C). Entre os dias 14 e 190, as amostras quenfonantidas a temperatura ambiente aumentaram
progressivamente 71%. J& as amostras que foraigerefilas apresentam um aumento de 22% entre os 14 e
28 dias e apos esse periodo mantém-se estaveantBur periodo de 190 dias as amostras que foram
congeladas néo sofreram alteracdes (Figura 1).

o118
0.18

014

Mean, mmol/L
-]
]

Fig 5. Stability of urinary oxalate over time at room temperature
(RT), refrigerated (FG), and frozen (FZ), in urine samples from five
nomal volunteers

Figura 1. Estabilidade do oxalato em diferentes temperatusbiente (RT), refrigerada
(FG), congelada (FZ). Esta foto é cortesia[Mlsone Liedtke 1991]

O objectivo do presente trabalho é validar a mdbmgla supra-citada para determinacao do oxalato na
urina.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Tipo de Estudo
Foi realizado um estudo quase-experimental.
2.2  Amostra

Para este estudo foram incluidas 30 amostras da dei 24horas provenientes de utentes internolemes
do Hospital de S&o Jodo no Porto, que deram entrada&rvico de Patologia Clinica, com a solicitagéo
oxalato na urina, no periodo de Abril a Junho dE20

2.3 Procedimento

As amostras de urina de 24horas, os controlos adcdp foram tratados de acordo com o procedimento
descrito na bul®xalate Procedimento N°59( rinity Biotech,Irlanda).
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Os dois auto-analisadores que foram utilizadogmpus AU 540QBeckman CoulterEUA), e o
equipamento de referéncia@obas Mira Plus(Roche,Suica) foram alvo de manutencao, calibracéo e
controlo rotineiros.

2.3.1 Exactiddo.Para determinar a exactiddo foram estudadas 38termpnos dois auto-analisadores. A
andlise das amostras ocorreu em trés dias difsrea@aespondendo a trés corridas de 10 amosiias ca

2.3.2 PrecisaoA preciséo foi avaliada em termos de repetibilidadsn termos de precisdo intermédia. Para

a determinacdo da repetibilidade foram efectua@amddidas da mesma amostra e para a determinagcéo da
precisdo intermédia foram usadas duas amostrapandentes, sujeitas a 2 repetigfes por dia endi@és
diferentes (que diferiram entre si cerca de 20)dRara conservagcdo das amostras, estas foramdametin
refrigeracéo, a 4°C.

2.3.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificag@ara estabelecer o LD foi seleccionada a amostra co
valor mais baixo de oxalato na urina, para sertiggmente analisada 10 vezes. Daqui calculou-salar v
médio e o desvio-padréo (SD), que permitem o cdldalvalor estimado do LD, 3xSD.

Para a determinagdo do LQ fez-se uma diluicdo deamostra de modo a que concentragdo se situasse
entre 2 a 5 vezes o LD estimado. Dessa amostridalifizeram-se 10 repetigcdes.

2.3.4 Linearidade e Sensibilidadeara determinar a linearidade foram efectuadasu;@és sucessivas do
padréo, foi tragada a recta e através da sua emdi@icRossivel obter a sensibilidade, que corredpcem
declive da recta.

2.3.5 Especificidade e RobustEstes dois parametros nédo foram exequiveis de saralimdos uma vez que
para a especificidade néo foi possivel obter amesartificadas, nem amostras livres de interféene para
a robustez as condi¢Bes a serem alteradas envatusios adicionais.

2.3 Questdes Eticas

O estudo desenvolvido esta de acordo com a deétade Helsinquia, uma vez que é mantido o anonimato
dos participantes e ndo ha interferéncias no seudstar.

2.4  Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foram usadosoftsvares MS-Exc&12007 e Statistical Package for the Social
Sciences (SPS8) versdo 17.0. Todos os valores de oxalato na wiitidos nos dois analisadores foram
inseridos inicialmente ndS-Exce? 2007 e, posteriormente, divididos de acordo com o pan@mee
validagdo em estudo.

A repetibilidade, o LD e o LQ foram obtidos apéstamento descritivo dos dados M&-Exce? 2007.
Usando oSPSSfoi determinada a exactidao testando-se a igualdadenédias dos resultados obtidos nos
dois analisadores pelo te¢t8tudentpara amostras independentes, com um nivel de is@mifa de 5%. A
precisdo intermédia foi determinada usando a andlis variancia a dois factoresvg-way ANOVA
repeticdes e corridas, e para a linearidade elsktade foi usada a regresséo linear e o coeteiee
correlacao.

3. RESULTADOS
3.1 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacdo

Os LD e LQ foram determinados com base no desvibdoados resultados obtidos no analisador em
validacdo, sendo 0,98 e 0,79 mg/L, respectivamente.

3.2 Exactiddo

O testet-Studentusado para determinar a exactiddo depende da hogidgde de variancias obtidas pelos
resultados dos dois analisadores, que é verifipattatesteF de LeveneAssim, da analise dos resultados
obtidos para este teste, o valorg€0,733) é superior ao valor do nivel de signifeiarestabelecido, pelo
que é assumida a igualdade de variancias.

