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RESUMO

O mercado nacional e principalmente 0 mercado externo estdo se tornando bastante exigentes
quanto a qualidade dos produtos ofertados ao consumidor, 0 que gera novos desafios para que
os laboratdrios produzam resultados mais adequados a qualidade pretendida. O reconhecimento
da competéncia técnica através da acreditacdo de laboratdrios contribui para a melhoria
continua da qualidade dos servicos prestados a populagéo. Entretanto, para que um laboratério
seja acreditado, € necessaria a inclusdo do calculo das incertezas de medicéo dos resultados de
ensaios, de acordo com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025. Vérios guias para avaliagdo de
estimativas de incertezas encontram-se disponiveis na literatura. Entretanto esses guias
restringem-se apenas a avaliacGes fisico-quimicas ndo abrangendo suficientemente avaliagdes
em outras areas como, por exemplo, poténcias de produtos bioldgicos, vacinas. Portanto, este
estudo visa determinar e mensurar as fontes de incerteza da medicao atribuidas aos resultados
de poténcia das vacinas adsorvida da hepatite B, realizados no INCQS, pela metodologia
padronizada universalmente, descrita no ISO GUM. A hepatite B € uma doenca que causa
depreciacao e/ou faléncia do figado, podendo provocar cirrose e cancer, sendo a vacinagdo uma
importante ferramenta do Estado para o controle efetivo dessa doenca. A vacina da hepatite B
€ ministrada em toda a rede de saude, preferencialmente nas primeiras 24 horas apds o
nascimento para prevenir contaminacgdo vertical. Pode ser ministrada em criangas e adultos e
possui eficacia de 80% a 100% para individuos vacinados com as trés doses. Nos resultados
apresentados neste trabalho, a incerteza de medicdo foi de £ 0,25 pg/mL, o que representa +
1% do valor estimado de poténcia da vacina (22 pg/mL). As principais contribui¢es foram a
repetibilidade das leituras e a temperatura de incubagdo do ensaio imunoenzimatico do tipo
ELISA, in vitro. Incertezas devido as leituras de absorbancia, kit de ELISA e curva de dilui¢cdo
também contribuiram para a incerteza final. Além das contribuicdes, foi estudado e determinado
0 impacto no resultado final de poténcia através de ensaios para constru¢cdo de modelos
matematicos e derivadas parciais das fungdes. O presente estudo podera servir como importante
base e incentivo para futuras avaliacfes de incerteza de medicao da poténcia de outras vacinas
que fazem parte do Programa Nacional de Imunizagdes-PNI, de maneira a contribuir

efetivamente para a melhoria da qualidade das avaliagdes dos mensurando.

Palavras-chaves: 1. Vigilancia Sanitaria. 2. Poténcia de Vacina. 3. Hepatite B.



ABSTRACT

Laboratories are permanently challenged to improve their service quality due to the
increasing demand of the national and, mainly, international market for the product quality
that is offered to the consumers. Accreditation of laboratories and recognition of their
technical competence assures a continuous improvement of quality of the services offered
to the population. However, according to the Standard ABNT NBR ISO/IEC 17025 the
uncertainty measurements standards play a key role on the accreditation process. Although
there is several guidelines available for estimating uncertainty in literature, most are limited
to physics and chemical evaluations, thus lacking information in other areas as biological
products potency assays and vaccines, for example. Therefore, this present study aims to
determine and evaluate the uncertainty measurements sources derived from Absorbed
Hepatitis B vaccine potency assays, conducted at INCQS using ISO GUM global standard
methodology. Because hepatitis B causes important liver failure, likely inducing cirrhosis
and cancer, immunization is a very important Government tool for effective prevention and
control of this disease. The hepatitis B vaccine is given at the public health care network
preferentially within 24h of birth to prevent vertical contamination. It may be given in
children and adults and has has efficiency of 80% to 100% for individuals vaccinated with
three doses. Results presented in this study show a measurement uncertainty of + 0,25
pug/mL, which represents + 1% of the estimated value of the vaccine potency (22 pug/mL).
The repeatability of the readings and the temperature incubation of the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) were the main contributors. Uncertainties due to absorbance
readings, ELISA kit and dilution curve also contributed to the final uncertainty value. In
addition, assays for construction of mathematical models and function partial derivatives
were also performed in order to study and determine the final impact on the vaccine potency.
This present study may be used as an initial model and encourage future evaluations of
measurement uncertainty of other vaccine potency assays of the National Immunization
Program (PNI), effectively contributing for the improvement of the evaluation quality of

the measures.

Keyword: 1. Health Surveillance. 2. Vaccine potency. 3. Hepatitis B.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais

O mercado nacional e, principalmente o mercado externo estdo se tornando cada vez
mais exigentes quanto a qualidade dos produtos ofertados ao consumidor. Considerando que a
qualidade tem se tornado uma palavra chave nos dias atuais, novas tecnologias tém direcionado
novos desafios para o aprimoramento dos laboratérios para que produzam resultados mais
adequados com a qualidade pretendida. (INMETRO, 2010)

O reconhecimento da competéncia técnica através da acreditacdo de laboratdrios
contribui para a melhoria continua da qualidade dos servigos prestados a populacdo. Entretanto,
para que um laboratério que opera atividades de ensaio ou calibracdo seja acreditado, é
necessario que se cumpra todos os requisitos da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, o que
inclui o célculo das incertezas de medicdo dos resultados de ensaios. Neste contexto, a
acreditacdo exerce um papel fundamental na ampla aceitacdo dos resultados, tanto
nacionalmente como internacionalmente, em relacéo aos paises que fazem parte de acordos de
reconhecimento mutuo com organismos equivalentes de outros paises (ABNT, 2005).

Ao tentar compreender o mundo que o rodeia, 0 homem teve que o medir. As distancias
eram medidas em termos de passos, pés, bragos ou polegares. Para medir massas, ele comparava
0s pesos dos corpos. Consequentemente, houve uma grande diversidade de unidades de medida
e suas denominacdes entre diferentes regibes, como também variacdes dos valores dessas
unidades.

Como Ciéncia da Medic¢bes, a Metrologia engloba todos os aspectos tedricos e praticos
de qualquer medicdo, em qualquer area e com qualquer incerteza de medicdo. (INMETRO,
2012a)

Com o desenvolvimento das sociedades, as técnicas e os padroes de medida passaram a
ficar cada vez mais sofisticados. As medidas, antes feitas por comparacao imediata do objeto a
ser medido e um padrdo, isto é, medidas diretas passaram a ser realizadas por processos
indiretos e, em alguns casos, baseadas em teorias bastante complexas. (DIAS, 1998)

O Sistema Internacional de Unidades - Sl € utilizado para a padronizacdo das unidades
de medida, sendo recente se comparado sob o ponto de vista da histdria das ciéncias. E um

sistema primordial para manter justas as relacdes de comércio entre 0 homem e 0 mundo.
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A primeira unidade de medida oficialmente nomeada foi 0 metro, em 17 de abril de
1795, pela Academia de Ciéncias da Franca. O modelo para a definicdo da unidade de massa
foi através da confeccdo de um cilindro padrdo para o peso do quilograma de agua. Em 1876,
foi inaugurado, em Paris, o Bureau Internacional de Pesos e Medidas-BIPM com a missao de
aperfeicoar os padrdes internacionais do metro e do quilograma. O BIPM foi definido em
carater cientifico e permanente para representar os 21 paises membros e guardar os padrdes
internacionais, devendo funcionar sob supervisdo de um Comité Internacional de Pesos e
Medidas - CIPM, composto por 14 membros, um de cada pais. (INMETRO, 2016)

No Brasil, o crescimento econdmico, 0s avangos tecnoldgicos, o aperfeicoamento na
exatiddo e, principalmente, o atendimento as exigéncias do consumidor, motivaram novas
politicas de apoio ao setor produtivo. Diante da necessidade de aperfeicoamento dessas
demandas, o Ministério da Industria e do Comercio-MIC, em 1973, instituiu o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade Industrial, hoje chamado Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia-Inmetro. Composto por Vvarios laboratdrios de
metrologia, 0 Inmetro passou a ser a referéncia no pais, sendo o responsavel por manter e
guardar os padrfes nacionais, assim como pelos mecanismos destinados a melhoria da
qualidade de produtos e servigos. Com isso, a pesquisa cientifica no campo metroldgico passou
a dispor de infraestrutura adequada, ao mesmo tempo em que novos desafios foram surgindo
na area da qualidade, sendo fonte de ganhos de produtividade. A certificacdo tornou-se o
passaporte de acesso aos mercados internacionais, e como nao ha qualidade sem norma técnica
ou exatidao e precisdo na medida, foi necessaria a adaptacdo a este novo ambiente econdmico
e social, cada vez mais influenciado pelas praticas internacionais. (INMETRO, 2016)

O Estado, através da regulamentacdo, desempenha papel fundamental na defesa dos
interesses da sociedade, consolidando uma estrutura industrial cada vez mais efetiva, de modo
a informar e proteger o consumidor, em particular quanto a salde, seguranca e meio ambiente;
propiciar a concorréncia justa; estimular a melhoria continua da qualidade; facilitar o comércio
internacional e fortalecer o mercado interno. (INMETRO, 2016)

Com a globalizagdo, os paises passaram a reconhecer a necessidade da criagdo de
sistemas de normalizacdo, regulamentacdo, metrologia e avaliacdo da conformidade. Quando
se relata o resultado de medicdo de uma grandeza, é extremamente importante que seja dada
alguma indicacdo quantitativa da qualidade do resultado, de forma tal que aqueles que o
utilizam possam avaliar sua confiabilidade. Sem essa indicagdo, um resultado de medigéo é
apenas uma estimativa do valor de uma grandeza especifica (mensurando), e somente esta

completo quando acompanhado de uma incerteza de medicdo, a qual seria a declaracdo da
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confianca do valor medido. E, portanto, necessario que haja um procedimento prontamente
implementado, facilmente compreendido e de aceitacdo geral para caracterizar a qualidade de
um resultado de uma medicao, isto €, para avaliar e expressar sua incerteza. A incerteza indica
a qualidade de uma medida de uma forma quantitativa. Com o passar do tempo, a discussdo
sobre avaliagdo da incerteza de medicdo comecou a ficar importante para as medicoes rotineiras
e, com isso, as normas de sistemas de gestdo passaram a apresentar indicativos sobre a
importancia do tratamento das incertezas de medicdo. (LIMA, 1999).

Muitas analises sdo feitas para assegurar que nao sao ultrapassados valores limites
(tolerancias dos processos). Sem informacdo acerca da incerteza da medigéo pode parecer
facil tomar decisGes, mas tais decisbes podem ser incorretas com consequéncias, por
exemplo: quando se rejeita um produto em vez de aceitd-lo e vice-versa. Um produto,
equipamento ou material é considerado conforme quando o valor encontrado da
caracteristica medida se encontrar dentro dos limites da especificagdo. Como se sabe que
toda medida determinada possui uma incerteza de medicdo (conhecida ou nédo), pode-se
entender o porqué surgem certas ddvidas quando se aprova ou se reprova itens que se
encontram com valores proximos dos limites de conformidade. (ISO, 2013). Conforme
demostrado na figura 1, os pontos pretos representam os valores das medidas e as barras em
torno do valor representa o intervalo da incerteza da respectiva medi¢do. Na prética, ha casos
em que ndo se consegue aprovar ou reprovar valores préximos aos limites de especificacao
sem o conhecimento adequado da incerteza de medicao, no entanto, costuma-se diminuir
esses limites, 0 que gera uma maior seguranca para aprovacdo de produtos. Porém, a
diminuicdo desses limites pode causar prejuizos (se pensarmos no ponto de vista

econdmico), ja que limites mais estreitos necessitam mais recursos para serem atendidos.
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Figura 1 - Andlise de resultados de medicédo (pontos pretos) e suas incertezas (barras) em
comparacdo com limites superior e inferior de especificacdo. Apenas o resultado (a) estaria aprovado, pois

o resultado e sua incerteza estdo completamente dentro dos L.E.

