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RESUMO

A abordagem do conceito do Erro Total € ferramenta para efetuar validacbes que
apresenta desempenho superior a abordagem classica, que avalia 0s componentes
de veracidade e precisdo isoladamente, e é capaz de identificar deficiéncias na
Exatiddo de um modelo de calculos de resultados de um imunoensaio. O uso do
conceito do Erro Total em validacdo de métodos analiticos € abordagem que incorpora
a expressao da soma da veracidade e da precisdo. Esse método utiliza ainda os Perfis
de Exatidao baseados em intervalos de tolerancia (ou intervalos de predi¢éo) para
decidir se um modelo de calibracdo dara resultados de qualidade e prevé o controle
do risco de aceitar uma metodologia imprépria. Com a finalidade de avaliar o uso
dessas ferramentas para: a) decidir qual o modelo de caculo de curva de calibracéo
de maior exatiddo; b) documentar a validagédo de imunoensaios, foram aplicados o
Conceito do Erro Total, os perfis de Exatid&o e os indices de Exatiddo no estudo de
validacdo em uso de um ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) para
determinar o teor de ovoalbumina em vacinas, fortificando-se as vacinas com trés
concentragbes de ovoalbumina em relagdo a concentragdo existente na vacina
(5,0ug/0,5mL) na faixa 25 a 300%, testadas em relagéo a vacina pura. O Estudo de
validagcdo em uso demonstrou que, quando utilizado o método de calculo de curva
logistica de 5 parametros, os resultados mostraram-se mais exatos em relacdo aos
outros dois modelos testados. O ensaio apresenta exatidao, precisao, linearidade e
veracidade em conformidade ao intervalo de concentra¢gGes estudado, e mostrou ser

um ensaio confiavel para avaliar o teor de ovalbumina.

Palavras-chave. vacina, validacdo, imunoensaio, erro total, ELISA.



ABSTRACT

The Total Error approach is a validation tool that shows superior performance, when
compared to the classical analysis, which assesses the trueness and precision
components separately, and it is qualified to identify the deficiencies in the accuracy of
an immunoassay. The use of the Total Error approach for validating of analytical
methods incorporates the expression of the sum of trueness and precision. This
analysis also uses the Accuracy Profiles based on tolerance intervals (or prediction
intervals) to determine whether a calibration model will provide quality results and to
predict the control of risk in accepting an inadequate methodology. In order to evaluate
the use of the Total Error, the Accuracy Profiles and the Accuracy Index approaches
for validating immunoassays, these tools were used in the in use study of validation of
an ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) for determining the ovalbumin
contents in vaccines. It covered the range of 25-300% of a concentration existent on
the vaccine (5.0 ug/mL) in relation to the pure vaccine. The in use study validation
showed that, by using the five parameters logistic curve for calculating results, this
assay demonstrates complying accuracy, precision, linearity and accuracy in the
concentration range of 1.25-300ug/0,5mL; and it is a reliable methodology to assess

the ovalbumin contents.

Keywords. vaccine, validation, immunoassay, total error, ELISA.
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INTRODUCAO

1.1 FEBRE AMARELA

Manuscrito maia, datado de 1648, descreve epidemia em Yucatan, com
hematémese (vOmito negro), e sugere que 0sS mosquitos dos géneros Aedes,
Sabethes e Haemagogus — hospedeiros do Flavivirus causador da febre amarela —
vieram da Africa para as Américas durante o transporte de escravos.

A febre amarela foi, durante quatrocentos anos, um desafio a Medicina, sendo
ainda hoje uma importante causa de morbidade e de alta letalidade, em vastas zonas
das regibes tropicais da Africa e da América do Sul. A partir do século XVII, essa
doenca dizimou milhares de vidas em extensas epidemias urbanas nesses dois
continentes (BENCHIMOL, 2001).

ApOs a inoculacdo pelo mosquito, o virus da febre amarela infecta e se replica em
células dendriticas epidérmicas, fibroblastos e macrofagos nos linfonodos regionais.
Produz uma pequena viremia e se espalha por todo o organismo atingindo o figado,
principal 6rgdo-alvo da infec¢éo além de baco, rins, medula éssea e musculo cardiaco
esquelético. O espectro clinico da infeccao por virus da febre amarela varia de formas
assintomaticas, formas leves ou moderadas com doenca febril ndo especifica e
formas ictéricas graves, em aproximadamente 20% das infec¢bes. O quadro tipico
ocorre, apos a incubacdo de 3 a 6 dias, com inicio abrupto de febre, calafrio, cefaléia
intensa, mialgia generalizada, anorexia, nauseas e hemorragia gengival. Este periodo
dura cerca de trés dias e € acompanhado de viremia. Pode seguir-se um periodo de
remissao em que melhoram os sintomas (FIGUEIREDO, 2007).

Trata-se de uma zoonose encontrada nas regides tropicais da Africa e América do
Sul. Na Africa, onde tem maior disseminacéo, é endémica em 34 paises. Na América
do Sul, nos dltimos 20 anos, sua ocorréncia tem sido registrada em 9 paises: Brasil,
Bolivia, Colébmbia, Equador, Guiana Francesa, Paraguai, Peru, Venezuela e
Argentina.

A doenca tem carater sazonal, ocorrendo com maior frequéncia entre 0os meses
de janeiro a abril, quando fatores ambientais propiciam o aumento da densidade
vetorial. No Brasil, no periodo de 1990 a 2010 ocorreram 587 casos com 259 6bitos.
O maior numero de registros (n=104) foi em Minas Gerais seguido do Maranhdo
(n=90), Goias (n=88), Para (n=84), e Amazonas (n=43) (PORTAL DA SAUDE, 2012).
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1.2 - A Vacina Contra Febre Amarela

Atualmente, a uUnica vacina utilizada mundialmente contra a febre amarela é
derivada da cepa 17D, originada da cepa Asibi, desenvolvida por Theiler e Smith
(2002). A cepa viral foi obtida apds 53 passagens em macacos, 18 em cultura de
tecido de embrido de camundongo, 58 em cultura de embrido de galinha e outras 128
passagens adicionais em cultura de embrido de galinha desprovido de células
medulares e cerebrais. Assim, considerando que as sucessivas passagens do virus
vacinal em culturas de células podem acarretar alteracdes bioldgicas importantes nas
subcepas, comprometer a soroconversao e desencadear efeitos adversos graves, foi
estabelecido o sistema de lotes sementes, a partir de 1945. Dessa forma, subcepas
padronizadas passam a diminuir os riscos de mutacdes, e a partir dessas cepas sao
produzidas todas as vacinas, com caracteristicas semelhantes quanto a
soroconversao, imunidade, duracéo da protecdo e seguranca.

Para a producdo da vacina contra a febre amarela, sdo empregadas as
subcepas 17D-204 e 17DD, derivadas da cepa 17D, distinguiveis por meio de
anticorpos monoclonais e com sequéncias homoélogas em 99,9%. A cepa 17D-204, a
partir das passagens 233 e 239, é utilizada por produtores nos Estados Unidos (Sanofi
Pasteur), Franca (Sanofi Pasteur), Reino Unido (Medical Evans), Colémbia (Instituto
Nacional de Saude/Bogotd) e india (Instituto Central de Pesquisas/Kisauli. A cepa
17DD é utilizada no Brasil (Biomanguinhos/FIOCRUZ) e em Senegal (Instituto
Pasteur/Dakar), produzidas a partir da passagem 287, sendo
Biomanguinhos/FIOCRUZ um dos laboratérios de maior producao mundial.

A vacina contra febre amarela é constituida de virus “vivo” atenuado e
apresentada sob a forma liofilizada. Apos a reconstituicdo com diluente apropriado,
tem aspecto de suspensao homogénea, podendo apresentar coloracdo opalescente
amarelada devido a presenca de indicador de pH (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).
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1.3 — Controle de Qualidade da vacina contra febre amarela

O Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) tem como missdao contribuir para a promocao e
recuperacdo da saude e prevencdo de doencas, atuando como referéncia nacional
para as questdes cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de
produtos, ambientes e servigos vinculados a Vigilancia Sanitéaria.

O controle da qualidade das vacinas contra febre amarela utilizadas pelo
Programa Nacional de Imunizacdes (PNI), € exercido primariamente através de
inspecdes a realizacdo de ensaios como meio inicial de detectar problemas, sendo
apenas parte do sistema de Garantia da Qualidade. Este principio tem como resultado
0 uso de preparacdes de referéncia, orientacdes sobre ensaios e critérios de liberacéo
de produtos (METZ et al., 2002).

A Farmacopeia Brasileira exige que imunobioldgicos sejam avaliados por testes
analiticos de seguranca (esterilidade, toxicidade e pirogénio) e eficacia (identidade,
estabilidade e poténcia). Aléem dessas avaliacfes, a vacina contra febre amarela é
submetida ao teste do teor de ovoalbumina, sendo considerada satisfatoria se o
conteudo residual da proteina for menor ou igual a 5 pg/dose (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

1.4 — Ovoalbumina

A ovoalbumina est& presente na clara do ovo e corresponde a 54% da proteina
da clara (LI-CHAN et al. 1995).

Varias proteinas da clara do ovo e seus peptideos demonstraram atividade
imunomoduladora. A ovoalbumina demonstrou induzir a liberacao de fator de necrose
tumoral (TNF) de modo dose-dependente in vitro, quando modificada com dicarbonil
metoxiglioxil (FAN et al., 2003), e peptideos imunogénicos de ovoalbumina tém sido
usados para aumentar a resposta imunoldgica em imunoterapia do cancer (VIDOVIC
etal. 2002, HE et al. 2003). Tezuka e Yoshikawa (1995) demonstraram que a atividade
fagocitaria de macrofagos foi aumentada pela adigdo de peptideos de ovoalbumina,
OA 77 84 e OA 126 134, derivados da digestdo péptica e quimio-triptica,

respectivamente.
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A ovoalbumina é um dos principais alérgenos da clara do ovo de galinha, e é
frequentemente a causa de reacgdes de hipersensibilidade a alimentos. Ela serve como
um alérgeno modelo, adequado para estudar a relacdo entre estrutura e funcao,
porque a sequéncia de aminoacidos e poés-modificacdes translacionais da
proteina sdo conhecidas. As alergias ao ovo ocorrem em cerca de meio por
cento (0,5%) da populacdo e em cerca de cinco por cento (5%) das criangas com
alergias. Uma vez que as vacinas contra a gripe e a febre amarela sdo ambas
produzidas em ovos, proteinas do ovo, principalmente ovoalbumina, estdo presentes
no produto final. Quantidades pequenas de proteinas do ovo encontradas na vacina
contra influenza (ou seja, cerca de 0,02 a 1,0 pg por dose) sdo suficientes para induzir
reacoes graves de hipersensibilidade, mas raramente fatais em criancas com alergia
ao ovo (ALPHA, 2012).