No testet-Studenfpara amostras independentes, usado para deteamigaaldade das médias, obteve-se
um valor dgp=0,713 para o nivel de significancia estabelecidadoo 1).
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Quadro 1. Resultados do Estudo da Exactidao

Teste delevene Testet-Student
F p t Graus de liberdade p (bilateral)
0,117 0,733 -0,369 58 0,713

3.3 Precisao

Para este parametro, em termos de repetibilidad®laulo do coeficiente de variacdo foi de 3,8%. A
precisdo intermédia foi avaliada entre repeticdesradas obtendo-se os valoresplque se encontram no
quadro 2, de onde se pode verificar que dentro adegdas ndo existem diferencas estatisticamente
significativas e entre as varias repeticdes existiéenencas significativas nos resultados.

Quadro 2. Resultados do Estudo da Precisao

Analise de varianciatwo-way ANOVA

Repeticdes Corridas
F Graus de liberdadg p F Graus de liberdadsd p
383,041 1 0,032 0,705 2 0,587

3.4 Linearidade e Sensibilidade

Para a linearidade a andlise de regresséo lineaord#grou um coeficiente de correlagcdo e coeficielete
determinacéo igual a 1 (quadro 3). No gréfico & egpressa a equacao da recta, y=0,0059% da qual se
verifica uma sensibilidade igual a 0,0059 unidadeslensidade Optica por cada unidade de concéatrag
que corresponde a 0,6%.

Quadro 3. Resultados do Estudo da Linearidade

R R? R?ajustado Desvio padréo da estimativa
1,000 1,000 1,000 0,00242
Linearidade
0,60

0,50 y = 0,0059x - 5E-06 &

0,40
0,30 /
0,20

0,10 /

0,00 &9/

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Densidade 6ptica

Concentragao Oxalato

Gréfico 1. Recta de linearidade.

4. DISCUSSAO

Os parametros de validacdo determinados ao longestlado foram: LD, LQ, exactiddo, preciséo,
linearidade e sensibilidade.
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Os valores de LD e LQ foram de 0,98 e 0,79 mg/kpeetivamente, o que teoricamente ndo deveria
acontecer. No entanto, esta incongruéncia poder-devao pré-tratamento da amostra que inviabilaou
possibilidade de se cumprir o minimo de 10 medip@esobrenadante de amostra.

Em termos de exactiddo verifica-se que ndo exigtderencas estatisticamente significativas, pois o
valor p obtido foi superior ao nivel de significancia eéstecido, pelo que o método é considerado exacto.

Em relagdo a precisdo, em termos de repetibilidadmeficiente de variacdo obtido foi 3,8%. Para a
precisdo intermédia, avaliada dentro das corridéderciou que ndo existiam alteracdes estatistiotane
significativas entre os resultados, facto ndo olagkr entre repetices. Estes resultados podenoiero c
explicacdo subjacente o facto de ndo ter sido yelsskecutar em dias consecutivos o doseamento de
oxalato, nem de, por motivos externos a investigagrem sido congeladas as amostras. Como refere a
literatura os valores de oxalato aumentam cer@2éle quando as amostras sao conservadas a 4°Crjpsr va
dias, o que foi o caso. Se por outro lado, as aasdbrem congeladas ndo sofrem alteragdes, por um
periodo de 190 dias (Wilson and Liedtke, 1991).

Para os parametros linearidade e sensibilidadesfémituada uma recta de calibracdo cuja equagéo foi
y=0,0059x - 8° com coeficientes de correlagéo e de determinagéds a 1.

O coeficiente de correlagdo demonstra que ha umralagdo linear muito forte entre as variaveis e o
coeficiente de determinagdo indica que a relacé® enconcentracdo e a densidade Optica € direatame
proporcional.

No que diz respeito a sensibilidade verificada%g),6esta indica que o método altera 0,0059 uniddées
densidade 6ptica por cada unidade de concentrffi@ntanto este resultado ficou um pouco aquém das
expectativas, uma vez que o numero de determinagébzadas para avaliar este pardmetro foi reduzid

5. CONCLUSAO

A validacdo de um método analitico corresponde apumsesso que visa confirmar que o procedimento
usado para um teste é adequado ao uso pretendrin por esta razdo, uma ferramenta Util para asé@mi
de resultados analiticos fiaveis (Huber, 2007; Tpson et al, 2002).

Num estudo futuro alguns pardmetros devem ser divocorreccdo, nomeadamente, a precisédo
intermédia, cujo nimero de repeticdes deve senrisupe 2 e a sensibilidade devera ser avaliada wais
diluicbes de padrdes, com diferentes concentracdes.

Contudo, este estudo permitiu avaliar os difereptg&metros usados no processo de validacdo e obter
resultados que se pretendiam préximos dos esperBdds-se, portanto, concluir que o0 método se mostr
exacto e linear para a determinacao efectuada.
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