Limite supevior  _ _ _ _ . ___{.__. ___i__.

de especificacdo

Limite inferior
de especificacdo

Fonte: (1SO, 2013)

» Caso (a) — resultado e incerteza dentro dos limites — conformidade atendida

» Caso (d) —resultado e incerteza fora dos limites especificados — conformidade nao
atendida

» Casos (b) e (c) — nem completamente dentro, nem fora — nao se pode ter certeza sobre

a conformidade quando as incertezas de medicdo nédo sdo levadas em consideracéo.

Entdo, a melhor coisa a se fazer € determinar a incerteza da sua medicdo, pois dessa
forma, os limites podem ser diminuidos de forma mais realista e sem 0 emprego de recursos

desnecessarios.

1.2 Aincerteza de medigdo

A Incerteza de Medigdo, no vocabulério Internacional de Metrologia — VIM, é um
parametro associado ao resultado de uma medicdo, que caracteriza a disperséo dos valores
atribuidos a um mensurando. (INMETRO, 2012a)

A determinacédo da incerteza é importante a partir do momento que se diz algo sobre o
qual ndo se tem absoluto conhecimento. Enquanto, resultados obtidos a partir da matematica
ou da fisica tedrica ndo apresentam incertezas, por serem exatos. Esses resultados provém de
definicBes criadas pelo homem; porém quando se obtém resultados oriundos de uma medida,
néo se tem total controle e nem absoluta certeza sobre a natureza do mensurando. (LIMA, 1999)

A metodologia padronizada somente comecou a ser difundida mundialmente, a partir

de 1993. Esse tratamento estatistico chamado incerteza de medi¢do possui uma origem
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desconhecida. E provavel que tenha comegado no inicio do século XIX com Gauss, Laplace e
Bessel, que trabalharam na redacéo e aperfeicoamento do método a partir do qual tornou-se
possivel definir uma distribuicdo de erros em variaveis medidas. (LIMA, 1999)

A analise das distribuicdes dos erros foi tratada historicamente com o uso de
distribuicBes de probabilidade, trabalhando com valor mais provavel de uma grandeza. Essa
metodologia foi convencionalmente chamada de “teoria de erros”. A teoria dos erros representa
a incerteza como erro absoluto ou relativo, proveniente dos erros encontrados em um
experimento. Esse tratamento de incertezas € mais difundido nos meios académicos e é
conhecida como “teoria ortodoxa de erros”. Em uma de suas variadas regras, a incerteza de um
resultado deve ser separada em duas categorias: aleatdria e sistematica. E baseada no fato em
que as incertezas sistematicas e aleatdrias sdo mantidas separadas em todos os calculos, ndo
combinando-as entre si. (LIMA, 1999)

A “teoria aleatoria” se d& justamente pela combinacdo dos erros sistematicos e
aleatdrios, tratando todos como se fossem aleatdrios. E baseada no fato de um resultado poder
ser agrupado em duas categorias, chamada de incerteza tipo A e incerteza tipo B. Ambas
caracterizadas por variancias e aproximacoes destas, suas regras sao preferidas pelos fisicos
pois geralmente os valores sdo mais coerentes para o limite de erro e normalmente menores,
quando comparada com a “teoria ortodoxa de erros”. (LIMA, 1999)

Como ndo existia uma padronizacdo do célculo e as duas abordagens tinham seus
adeptos, havia um desacordo entre pesquisadores e fisicos experimentais em relacdo a melhor
maneira de se calcular a incerteza, além de uma enorme divergéncia tanto na nomenclatura
quanto nos conceitos basicos. Nesse cenario, 0 Comité Internacional de Pesos e Medidas -
CIPM, em 1977, solicitou ao Bureau Internacional de Pesos e Medidas - BIPM (Bureau
Internacional des Poids et Mesures), que estudasse 0 assunto e chegasse a uma recomendacao
que fosse um concenso mundial, pois estavam comecgando a surgir recomendacdes de diversas
organizagOes e a falta de uniformidade entre elas era uma preocupagdo. Com isso, 0 BIPM
enviou um questionario a 31 laboratorios de metrologia nacionais e também alguns especialistas
e organizacOes internacionais aos quais, 21 retornaram com respostas que serviram como dados
iniciais para a realizacdo dos estudos do BIPM. (LIMA, 1999)

Na primeira reunido, realizada em 1980, com especialistas de 11 laboratorios nacionais
de metrologia foi definido que todos os componentes de incerteza poderiam ser caracterizados
através de variancias, ndo sendo de natureza diferente, apenas se distinguindo uma das outras
pelo seu método de avaliacdo. Concluiu-se, também que a incerteza poderia ser obtida

aplicando-se o método para combinagdo de variancias e com isso uma recomendacao
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denominada INC-1 foi publicada em 1980 e enviada ao CIPM, que endossou a recomendagéo
e emitiu a recomendacéo CI1-1981, difundida amplamente. Em 1985, o CIPM solicitou para que
a International Organization for Standartization-1ISO publicasse um documento baseado nos
principios da recomendacdo INC-1. O Grupo de Assessoria Técnica 4 da area de metrologia
Técnical Advisory Group-TAG, foi escolhido pela ISO para transformar a recomendagdo INC-
1 de maneira que melhor atendesse as necessidades da inddstria e do comércio. Esse grupo
composto por especialistas do CIPM, da International Union of Pure and Apllied Chemistry -
IUPAC, da International Union of Pure and Applied Physics-lUPAP e da International
Federation of Clinical Chemistry-IFCC, instituiu um grupo de trabalho chamado WG3 que
contou com especialistas do BIPM, do IEC, da ISO e da OIML. Em 1986, o CIPM reafirmou
as declaracdes pela recomendacéo CI-1986, onde solicitou que o método fosse empregado para
todas as comparagdes internacionais representadas pelo BIPM. Somente em 1993, o documento
ISO/TAG 4/WG3 “Guide to the expression of uncertainty in measurement” foi publicado pela
ISO em nome das sete organizacgOs participantes e passou a ser chamado de “ISO GUM?”,
revisado e publicado em 1995, com versdo brasileira publicada em 1997. Uma nova versdo do
GUM surgiu em 2008 para corrigir alguns problemas da versdo 1995 que teve sua traducao
oficial no Brasil em 2012 por um grupo formado no Inmetro (INMETRO, 2012b).

Na linha do tempo da evolugéo da expressao da incerteza de medicéo foram decorridos
16 anos desde a preocupacdo inicial até a publicacdo do documento oficial em 1993, aceito
internacionalmente. Entretanto, oito anos foram esperados para a finalizacdo do documento,
tempo esse para que todos 0s organismos pudessem analisar e contribuir para sua elaboracao.
(Tabela 1), (LIMA, 1999).

Tabela 1 — Evolucdo da incerteza de medicéo

CIPM solicita ao BIPM estudar a padronizagdo do calculo de incerteza
1 2 reunido do BIPM com a recomendacdo INC-1 sobre as conclusdes
O CIPM endossa a recomendacdo do BIPM com o documento C1-1981
BIPM solicita a ISO que faca um documento detalhado sobre incerteza
O CIPM reafirma das declaragdes com o documento CI-1986
A ISO publica o documento sobre incerteza ISO/TAG 4/WG2 (1ISO GUM)
A 1SO corrige e reimprime o documento ISO/TAG4/WG3 (1ISO GUM)
Primeira versdo Brasileira traduzida oficialmente do GUM
Nova vesdo do ISO GUM com alguma corregdes da versao 1995
Traducdo oficial do 1ISO GUM pelo grupo de trabalho do Inmetro
Fonte: LIMA, 1999 )




1.3 Erros Experimentais

A razdo da regra basica de desconfianca de um resultado experimental diz que para
adquirir confiabilidade, € necessario que a medida seja repetida varias vezes por diferentes
métodos e técnicas, isso se deve a impossibilidade de se conhecer a priori 0S erros
experimentais que estdo associados a uma dada experiéncia. Para contornar esta situacéo, é
comum sobrestimar um erro como garantia porque é menos provavel que outros resultados
posteriores venham contradizé-lo. No entanto, essa timidez indigna pode ser uma seguranca
ilusdria, pois, ao exagerar a estimativa do erro, pode-se estar escondendo uma discrepancia
crucial a qual pode revelar novos fatos fundamentais que estariam perdidos para sempre.

Os erros experimentais podem ser classificados em trés categorias: grosseiros,
sistematicos e aleatdrios, sendo que as categorias de erros sistematicos e aleatérios sdo as
mais frequentes e requerem um estudo cuidadoso das condi¢des experimentais, para que
possam ser detectados (MENDES & ROSARIO, 2005).

1.3.1 Erros grosseiros

Os grosseiros sdo decorrentes de falhas humanas como leitura errbnea de um
instrumento de medida, erro de célculo ou a utilizacdo inadequada de um instrumento ou de
uma técnica de medida. Esses erros sdo normalmente ébvios e os resultados decorrentes
destoam dos demais. Os erros grosseiros sdo também denominados de ilegitimos e podem
ser eliminados refazendo-se as operacOes erradas de forma correta. (MENDES &
ROSARIO, 2005)

1.3.2 Erros sistematicos

Os erros sistematicos sdo associados a um determinado instrumento ou técnica de
medida empregada; a melhor forma de se verificar se um resultado experimental incorre em
erro sistematico é procurar obter esse mesmo resultado utilizando outros equipamentos,
técnicas e mesmo outros operadores. Como o préprio nome diz, sdo erros que aparecem
sistematicamente e, consequentemente, ndo podem ser colocados em evidéncia pela simples

repeticdo de uma medida.
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Alguns erros sisteméticos sdo tdo comuns que é quase uma obrigagdo inspecionar
todo experimento antes de se medir, para evitar que eles ocorram. Exemplos, como 0 ndo
ajuste de zero de um instrumento e a medida da altura de um livro a ser realizada com 0 uso
de uma régua; se essa régua estiver partida na marca de 1,0 cm e este lado da régua for
justaposto a base do livro, o valor medido para a altura do livro sera acrescido de 1,0 cm. Se
esse instrumento for utilizado segundo a mesma técnica, na medida de outras alturas, todos
os valores estardo sistematicamente acrescidos de um erro de 1,0 cm. Outro tipo muito
comum de erro sistematico provem do desajuste do instrumento. Se um termémetro imerso
em agua pura, no ponto de ebuli¢cdo, marcar 102 °C, ele esté desajustado, e se for utilizado
na medicdo de temperaturas, todos os valores medidos estardo sistematicamente errados.

O erro sistematico é uma derivacdo do valor medido e o valor de referéncia, que
neste caso, pode ser um padrdo. E por isso que na maioria das medicdes o primeiro passo é
ter um material de referéncia (idealmente certificado), para que o resultado seja comparado.
O valor da referéncia normalmente é determinado por uma técnica com maior exatidao do
que a técnica que esta sendo utilizada.

O erro sistematico € aquele que admite uma correcdo e o erro aleatdrio ndo pode ser
corrigido, pois esta relacionado a variabilidade da prépria medicdo. O erro aleatério esta
relacionado diretamente com a incerteza, pois tem a ver com a disperséo dos resultados ao
longo de um valor médio que pode ter sido corrigido ou ndo. (MENDES & ROSARIO,
2005)

1.3.3 Erros aleatérios

Os erros aleatorios sdo produzidos por variagdes imprevisiveis, na situacdo
experimental. Os erros aleatorios podem ser de diferentes causas, diretamente pelo operador,
que pode introduzir um erro na leitura de um instrumento ou na sua manipulacdo, ou por
causas externas como vibragfes mecanicas, oscilacfes na tensdo da rede elétrica de
alimentacdo ou devido a prépria oscilacdo do pardmetro a ser medido. Ao contrario dos erros
sistematicos, os erros aleatérios ndo sdo reprodutiveis, e tém igual probabilidade de
aumentar e reduzir o valor da medida. Observa-se que estes erros sdo distribuidos segundo
uma lei empirica relativamente simples. 1sso torna possivel o uso de métodos estatisticos no
tratamento desses erros. Exemplo comum de erro aleatério decorre do reflexo humano: ao

se tentar medir um intervalo de tempo de um determinado fenbmeno repetitivo, com um
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cronbmetro, esse erro é ora para mais ora para menos, caso a pessoa esteja sempre tentando
ser a mais exata possivel (MENDES & ROSARIO, 2005).