1.5- 0O ELISA

1.5.1 Definigéo

ELISA (do inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay) e EIA (Ensaio
Imunoenzimatico) sdo métodos poderosos e Uteis para estimar concentracdes de
analito na ordem de ng/mL a pg/mL em solu¢cdes, como soro, urina, esperma e
sobrenadante de cultura de células (SAVIGE, 1998).

Embora existissem pequenas diferencas no desenho dos dois tipos de ensaios
imunoenziméticos (EIA e ELISA) por ocasido de suas publica¢des, doravante nos
referiremos aos ensaios imunoenzimaticos utilizando a sigla ELISA, exceto ressalvas.
A Figura 1 esquematiza as principais caracteristicas dos ELISA's.

O principio basico do ELISA é usar uma enzima para detectar a ligacdo de
antigenos (Ag) a anticorpos (Ac). A enzima converte um substrato incolor (cromédgeno)
em um produto colorido, indicando a presenca de ligacdes Ag-Ac. Um ELISA pode ser
usado para detectar tanto a presenca de Ag’'s ou Ac’'s em uma amostra, dependendo

de como o teste é desenhado.

Existem trés principais métodos que formam a base de todos os ELISA’s.
1) Direto;
2) Indireto;
3) Sanduiche.
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Ensaio Imunocenzimético
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Figura 1 — Vantagens da utilizacdo do ELISA
Fonte: Adaptada de Crowther (1995).

O ELISA Direto (Figura 2) envolve a ligacédo do antigeno a fase solida, seguida
da utilizagdo de um anticorpo marcado com enzima. Este tipo de ensaio em geral torna
a medicdo de amostras brutas dificil, uma vez que as proteinas contaminantes

competem por locais de ligacdo com o plastico.

Cuhstr&te

Primary
antibody
conjugate

Direct Assay

Figura 2 — Esquema dos elementos envolvidos em um ELISA direto
Fonte: http://www.rajaha.com/elisa-test-what-principle-types/
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ELISAs indiretos (Figura 3) também envolvem a ligagdo do antigeno a uma fase
sélida, mas, neste caso, o anticorpo primario ndo estd marcado. Um anticorpo
secundario conjugado com enzima, dirigido para o primeiro anticorpo, é entéo
adicionado. Este formato € usado com mais frequéncia para a deteccéo de anticorpos

especificos em soro.

=
- Seconda
EH[_I?IIJFI-I:'“
conjugate
Primary
a nbhu%

Indirect Assay

Suhsrrate>

Figura 3 — Esquema dos elementos envolvidos em um ELISA indireto
Fonte: http://www.rajaha.com/elisa-test-what-principle-types/

O terceiro tipo de ensaio é o ELISA sanduiche (Figura 4), que também as vezes
é classificado como um tipo de ELISA indireto, difere daquele uma vez que, o antigeno
fica entre dois anticorpos como em um sanduiche e nao ligado a fase solida. Em
resumo, envolve a ligacdo de um anticorpo de captura a um suporte de fase sélida, as
amostras contendo o antigeno conhecido ou desconhecido, sdo adicionadas em uma
matriz ou tampao que vai minimizar a ligacédo a fase soélida. Um anticorpo marcado

com enzima é entdo adicionado para deteccao.

Substrate

O )q
)

Capture i
antibody

Capture Assay
“Sandwich”

Figura 4 — Esquema dos elementos envolvidos em um ELISA sanduiche.
Fonte: http://www.rajaha.com/elisa-test-what-principle-types/

Todos os trés sistemas podem ser usados em um ensaio chamado ELISA de

competicdo ou ELISA de inibicdo que envolve a adigdo simultanea de anticorpos ou
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proteinas “concorrentes”. A diminuicdo do sinal das amostras apos a adicdo do
segundo anticorpo ou proteina d4 um resultado altamente especifico (SAVIGE, 1998).

1.5.2 - Historico

Ensaios que utilizam anticorpos ou outros reagentes que se liguem s&o
conhecidos em inglés como “Ligand Binding Assays” (LBA) ou seja ensaios de ligacéo
(FINDLAY e DILLARD, 2007).

Antes do desenvolvimento do teste ELISA, a Gnica op¢ao para a realizacao de
um teste imunoenzimatico era o radioimunoensaio (RIA), uma técnica que utiliza
antigenos radioativos ou anticorpos marcados. No RIA, a radioatividade fornece o
sinal, que indica se um antigeno especifico ou anticorpo esta presente na amostra. O
RIA foi descrito pela primeira vez em um artigo publicado por Rosalyn Sussman Yalow
e Berson Saloméao, em 1960 (YALOW e BERSON, 1960).

Uma vez que a radioatividade representa uma ameaca potencial a saude,
buscou-se uma alternativa ao RIA, mais segura, de forma a substituir o sinal
radioativo.

Os primeiros sistemas de EIA’s e ELISA publicados diferiam no desenho dos
ensaios, mas ambas técnicas eram baseadas no principio de imunoensaio, utilizando
enzimas ao inves de radioatividade como revelador do sinal. Dois grupos de pesquisa
independentes e simultaneamente desenvolveram a ideia e executaram o0s
experimentos necessarios para demonstrar sua aplicabilidade.

A técnica de ELISA foi concebida e desenvolvida por Peter Perlmann e Eva
Engvall na Universidade de Estocolmo, Suécia, e a técnica do EIA por Anton Schuurs,
e Bauke van Weemen nos Laboratérios de Pesquisa da NV Organon em Oss, na
Holanda (ENGVALL & PERLMAN, 1971; VAN WEEMEN & SCHUURS, 1971).

Quando enzimas, como a peroxidase, reagem com substratos apropriados,
como o acido 2,2-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) (ABTS) ou 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB), ocorre uma mudanca em sua cor, que € usada como um
sinal. No entanto, o sinal deve estar associado a presenca de anticorpos ou antigenos,
por isso a enzima deve estar ligada a um anticorpo adequado. Este processo de
vinculacédo foi desenvolvido independentemente por Avrameas e Pierce (LEQUIN,
2005). Uma vez que € possivel remover qualquer anticorpo ou antigeno néo ligado

por lavagem, o anticorpo ou o antigeno deve ser fixado a superficie do recipiente, ou
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seja, a fase solida adsorvida tem que estar preparada. Uma técnica para fazé-lo foi
publicada por Wide e Porath (1966).

Durante a década de 60 e inicio dos anos 70, muitos sistemas de teste RIA
eram essencialmente métodos “caseiros" desenvolvidos por pesquisadores
individuais, que nao podiam manter o ritmo (principalmente financeiro) de fabricantes
comerciais, que contavam com recursos e instalagbes, tais como a Boehringer-
Mannheim (Alemanha), Abbott (Estados Unidos) e Organon Teknika (Holanda). A
comercializacao de kits de testes de ELISA estava comecando. As técnicas de fase
sélida (WIDE; PORATH, 1966; CATT; TREGEAR, 1967) foram usadas no
desenvolvimento de microplacas de titulagdo com 96 pocos (Figura 5), na qual um
antigeno ou um anticorpo é covalentemente ligado a um suporte solido. Os avancos
tecnolégicos levaram ao desenvolvimento de aparelhos automaticos de pipetagem,
pipetas multicanais e os leitores de microtitulacdo em placas e lavadores automaticos,
e, na década de 80, instrumentos de teste totalmente automatizados foram fabricados

pela Boehringer-Mannheim, Abbott, dentre outros.

Figura 5 — Microplaca de titulagdo com 96 pocos
Fonte: http://88proof.com/synthetic biology/blog/archives/439

1.5.3 — Principio da Técnica

O principio da técnica € demonstrado esquematicamente na Figura 6. O teste
baseia-se na interacdo antigeno-anticorpo. Normalmente € usada uma placa de
superficie inerte com pocos onde serdo adsorvidos 0s antigenos ou anticorpos de
interesse, juntamente com um tampdo de carbonato (processo conhecido como
sensibilizacao).

Depois € realizada uma lavagem (p. e., com PBS, do inglés Phosphate Buffered

Saline — Salina Tamponada com Fosfatos). Posteriormente, é feito o bloqueio com
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uma proteina (p. e., soro de cabra, leite desnatado, albumina sérica bovina - BSA)
para que esta ocupe 0s espacos livres em cada poco da placa (sitios inespecificos
que podem gerar resultados falso-positivos ou negativos).

Durante a realizac&o do ensaio, uma nova lavagem é feita. A superficie é entao
exposta a amostra (contendo antigenos ou anticorpos alvo) e a reacdo antigeno-
anticorpo ocorrera. A superficie € lavada novamente para retirar os anticorpos

primarios que nao se ligaram a nenhuma proteina.

< <00
$ < o0?

1.“Sensibiliza¢do” da placa Ac 2. Adicionada amostra (o Ag presente na
adicionado se liga ao plastico, excesso é amostra se liga aos Ac fixados na placa)
lavado e retirado Ag néo ligado aos Ac por
lavagem
> o &
sV & ENZ

& .,g,
'(9 o NZ 4

'O ‘.‘% Nz \@b

= =
3. Anticorpos marcados com 4. Ac se ligam aos Ag 5. Os Ac ndo ligados séo
enzima sédo adicionados removidos por lavagem
"o O
=g NZ% - O
— NZ{) Q Q 7. As enzimas ligadas aos Ac reagem com o
substrato desenvolvendo coloracdo que é lida
6. O substrato cromégeno é adicionado no espectrofotdmetro

Figura 6 — Esquema da realizagdo do ELISA
Fonte: Adaptada de Crowther (1995).
Ac — Anticorpo; Ag — Antigeno; ENZ — Enzima.