1.3.4 Fontes de Incertezas

Em toda e qualquer medicdo existem fendmenos que afetam o valor do mensurando

e as origens desses fendmenos séo conhecidas como fontes de incerteza.

A 1SO 14253-2, descreve fonte de incerteza como a caracteristica que afeta o resultado

de uma medicao (ISO, 2011). Ja, o documento EA-4/2 M:2013, descreve como os fenbmenos

que contribuem para a incerteza e, assim, para o fato do resultado de uma medicdo ndo ser

caracterizada por um unico valor, ou seja, contribuem para a variabilidade dos resultados que

podem vir de diferentes possiveis fontes em uma medicdo, tais como:

Definicdo incompleta do mensurando;

Realizagdo imperfeita da definicdo do mensurando (coeficiente de expansao
térmica, condutividade, envelhecimento, pureza, tensdo interna, etc.);
Amostragem ndo representativa - a amostra medida pode ndo representar o
mensurando definido;

Efeitos inadequadamente conhecidos de condi¢cBes ambientais ou imperfeitas
medicbes (temperatura, vibracdo, umidade, contaminacdo, iluminacdo, pressao
atmosférica, composicao do ar, fluxo de ar, gravidade, transiente na rede elétrica,
irradiacdo de calor, mensurando, escala, equilibrio térmico, e outros);
Tendéncias pessoais, tais como: formagdo, experiéncia, treinamento,
habilidades fisicas, discernimento, honestidade, dedicacdo, atencdo, e outros;
Resolugéo de instrumento finito;

Valores inexatos dos padrdes de medicdo e materiais de referéncia (estabilidade,
qualidade, coeficiente de expansdo térmica, e outros);

Valores inexatos de constantes e outros parametros obtidos a partir de fontes
externas e utilizados no arredondamento de resultados (erro no comprimento de
onda, histerese, sistema de contato, imperfeicGes geométricas, rigidez, sistema
de indicacdo (software), coeficiente de expansdo térmica, paralaxe, data da
ultima calibracao, caracteristicas da resposta, metodo de interpolacéo, digitacao

e outros);
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e Aproximacdes e suposi¢des incorporadas na medicdo (escolha e controle da
referéncia, arredondamento, algoritmo, implementacéo e correcao do algoritmo,
numero de algarismos significativos nos calculos, interpolacdo/extrapolacéo,
tratamento de erros acidentais, tipo de filtro, e outros);

e Método e procedimento (acondicionamento dos materiais, nUmero de medicdes,
numeros de pontos a medir, sequéncia de medicGes, duracdo das medicOes,
escolha do principio de medicdo, escolha dos equipamentos e operadores,
medicOes por reversdo, redundancia maltipla e outros)

e VariacGes nas observacdes repetidas do mensurando sob aparentemente
condicdes idénticas (aquecimento, interacdo dispositivo mensurando, abertura
Optica e outros).

Algumas dessas fontes citadas acima podem contribuir para a ultima, ou seja, pode haver
uma confusdo achando-se que a fonte é igual quando na verdade seria diferente por ndo serem
necessariamente independente, 0 que ocorre em casos mais complexos onde as interagdes entre
as grandezas de entrada ndo podem ser realisticamente modeladas como sendo completamente
estatisticamente independentes. A forma de quantificar a dependéncia estatistica parcial é
através da estatistica linear parcial utilizando-se a correlacéo linear entre cada par de grandezas
de entrada envolvidas. (EA, 2013), (INMETRO, 2012b)

Dessa forma, todo resultado de medi¢do apresentado por um laboratdrio esté sujeito
a um grande numero de influéncias que de maneira direta ou indireta irdo atribuir valor ao
resultado: ou na forma de erro sistematico ou na forma de incerteza.

O guia internacional para expressdo da incerteza de medicdo, ISO GUM,
considerado um divisor de &guas no campo da metrologia, passou a nortear e difundir
conceitos como rastreabilidade, intercomparacéo, incerteza expandida, graus de liberdade,
probabilidade de abrangéncia, nivel de confianga, dentre outros, em praticamente todas as

areas.

1.4 Guia para expressao da incerteza de medicédo - ISO GUM

O GUM tem sido adotado na maioria dos paises; Africa do Sul, Alemanha, Brasil,
Canada, China, Estados Unidos, Franca, Inglaterra, Italia, Japdo, Russia e Cingapura, como
documento nacional de referéncia, de forma minimizar eventuais dificuldades inerentes ao
assunto. (INMETRO, 2012b), (INMETRO, 1999).
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A metodologia do GUM adota uma abordagem de combinacdo de componentes de
incerteza em duas categorias de acordo com seus valores numéricos estimados: avaliacdo de

incerteza do tipo A e tipo B.

1.4.1 Avaliacéo do tipo A:

E o método de avaliacio da incerteza pela analise estatistica de uma série de
observacdes. (INMETRO, 2012b)

1.4.2 Avaliacéo do tipo B:

E 0 método de avaliacio da incerteza que ndo seja a analise estatistica de uma série de
observacdes. (INMETRO, 2012b)

O propésito de classificacdo da incerteza de Tipo A e Tipo B é de indicar as duas
maneiras diferentes de avaliar as componentes da incerteza e serve apenas para discussdo.A
classificacdo nao se propde a indicar que haja qualquer diferenca na natureza dos componentes
resultando dos dois tipos de avaliacdo. Ambos os tipos de avaliacdo sdo baseados em
distribuicGes de probabilidade e os componentes de incerteza resultantes de cada tipo séo

quantificados por variancias ou desvios padrao.

1.4.3 Incerteza padréo combinada

Uma vez que as contribuicbes associadas com o processo de medi¢do foram
identificadas e quantificadas, é necessario combina-las da mesma maneira a fim de prover um
unico valor de incerteza. Entdo, as incertezas padronizadas individualmente sdo combinadas
para produzir um valor total de incerteza, denominada incerteza padrédo combinada. Esta, por
sua vez, representa um desvio-padrao estimado e caracteriza a dispersao dos valores que podem
ser atribuidos ao mensurando. (INMETRO, 2012b)
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1.4.4 Coeficiente de sensibilidade

A lei da propagacao das incertezas, como descrita no guia, é baseada numa aproximacao
de primeira ordem da série de Taylor, 0 que implica que as derivadas parciais devem ser
avaliadas. Essas derivadas, denominadas coeficiente de sensibilidade, descrevem como a
estimativa de saida varia com alteracfes nos valores das estimativas de entrada. Ao invés de
serem calculados por uma funcdo, os coeficientes de sensibilidade podem ser determinados
experimentalmente medindo a variacdo na grandeza de saida causada por uma variagdo na

grandeza de entrada, enquanto se mantém constantes as outras grandezas. (INMETRO, 2012b)

1.4.5 Fator de abrangéncia

Convém que a incerteza final a ser declarada forneca um intervalo a qual se espera
abranger uma distribuicdo de valores. Para isso, associa-se um “k” (fator de abrangéncia).

O procedimento apropriado para calcular o fator de abrangéncia k, quando as condic6es
do teorema do limite central sdo conhecidas, resume-se na utilizacdo da formula de Welch-
Satterthwaite para determinacéo dos graus de liberdade efetivos que, através da sua projecdo

numa tabela da distribuicdo t de Student, determina-se o fator de abrangéncia k (EA, 2013)

1.4.6 Incerteza Expandida

A incerteza final a ser declarada é a incerteza expandida, que é a multiplicacdo de k pela
incerteza-padrdo combinada a fim de obter-se um nivel de confianca em que encontram-se 0s
valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando. (INMETRO, 2012b)

O método ideal para avaliar e expressar a incerteza de medi¢do de uma medicdo deve
ser passivel de ser aplicado a todas as espécies de medicdo e a todos os tipos de dados de entrada
usados nas medigdes. Entretanto, a grandeza usada para expressar a incerteza deve ser
internamente consistente, ou seja, diretamente derivavel dos componentes que para ela
contribuem e transferivel, para que seja possivel usa-la como um componente na avaliacao de
incerteza de outra medigdo. (INMETRO, 2012b)

O método proposto pelo ISO GUM ¢é baseado na propagacao da incerteza através do

modelo matematico de medicdo. Entretanto, tal método apresenta algumas dificuldades: a
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complexibilidade conceitual e a necessidade de construir um modelo matemético da medig&o.
Além disso, 0 método de propagacao da incerteza requer o atendimento de certas condi¢des: a
linearidade do modelo e a normalidade da distribuicdo da varidvel aleatdria que representa os
valores possiveis do mensurando. Com isso, sua aplicabilidade nao é tdo ampla como seria
desejada. Este método pode ndo ser adequado a resultados em algumas situagdes, como por
exemplo, em medicGes que correspondam a modelos néo lineares ou apresentam grandezas de
influéncia com predominéancia ndo-normal. (DONATELLI & KONRATH, 2005)

1.5 Controle da qualidade de vacinas

A historia contemporanea da politica de imunizacdes no Brasil tem como referéncia o
ano de 1973, com o término da campanha de erradicacdo da variola, iniciada em 1962, e a
criagdo do Programa Nacional de Imunizag¢6es (PNI) que introduziu a aplicacdo dos conceitos
de vigilancia epidemioldgica e estabeleceu mecanismos de avaliagdo do programa. Essas
iniciativas permitiram perceber a construcdo de uma base técnica, politica e institucional que
consolidou-se como importante ferramenta do Estado no controle efetivo de algumas doencas
através da imunizacéo. (TEMPORAO, 2003) (TEIXEIRA; ALMEIDA, 2003)

Atualmente, em termos conceituais, as vacinas sdo definidas como produtos
farmacéuticos que contém um ou mais agentes imunizantes em diversas formas bioldgicas. O
produto final pode conter, além do agente imunizante, componentes originados dos substratos
de producdo, bem como conservantes, estabilizantes e antibi6ticos (OMS, 2000). Apesar dos
processos de producdo e purificacdo terem atingido nos ultimos anos elevado grau de qualidade,
ainda existe a possibilidade de surgirem efeitos indesejaveis, em virtude de serem constituidas
por varios componentes bioldgicos e quimicos (BRASIL, 1998), (OMS, 2000). Com isso,
produtos bioldgicos, tais como produtos derivados ou produzidos a partir de organismos vivos
podem variar suas caracteristicas de um lote para outro. Consequentemente, um minucioso
controle da qualidade na liberacdo de lotes é requerido para garantir que esses produtos sejam
seguros e eficazes. (MELANDRI, 2010)

A expressdo “Controle da qualidade” refere-se as agdes relacionadas com a medicdo de
alguns parametros relacionados a qualidade para avaliar se 0s requisitos estao a ser respeitados
para a finalidade a que se destina. Esses controles da qualidade s&o realizados pelo laboratorio
produtor e pela agéncia regulatéria do pais de origem obedecendo critérios padronizados

estabelecidos pelos compéndios oficiais.



29

Neste contexto, no Brasil, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude —
INCQS, criado em 1981, é o Unico 6rgdo responsavel pelo controle da qualidade de
imunobioldgicos destinados para o uso no Programa Nacional de ImunizacGes — PNI. Dentre
os imunobioldgicos analisados no INCQS, foi selecionada a vacina adsorvida da hepatite B

para a realizagdo deste estudo.

1.6 Hepatite B

A Hepatite B € uma doenca causada pela infec¢do do virus da hepatite B (HBV), um
virus de DNA. As particulas virais produzidas pelo HBV s&o encontradas no soro de individuos
infectados.

A infeccdo pelo HBV afeta principalmente o figado e o periodo de incubacao da hepatite
B ¢ de 90 dias (variando de 60 a 150 dias). O indice de letalidade geral de hepatite B aguda é
de aproximadamente 1%. A hepatite B aguda progride para infec¢éo cronica por HBV em 30%
a 90% das pessoas infectadas, como bebé&s ou criancas pequenas e em <5% das pessoas
infectadas durante a adolescéncia ou na idade adulta. A infeccdo cronica pelo HBV pode
resultar em doenca crénica do figado, incluindo cirrose e cancer de figado (CDC, 2015a)

O HBV é altamente infeccioso e facilmente transmitido através da via sexual,
transfusdes de sangue, procedimentos médicos e odontoldgicos e hemodialises sem as normas
adequadas de biosseguranca; transmissao vertical (mae-filho), contatos intimos domiciliares
(compartilhamento de escova dental e laminas de barbear), através de acidentes pérfuro-
cortantes, compartilhamento de seringas e de material para a realizacdo de tatuagens e
“piercings”. (BRASIL, 2016)

1.6.1 Epidemiologia da hepatite B

A OMS calcula que mais de 240 milhdes de pessoas estdo cronicamente infectadas e em
risco de doenca grave e morte, principalmente em decorréncia da cirrose hepética e do
carcinoma. Cerca de 780.000 pessoas morrem todos os anos devido as consequéncias agudas
ou cronicas da hepatite B (OMS, 2015)

A infeccdo pelo HBV exibe padrdes de alta, média e baixa prevaléncia distribuida
mundialmente e a taxa de incidéncia da doenca no intervalo de 1999 a 2011 sdo mostrados nas

Figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2: Distribuicdo Mundial HBsAg. Mapa mostrando a prevaléncia de infecgdo cronica pelo virus

da hepatite B no mundo.

Prevaléncia da

hepatite B
- Alta +38%
B 1 Aita 5%-75%
B | Baixa 2%-4%
| Baixa<2%
. Semdados

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2015a

Figura 3: Taxa de incidéncia de casos hepatite B (por 100.000 habitantes) segundo a regido de

residéncia por ano de notificacdo. Brasil, 1999 a 2011
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1.6.2 Vacinagéo contra a hepatite B

Em 1981, foi licenciada a primeira vacina contra a hepatite B, que consistiu de HBsAg
purificado a partir do plasma de individuos com infec¢do cronica por HBV. Em 1986, foi
introduzida a vacina contra hepatite B utilizando-se a tecnologia de DNA recombinante que
substituiu a vacina derivada de plasma humano (OMS, 2016)

As vacinas contra a hepatite B estdo indicadas de forma universal para todas as criancas,
adolescentes e adultos pertencentes aos grupos de risco: politransfundidos, pacientes
submetidos a dialise, profissionais da salde, contactantes domiciliares com portador croénico,
parceiro sexual de portador cronico, usuarios de drogas injetaveis, pessoas de vida sexual ativa
e imigrante de areas endémicas (CDC, 2015b)

As vacinas contra a hepatite B tém eficacia de 80% a 100% em prevenir a infeccao
naqueles individuos que recebem o esquema completo de vacinagdo (AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS, 2000) (CDC, 2015c) (WONG, NATH, & SNINSKY, 1985)
Os titulos de anti-HBs considerados protetores sdo superiores a 10 mUl/mL (CDC, 2015c)

Atualmente, no calendario de vacinacdo do Ministério da Saude Brasileiro, existem
vacinas contra hepatite B monovalentes e combinadas com outros antigenos também chamadas

de pentavalentes, como é mostrado no quadro 1. (BRASIL, 2014)
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Quadro 1: Calendario basico de vacinagéo da crianca

Aonascer Dose aonascer

2 meses 1%dose
3 meses
4 meses 23dose
& 5 meses
&
S 6 meses 30dose
9 meses
12 meses
]
15 meses 1 reforeu
(com DTP)
2% reforgo
4anos
(com DTP)
9 anos
10519 3 doses (a
Adolescente 2 dependerda
anos >
situagdo vacinal)
3doses (a
Adulto 2::;9 depender da
situagdo vacinal)
0 3doses{a
Idoso amfs M dependerda
mais
situagdo vacinal)
3 doses (a
Gestante depender da

situagdo vacinal)

Fonte: Portal da Satde — Ministério da Salide (BRASIL, 2014)

O calendario béasico para criancas consiste em vacinar contra hepatite B monovalente
(recombinante) os recém-nascidos, preferencialmente nas primeiras 12 horas. Com a vacina
combinada na pentavalente séo aplicadas mais 3 doses, com intervalo de 60 dias, a partir de 2
meses de idade. Os dois reforcos necessarios séo realizados com a vacina DTP (difteria, tétano
e pértussis) aos 15 meses e com 4 anos. Para adultos, a vacina é aplicada em 3 doses com
intervalo de 1 més entre as doses. (BRASIL, 2014)

1.6.3 Avaliacéo da poténcia para o componente da hepatite B

Conforme a norma os compéndios oficiais do pais (exemplo: Farmacopeia Brasileira),
0 ensaio de poténcia da vacina contra hepatite B recombinante pode ser realizado por métodos

validados, tais como imunoenzimatico (Enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA) ou
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radio-imunoensaio (radio-immunoassay — RIA) usando anticorpos monoclonais especificos
para os epitopos do HBsAg. Deve-se diluir adequadamente a vacina e usar em paralelo uma
vacina de referéncia. O modelo de linhas paralelas pode ser usado para analisar os valores que
devem ser transformados estatisticamente. O ensaio € considerado valido se ndo demonstrar
desvio de linearidade e paralelismo. Kits comerciais para medi¢do in vitro da poténcia do
HBsAg podem ser utilizados. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2016); (FARMACOPEIA
EUROPEIA, 2008)

1.6.4 Método imunoenzimatico do tipo ELISA

O método imunoenzimatico do tipo ELISA € sensivel e especifico, desenhado para
facilitar o estudo de um grande nimero de amostras simultaneamente. O principio basico da
reacdo de um ensaio ELISA estd na propriedade das proteinas (0s anticorpos ou antigenos)
serem facilmente adsorvidos a superficies sélidas como as plésticas ao qual sdo detectaveis
através de reacOes enzimaticas. Assim sendo, a partir do momento que um anticorpo encontra-
se aderido a uma placa de ELISA, podem-se buscar antigenos que se ligam a esse anticorpo. A
separacdo entre 0os compostos que se ligaram e os que estdo livres é feita por sucessivos
processos de lavagens da placa. O resultado de um ensaio do tipo ELISA é uma reacdo
cromogénica detectada pela adicdo de um segundo anticorpo especifico (denominado
conjugado) que detecta os antigenos. Ao adicionar-se o substrato apropriado para a enzima, a
qual é ligada a peroxidase, o resultado pode ser avaliado pela simples observacdo ou por
espectrofotdbmetros especificos, pois os orificios onde ocorreu a reagdo antigeno-anticorpo
apresentam uma coloracdo. (Figura 4). (TIJSSEN, et al.,1993; MARTINEZ et al.,1999).
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Figura 4: Representacdo esquematica do ensaio ELISA tipo sanduiche
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peroxidase

! }
> [

Fonte: (DIASORIN, 2009)

HBsAg

1.6.5 Analise estatistica do resultado

Os valores de absorbancias lidas pelo espectrofotdmetro deverdo ser analisados
estatisticamente de modo a estimar a poténcia da vacina.

O método de anélise estatistica das linhas paralelas é amplamente utilizado na area de
ensaios bioldgicos. Este método consiste na avaliacdo da relagdo dose-resposta, onde a resposta
y depende da dose x de acordo com a relacdo f(y) = ¢i + b . loge (X) + €, onde f € um tipo de
transformacéo, ci é o intercepto da preparacao I, b é a inclinagdo comum e € € um erro estatistico
na sequéncia de uma distribuicdo normal com expectativa 0. Uma vez que a dose exata das
amostras de ensaio ndo é conhecida, as interseces ndo sdo geralmente as mesmas para cada
amostra. A distancia horizontal entre as linhas paralelas obtidas € a correcdo que tem que ser
aplicada a poténcia assumida para encontrar uma estimativa da poténcia verdadeira. (EDQM,
2008)

O modelo das linhas paralelas, conforme ilustrado na Figura 5, é calculado a partir de 2
linhas que relacionam o logaritimo neperiano da dose e a resposta tanto para o padrdo quanto

para a amostra. Os logaritimos das doses séo representados no eixo horizontal. As respostas
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estdo indicadas no eixo vertical. A resposta individual de cada tratamento é indicada com pontos

pretos.
Figura 5 — Grafico relacionando In da dose (x) e a resposta (y) no modelo de linhas

paralelas

Padrao

Amostra

Resposta (y)

In dose (x)

Fonte: (Farmacopéia Européia, 2008)

Para expressar 0s resultados de avalia¢do biol6gica como estimativa da suposta poténcia
para uma amostra, é considerada a expressdo da poténcia verdadeira relativa da amostra em
relacdo ao padrdo. Tal estimativa da suposta poténcia deve ser acompanhada pelos limites de
confianca inferior e superior, ou intervalo que abrange a verdadeira poténcia relativa da

amostra. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)
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2 JUSTIFICATIVA

Como a tendéncia mundial é a aceitacdo de resultados entre os paises, o calculo das
incertezas de medicdo é fundamental para a comparacéo de resultados e consequentemente o
reconhecimento da competéncia técnica, através da acreditacdo de laboratorios.

Varios estudos para avaliacdo de estimativas de incertezas encontram-se disponiveis na
literatura, entretanto esses estudos restringem-se apenas para avaliag@es fisico-quimicas, ndo
abrangendo suficientemente avaliagbes em outras areas, como por exemplo, poténcia de
produtos bioldgicos (vacinas).

Quando se relata um resultado de um ensaio é importante dar alguma indicacdo
quantitativa da qualidade do resultado de forma que aqueles que o utilizam possam avaliar sua
confiabilidade. Os resultados encontrados nas avaliacbes de poténcia das vacinas contra
hepatite B analisadas no INCQS sdo aprovados com base nos valores de referéncia fornecidos
em especificacdes ou normas oficiais, que ndo levam em consideracao a incerteza das medicdes.
Portanto, o presente estudo prop0e a aplicacdo da incerteza de medicao nas analises de poténcia
da vacina adsorvida da hepatite B para que as influéncias nos resultados sejam estabelecidas,
de forma realista e futuramente possa ser incluida em normas oficiais, seguindo uma tendéncia
internacional.

Para isso, é necessario que exista um procedimento padréo que seja de pronta aplicacéo,
facil compreensdo e que possa avaliar e expressar a incerteza de medicéo, caracterizando assim,

a qualidade do resultado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar e mensurar as fontes de incerteza da medicao atribuidas aos resultados de

poténcia das vacinas adsorvida da hepatite B, realizado no INCQS.

Obijetivos especificos

e Analisar metodologia do ensaio de poténcia da hepatite B para identificar as possiveis

fontes de incerteza;

e Mensurar a dimensdo de cada componente de incerteza identificado;

e Modelar matematicamente o ensaio de poténcia da vacina;

e Calcular a incerteza de medicdo para os ensaios de poténcia da vacina utilizando

planilhas eletrénicas;

e Analisar os resultados obtidos para conhecer o nivel de influéncia de cada fonte e a

correlacdo entre elas;

e Selecionar as fontes de influéncia no resultado do ensaio;

e Padronizar o célculo da incerteza de medicdo para o ensaio da vacina contra hepatite
B.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de vacinas adsorvida de hepatite B

Amostras de lotes de vacinas adsorvidas de hepatite B, monovalentes, adquiridas pelo
Ministério da Salde e enviadas para o controle da qualidade, no INCQS.

As amostras selecionadas foram codificadas como amostras do produtor A. Um total de

2 amostras (4196/13 e 4461/14), armazenadas de 2 °C a 8 °C foram selecionadas para o estudo.

A amostra de vacina de referéncia utilizada foi a 4196/13, contendo 21ug/mL, eleita

no laboratdrio para uso na rotina em janeiro de 2014.

4.2 Avaliacdo da poténcia da vacina adsorvida de hepatite B pelo método in vitro

Para a avaliacdo da poténcia das amostras foram realizados ensaios imunoenzimaticos
do tipo ELISA. Para tanto, foi selecionado o kit comercial (Murex HBsAg versdo 3 —
laboratdrio DiaSorin para detec¢cdo do antigeno de superficie da hepatite B, HBsAg, atraves da

metodologia in vitro.