Em seguida, o produto é tratado com anticorpos secundarios que se ligardo ao

antigeno ou anticorpo primario e a superficie é lavada novamente para a retirada do
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anticorpo secundario que nao se ligou. Estes Ac’s possuem uma enzima acoplada que
ird produzir uma substancia colorida em presenca de um substrato. Medindo-se a
intensidade da cor formada, apos a interrupcdo da reacdo com acido sulfarico, pode-

se quantificar e verificar a presenca de alguma substancia de interesse.

1.5.4 - Curva de Calibracéo

As curvas de calibracdo para ensaios de ligagdo de antigenos séo geralmente
caracterizadas por uma relacéo néo linear entre a resposta média e a concentracéo
de analito. Tipicamente, a resposta exibe uma relagdo sigmdéide com a concentracao.
No presente trabalho, o modelo de curva logistica de quatro parametros (4PL) é aceito
como referéncia para a curva de calibracdo, melhorando a veracidade e a preciséo
sobre um maximo intervalo de calibracado utilizavel. A incorporacao de ponderacéo no
modelo requer esfor¢o adicional mas geralmente resulta em uma curva de calibracdo
de desempenho melhorado. Para curvas de calibragdo com assimetria, a introducéo
de um quinto parametro (5PL) pode melhorar a qualidade do ajustamento dos dados
experimentais ao algoritmo (FINDLAY; DILLARD, 2007).

As propriedades destes algoritmos foram revistas por Rodbard e Frazier (1975),
Haven et al. (1987) e Dudley et al. (1985). A base de todos estes modelos de reducéo
de dados é uma equacdo que descreve a relacdo média de resposta-concentracéo,
em conjunto com outra que descreve a relacao entre a resposta média e a variancia
das medicdes replicadas (FINDLAY; DILLARD, 2007).

1.6 - Garantia da Qualidade

Um dos requerimentos das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) correntes é que
os fabricantes de produtos médicos, incluindo drogas e equipamentos, tenham um
programa de garantia da qualidade. A garantia da qualidade é um sistema completo
de abordagem para garantir a seguranca e eficacia de produtos acabados. O controle
da qualidade € normalmente considerado um item do sistema de garantia da
qualidade. E o mais basico ou mais simples tipo de programa da qualidade (METZ et
al., 2002).
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1.6.1 - Validacdo de métodos analiticos

Sistemas de garantia da qualidade como as BPF e a Norma ISO/IEC 17025
(BRASIL, 2005), adotada no INCQS, requerem o uso de procedimentos analiticos
propriamente validados. Embora métodos farmacopeicos néo requeiram re-validacao,
para a liberagdo de lotes de produtos, certos procedimentos devem ser realizados
para garantir gue os métodos séo aplicaveis na sua utilizacdo e pode ser necessario
confirmar a precisdo do método ou a sua confiabilidade em atingir os niveis de
deteccdo do método validado. Segundo a “International Conference on
Harmonization” (ICH), é necessario demonstrar que o meétodo é apropriado a
finalidade de uso (ICH, 2005) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
determina que a validacéo deve garantir, por meio de estudos, que o método atende
as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(BRASIL, 2003). A norma ISO/IEC 17025 de 2005 descreve validacdo de métodos
como a confirmacao por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido séo atendidos.

Validacdo € o processo pelo qual a confiabilidade, uma medida objetiva da
reprodutibilidade intra e inter-laboratorial, e a sua relevancia sao avaliadas com o
objetivo de dar suporte a um uso especifico. Um método é considerado validado
quando suas caracteristicas de corrida, vantagens e limitacdes foram adequadamente
determinadas para um proposito especifico. Nao ha niveis de reprodutibilidade 6timos
ou minimos ou associados ao evento de interesse que devam ser alcancados para
uma validagdo de sucesso. Os niveis de confiabilidade e relevancia necessarios
dependem das condi¢des sob as quais o teste serd usado e os propdsitos para 0s
guais seus resultados sejam aplicados (HUBERT et al., 1999, HUBERT et al., 2004).

O maior proposito da validacao é validar os resultados que serdo produzidos,
nao o proprio metodo (ROZET et al., 2007a).

Durante um estudo de validacédo, medidas séo obtidas em multiplas sessdes
de ensaios independentes (p) com replicatas de determinacdes (n) em cada sessao.
E assumido que os erros aleatérios para os p-ésimas sessdes de ensaios e as n-
ésimas replicatas apresentam distribuicdo normal e independente com média zero e
variancias s? e s, respectivamente. Estas variancias s e s, correspondem a
variabilidade intra ensaios e entre ensaios do meétodo, respectivamente. A

variabilidade total do ensaio é dada por st = s? + s%. Isto normalmente é referido



25

como modelo de efeito aleatdrio de fator inico. Usando a Andlise de Variancia/ANOVA
(numero constante de replicatas em todas as sessdes), as variancias intra e entre
ensaios podem ser usadas para obter estimativa da varidncia intra-ensaios, da
variancia entre-ensaios e da variancia total.

Na prética, o objetivo da validagédo € proporcionar ao laboratério assim como
as autoridades, garantia de que cada resultado obtido na rotina estara suficientemente
proximo ao valor “real” desconhecido da amostra (HUBERT et al., 2004).

A conformidade de um dado método com os objetivos de uso € normalmente
avaliada em duas fases. Primeiro uma fase de “pré-estudo” é conduzida para provar,
com base em um desenho de experimento, que o método é capaz de apresentar
resultados de qualidade. Entdo, no uso de rotina, o laboratério deve verificar se o
meétodo analitico de interesse se mantém valido ao longo do tempo e que cada corrida
obtenha medidas confiaveis (BOULANGER et al., 2007).

A validacdo ndo € um processo estético, mas dindmico. Componentes
especificos dos ensaios devem ser avaliados, subsequentemente validados e
continuamente monitorados. Logo, validacdo € um processo continuo e deve ocorrer
engquanto o ensaio estiver em uso, pois frequentemente componentes criticos (p.e.,
um lote de reagente) necessita ser trocado. Mudancas em componentes validados
requerem uma validacao parcial para demonstrar resultado comparaveis (DeSilva et
al., 2003).

A extensdo do prazo de validade de reagentes criticos (exceto padrdes de
referéncia) pode ser justificada através do comportamento aceitavel de amostras de
controle da qualidade se elas forem frequentemente testadas nos ensaios e a
extensdo de um prazo de validade deve ser cuidadosamente documentada baseada
nestes dados (DeSilva et al., 2003).

1.6.2 - A variabilidade dos ensaios biolégicos

Ensaios biologicos (também chamados bioensaios) sdo métodos para estimar
a poténcia de uma droga ou material através da utilizacdo da reacdo causada pela
sua aplicacao em unidades experimentais vivas. S&o partes integrantes da avaliagéo
da qualidade para producédo e venda no mercado de varios produtos biolégicos e
alguns produtos ndo bioldgicos. Bioensaios normalmente usados para estimar a

poténcia de drogas podem ser distinguidos de testes quimicos por serem realizados
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em substratos biolégicos (e.g. animais, células vivas, ou complexos funcionais de
receptores alvo). Devido a multiplos fatores operacionais e biolégicos advindos da
base bioldgica, eles tipicamente exibem uma maior variabilidade do que os testes
quimicos (USA, 2010).

1.6.3 - Abordagem Classica da ICH

Na industria farmacéutica, validagdes analiticas séo realizadas de acordo com

0 guia da ICH (2005) que recomenda para ensaios de natureza quantitativa, que as
caracteristicas mais relevantes a serem avaliadas no estudo de validacdo sdo a
linearidade, a exatiddo e a precisdo. Entretanto, na introducéo deste guia parte Il, é
afirmado “devido a sua natureza complexa, procedimentos analiticos para produtos
bioldgicos e biotecnolégicos em alguns casos podem ser abordados diferentemente
deste documento”. Partindo desta premissa, uma comissao da “Societé Francaise des
Sciences et Techniques Pharmaceutiques” (SFSTP, 2005) desenvolveu um guia
pratico especifico para a validacdo de ensaios bioldgicos aplicando a abordagem
classica da ICH (2005). Segundo o ICH, estudos de validacdo de ensaios para
deteccdo quantitativa de uma impureza, geralmente devem avaliar as seguintes
caracteristicas:

* Linearidade;

» Exatidao;

» Precisao (repetibilidade, precisédo intermediaria e reprodutibilidade);

» Especificidade;

* Faixa;

* Limite de quantificacao.

O objetivo de um bom método analitico é quantificar com certeza cada um dos
valores desconhecidos em amostras analisadas. Ou seja, a diferenca determinada
entre os resultados obtidos e o valor “verdadeiro” deve ser suficientemente pequena.
Dois componentes podem influenciar esta diferenca: a exatiddo (ou Tendéncia) do
método e sua precisdao. A Tendéncia demonstra quanto os resultados desviam “em
meédia” ou sistematicamente de um valor verdadeiro e a precisdo expressa como 0S

resultados variam em torno do valor médio quando as medidas sé&o repetidas. Um
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“bom” método analitico deveria de uma forma ideal, dar resultados proximos de um
valor verdadeiro da amostra, i.e. dentro de algum limite de aceitagcdo. Esta
“proximidade” esta diretamente ligada ao tamanho da Tendéncia e da precisdo do
método (BOULANGER et al., 2007).

Todos os analistas enfrentam as mesmas situagbfes quando necessitam
realizar validacdes de métodos analiticos que é o processo de provar que um método
analitico € aceitavel para a sua finalidade. Em geral os analistas consultam
documentos de regulamentacéo ou de orienta¢éo, e, portanto, a validade dos métodos
analiticos é dependente da orientacdo, terminologia e metodologia, proposta nesses
documentos (ROZET et al, 2007a).