4.2.1 Instrumentos/Equipamentos utilizados no ensaio

a) Balanca Mettler Toledo modelo PG2002S com resolu¢édo 0,01g;

b) Micropipeta Eppendorf de 10pL a 100pL;

c) Micropipeta Eppendorf de 200uL a 1000pL;

d) Micropipeta Brand de 500uL a 5000uL;

e) Estufa Revco Habitat, modelo 3500, faixa de variacdo: 5° C acima da temperatura
ambiente até 60°C;

f) Termdmetro digital, resolucdo 0,1° C, faixa de variacdo de -50 a 70° C, marca
Incoterm;

g) Lavador de placas, marca Biotek, modelo ELX50;

h) Leitor de microplacas (96 pogos), Biotek, modelo: ELX800, faixa de variacéo: 400

nm a 750 nm.



39

4.2,2 Método in vitro — Ensaio Imunoenzimético do tipo ELISA — kit Murex (metodologia
padréo do laboratorio)

A metodologia padrao do ensaio in vitro do laboratério consiste no uso de amostras de
vacina de hepatite B em analise e de referéncia, apds o processo de dissociacdo do hidréxido
de aluminio, usando o kit Murex, na temperatura de 37° C, e diluente na concentragdo de 0,2%
de BSA/PBS.

Para tanto, foram adicionados 300 uL de solucdo de pré-tratamento (Diethanolamine,
triton X e PBS), a 300uL da vacina para a retirada do hidroxido. Apos, foi homogeneizado e
incubado em temperatura ambiente, aproximadamente por trinta minutos; centrifugado
aproximadamente por 1 minuto a 231 x g para precipitar o hidroxido de aluminio dissociado e
0s sobrenadantes retirados para a realizacao das diluicdes das vacinas.

Resumidamente a metodologia de ensaio consiste em adicionar 100uL do sobrenadante
em 900 uL do diluente da amostra para obter uma solugdo de 1ug/mL, adicionar 20uL da
solugéo de 1ug/ mL em 980 uL de diluente da amostra para obter uma solucdo de 20ng/mL e

seguir os quadros 2 e 3 de diluicdes abaixo:

Quadro 2 - Dilui¢des da vacina de referéncia interna (em triplicata):

Concentracdo da Diluicies VVolume em uL da Volume em uL do
vacina (ng/mL) ¢ solucédo de 20 ng/mL | diluente a ser adicionado
0,25 1:80000 (1/80 x 1/1000) 12,5 987,5
0,5 1:40000 (1/40 x 1/1000) 25 975
1,0 1:20000 (1/20 x 1/1000) 50 950
15 1:13333(1/13,3 x 1/1000) 75 925

Quadro 3 - Dilui¢des da vacina em analise (em triplicata):

Concentracdo da o Volume em pL da Volume em uL do
_ DiluicGes ) -
vacina (ng/mL) solucdo de 20 ng/mL | diluente a ser adicionado
0,25 1:80000 (1/80 x 1/1000) 12,5 987,5
0,5 1:40000 (1/40 x 1/1000) 25 975
1,0 1:20000 (1/20 x 1/1000) 50 950
1,5 1:13333 (1/13,3 x 1/1000) 75 925
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Ap0s realizacdo das diluicdes conforme os quadros 2 e 3, adicionar 100 pL do controle
negativo nos pogos Az, B1 e Ei, da placa de 96 pogos recoberta com anticorpos monoclonal
conforme descrito na bula de procedimento do kit murex. Nos pogos C; e D1, 100 pL do
controle positivo e em cada um dos pocos seguintes 100 puL das amostras diluidas. Cobrir a
placa e incubar por 60 minutos a 37° C. Ao término do periodo de incubagdo, adicionar 50 pL
do conjugado (anticorpo de cabra para HBsAg marcado com peroxidase de rdbano), em cada
poco e agitar a placa por 10 segundos manualmente. Cobrir a placa e incubar por 30 minutos a
37° C. No final do periodo de incubacéo, lavar a placa 5 vezes com a solucdo de lavagem. Apds
completar a lavagem, inverter a placa para retirada de toda a solucdo de lavagem. Adicionar
100 pL de solucdo de substrato (tetrametilbenzidina 3,3°,5,5 e peréxido de hidrogénio), em
cada poco. Cobrir e incubar por 30 minutos a 37° C. Parar a reacdo com a adi¢do de 50 pL de
acido sulfarico 2 M em cada um dos pocos. Proceder a leitura das absorbancias através da
leitora de microplacas (Biotek, modelo ELX 800), utilizando-se o filtro de 450 nm. Avaliar 0s
resultados de absorbéancias das dilui¢cGes da vacina de referéncia interna e da vacina em analise
(INCQS, 2015), através da aplicacdo da metodologia estatistica de linhas paralelas, descrita nas
equacoes (1), (2) e (3) da Farmacopeia Europeia, 8.7 (capitulo 5.3), para avalia¢do da poténcia

relacionadas abaixo:
Poténcia =CM (1)

Onde:

SSreg

C = ————
SSreg—s?t?

(2)

SS reg = soma dos quadrados da regressdo linear
s = erro residual

t = fator de abrangéncia da distribuicdo normal com 95% de confianga

_PT_PS
M==5 (3)

Pt = Somatério total da preparacdo T (amostra)
Ps = Somatorio total da preparacao S (referéncia)
b = é ainclinagdo comum entre as retas

d = nimero de dilui¢des
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b — HL(L5+LT+"') (4)
Inh

H. = Variacéo total dos tratamentos

Ls = Contraste linear da referéncia S

Lt = Contraste linear da amostra T

| é 0 L (logaritmo neperiano) da relacéo entre as doses adjacentes de cada preparagao
n é o numero de réplicas,

h é o nUmero de preparagdes

Para o calculo de M e C, as equacOes de regressdo linear descritas abaixo, sdo

necessarias:

Tabela 2 - Férmula para ensaio de linhas paralelas com “d” doses de cada preparagao

Padréo (s) 1° amostra teste
Média da dose resposta mais baixa S1 T1
Média da resposta da 22 dose Sz T2
Média da dose resposta mais alta Sq Ty
Total da Preparacéo Ps=S1+S2+ ...+ Sq4 Pr=Ti+T2+..+Tyq
Contraste Linear Ls =1S;1 +2S + ...+ Lt =1T1 + 2T + ... +
dS¢ — %(d+1)Ps dTq — %(d+1)Pr

Tabela 3 - Formulas adicionais para construcdo da andlise de variancias
He = n/d HL = 12n / (d3-d) K =n (Ps+P1)2/ hd

Tabela 4 - Formula para calculo da soma dos quadrados e graus de liberdade

Fonte de variagio Graus de Soma dos Quadrados
Liberdade (f)
Preparagdes h-1 SSprep = Hp(P¢ +PF) — K
Regressao Linear 1 1
d SSreg = EHL(LS + Lp)?
Nao paralelismo h-1 SSpar = Hy (L + L%) — SSyeq
Na&o linearidade (*) h(d-2) SSiin = SStrat — SSprep — SSreg — SSpar

Tratamentos hd - 1 SStrat =N (SE+ -+ S5+TZ++T2 —k
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(*) Néo calculado para ensaio de duas doses

Tabela 5 — Férmula para célculo do erro residual

Fontes de variacéo Graus de liberdade Soma dos quadrados

Erro residual hd (n-1) SSres = SS tot — SS trat

TOta| nhd = 1 SStOt — Z(y _ )—/)2
Onde:

n é o numero de réplicas,
h é o numero de preparagdes
d é o nimero de dose

Baseado em estudos de variabilidade observados em estudos, pode-se esperar uma
poténcia estimada com valores entre 80% e 140% da poténcia rotulada com 95% de confianca.
(PHAMEUROPA, 1997) (OMS, 2010)

4.3 Selecdo das fontes de incerteza do ensaio

Apbs estudo do ensaio e avaliacdo (experiéncia dos operadores) das possiveis

interferéncias nos resultados, seguem as incertezas do tipo B selecionadas (figura 6):

Figura 6 - Fontes de incerteza selecionadas para estudo

Temperatura Concentracéo Diluicao das vacinas (Dose)
de diluente

Balao
S —> Tipo B Volumétrico
Tipo A ¢ Balanga &
> Poténcia
Coef |Irm/ Hg/mL
‘ Coef angular, b
Curva de diluicdo

Kit para ensaio tipo ELISA  Leitura de absorbancia

Fonte: elaborado pelo autor

Para que cada contribuicdo possa fazer parte do calculo da incerteza de medigéo é

necessario conhecer o quanto cada fonte impacta no resultado da medic¢do. Desse modo, um
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planejamento de experimento foi elaborado para determinar quais ensaios precisariam ser
realizados de forma que pudéssemos conhecer os impactos das grandezas de entrada no

mensurando.

4.3.1 Avaliacdo das influéncias das incertezas do tipo B: temperatura de incubagéo e

concentracao de diluente

Para avaliar o impacto da temperatura e do diluente da vacina no mensurando (poténcia)
foram realizados 2 ensaios, com oito diferentes condi¢des, para cada amostra selecionada, no

total de dezessete ensaios, conforme a tabela 6.

Tabela 6 - Condicdes de ensaio

Concentracéo de
) ) Temperatura da
Condicéo Diluente
estufa (°C)
(%BSA/PBS)
1 0,1 34
2 0,3 34
3 0,1 40
4 0,3 40
5 0,2 37
6 0,2 40
7 0,1 37
8 0,3 37
9 0,2 34

4.3.2 Avaliacdo das influéncias das incertezas do tipo B: uso de kit comercial para o
ELISA

A bula do kit selecionado para o estudo ndo contém informacao sobre a incerteza. Dessa
maneira, a incerteza do kit foi estimada com base no estudo apresentado no Guia de validacéo
da World Organization for Animal Health—OIE, com algumas adaptag0es. Foram realizadas 10
medicdes do controle positivo e calculado o desvio-padrdo. A incerteza é obtida pela divisao

do desvio-padrédo pelo nimero de medidas (OIE, 2014). Os controles positivo e negativo do
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ensaio séo reagentes que acompanham o kit comercial e sdo usados para validagdo interna do
ensaio (DIASORIN, 2009).

4.3.3 Avaliacdo das influéncias das incertezas do tipo B: Dilui¢do da vacina em anélise e
da referéncia, Curva de diluicéo e Leituras das absorbancias

N&o foi necessario a realizacdo de ensaio para essas fontes de incerteza do tipo B.
4.4 Determinacdo do modelo matematico do ensaio

Para determinacdo do modelo matematico do ensaio foi utilizada a metodologia de
planejamento de experimentos para obtencdo de relacdo estatistica com menor custo, ou seja,
otimizagdo do nimero de ensaios realizados, conforme mostrados na tabela 6.

A anélise fatorial dos resultados foi usada para determinacdo dos coeficientes da
equacdo, onde Y sera a poténcia estimada da vacina, BO é o intercepto da curva (valor da
poténcia em condi¢des normais de ensaio), B1 é o quanto o diluente interfere na poténcia final,
B2 é quanto a temperatura ¥ = ,ﬁu + .ﬁlxl + .EEIE + .ﬁlz X1X,tHE influencia na
poténcia final e B12 é quanto as duas

variaveis juntas influenciam o valor final.
Formula:
()
4.5 Metodologias de calculo da incerteza de medi¢ao baseada no ISO GUM

A metodologia de célculo usada segundo o0 ISO GUM resume-se na expressao geral da

incerteza de medicdo, através da formula:

Oy
U=k -2 u‘(x
> 00U

Onde:

U = Incerteza de Medicdo Expandida
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k = Fator de Abrangéncia

oy

P Ci = Derivada parcial da fungdo y (y=f (X1, X2, ..., Xi), em relacdo a grandeza
X

de entrada Xxi.

U (Xi) = Incerteza-padréo da grandeza de entrada estimada Xi.

Para calcular a incerteza-padrdo da grandeza de entrada estimada X; foi necessario

avaliarmos:

4.5.1 Incerteza tipo A

Para obtermos a incerteza tipo A foi necessario a avaliacdo do desvio-padrdo amostral
(s):

_ Z?:1(xi_f)2
5= (n-1) (7)

onde:
n — namero de leituras.
Xi —namero da iésima leitura (variante da equacao)

x— média aritmética das leituras do mensurando

Com o valor do desvio-padréo, calculamos a incerteza do tipo A (ua).