Portanto, € de primordial importancia ter definicbes claras dos diferentes
critérios de validacdo. Também é necessario ter metodologias de acordo com estas
definicdbes e, consequentemente, a utilizacdo de métodos estatisticos que sao
relevantes com essas defini¢cdes, o objetivo da validacéo

Varios autores tém assinalado as inconsisténcias entre algumas definicdes dos
critérios e 0s procedimentos experimentais propostos para sua avaliacdo em
documentos recentes dedicados a validagdo de métodos analiticos na é&rea
farmacéutica, juntamente com 0s riscos e problemas ao tentar lidar com o
contraditério, e as vezes cientificamente irrelevante, requisitos e definicdes
(HARTMANN et al.; 1994; HARTMANN et al., 1998; HUBERT et al., 2003; HUBERT
et al., 2004;).

1.6.4 - Defini¢cdes das principais caracteristicas de validacao

Com a finalidade de determinar as caracteristicas de validacdo mais
importantes a serem abordados em nosso trabalho, fizemos uma revisédo das
recomendacdes criticas publicadas destas definicbes e apontamos 0s pontos

conflitantes e como aborda-los corretamente.

1.6.4.1 - Linearidade x Curva de Calibracéo

Linearidade de um procedimento é sua habilidade (em uma dada faixa de
concentracéo) de obter resultados que séo diretamente proporcionais a concentracao

(quantidade) do analito na amostra. Em ensaios bioldgicos, geralmente nédo € possivel
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obter a poténcia diretamente de uma medida individual. Uma curva padrdo é quase
sempre usada, com incremento de doses e repeti¢cdes, para obter um unico resultado
valido. Este resultado deve mostrar-se proporcional a concentracdo do analito na
amostra (SFSTP, 2005).

A Curva de Calibracao (funcdo de resposta) de um procedimento analitico é a
relacdo existente, dentro de uma faixa especificada, entre a resposta (sinal, e.g. area
sob a curva, altura do pico, absorbancia) e a concentracdo (quantidade) do analito na
amostra. A curva de calibracdo deveria ser descrita preferencialmente por uma
simples Curva de Calibragdo monotonica (i.e. estritamente crescente ou decrescente)
que d& medidas confiaveis, i.e. resultados exatos. A funcdo de resposta — ou curva
padrdao — é amplamente e frequentemente confundida com o critério de linearidade. O
critério de linearidade refere-se a relacdo entre a quantidade introduzida e a
quantidade calculada através da curva de calibracdo enquanto a Curva de Calibracéo
refere-se a relacdo entre a resposta instrumental e a concentracdo (ROZET et al.,
2007a).

Este entendimento ficou claro desde 1995 e entéo, para evitar estas confusoes,
0 guia de validacdo de métodos analiticos do FDA (2013) ndo contém mais o termo
“linearidade”, mas apenas “calibracdo/curva padrdo” sem restricdes particulares
exceto que “o modelo mais simples que adequadamente descreve a relacéo

concentracéo-resposta devera ser usado”.

1.6.4.2 - Veracidade

Veracidade € um conceito relacionado aos erros sistematicos (HUBERT et al.,
2003; ISO 5725, 1994: ISO 3534-1, 2006). Na norma ISO 5725 (1994), parte 1
(Principios gerais e definicbes) a definicdo de Veracidade (secdo 3.7) é: “A
proximidade de concordancia entre o valor médio obtido de uma grande série de
resultados de ensaios e um valor de referéncia aceito. A medida de Veracidade é
normalmente expressa em termos de Tendéncia (do termo em inglés bias).
Veracidade tem sido referida como “exatiddo da média”. Este uso ndo é recomendado.
Inclusive é expresso como a distancia do valor médio de uma série de medidas (x;) e
um valor de referéncia u;. Este conceito € medido pela Tendéncia, pela Tendéncia

Relativa ou pela recuperacéo:
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(—xi;:T )Tendéncia = &, — iy
(f )Tendéncia Relativa ou Erro Relativo (ER%) = 100 x
T

Recuperagéo (%) = 100 x = 100 - Tendéncia Relativa (%)

Os documentos da ISO 5725-1 (1994) inequivocamente afirmam o que é
Veracidade e como medi-la. A aplicacdo deste conceito aos experimentos de
validacéo é feita medindo varias vezes padrbes de referéncia independentes, para
constar i padrbes, para os quais um valor(py) conhecido permite computar sua
concentracdo predita ou quantidade: x;. Além disto, € possivel computar o valor médio
destes valores preditos(x;) e consequentemente estimar a Tendéncia, a Tendéncia
Relativa ou a Recuperacéo. Estes valores sdo bem estimados uma vez que sao
computados frequentemente durante a fase de validacdo de um método analitico.

Veracidade refere-se entdo a uma caracteristica ou qualidade de um
procedimento analitico e ndo a um resultado gerado por este procedimento (ROZET
et al., 2007a).

1.6.4.3 — Exatidao

Segundo a ISO 3534-2 (2006) exatiddo € o grau de concordancia entre
resultados de um teste ou resultado de uma medicéo e o valor verdadeiro.

Segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia, a “exatiddo de medicao”
ndo é uma grandeza e ndo lhe é atribuido um valor numérico; Uma medicéo é dita
mais exata quando é caracterizada por um erro de medicdo menor; A “exatiddo de
medicdo” é algumas vezes entendida como o grau de concordancia entre valores
medidos que sao atribuidos ao mensurando. No entanto, o termo “exatiddo de
medicao” nao deve ser utilizado no lugar de veracidade de medicdo (BRASIL, 2012).

No entanto, o Erro Total de medigdo dos resultados obtidos a partir de um
procedimento analitico esta relacionado ao grau de concordancia entre os valores
encontrados, ou seja, os resultados, e o valor que é aceito como um valor verdadeiro
convencional ou um valor de referéncia aceito. O grau de concordancia observado é

baseado na soma dos erros sistematicos e aleatorios, ou seja, o Erro Total associado
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ao resultado. Consequentemente, o erro de medicdo é a expressao da soma de
Veracidade (ou Tendéncia) e Preciséo (ou desvio padréo), ou seja o Erro Total. Como
mostrado abaixo, cada medi¢cdo X tem trés componentes: o ur verdadeiro valor da
amostra, a Tendéncia do método (estimado pela média de varios resultados) e a
precisdo (estimada pelo desvio-padrdo ou, na maioria dos casos, a precisao
intermediaria). Equivalentemente, a diferenca entre uma observacédo X e o verdadeiro
valor, € a soma dos erros sistematicos e aleatorios, ou seja, o Erro Total ou o Erro de
Medicédo (ROZET et al., 2007a).

X = ur + bias + precisao
=

X — ur = bias + precisao
=

X — ur = erro total

=

X — ur = errode medicao
=

X — ur = exatidao

Entretanto, quando se observa a secéo correspondente a exatiddo na parte 2
do documento ICH Q2R1 (assim como em BRASIL, 2003), os dados recomendados
para exatiddo sdo apresentados como: “exatiddo deveria ser reportada como
percentual de recuperacao pelo ensaio de quantidades conhecidas adicionadas do
analito na amostra ou como a diferenca entre a média e o valor aceito como verdadeiro
juntamente com os intervalos de confianga” Isto ndo se refere mais a Exatidao, mas
em verdade a Veracidade como definida no documento da ISO 5725 porque ela é o
valor médio de varios resultados — como oposto a um unico resultado para a Exatidao
— que é comparada ao valor verdadeiro, como afirmado anteriormente. Esta secao
refere-se aos erros sistematicos enquanto Exatiddo como definido no ICH Q2R1 parte
1 e ISO 5725 parte 1 corresponde a avaliacdo do erro de medida.

No documento de Validacdo de Métodos Bioanaliticos (FDA), Exatiddo é
definida como “... a proximidade da média dos resultados de ensaios obtidos pelo

método do valor verdadeiro (concentracdo) do analito. (...) O valor médio deveria estar



31

dentro de 15% do valor real exceto na concentragdao do Limite Inferior de
Quantificagdo, onde ela ndo deveria desviar mais do que 20%. Os desvios da média
a partir dos valores verdadeiros servem como medida de exatiddo”. Como ja
mencionado previamente, esta definicdo corresponde a veracidade do método
analitico. Para ensaios bioanaliticos, revisbes extensas anteriores ja avaliaram o
problema da diferenca da definicdo de Exatiddo Relativa e Veracidade (HARTMANN
et al.; 1994; HARTMANN et al., 1998; HUBERT et al., 2003; HUBERT et al., 2004;).

Os documentos do FDA (USA, 2013) e do EMEA (2011) preveem a abordagem
do Erro Total com especificacdes para este parametro para os diferentes tipos de
ensaios bioanaliticos. No entanto, ambos documentos utilizam o termo Exatiddo em
lugar da Veracidade, expressando o Erro Total como a soma da Exatiddo e da
Preciséo.

Para a maioria dos usos ndo importa se o desvio do valor verdadeiro é devido
ao erro aleatério (falta de precisdo) ou ao erro sistematico (falta de veracidade),
enguanto a total quantidade de erro permanecer aceitavel. Entdo, o conceito de Erro
Analitico ou Exatiddo como funcéo do erro aleatorio ou sistematico € essencial. Além
disto, todo analista quer garantir que a quantidade total de erro do método ndo afete
a interpretacao do resultado do teste e comprometa a decisao subsequente. A deciséo
baseada na avaliagdo em separado do critério de veracidade e precisdo ndo pode
atingir isto. Apenas a avaliacdo da exatiddo dos resultados que leva em conta o
conceito do Erro Total, d4 garantias tanto ao laboratério quanto aos 0Orgaos

reguladores da habilidade do método em atingir seu proposito (ROZET et al., 2007b).
1.6.4.4 - Preciséao

A precisdo de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia
entre resultados independentes de testes/medicdes, obtidos sob condi¢cdes
especificadas (ISO, 2006). A precisdo de um procedimento analitico, normalmente é
expressa como a variancia, desvio padrao ou desvio padrao relativo (coeficiente de
variacao) de uma série de medic¢des/testes (ICH, 2005). Podem ser determinados trés

niveis para precisao:

* Repetibilidade ou preciséo Intra-ensaios — Expressa a precisao sob as
mesmas condicdes de operacdo em um curto periodo de tempo. Para

ser avaliada, corridas do ensaio sao feitas em condicbes de
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repetibilidade, o que significa que “n” replicatas sao testadas nas
mesmas condi¢cdes, na mesma amostra inicial, no mesmo laboratorio,
pelo mesmo operador, usando 0 mesmo equipamento, em um curto
periodo de tempo.

* Precisdo Intermediaria — Expressa variacao dentro de um laboratério:
entre dias diferentes, analistas diferentes, equipamentos diferentes etc.
(ICH, 2005). Para ser avaliada, “p” sessdes de ensaios correspondem
as condicdes para testar a precisdo intermediéria. Isto significa que os
resultados de ensaio séo obtidos usando uma amostra homogénea em
diferentes dias e/ou por diferentes operadores e/ou com diferentes
equipamentos no mesmo laboratoério. O objetivo final do estudo € obter
uma imagem do procedimento que represente 0 mais precisamente
possivel sua variabilidade sob circunstancias normais de uso. Segundo
Farmacopéia dos EUA (USA, 2010), uma analise composta da variancia
permite estimar os componentes variacao intra-ensaios e entre-ensaios
gue podem ser usados para estimar a Pl do bioensaio.

* Reprodutibilidade — Expressa a precisdo entre diferentes laboratorios
(estudos colaborativos normalmente aplicados a padronizacdo de uma

metodologia).

1.6.4.5 - Intervalo de doses e Limites de Quantificagéo

Para qualquer método, é necessario determinar o Intervalo de concentracdes
ou valores sobre os quais o0 método pode ser aplicado. O documento do ICH Q2R1
(2005), na parte 1, define Intervalo de um procedimento analitico como “o intervalo
entre a maior e a menor concentracao (quantidade) de analito na amostra (incluindo
estas concentragfes) para as quais tenha sido demonstrado que o procedimento
analitico tem um nivel de preciséo, exatidao e linearidade apropriados”. O FDA (USA,
2013) define o Intervalo de quantificacdo como “o intervalo de concentragdes,
incluindo o LSQ (Limite Superior de Quantificacdo) e o LIQ (Limite Inferior de
Quantificagédo), que pode ser quantificada com confiang¢a, reprodutibilidade, exatidao
e precisdo através do uso da relacdo de resposta-concentragdo, onde o LIQ é o limite

inferior de quantificacdo e o LSQ é o limite superior de quantificacéo.
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ICH Q2R1 parte 2 (2005) recomenda os Intervalos minimos a serem abordados
para os diferentes tipos de estudo e de ensaios, sendo recomendado para a
determinacdo de impurezas, que o intervalo cubra da concentracdo maxima
especificada até 120% desta especificacao.

Entretanto, o Intervalo de doses € a concentracdo ou intervalo de quantidades
sobre o qual o erro total de medida — ou exatiddo — é aceitavel. E essencial demonstrar
a exatidao dos resultados sobre o Intervalo inteiro. Consequentemente, a Exatidao, e,
portanto, a Veracidade e a Precisdo devem ser avaliadas experimentalmente e
aceitaveis sobre todo o Intervalo alvo para a aplicagdo de um método analitico.

Mesmo sabendo que cada area de trabalho tem suas préprias caracteristicas e
problemas, os critérios principais a serem preenchidos séo similares ou deveriam ser
similares uma vez que a validacdo de métodos analiticos independe do setor
industrial, matriz de amostras ou tecnologia analitica empregada, Uma terminologia
harmonizada de validacdo deveria ser adotada para permitir discussdes e
comparacoes de problemas de validacéo entre cientistas de diferentes campos. Este
consenso de terminologia ndo esta ainda disponivel, mesmo existindo tentativas
(ROZET et al., 2007b).

Entretanto, se € desejavel haver uma harmonizacdo entre os campos
interessados em validacdo analitica, seria interessante notar que, mesmo no campo
farmacéutico, os laboratérios ndo usam a mesma terminologia enquanto eles
deveriam usar definicbes similares para descrever critérios de validacdo. A
terminologia usada entre diferentes documentos oficiais como o Guia de validagao do
“Food and Drug Administration” (FDA) para métodos bioanaliticos (2013), ICHQ2R1
(2005) e ISO (1994, 2005) e diferente.

1.6.4.6 — O Conceito do Erro Total (Total Error) e o Perfil de Exatiddo (Acuracy
Profile)

Como descrito acima, dentre as caracteristicas apresentadas no guia da ICH
(2005), duas sdo mais importantes para ensaios quantitativos: exatidao e preciséo.
Porém, a interpretacdo do guia ICH ndo é clara, uma vez que esta abordagem
confunde a avaliacdo do erro sistematico, representada pelo critério de Veracidade,

com a avaliacdo do Erro Total representada pelo critério da Exatiddo (GIBELIN et al.,
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2009). O guia ISO (ISO 5725, parte 1, 1994) prové uma definicdo adequada para a
determinacdo da exatiddo de métodos quantitativos, definida como a soma da
Veracidade e da Precisdo. Esta abordagem para validacao e transferéncia de métodos
analiticos, também chamada de “Conceito do Erro Total”, tem sido difundida pela
comissao SFSTP, desde sua publicacao inicial em 1997 (CHAPUZET et al., 1997),
que ja sofreu algumas modificacbes e recebeu propostas visando um processo
continuo de melhorias (HUBERT et al., 2004; HUBERT et al., 2007a; HUBERT et al.,
2007b; HUBERT et al, 2008).

Os meétodos classicos de validagdo e de controle da qualidade avaliam a
magnitude dos componentes tendéncia e precisdo separadamente (Teste-t e Qui-
quadrado em validac&do ou gréaficos de controle na rotina), mas esta abordagem é
inconveniente, pois valores muito pequenos de um dos componentes ndo compensam
a falha do outro componente (BOULANGER et al., 2007).

Os critérios de aceitacdo para a validagdo de ensaios do FDA (USA, 2013)
preconizam que pelo menos 67% (4 em 6 resultados) de amostras de controle da
qualidade estejam dentro de 15% do seu valor nominal, 33% das amostras sob
controle da qualidade (ndo todas as replicatas nha mesma concentragcao) podem estar
fora dos 15% de seu valor nominal, porém, em certas circunstancias, critérios de
aceitacdo mais amplos podem ser justifichveis. Esta regra ficou conhecida como a
regra 4-6-15 (HOFFMAN & KRINGLE, 2007).

Ou seja, é adequado inferir que um método bioanalitico € apropriado a seu
objetivo de uso se pelo menos 66,7% dos resultados observados (a longo prazo)
estejam dentro de 15% do valor real. Isto € uma simplificacdo, uma vez que as
propriedades de uma amostragem pequena (i.e. de seis amostras sob controle da
qualidade) estdo sujeitas a variacdo aleatoria e podem ser diferentes das
propriedades do método em longo prazo (HOFFMAN & KRINGLE 2007).

O uso de Intervalos de Confianga e/ou Erro Total em validacdo de métodos tem
sido discutido ou proposto na literatura (HUBERT et al., 2004; ROZET et al., 2007a;
HOFFMAN & KRINGLE, 2007; HUBERT et al., 2007a; HUBERT et al., 2007b; ROZET
et al., 2007b, ROZET et al., 2007c; VISWANATHAN et al., 2007). O uso do Erro Total
€ uma abordagem estatistica e cientificamente fundamentada que incorpora tanto os
erros sistematicos quanto aleatorios. O conceito do erro total reflete quéo grande o

erro de medida pode ser e é facilmente entendido por analistas. Aléem disto, € uma
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medida compreensiva simples da performance do método, ao invés de uma avaliacao
da Tendéncia do método e da variabilidade individual.

Na maioria das vezes, um procedimento analitico visa quantificar sobre um
intervalo de quantidades ou concentracdes. Consequentemente, durante a fase de
validacéo, as amostras séo preparadas para cobrir de forma adequada esse intervalo,
e um intervalo de tolerancia de expectativa-3 (ITB) é calculado em cada nivel.

Entretanto, quando analisarmos amostras, apenas o Erro Total de sua medi¢ao
pode ser levado em conta, nesta amostra. E impossivel separar os Erros Sistemético
e Aleatorio. Uma vantagem desta abordagem é que reflete mais diretamente o
comportamento de ensaios individuais e ira resultar em menor rejeicdo de corridas em
estudo do que procedimentos que comparam pontos de estimativa da Tendéncia e
precisdo observadas (ROZET et al., 2007b).

Inclusive, abordagens classicas concluem sobre a validade de um método
analitico pela comparacdo com um limite de aceitacao fixo estabelecido “a priori”, por
um lado o erro sisteméatico e por outro o erro aleatério (ROZET et al., 2007b).

Outra vantagem € que, esta abordagem permite o controle do risco de aceitar-
se um método improprio enquanto prové garantias de que os resultados das medi¢des
gue serdo obtidos durante o uso futuro do método validado estardo incluidos dentro
dos limites de aceitacdo fixados de acordo com os requerimentos. Este ultimo ponto
nao € apenas essencial para o analista assim como suas conclusfes e diagndstico
sao feitos em relacdo aos resultados obtidos. Também € uma crescente exigéncia das
autoridades regulatérias gerenciar o risco associado ao uso destes métodos na
analise de rotina (USA, 2004; USA, 2006).

1.6.4.7 — Perfis de Exatidao

Uma significativa fonte da Tendéncia e imprecisdo em métodos analiticos pode
ser causada pela escolha de modelos estatisticos inadequados para a curva de
calibracdo. Os critérios estatisticos como R?, falta de adequagdo a modelos ou
quaisquer outros testes estatisticos para demonstrar qualidade de adequacdo a
modelos sdo apenas informativos e meramente relevantes para os objetivos do
ensaio. Para este objetivo, varios autores (HUBERT et al., 2004; HUBERT et al., 2003;
HOFFMAN e KRINGLE, 2005) introduziram o uso do Perfil de Exatiddo baseado em

intervalos de tolerancia (ou intervalos de predicdo) para decidir se um modelo de
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calibracdo dara resultados de qualidade. Os modelos deverédo ser retidos ou rejeitados
baseado na exatidao de resultados calculados independentemente das propriedades
estatisticas. Esta abordagem ja foi usada por varios autores como Streel et al. (2005)
para a validacdo de um ensaio de cromatografia liquida para determinacao
guantitativa de loperamida em plasma.