Hn ®)

4.5.2 Incerteza tipo B

As incertezas do tipo B avaliadas foram todas as mencionadas no item 4.2. Onde, para
obtermos a incerteza padrao da grandeza de entrada estimada xi, houve a necessidade de dividir
a incerteza pelo divisor da distribuicdo a qual ela pertence. Onde, o divisor seré o valor do fator

de abrangéncia encontrado.
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4.5.3 Incerteza Combinada

As contribuigdes de incerteza foram combinadas na mesma unidade e com 0 mesmo
nivel de confianca de 95,45% e cada estimativa de incerteza de entrada padronizada foi

multiplicada pelo seu coeficiente de sensibilidade, conforme equacao:

Uc=

Shout)l =3w ) g

onde:
of
Ci= 8_x, u(xi)
O coeficiente de sensibilidade descreve o quanto a estimativa de saida y é
influenciada por variagGes da estimativa de entrada x;. Ele foi calculado a partir da derivada
da funcdo modelo, (equacdo acima), e usando métodos numeéricos, isto é, calculando a

mudanca na estimativa de saida y devido a uma mudanca na estimativa de entrada Xi.

4.5.4 Valor do fator de abrangéncia (k)

Para se determinar o coeficiente de abrangéncia (k), calculamos o nimero efetivo de
graus de liberdade (nefr), obtido através da formula de “Welch-Satterhwaite”, que aproxima,
por combinacdo apropriada, os graus de liberdade das diferentes contribui¢Ges da incerteza-
padrdo combinada. Com ele determinamos o fator numérico utilizado como um
multiplicador da incerteza-padrdo combinada de modo a obter uma incerteza expandida
(EA, 2013)

Ap0s o calculo do numero efetivo de graus liberdade, encontramos o valor de k na

tabela “t de Student”.
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Lo w®) ()
7o) Xuk)-c,)

2

AV =1 V;

(10)

4.5.5 Incerteza expandida

A incerteza expandida foi obtida através da formula:

U—ku®) (11)

4.6 Analise gréafica das contribuicbes (balango das incertezas)

Através dos graficos € possivel visualizar as contribui¢cGes mais relevantes e que mais
impactam no resultado final. Portanto, foi utilizado o modelo de grafico de pizza para

demonstrar os efeitos de cada componente de incerteza.

4.7 Metodologia padréo para calculo da incerteza de medicdo do ensaio de poténcia da

vacina da hepatite B

Para o desenvolvimento da metodologia padrdo foi construida uma planilha de Excel

para os célculos da poténcia, seguindo as equacdes (1), (2) e (3), e da incerteza de medicao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Método in vitro— Ensaio Imunoenzimatico do tipo ELISA — kit Murex (metodologia

padrao do laboratorio)

A poténcia da amostra 4461/14, foi avaliada em dois momentos; no primeiro momento,
a anélise foi feita com o uso da vacina de referéncia 4196/13, e o resultado obtido de foi de 22
pg/mL (Quadro 5).

No segundo momento, os valores de absorbancias obtidos para cada amostra (4461/14
e 4196/13), no primeiro momento, foram usados como valores de referéncia para a avaliacdo
das poténcias das amostras usando os diferentes parametros (concentracdo do diluente
PBS/BSA e temperatura) conforme resultados apresentados nos Quadros 4, 5 e 6.

O valor de poténcia rotulado indica 20 pg/mL de antigeno de superficie da hepatite B
(HBsAgQ). Por se tratar de produto biolégico, os resultados de poténcia encontrados para as
amostras 4196/13 e 4461/14 estdo de acordo com a variabilidade esperada. Essa observagéo
estd compativel com os dados encontrados na literatura pertinente, onde cada lote do mesmo
produto pode ter diferentes poténcias (PHARMEUROPA, 1997).

5.2 Método padrao modificado para avaliacao das influéncias das incertezas do tipo B:
temperatura de incubacdo (34 © C, 37 ° C e 40° C) e concentracfes de diluente
(0,1%; 0,2% € 0,3%)

No quadro 4 estdo apresentados os resultados de poténcia da média de seis ensaios
realizados a temperatura incubacdo de 34° C e concentracGes variadas de diluente PBS/BSA
(0,1; 0,2 e 0,3 %). Os resultados encontrados para as amostras analisadas (4196/13 e 4461/14),
simultaneamente foram mais baixos para as concentracoes 0,1% e 0,3% de BSA.

Quadro 4 - Valores de poténcias com 34°C

Temperatura de Concentragéo de Amostra Amostra
incubacéo Diluente 4196 4461
(°C) (%) Pot (ug/mL) | Pot (ug/mL)
34 0,1 15 15
34 0,2 19 19
34 0,3 16 16

Fonte: elaborado pelo autor
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No quadro 5 estdo apresentados os resultados de poténcia da média de seis ensaios
realizados a temperatura incubacdo de 37° C e concentracdes variadas de diluente PBS/BSA
(0,1; 0,2 e 0,3 %). Os resultados encontrados para as amostras analisadas (4196/13 e 4461/14),
simultaneamente ndo apresentaram alteragGes consideraveis para a amostra 4461/14, entretanto,
para a amostras 4196/13 , apresentou queda nos valores de poténcia nas concentracdes 0,1% e
0,3% de BSA.

Quadro 5 - Valores de Poténcias com 37°C

Temperatura de Concentragéo de Amostra Amostra
incubacéo Diluente 4196 4461
(°C) (%) Pot (ug/mL) | Pot (ug/mL)
37 0,1 19 22
37 0,2 21 22
37 0,3 19 23

Fonte: elaborado pelo autor

No quadro 6 estdo apresentados a média de cinco resultados de poténcia dos ensaios
realizados a temperatura incubacdo de 40° C e concentracdes variadas de diluente PBS/BSA
(0,1; 0,2 e 0,3%). Os resultados encontrados para as amostras analisadas (4196/13 e 4461/14),
simultaneamente apresentou queda de resultado de poténcia para a amostra 4196/13 na
concentracdo de 0,1% de BSA e para a amostra 4461/14, a queda no resultado de poténcia foi
para a concentracdes de 0,3%. Valores de poténcia mais elevados foram encontrados para a
concentracédo de 0,1% e 0,2% de BSA.

Apesar dos resultados encontrados para a amostra 4196/13 a temperatura a 40°C estarem
préximos aos resultados obtidos com a mesma amostra quando usamos com a temperatura de
37°C, ndo foi considerado valido devido ao fato de que a temperatura de uso recomendado na
bula do kit é 37°C.

Quadro 6 - Valores de poténcia com 40°C

Temperatura de Concentracéo de Amostra Amostra
incubacéo Diluente 4196 4461
(°C) (%) Pot (ug/mL) | Pot (ug/mL)
40 0,1 20 24
40 0,2 21 24
40 0,3 22 20

Fonte: elaborado pelo autor
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Os resultados encontrados para as diferentes temperaturas selecionadas para o estudo
(quadros, 4, 5 e 6), mostraram oscilacées nos resultados de poténcia nas amostras analisadas. E
conhecido que muitos fatores podem influenciar as interagdes entre antigeno e anticorpo porque
as ligacbes quimicas sdo baseadas em forcas eletrostaticas. Essas interacdes podem ser
consideradas ligagdes forte ou fracas dependendo do modelo das moléculas envolvidas na busca
pelo melhor equilibrio entre as forcas. (NICESIO, 2013) Dentre os tipos de interacdes podemos
citar as de Van der Waals, hidrogénio e hidrofobica. Essas forcas possuem importancia primaria
nas interacdes do determinante antigénico (epitopo), e a regido do anticorpo que se liga ao
antigeno (paratopo). Os anticorpos sdo divididos em dois tipos conhecidos por “quentes” e
frios” em relag¢@o a questdo térmica da reacdo antigeno-anticorpo. Entretanto, a probabilidade
térmica depende da natureza quimica de ambos epitopo e paratopo ou melhor, os tipos de
ligacGes envolvidas. As ligacBes de hidrogénio sdo exotérmicas e sdo mais estaveis em baixas
temperaturas. Por outro lado, a forca da ligacdo hidrofébica aumenta com a temperatura.
Portanto, incubacdo estaciondria, por basear-se na difusdo de moléculas, é dependente da
temperatura. (REVEBERI, REVEBERI, 2007)

Estudos demonstram que a vacina contra a hepatite B (HB) € estavel durante até quatro
anos a temperaturas de 2°C a 8°C, durante meses a 20°C a 25°C, durante semanas a 37°C e
durante dias a 45°C. Tal como acontece com outras vacinas adsorvidas em sais de aluminio, o
congelamento da vacina HB pode causar uma reducdo significativa da poténcia. O ponto de
congelamento da vacina HB é de cerca de -0,5°C (OMS, 1998) (CARVALHO, 2014). Baseado
nessa informacéo, o fato de a poténcia aumentar ou diminuir ndo se deve ao produto, ja que o
mesmo fica submetido no méaximo 1 hora a uma temperatura de 40°C, o que ndo seria suficiente
para alterar sua poténcia. No entanto, o kit comercial foi desenvolvido para ser incubado a uma
temperatura de 37°C. (DIASORIN, 2009) Dessa forma, quando a temperatura de incubacéo
passa para 34°C ou 40°C, as reacdes bioquimicas provavelmente sofrem alterac6es ocasionando
interferéncias no complexo de ligacdo antigeno-anticorpo. (CROWTHER, 1995)

O revestimento da superficie interna da placa de ELISA com o antigeno, pelo menos
no plano tedrico, ndo é absoluto e, portanto, algumas regides permanecem livres de ligacéo.
Estes espagos devem ser ocupados com qualquer molécula alheia ao sistema reacional, no
sentido de reduzir ou mesmo evitar a ligacdo inespecifica, ndo imune, de componentes da
amostra, geradores de reacGes indesejaveis que possibilitam falsas interpretaces. A cobertura
destes espacos vazios ¢ chamado de bloqueio. Entre as proteinas mais empregadas nesta etapa

destacam-se a soro albumina bovina (BSA). Pode-se definir as albuminas como sendo
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membros de uma mesma classe de proteinas, responsdveis pelo transporte das mais
variadas moléculas no organismo, sejam elas de carater hidrofébico (&cidos graxos,
bilirrubina, hormdnios e drogas) ou hidrofilico (a propria agua, Ca?*, Na" e K*). (VAN OSS,
1995)

O tampdo fosfato-salino (PBS), acrescido de albumina sérica bovina (BSA) usado como
diluente para as diluigdes das vacinas, foi avaliado em diferentes concentracdes (0,1%, 0,2% e
0,3%). Os resultados obtidos nos quadros 4, 5 e 6, para essas diferentes concentracdes de BSA
apresentaram quedas para ambas concentracdes 0,1% e 0,3%. A inclusdo do BSA na solucéo é
uma estratégia comum para eliminacéo de alguns tipos de interferéncia analitica, com isso,
quando usado em concentracGes diferentes do seu ponto étimo, falsos resultados podem ter
ocorridos. (COSTA, 2011), (KRICKA, 1999)

Os parametros usados como variacdo de temperaturas de 34°C e 40°C e o0 uso das
diferentes concentragdes de BSA, nos ensaios de avaliagdo de poténcias foram realizadas para
conhecer 0s possiveis impactos da temperatura de incubacdo e concentragdo do diluente no

mensurando.
5.3 Modelo Matematico

O Modelo matematico utilizado se baseia no planejamento fatorial completo de duas
varidveis em dois niveis, onde foram variados a temperatura e concentracdo de diluente
conforme os resultados apresentados nos quadros 4, 5 e 6 (amostra 4196/13). Com isso, foi

gerada uma superficie de resposta baseada no seguinte modelo:

5.3.1 Amostra 4196/13

y (4196) = 18,25 + 0,5x; + 2,75x, + 0,5x,x, (12)

Y - trata de poténcia obtida, em pg/mL;

C - Concentragéo de diluente que variou em relagdo aos valores de 0,1 % g/mL (ponto
de minimo), 0,2 % g/mL (ponto medio ou usual representado devidamente no modelo) e 0,3 %
g/mL (ponto de maximo);

T - temperatura de incubagdo da vacina (temperatura indicada pelo termdmetro da
estufa). Neste caso, foram estudadas trés temperaturas 34 °C (ponto de minimo), 37 °C (ponto
médio ou usual representado devidamente no modelo) e 40 °C (ponto de maximo).
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O valor médio de todas as poténcias avaliados durante os dezessete ensaios da amostra
4461 foi de 18,25;

A contribuicdo relacionada ao efeito relacionado a concentracéo de diluente foi de 0,5;

A contribuicéo relacionada ao efeito relacionado a temperatura de incubacéo foi de 2,75;

A contribuicdo relacionada ao efeito combinado da temperatura e concentragéo de
diluente foi de 0,5.