O Perfil de Exatiddo € uma ferramenta para tomada de decisdo para acessar a
validade de um método analitico, i.e. sua habilidade para quantificar o mais
exatamente quanto possivel e é obtido simplesmente através da ligacdo dos limites
inferiores e da ligacao dos limites superiores. A inclusao do Perfil de medicao de erro,
dentro dos limites de aceitacéo [-A, A] nos niveis-chave deve ser examinado antes de
declarar que o procedimento € valido sobre um intervalo especifico de valores. 3
geralmente sera escolhido acima de 80% e, como demonstrado por Boulanger et al.
(2007), escolhendo 80% para 3 durante o pré-estudo de validacdo garante que 90%
das corridas serao aceitas mais tarde na rotina quando a regra 4-6-1 (por exemplo, 4-
6-15) é utilizada na rotina (ROZET et al.; 2007b).

A estimacao dos parametros de Veracidade e da Preciséo, pr, variancia intra-
séries e variancia inter-séries em cada nivel de concentragéo, ndo é o objetivo final,
mas uma etapa necessaria para calcular a proporcéo esperada de resultados situados
nos limites de aceitacdo (HUBERT et al., 2007).

1.6.4.8 - indices Globais de Conveniéncia

O Perfil de Exatiddo pode ser usado como uma ferramenta de deciséo visual
para avaliar a validade de métodos analiticos. Entretanto, como para toda
representacdo gréfica, esta interpretagcdo visual contem um componente de
subjetividade. No entanto, (DERRINGER & SUICH, 1980; DERRINGER, 1994)
elaboraram o indice Global de Conveniéncia (IGC) baseado nos critérios mais
importantes de validacdo, que variam de 0 a 1 para aumentar a objetividade da tomada
de deciséo. O primeiro passo € atribuir um IGC aos seguintes critérios: Intervalo de
Doses, Veracidade e Precisdo (ROZET et al.; 2007b).



DR

25 * € Max >
~
*
2041 . Dosing Range S
15 e N ] - - - e eame

N

37

g 2 — \il\ ' v Aren
£ s P E. Live
SN ] P i
S\
:22 - aa per :?:an)gr:;::t?;:ﬁevel | per S::ceenr,:ril?ci):sle‘vel e .,f
1 Lioa 2 3 4 Yoo 5

Concentration level

Figura 7 — Representacdo esquematica de um perfil de exatiddo. llustracdo dos indices computados: Intervalo de
doses, Veracidade e precisdo. As linhas pontilhadas sdo os limites de aceitacdo superior e inferior, as linhas
tracejadas séo os limites de expectativa de tolerancia-g e a linha continua é a Tendéncia Relativa.

Fonte: Rozet et al., 2007.

1.6.4.9 - Incerteza de Medicao

A incerteza de Medicdo € um parametro ndo negativo que caracteriza a
dispersao dos valores atribuidos a um mensurando (grandeza submetida a medic&o),
com base nas informac0Oes utilizadas (BRASIL, 2012) e segundo a EURACHEM
(2000), € a indicagdo quantitativa da qualidade dos resultados de medicao, sem a qual
0S mesmos ndo poderiam ser comparados entre si, com 0s valores de referéncia
especificados ou com um padrdo. Uma vez que o valor verdadeiro do resultado de
uma medicao é desconhecido qualquer resultado de uma medicao sera somente uma
aproximagdo ou estimativa do valor do mensurando em questdo. Sendo assim, a
representacdo completa de tal mensurando devera incluir a divida deste resultado, a

qual é traduzida pela sua incerteza de medicdo (EURACHEM, 2000).

1.7 - Pré-estudo de validacao

No Curso de Especializagdo em Controle da Qualidade de Produtos, Ambientes
e Servigos Vinculados a Vigilancia Sanitéria (INCQS/FIOCRUZ) com a finalidade de
avaliar o uso destas ferramentas para validacdo de imunoensaio, aplicamos o

Conceito do Erro Total, os perfis de Exatiddo e os indices de Exatiddo no pré-estudo



38

de validacao do ELISA para determinacao do teor de ovoalbumina em vacinas contra
febre amarela, abrangendo o intervalo de concentracbes de 33 a 167% da
concentracdo alvo (5,0pug/mL) e um intervalo controle bem abaixo desta faixa (0,33 a
2,5%). O pré-estudo de validacdo deste ELISA demonstrou que o ensaio apresenta
Exatiddo, Repetibilidade, Precisdo Intermediaria, Linearidade e Veracidade no
intervalo de concentracfes de 1,25 a 10ug/mL e € um método confiavel para avaliar
o teor de ovoalbumina (POSSAS, 2012). Pudemos concluir com o referido trabalho
que a abordagem do conceito do Erro Total € uma ferramenta para validagdes que
apresenta desempenho superior em relacdo a abordagem classica que avalia os
componentes veracidade e precisdo isoladamente, apresentando sensibilidade e
capacidade de identificar a deficiéncia na Exatiddo de um imunoensaio e que 0s
indices de Exatiddo proveem uma avaliagdo objetiva dos perfis de Exatiddo. Tal
trabalho rendeu um artigo cientifico que foi submetido a revista do Instituto Adolfo Lutz
e publicado (POSSAS et al., 2012), para maiores informacgdes, vide anexo A.

A etapa posterior na validacdo de um método é a validacdo do método em uso,

objeto do presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Realizar a validagdo em uso do ELISA para quantificacdo do teor de
ovoalbumina na vacina contra febre amarela utilizando o Conceito do Erro Total, os

Perfis de Exatidao e os indices de Exatido.

2.2ESPECIFICOS

- Confirmar o desempenho do Conceito do Erro Total, dos Perfis de Exatiddo e do
indice de Exatiddo na Validagdo em Uso do ELISA para a determinacdo do teor de

ovoalbumina;

- Determinar qual modelo rende resultados mais exatos usando os perfis de Exatidéao
e o indice de Exatiddo pela comparacdo dos resultados obtidos no ELISA com os
modelos de ajuste de curva logistica de 4 parametros (4PL), curva logistica de 5
parametros (5PL) e de Linhas Paralelas (PAR);

- Reavaliar os parametros de validacdo determinados na fase de pré-estudo de

validacdo do método na validacéo em uso do método.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo consistiu de uma validagdo em uso do ensaio de determinacao do
teor de ovoalbumina residual para vacinas contra Febre Amarela, classificado como
um ensaio de deteccdo quantitativa para uma impureza. O trabalho avaliou a
Veracidade, a Exatiddo e a Precisdo (intra-ensaios, entre-ensaios e precisao
intermediaria) do ensaio utilizando o Conceito do Erro Total para construir Perfis de
Exatiddo dos resultados, obtidos pela curva 4PL, 5PL e método de Linhas Paralelas,

que foram avaliados pelo indice de Exatidao.

3.1 Amostras analisadas

Na fase de validacdo em uso, foi testado um anico lote de vacina contra febre
amarela. A cada ensaio foram testadas a amostra pura (com teor de ovoalbumina
original 0,18 pg/0.5 mL determinado como a média de todos os resultados)
paralelamente a mesma amostra deliberadamente contaminada (“spiked”) com trés
concentracfes de ovoalbumina: Baixa (25%) = 1,26 ug/0,5 mL, Média (100%) = 5,05
1g/0,5 mL e Alta (300%) = 14,9 ug/0,5 mL. Estes sao os valores reais obtidos com as
diluicdes para os valores introduzidos de 1,25; 5,0 e 15,0 pg/mL respectivamente ao
arredondarmos as diluic6es obtidas com as aliquotas usadas. O conjunto de amostras
pura (doravante referida como 0,18 pg/0,5 mL) e fortificadas € denominado Amostras
de Validacao.

Para contaminacdo das amostras, foi utilizado um lote de padrdo de
ovoalbumina de ovos de galinha (Sigma, A2512) preparado no proprio laboratorio na
concentragéo de 100 pg/mL e diluido como descrito no Quadro 1.

Quadro 1 — Esquema de diluicdes para obtencéo das concentragBes para contaminacdo das amostras
de validacgé&o utilizadas no estudo de validacdo em uso do ELISA para detec¢éo do teor de ovoalbumina
residual a partir de uma solugéo de padréo a 100 pg/ml.

. Partindo de Padréo a 100ug/ml
Padréo

% de 5pg/ml  Calibragéo 25% 100% 300%

126 ug 5,05 ug 14,9 ug
/0,5 ml /0,5 ml /0,5 mi

Concentracdo 2 pug/ml

Pré-diluicao
em PBS
Diluicdo em
amostra

1/50 1/6,6 1/3,3 1/1,12

- 1/6 1/3 1/3
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3.2- ELISA para a determinacgao do teor de ovoalbumina (EDTO)

O padrédo de ovoalbumina de calibracdo e as amostras de validacdo foram
submetidos ao método imunoenzimatico (ELISA). A cada ensaio, o padrdo de
calibracdo e amostras de validagdo foram pré-diluidos em salina tamponada com
fosfatos com tween 20 e leite em po desnatado (PBS/T20 0,05%/NFDM) como
descrito no quadro 1 e foram pré diluidos a 1/10 e aplicados nesta diluicdo nos
primeiros pocos sendo diluidos, com fator dois, a partir dos segundos poc¢os da placa
até completar um total de oito diluicbes para cada, desta forma o padrédo de
ovalbumina originalmente contendo 2 pg/ml entrou na placa nas concentracoes de 0,2
pg a 0,0016 pg/ml. Controles positivos e negativos (branco) foram incluidos em cada
placa. A placa de 96 orificios (MaxSorp™, Nunc, NY, USA) foi previamente
sensibilizada com anticorpos de coelho anti-ovoalbumina (Biomanguinhos /FIOCRUZ)
em tampao carbonato-bicarbonato de sédio pH 9,6 e bloqueada com albumina sérica
bovina a 3% (p/v). A incubacéo foi feita por 30 minutos a 37 °C. As placas foram
lavadas com salina tamponada com tween 20 (PBS/T20 0,05%) e o anticorpo
monoclonal de coelho anti-ovoalbumina (Biomanguinhos /FIOCRUZ) conjugado a
peroxidase em PBS/T20 0,05%/NFDM foi adicionado. Foi feita nova incubagé&o por 30
minutos a 37 °C e nova lavagem. A reacdo foi revelada com o substrato para a
peroxidase em tampéao citrato-fosfato pH 5,0 e foi interrompida com acido sulfurico 2
M apos 15 a 20 minutos. A leitura foi feita em leitor de microplacas a um comprimento
de onda bicromatico de 450/620 nm. O teor de ovoalbumina residual foi calculado
utilizando a curva logistica de quatro parametros (4PL), a curva logistica de cinco
parametros (5PL) e o método de Linhas Paralelas (PAR) no programa estatistico
CombiStats do EDQM (2013).

3.3 - Selecédo dos parametros de validacéo

No Pré-estudo de validacdo (POSSAS, 2012) foram verificadas as normas RDC
Anvisa (BRASIL, 2003); ICH Q5A (R1) (1999); ICH Q2 (R1) (2005); FDA (2013); USP
(2010) e SFSTP (HUBERT et al., 1999; HUBERT et al., 2004; HUBERT et al., 2007a;
HUBERT et al., 2007b; HUBERT at al, 2008), visando definir os parametros a serem

abordados e a metodologia para o calculo destes parametros, partindo da premissa
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que o ensaio de deteccdo de ovoalbumina é classificado como um ensaio para a
deteccdo quantitativa de uma impureza.

Adotamos a mesma abordagem do Erro Total como descrita pela SFSTP
(HUBERT et al. 1999; HUBERT et al., 2004; HUBERT et al., 2007a; HUBERT et al.,
2007b; HUBERT at al, 2008), definida no pré-estudo de validacdo (POSSAS, 2012;
POSSAS et al. 2012) para a construcao do Perfil de Exatiddo do Ensaio utilizando os
resultados obtidos com trés diferentes metodologias de célculos: a) curva 4PL; b)
Curva 5PL e c) Modelo de Linhas Paralelas. Os resultados foram entdo avaliados pela
determinac&o dos indices Globais de Conveniéncia visando obter o indice de Exatiddo

(ROZET et al., 2007b). Para tanto, os seguintes parametros foram determinados no

estudo:
* Veracidade
* Precisao
» Exatidao

* Curva de Calibragosta
* Linearidade,

* Intervalo e Limites de Quantificacao

3.4 - Matriz de Ensaios

Com a finalidade de avaliar os parametros definidos, uma matriz de ensaios foi
desenhada visando obter o maximo de informagfes de cada corrida, sendo definido
que seriam realizadas no minimo quatro corridas validas (p=4) com amostras de um
mesmo lote de vacina contra febre amarela, fortificadas (“spiked”) com trés
concentracfes de padrdo de ovoalbumina (m=3) em duas placas replicatas (n=2).
Visando incluir concentragfes baixa, média e alta em relacdo a concentracao alvo de
5,0 pg/0,5 ml, uma vez que o limite de aceitacéo do teor de ovoalbumina na vacina de
febre amarela é de 5,0 pug/dose, as concentracfes escolhidas foram: baixa = 25%
(1,25 ng/0,5 mL), Média = 100% (5,0 pug/0,5 mL), e Alta = 300% (15 pg/0,5 mL), na
pratica, devido as diluicbes realizadas, aplicamos uma correcdo a estas
concentracdes para efeito de calculo, assumindo os valores 1,26; 5,05 e 14,9 ug/0,5
mL. A cada ensaio foi também testada a mesma amostra de vacina pura visando
determinar a diferenca entre o teor original (determinado como 0,18 ug/0,5 mL) e o

recuperado nas amostras fortificadas.
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Desta forma, foram realizados seis ensaios independentes dos quais apenas

cinco foram validos e utilizados no estudo.

3.5 — Estudo de validacdo em uso
3.5.1 - Analise Estatistica

Os resultados do teor de ovoalbumina foram calculados para cada replicata de
placa, para cada concentracdo para cada um dos ensaios pelo método de 4PL, de
5PL e de PAR utilizando o programa de computador CombiStats® (EDQM, 2012).

Foi empregada a abordagem do Conceito do Erro Total seguindo as
recomendacdes da SFSTP (HUBERT et al., 2004; HUBERT et al., 2007a; HUBERT et
al., 2007b HUBERT at al., 2008) e o perfil de Exatiddo dos resultados obtidos na curva
de 4PL nas diferentes concentracdes estudadas foi construido como descrito por
Rozet et al. (2007). Para interpretar a adequacao do perfil de exatidao obtido, foram
empregados os indices de Conveniéncia Globais - indice de Exatiddo que utiliza o
indice de Intervalo, o indice de Veracidade e o indice de Precis&o para o seu célculo,
como descrito em Rozet et al. (2007), para tanto, uma planilha do Microsoft Excel® foi
elaborada e validada frente aos dados do referido artigo. Os graficos apresentados e
analises complementares como teste de desvio de linearidade, coeficientes de
regressao e de inclinagdo das curvas padrdo, foram feitos utilizando o programa

estatistico Graph Pad Prism®.

3.5.2 — Andlise de variancia

A homogeneidade dos resultados de ensaios obtidos em cada concentracao foi
avaliada pela anélise de variancia de delineamento inteiramente casualizado (“one-
way” ANOVA) para identificacdo de valores aberrantes (outliers). Os valores
aberrantes devem ser excluidos caso ocorram.

Os quadrados médios intra (MSI) e entre ensaios (MSE) calculados na ANOVA
foram usados para obter estimativas das variancias intra-ensaios, entre-ensaios e total
em planilha do Microsoft Excel® elaborada e validada como descrito por Rozet et al.
(2007).
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3.5.3 — Intervalo, Limite Inferior de Quantificacdo e Limite de Detecgao

O intervalo de um imunoensaio € definido como as concentragcdes ou poténcias
para as quais tenha sido demonstrado que o meétodo analitico tenha niveis
satisfatorios de Veracidade e Precisdo Intermediaria e o Limite Inferior de
Quantificagdo sera a menor concentragdo ou poténcia em que estas condi¢cdes forem
atendidas.

O limite inferior de deteccéo € considerado como sendo 3 desvios padrdes acima
da média do branco (controle de background), usando esta férmula a chance de

classificacdo errada é de 7%.
3.5.4 - Veracidade

A Veracidade do método, expressa pelo Erro Relativo % (ER%), foi determinada
obtendo-se a diferenca percentual entre a média ponderada das concentracdes e 0

valor nominal de referéncia (UT).
3.5.5 - Preciséo

A precisdo do método foi estimada pela determinacédo da Preciséo intra e entre
ensaios que foram combinadas para determinacdo da Precisdo Intermediaria (Pl),
expressa como Coeficiente de Variacdo percentual (CV%), obtido através da divisao
do desvio padrdo calculado pela concentracdo nominal (ur) nos oito niveis de
concentracdes. As variancias Intra e entre Ensaios e da Precisdo Intermediaria assim
como os Coeficientes de Variagdo % (CV%) foram calculados a partir das
concentracOes estimadas (ISO, 1994; FDA, 2013; HUBERT et al., 2004; ROZET et al.,
2007b).

3.5.6 - Exatidao

A Exatiddo é a combinacéo do Erro sistematico e do Erro Aleatério, i.e. o Erro
Total e foi demonstrada pelo Perfis de Exatiddo construidos e avaliados pelos indices
de Exatidao (Item 3.5.7).
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3.5.7 - indices Globais de Conveniéncia

Derringer & Suich (1980) e Derringer (1994) elaboraram o indice global de
conveniéncia (IGC) baseado nos critérios mais importantes de validacao, que variam
de 0 a 1, para aumentar a objetividade da tomada de decisédo permitindo demonstrar
a qualidade geral do método sendo validado sob o Intervalo estudado. Para tanto foi
necessario atribuir um IGC aos seguintes critérios: Intervalo de doses, veracidade e
precisdo (ROZET et al.; 2007b).

a) Indice do Intervalo de doses (Iip) (Tabela 4):

* LSQ - Limite Superior de Quantificagéo;
* LIQ — Limite Inferior de Quantificacao;
* DRy .x — Diferenca entre a maior e a menor concentragao investigadas

durante a validagao.

Quando este indice é igual a um significa que o método é valido em todo o
Intervalo estudado. Quando inferior a um, o0 método s6 é valido em uma parte menor

do Intervalo estudado.

b) indice de Veracidade Iv (Tab. 4). Este indice ilustra a veracidade do método,

e é computado como segue:

o SSBiax — SSBops
v SSByax

€ [0;1]

Onde:

ji21A = mA*SSBwmax € a soma do quadrado da Tendéncia maxima em cada

nivel de concentracéo investigado pelos padrées de validacdo incluidos no Intervalo

de doses, i.e., com A sendo o limite em % e m o nUmero de niveis de

concentracdes incluidos no Intervalo de doses.
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SSBobs € a soma do quadrado da Tendéncia observada em cada nivel de

concentragédo também incluido no Intervalo de doses.

Um indice de Veracidade proximo a um implica que o método é quase sem

Tendéncia.

c) Indice de Precisdo Ip (Tab. 4)

[p = 222 __red
d AREAy 1x

Onde:

* Sarea € a area definida pelo LTB superior e o limite de aceitagdo superior +A e
incluido entre 0 Sitpo € 0 ILpo.

* laea € @ area definida pelo LT inferior e o limite de aceitagdo inferior -A e
incluido entre 0 LSQ e o LIQ.

* AREAwmax é a area definida pelos limites de aceitac@o superior e inferior +A e 0s
LSQ e LIQ, i.e. 2 A (LSQ - LIQ).
Quanto mais préximo a um este indice, mais preciso € o método sendo

validado.

d) Finalmente para estimar a qualidade geral do método, um indice de
Conveniéncia (DERRINGER & SUICH, 1980; DERRINGER, 1994),
denominado indice de Exatid&o (Ig), que € definido como a combinac&o dos
critérios individuais de conveniéncia como a média geométrica dos trés

Indices:

IE: 3W,IVIID Ip € [O, 1]

Inclusive, o interesse do Perfil de Exatiddo é estimar o Erro Total esperado no
Intervalo de doses estudado, portanto o indice de Exatidio é um resumo dos trés
primeiros indices, demonstrando a qualidade geral do método sendo validado sob o
Intervalo estudado (ROZET et al., 2007).