A influéncia dos valores de temperatura € mais significativa para esse ensaio do que a
variagdo na concentragcdo de diluente. Entretanto, um baixo fator de correlagdo entre as
grandezas de influéncia demonstra pouca influéncia de uma grandeza sob a outra.

No modelo matematico obtido, as principais informacdes sdo os efeitos que cada
grandeza de entrada provoca na grandeza de saida.

Para a faixa de condi¢Bes operacionais avaliadas neste estudo, ndo ha uma correlagdo
pronunciada entre a varidvel temperatura e a varidvel concentracdo de diluente. Esse fator de
0,5 mostra que a combinacdo dos efeitos da variacdo da temperatura e da concentracdo de

diluente interfere de forma bem irrisoria sobre a poténcia da vacina.

5.4 Exemplo de Calculo da Incerteza de Medicdo do ensaio de poténcia da vacina
adsorvida da hepatite B - INCQS/FIOCRUZ.

O modelo de calculo usado (1ISO GUM) foi avaliado com os resultados obtidos no ensaio
da amostra da vacina 4461/14, utilizando a amostra 4196/13, como vacina de referéncia.

5.4.1 Incerteza do Tipo A

Para a obtengdo dos valores de incerteza do tipo A foi calculado o desvio padrdo em cada
diluicdo da curva (item 4.1.3.1 — Quadros 2 e 3), tanto para amostra quanto para o padréo. O
desvio padrdo é combinado para ser dividido pelo nimero de graus de liberdade, nesse caso o
namero de medigdes (24) menos 1 unidade (Anexo, 1 — Célculo da poténcia estimada), o desvio
foi de 0,50 abs.

Foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos dados. Para ambas, amostra

e referéncia, os valores de p valor foram maiores que o nivel de significancia (0,05),
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confirmando que ndo ha dados estatisticos que venham a comprovar a ndo normalidade dos
dados.

O resultado mostrado do coeficiente de sensibilidade foi de 0,74 pug/mL/abs obtido a partir da
formula da derivada parcial da absorbancia em relacdo a poténcia, detalhado no item 5.4.4 -
coeficientes de sensibilidade.

O valor da incerteza tipo A conforme demonstrado na tabela 7 (Anexo 2 — Célculo da incerteza

de medicdo), foi de 0,08 pg/mL.

5.4.2 Incerteza do Tipo B

a) Incertezas devido a temperatura de incubagdo medida pelo termémetro

Para a incerteza total da temperatura, duas fontes foram consideradas usando os dados da
amostra referéncia 4196/13: a incerteza devido a variabilidade das leituras (tipo A) e a incerteza
do termbmetro utilizado para realizagdo das leituras, obtidas através do certificado de calibracéo
do instrumento (tipo B). Foram consideradas leituras iniciais (momento inicial do procedimento
de incubacdo da placa de ensaio) e finais (ao término da ultima incubacéo), sendo 5 no ponto
34°C, 6 leituras para o ponto 37°C e 5 no ponto 40°C.

A incerteza obtida pelo desvio padrdo das leituras, dividido pelo nimero de medicdes foi de
0,09 °C, ao qual foi somado quadraticamente com o valor da incerteza do certificado que é
0,1°C divido pelo k=2 para obter um valor de incerteza final de 0,1°C, que pode ser visualizado
no Anexo 2 - Tabela 7.

Neste experimento o coeficiente de sensibilidade-C; foi de 0,6 pg/mL/°C, obtido pelo
coeficiente linear da temperatura x poténcia.

A distribuicdo considerada é a normal por essa contribuicdo representar valores combinados de
dados normais e dados oriundos do certificado de calibracdo, onde uma distribuigéo t de Student

foi atribuida.
b) Incerteza devido a concentracgéo do diluente
Incerteza obtida pela davida na diluicdo do diluente da vacina.

Os certificados dos materiais utilizados para preparo da diluicdo que foram um baldo

volumétrico de 200mL, calibrado pela RBC, com incerteza de 0,4mL, foi utilizado para medir
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o volume do PBS. A balanca utilizada para pesar o0 BSA, também calibrada pela RBC, com
incerteza de 0,02g. Para o preparo de uma concentra¢do de 0,2% de PBS/BSA, foi diluido
aproximadamente 0,04g de BSA em aproximadamente 200mL de PBS. Essas contribuicdes de
incertezas vindas dos certificados de calibracdo dos instrumentos de medicéo utilizados foram
combinadas quadraticamente e multiplicada pelo Ci, onde foi obtido o valor de 0,01 pg/mL, o
qual pode ser observado no (Anexo 2 - Tabela 7).

O coeficiente de sensibilidade dessa grandeza foi obtido pela derivada parcial do diluente em
relacdo a poténcia obtida através da equacdo do modelo matematico determinado
experimentalmente (item 5.2 — modelo matematico).

No item 5.4.4 (coeficiente de sensibilidade) é demonstrado a derivada da equacdo. A

distribuicdo utilizada € a normal, pois os dados sao retirados de certificados de calibracao.

c) Incerteza devido a leitura das absorbancias dos ensaios

A incerteza da leitura de absorbéancias foi calculada a partir do certificado de calibracédo
do leitor de ELISA (espectrofotdmetro) onde a contribuicédo é de 0,012 abs, com k=2. Este valor
foi colocado diretamente na planilha de incertezas (Anexo 2 - Tabela 7). A distribuicéo utilizada
é a normal por ser um valor derivado de um certificado onde uma distribuicdo t de student foi

atribuida ao valor.

d) Incerteza devido a concentracgdes das vacinas em analise e da referéncia

Para diluicdo das vacinas foram utilizadas 2 micropipetas cujas incertezas sdo 3uL e
0,2uL, essas contribui¢cbes combinadas quadraticamente produziram um valor de 3,007uL ao
qual foi diretamente inserido na planilha de incertezas (Anexo 2 - tabela 7). A distribuicéo foi
a distribuigdo normal por serem valores obtidos por certificado de calibragcdo da RBC. Essa
contribuicédo seria para sabermos a divida que uma alteragdo na dose causaria na poténcia. Por
isso o coeficiente de sensibilidade utilizado foi obtido da derivada parcial da diluig&o (dose) em
relacdo a poténcia. A equacao esta descrita no item 5.4.4 (coeficiente de sensibilidade).

Né&o foi possivel estabelecer uma relagéo direta de quanto as incertezas das micropipetas
influenciariam na dose, porém, essa contribui¢do néo foi investigada, ja que a contribuic&o final
seria zerada pela multiplicacéo do valor das incertezas das micropipetas combinadas pelo Ci da
dose em relacdo a poténcia que foi aproximadamente 0 (zero), o que nos remete ao fato de que

variacdes na dose néo interfere na incerteza final do ensaio.
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e) Incerteza devido a dilui¢do da curva

Incerteza obtida pela aplicacdo do ajuste da reta pelo método dos minimos quadrados
através do somatorio do quadrado dos residuos. Foi considerado que a curva € homocedastica,
ou seja, seus desvios padrdo sdo considerados constantes e a variavel de resposta y possui erros
aleatoriamente distribuidos. (OLIVEIRA, AGUIAR, 2009). O coeficiente de correlacdo de
Pearson foi calculado demonstrando uma correlagdo negativa. A incerteza obtida foi de 0,17
abs, que foi diretamente inserida na planilha de incertezas (Anexo 2 - Tabela 7).

A distribuicdo é a normal, pois, os dados seguem uma distribuicdo gaussiana. O
coeficiente de sensibilidade utilizado foi 0 mesmo obtido na derivada parcial da funcdo de

absorbancia pela poténcia.

f) Incerteza devido ao kit de ELISA utilizado

A incerteza foi obtida pelo desvio-padréo de 10 (dez) leituras do controle positivo do
kit dividido pela quantidade de absorbéancias lidas. Isso gerou uma incerteza de 0,09 abs (Anexo
2 — Tabela 7), ao qual foi atribuida uma distribui¢do normal por basear-se em uma série de
dados distribuidos normalmente. O C; utilizado foi o obtido na derivada parcial da absorbancia

pela poténcia.

5.4.3 Incerteza-Padrdo Combinada

Incerteza obtida pela raiz da soma quadréatica de todas as contribuicdes de incerteza
descritas nos itens 5.3.1 e 5.3.2 (incerteza do tipo A e incertezas do tipo B) foi de U = 0,12

pg/mL

5.4.4 Coeficientes de sensibilidade

Os coeficientes de sensibilidade foram calculados a partir de derivadas da formula f(y)
=ci+b.loge (X) + ¢, onde f € um tipo de transformacéo, ci é o intercepto da preparagédo I, b € a
inclinagdo comum e € é um erro estatistico na sequéncia de uma distribuicdo normal com

expectativa 0.
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a) Absorbancia / Poténcia
A Derivada parcial da poténcia em relacéo a absorbancia foi obtida da formula
da poténcia estimada pelo método das linhas paralelas (item 4.1.3.1 — formula

da poténcia), apresentando resultado 0,72 abs/pg/mL.

- Derivada parcial (férmula):

dPot Pr — P,
dy = y (T) C -log (dose)

(13)

b) Dose / Poténcia
A Derivada parcial da poténcia em relacdo a dose foi obtida da formula da
poténcia estimada pelo método das linhas paralelas (item 4.1.3.1 — formula da

poténcia), apresentando resultado aproximadamente zero.

- Derivada parcial (férmula):

dPot B (Pr-P)-C
d(dose) dose-d-(Iny—¢; — ¢) (14)

c) Temperatura / Poténcia
O Coeficiente de sensibilidade foi obtido através do coeficiente angular da
relacdo entre as temperaturas medidas nos ensaios e o0s resultados das poténcias
(Anexo 3), o coeficiente de sensibilidade apresentou resultado de 0,58
°C/ug/mL.

d) Diluente/ poténcia
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O Coeficiente de sensibilidade foi obtido através da derivada parcial do diluente
em relacdo a poténcia obtido pelo modelo matematico experimental (item 5.2)

apresentando resultado 500 pg/mL/g/mL.

Z=5+5(22) (15

5.4.5 Numero efetivo de graus de liberdade

Os nameros efetivos de graus de liberdade foi calculado através dos valores da incerteza
combinada e as incertezas do Tipo A e Tipo B pelos seus respectivos graus de liberdade,
conforme quadro 7. O resultado obtido foi de 64.

Quadro 7 - Graus de Liberdade

Fonte Grau de Liberdade

Repetibilidade 23
Temperatura 25
Incerteza da curva 11
Kit de Elisa 9

Fonte: elaborado pelo autor

(0,12)*

Vy = 64
" (008" (006" (006%) (005" (16)
23 25 11 9

5.4.6 Fator de abrangéncia - k

Para os 64 graus de liberdade efetivos o k obtido na tabela de t de Student € igual a 2,04,

com probabilidade de 95,45% de confianca.
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5.4.7 Incerteza Expandida

Os valores que compBem todas as incertezas estimadas estdo descritos no Anexo 2
Tabela 7.

A incerteza expandida de medicdo relatada foi de + 0,25 pg/ml, declarada como a
incerteza-padrdo da medicdo multiplicada pelo fator abrangéncia k= 2,04, que, para uma
distribuicdo normal, corresponde a uma probabilidade de abrangéncia de 95,45%.

N&o foi possivel fazer uma discussdo comparativa do resultados encontrados nas
diversas etapas de desenvolvimento dos célculos, porque ndo se encontrou a disposicao na
literatura pesquisada outros trabalhos relacionados a incerteza de medic&o da poténcia da vacina
adsorvida da hepatite B. Um estudo feito por PALMEGIANE, A. L. em 2005, avaliou a
incerteza da medicdo da determinacdo do conteldo de polissacarideo na vacina contra
Haemophillus influenzae tipo B — Hib e mostrou ter uma incerteza de 0,5 pg/mL, para poténcia
do produto analisado. Esses resultados ndo puderam servir de comparativo porque as entradas
das fontes pesquisadas, embora sendo poténcia de vacina, a metodologia de anélise adotada é

diferente da metodologia usada neste estudo.

5.5 Balanco de incertezas

O Balanco de incertezas é a forma mais objetiva de avaliar o impacto da incerteza de
cada fonte de entrada na incerteza combinada do mensurando.

O modo de avaliagdo gréafica dos dados é importante porque se os limites de tolerancia
do processo necessitarem de uma otimizacao da classe de exatiddo de qualquer fonte, o gréafico
indicara rapidamente e de forma orientada quais sdo as fontes prioritarias para a melhoria de
sua exatiddo de forma a atender aos limites otimizados. (INMETRO, 2008)

O balango das incertezas, conforme a figura 6, fornece uma estimativa da incerteza
demonstrando uma predominancia da incerteza relativa a repetibilidade dos valores, ou seja, a

incerteza do tipo A.
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Figura 7 - Gréfico de Balango das Incertezas

BALANCO DAS INCERTEZAS

Kit Elisa
18%

Repetibilidade
29%

Incerteza da curva
23%

Leitura de Temperatura
absorbancia Diluente 239

2% 5%

Fonte: elaborado pelo autor

A leitura de absorbancia proporcionou uma incerteza baixa comparativamente, devido
ao desempenho do leitor de absorbancias utilizado no laboratério. A concentracdo de diluente
e adose ndo influenciara significativamente o resultado final. A incerteza baixa da concentracao
do diluente se deveu a instrumentacdo adequada e por serem calibrados por laboratérios da
RBC, que em conjunto com os equipamentos traduzira uma incerteza baixa. A baixa incerteza
da dose se deve ao fato de seu coeficiente de sensibilidade ser préximo de zero, ou seja, ndo
influencia no resultado da medicéo. A dose, representada no eixo das abscissas da curva dose-
absorbancia (Figura 6 - O modelo linhas paralelas), ndo deve variar para que esse método de
regressdo linear, baseado nos métodos dos minimos quadrados ordinarios, seja utilizado
corretamente (OLIVEIRA, AGUIAR, 2009).

5.6 Padronizago do calculo da incerteza de medicéo para o ensaio da vacina adsorvida

de hepatite B.

A metodologia padronizada para o ensaio de poténcia da hepatite B, foi através das
fontes estudadas descritas (Quadro 8):
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Quadro 8 - Fontes de incerteza padronizadas

Simb Fonte da Incerteza Valor | Distribuicdo | Divisor | Ci Ui | Vi OU Vet
Ua |Repetibilidade * Normal vn |0,74| * *
Ug: | Temperatura * Normal 1 1,00, * *
Ug, |Leitura de absorbancia * Normal Kk 0,74, * *
Uz |Curva de dilui¢do * Normal k 0,74, * *
Uss |[Kit Elisa * Normal k 0,74 * *

Uc Incerteza padrdo combinada * *
U Incerteza Expandida K= * *

* Valores obtidos no ensaio

Fonte: elaborador pelo autor

As contribuicdes vindas das concentracfes do diluente e a da diluicdo das vacinas foram
retiradas do céalculo, pois ndo interferiram no valor final da incerteza. A incerteza referente as
leituras obtidas pelo leitor de ELISA, também foi avaliada como uma contribui¢do
insignificante, ndo havendo sua retirada, pois, esse valor de incerteza oriundo do certificado de
calibracdo pode ser aumentado com o tempo, ja que instrumentos de medi¢do “com principio
de eletricidade” podem sofrer “deriva” em seus valores ao longo do tempo; além disso, podem
ser calibrados por laboratérios que fornegam uma incerteza maior do que a demonstrada neste
exemplo. Fato esse que ndo ocorrera com a incerteza da diluicdo, pois, sua contribuicdo foi nula
(zero) quando multiplicada pelo Ci, ou seja, qualquer que seja sua incerteza, a mesma sera
sempre zerada pelo Ci. A concentragdo do diluente também ndo interfere significativamente na
poténcia, portanto, foi retirada.

Diante do conhecimento das informacgdes descritas acima, as incertezas selecionadas,
abaixo serdo utilizadas no célculo da incerteza de medicdo do ensaio de poténcia da vacina

adsorvida da hepatite B, no INCQS. O valor de cada fonte serd conforme descrito abaixo:

e Repetibilidade, depende do desvio-padrdo das leituras efetuadas em triplicata.

e Temperatura, € o valor maximo de variagdo que possivelmente ocorrera durante
0 ensaio. Dessa forma, ja esta contemplada a incerteza da leitura e do certificado
de calibracdo. Essa fonte apenas serad alterada quando alterar a incerteza do

termometro utilizado para as leituras de temperatura do ensaio.
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Leitura de absorbancias, é o valor referente a incerteza do leitor de absorbancias;
esta contribuicdo devera ser alterada quando a incerteza do leitor for modificada
devido a sua calibrag&o.

Curva de diluicéo, contribuicdo relacionada ao uso de uma curva de valores para
determinar a poténcia estimada. Essa contribuicéo é calculada pelos valores de
absorbancias lidos durante o ensaio.

Incerteza do kit: essa contribuicdo ndo sera alterada até que o fabricante

determine o valor.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel aplicar a metodologia padrdo e universalmente aceita, descrita no 1ISO
GUM, para avaliacdo da incerteza de medicao no ensaio de poténcia da vacina adsorvida da
hepatite B.

A metodologia do GUM, com toda sua complexibilidade e derivadas parciais, pode ser
implementada desde que sejam conhecidas as particularidades bioldgicas do ensaio.

O modelo matematico determinado descreve estatisticamente o comportamento do
ensaio e a metodologia de avaliacdo da incerteza de medicdo através da simulacdo de Monte
Carlo pode ser aplicada.

A incerteza de medicéo foi de + 0,25 pg/mL, o que representa = 1% do valor estimado
de poténcia da vacina (22 pg/mL). As principais contribui¢cbes foram a repetibilidade das
leituras e a temperatura de incubacéo do ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA, in vitro.

Os resultados encontrados corroboram para a melhoria continua do sistema da qualidade
do laboratério.

A padronizacéo do célculo da incerteza de medicdo podera servir como importante base
e incentivo para futuras avaliacdes de incerteza de medicdo da poténcia de outras vacinas, que

fazem parte do Programa Nacional de ImunizacGes-PNI.
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7 PERSPECTIVAS

e Aplicar a metodologia padronizada desenvolvida no estudo para os ensaios de
outras vacinas analisadas no INCQS.

e Buscar menor valor de incerteza de medicdo como melhoria continua de
processo.

e Disponibilizar, através de publicacdo, a metodologia de planejamento de
experimento para estimativa de um modelo matematico que contempla a
avaliacdo das influéncias das grandezas de entrada sobre a grandeza de saida.

e Avaliar incerteza através da simulacdo de Monte Carlo como método alternativo

de avaliacdo a titulo de validacdo dos resultados.
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Anexo 1 — Calculo da Poténcia Estimada

Desvio Padrao

Diluico Diluico Padrdo Amostra
1 80000 0,0000125 0,854 0,806 0,835 0,843 0,837 0,702 0,0565877
1 40000 0,0000250 1,305 1,372 1,429 1,43 1,21 1,662 0,1525014
1 20000 0,0000500 2,384 3,525 2,563 2,597 2,678 2,869 0,4025075
1 13333 0,0000750 3,272 3,347 3,379 3,748 3,768 3,8 0,2436922
- . N 0,4978524
Média 1,833345834 Desvio Padrdo Total
Ln
Diluicdo Padrao Amostra Média
1:80 000 -0,16 -0,22 -0,18 -0,17 -0,18 -0,35 -0,21
1:40 000 0,27 0,32 0,36 0,36 0,19 0,51 0,33
1:20 000 0,87 1,26 0,94 0,95 0,99 1,05 1,01
1:13 333 1,19 1,21 1,22 1,32 1,33 1,34 1,27
Média das
Médias 0,60
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Anexo 1 — Calculo da Poténcia Estimada (continuacao)

Diluigéo Pradrdo S Preparagdo T
1: 80 000 0,57 0,67 0,61 0,59 0,60 0,91
1: 40 000 0,11 0,08 0,06 0,06 0,17 0,01
1: 20 000 0,07 0,44 0,12 0,13 0,15 0,21
1:13 333 0,34 0,37 0,38 0,52 0,53 0,54
SS total 8,23
Média das absorbancias transformadas - In

S1 -0,185 T1 -0,234

Sz 0,313 T, 0,352

Ss 1,023 T3 0,998

Sy 1,204 Ty 1,328

Ps 2,356 Pr 2,443

Ls 2,437497606 Lt 2,665500299

Hp 0,750 n= 3 réplicas 8,6357359

H 0,600 d= 4 diluicdes
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Anexo 1 — Calculo da Poténcia Estimada (continuacao)

Tabela 3.2.3 -1l
Fonte de variagdo Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Média dos quadrados
Preparacoes 1 SS prep 0,002891277 M prep 0,0028913
Regresséo Linear 1 SSreg 7,812176286 M reg 7,8121763
Nao-Paralelismo 1 SS par 0,0156 M par 0,0155956
N&o-Linearidade 4 SS lin 0,2286 M lin 0,057153
Tratamento 7 SS treat 8,059275178
Erro residual 16 SSres 0,17019 S 0,0106367
Total 23 SS total 8,22946
b 0,84188 Limite inferior Média Limite superior
MT 0,0261 In 0,015139499 0,026076355 0,037013212
t 2,11991 Exponencial 1,015254682 1,026419318 1,037706731
C 1,000065089 Poténcia 20 22 21
\Y 0,918522195
VIC-1)(CME +2V) 0,010936856
CMy 0,026076355
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nexo 2 —

Simb
Ua1
Us1
Us2
Uss

Ugs
Uss

Uss

uc

Tabela de incertezas
Fonte da Incerteza

Repetibilidade
Temperatura
Diluente

Leitura de
absorbancia

Dose

Incerteza da curva

Kit Elisa

Incerteza padrédo
combinada

Incerteza
Expandida

Valor
0,50
0,10
0,00
0,01

0,0030
0,17

0,14

Unidade
abs

°C
g/mL

abs

mL

abs

abs

2,04

Distribuicéo

normal
normal
normal

normal

normal

normal

normal

Tabela 7 - Célculo da Incerteza de Medicéo

Divisor

4,90
1,00
2,00
2,00

2,00
2,20

2,26

Ci
0,74
0,58
500
0,74

0,00
0,74

0,74

Unidade
pg/mL/abs
pg/mL/°C
pg/mL/g/mL

pg/mL/abs

pg/mL
pg/mL/abs

pg/mL/abs

Ui
0,08
0,06
0,00
0,00

0,00
0,06

0,05
0,12

0,25

Unidade
pg/mL
pug/mL
pg/mL
pug/mL

HY
pg/mL

pug/mL
pug/mL

pg/mL
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Vi OU Veff

23
25

[o o]

[o o]

11
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Anexo 3 — Medig0es de temperatura

Amostra 4196

Temperatura inicial | Temperatura final | Média | Poténcia
Condigdes de Ensaio °C °C °C pg/mL
0 36,8 36,7 36,75 20
1.1 33,3 33,4 33,35 18
1.2 34,1 34,1 34,1 13
2.1 39,7 39,7 39,7 18
2.2 39,9 39,8 39,85 22
3.1 33,3 33,3 33,3 17
4.1 39,9 39,8 39,85 22
5.1 39,9 39,8 39,85 21
5.2 39,4 39,7 39,55 21
6.1 33,3 33,4 33,35 18
6.2 33,3 33,3 33,3 19
7.1 36,8 36,7 36,75 21
7.2 36,8 36,7 36,75 17
8.1 36,8 36,7 36,75 17
8.2 36,8 36,7 36,75 21
desvpad 2,66
incerteza (2C) 0,69
coeficiente angular 0,58
Coeficiente linear -2,08
Desvios Padrao
34°C 0,33
37°C 0,05
40°C 0,15
Desvio Total 0,37
incerteza (2C) 0,09 tipo A
certificado (°C) 0,05 tipo B

Incerteza combinada

0,10
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