3.6 - Critérios de aceitacao

Para que um método de imunoensaio seja aceito, € recomendado que a
Precisdo e a Veracidade sejam ambas <20% (<25% no LIQ) e adicionalmente é
recomendado que o Erro Total do método (soma da precisdo e da veracidade) seja
<30% (<40% no LIQ) (EMEA, 2011). Foram computados para cada concentracéo
estudada os intervalos de tolerancia de expectativa B (IT-B) ajustados para 95%, que
foram comparados aos limites de aceitacdo +30% (A). Os resultados obtidos na curva
4PL, 5PL e PAR foram plotados em gréficos para construir os Perfis de Exatidao.
Assim, o IT-B é o intervalo onde é esperado que uma propor¢do de 95% dos futuros
resultados esteja dentro. Portanto, os IT-f que estiverem dentre os limites de
aceitacao, apresentam as condi¢des para um método ser considerado valido (ROZET

et al., 2007). O Quadro 2 apresenta os critérios de aceitacdo adotados na Validacéo

em Uso do EDTO.

Quadro 2. Critérios de aceitacdo adotados na Validacdo do EDTO.

Parametro Critério de Aceitagio Fonte
OfH* 0 0
Veracidade ER%* +20 /oL(SJ_ré§A> no LIQ e EMEA (2011)
Preciséo Intra CV% < 20% (< 25% no LIQ e EMEA (2011)
ensaios LSQ)
Precisédo Entre CV% < 20% (£25% no LIQ e EMEA (2011)
ensaios LSQ)
Precisdo CV% < 20% (£ 25% no LIQ e EMEA (2011)
Intermediaria LSQ)
Erro Total** <30% (=40% no LIQ e LSQ) EMEA (2011)

Curva de Calibragéo

Equacé&o mais simples que
descreve a fungéo concentragéo
— resposta.

FDA (USA, 2013)

Linearidade

As concentracdes calculadas
devem apresentar os valores
das concentragfes introduzidas
+20%.

EMEA (2011)

Limite Inferior de
Quantificacdo

Menor concentracdo no

Intervalo que apresentou

resultados com Exatidao
satisfatoria

FDA (USA, 2013)

Limite Inferior de
Deteccéo

Média do Branco +3DP***

WHO (1997)
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3.7 - Calculo da Incerteza de Medigéo

Foi realizada uma avaliacédo do Tipo A, utilizando o CV% intra-ensaios, como
descrito em Wales (2005). Foram calculadas a Incerteza Padrdao Combinada (uc) e a
Incerteza Expandida (U) para o ensaio. A Incerteza Expandida prové um intervalo que,
acredita-se, deve incluir o valor do mensurando com um alto nivel de confianga sendo
obtida através da multiplicacdo da uc pelo fator de abrangéncia (k). Foi utilizado k = 2,

provendo aproximadamente 95% de nivel de confianca para uma distribuicdo normal.
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4 RESULTADOS

4.1 - Validacdo em uso do EDTO

Foi realizada a Validagédo em uso do EDTO utilizando o Conceito do Erro Total,
os Perfis de Exatiddo e os indices de Exatiddo visando confirmar o desempenho do
Conceito do Erro Total, dos Perfis de Exatiddo e do indice de Exatid&do na Validag&o
em Uso do ELISA para a determinacao do teor de ovoalbumina descrito por Possas
et al. (2013).

4.2 — Determinacdo do melhor modelo de ajuste de curva: 4PL, 5PL e PAR.

Os resultados obtidos no estudo utilizando os métodos 4PL, 5PL e PAR por
replicata, por dia e por concentragcédo, podem ser observados na Tabela 1 com os
valores brutos recuperados nas amostras de validacao fortificadas e na Tabela 2 séo
apresentados os resultados com a subtracdo da média de resultados obtidos pela
amostra pura. Os resultados de cada grupo foram submetidos a uma analise de
variancia para verificar sua homogeneidade. Nao houve valores aberrantes em
nenhum dos grupos. Estes resultados foram utilizados no estudo de validacdo em uso
do ensaio para os calculos dos parametros estudados.

O Gréfico 1 apresenta o controle estatistico de processo das inclinagdes (b)
obtidas na curva padrdo de ovoalbumina por cada replicata nos seis ensaios

realizados (apenas cinco foram validos).

Inclinagao
o
Q

(=)
O 4
-
o

Ensaio

Gréfico 1. Controle estatistico de processo dos valores de inclinagdo (b) obtidos para cada
replicata dos ensaios realizados, apresentando resultado do teste de Kolmogorov Smirnov = 0,98,
confirmando a distribuicdo normal dos dados. Onde: LSC e LIC — Limites Superior e inferior de Controle
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(média £3x Desvio Padrao = 99%); LSA e LIA — Limites Superior e Inferior de Alerta (média £2x Desvio
Padrédo = 97,5%); Med = Média.

Tabela 1 — Resultados brutos calculados para cada concentracado, por replicata e por corrida de ensaio
no intervalo de concentracdes de 0,18 a 14,9 ug/0,5 ml. Utilizando: A — curva Logistica de 4 parametros.
B - curva Logistica de 5 parametros; C — Modelo de Linhas Paralelas.

A - 4PL
Cl ug/0,5 mL Puro (0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas niL n2 nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,18 0,180 1,501 1,525 5,868 5,524 15,150 14,381
2 0,201 0,188 1,483 1,277 5,844 5,210 15,590 14,157
3 0,196 0,170 1,612 1,570 6,238 5,967 16,545 15,270
4 0,171 0,148 1,541 1,480 5,824 5,725 15,414 15,295
5 0,191 0,201 1,488 1,550 5,763 6,479 15,007 18,020

B 5PL

Cl pg/0,5 mL Puro (0,18) 1,26 5,05 14,9

Replicatas niL n2 nl n2 nl n2 nl n2

Ensaios 1 0,18 0,179 1,504 1,529 5,865 5,512 15,132 14,260

2 0,201 0,187 1,488 1,280 5,853 5,214 15,510 14,119
3 0,194 0,169 1,620 1,572 6,233 5,962 16,469 15,221
4 0,171 0,149 1,545 1,492 5,832 5,755 15,376 15,286
5 0,191 0,201 1,490 1,551 5,763 6,477 14,976 17,999

C-PAR
Cl pg/0,5 mL Puro (0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas niL n2 nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,226 0,203 1,495 1,554 6,292 5,825 16,584 14,287
2 0,237 0,221 1,486 1,286 6,224 5,528 16,371 14,143
3 0,256 0,192 1,693 1,598 7,025 6,369 18,169 15,418
4 0,210 0,185 1,568 1,430 6,259 6,157 15,782 16,343

5 0,206 0,213 1,527 1,619 5,930 6,987 13,460 17,027
Cl — concentragao Introduzida; n - replicata.




51

Tabela 2 — Resultados calculados para cada concentracdo, por replicata e por corrida de ensaio no
intervalo de concentracdes de 0,18 a 14,9 pg/0,5 ml subtraidas as médias dos resultados obtidos com
a amostra pura (0,18). Utilizando: A — Curva Logistica de 4 parametros. B - curva Logistica de 5
parametros; C — Modelo de Linhas Paralelas.

A -4PL

Pura
Cl pg/0,5mL  (0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas Média nl1l n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,183 1,317 1,342 5,685 5,341 14,966 14,198

2 1,300 1,094 5,661 5,027 15,406 13,973
3 1,429 1,387 6,055 5,784 16,362 15,087
4 1,358 1,297 5,641 5,541 15,231 15,112
5 1,305 1,367 5,580 6,296 14,823 17,836

B - 5PL

Cl ug/0,5 mL Pura (0,18) 1,26 5,05 14,9

Replicatas Média nil n2 nl n2 nl n2

Ensaios 1 0,183 1,321 1,346 5,682 5,329 14,949 14,077

2 1,305 1,097 5,670 5,031 15,327 13,936
3 1,437 1,389 6,050 5,779 16,286 15,038
4 1,362 1,309 5,649 5,572 15,193 15,103
5 1,307 1,368 5,580 6,294 14,793 17,816

C PAR

Cl ug/0,5 mL Pura (0,18) 1,26 5,05 14,9

Replicatas Média nil n2 nl n2 nl n2

Ensaios 1 0,215 1,280 1,339 6,077 5,610 16,370 14,072

2 1,271 1,072 6,009 5,313 16,156 13,929
3 1,478 1,383 6,810 6,154 17,955 15,203
4 1,353 1,215 6,045 5,942 15,567 16,128
5 1,312 1,404 5,715 6,772 13,245 16,812

Cl — concentragdo Introduzida;

4.2.1 Comparagéo dos modelos de ajuste utilizando os Perfis de Exatidao e os
indices de Exatid&o

A tabela 3 apresenta os resultados dos parametros determinados para a
construgéo dos Perfis de Exatidao do ELISA para Deteccao de Teor de Ovoalbumina
(EDTO) quando os resultados foram calculados com a curva de ajuste de 4PL, 5PL e
PAR. Os limites de Tolerancia de Expectativa p foram calculados para 95% de
conteudo e os limites de aceitacao + A foram definidos como + 30% como preconizado

por DeSilva et al. (2003) para ensaios de ligacao.
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Tabela 3 — Resultados obtidos para construcdo dos Perfis de Exatiddo do ensaio de determinacdo do

teor de Ovoalbumina por ensaio, em amostras de vacina contra a febre amarela.

A 4PL
Introduzido* 0,18 1,26 5,05 14,9
Média 0,18 1,32 5,66 15,54
ER% 1,83 4,72 12,10 4,32
CV%e 9,46 7,30 6,96 9,75
LST% 24,13 22,06 28,68 27,45
LIT% -20,47  -12,62 -4,48 -18,81
LST* 0,22 1,54 6,50 18,99
LIT* 0,14 1,10 4,82 12,10
Erro Total 11,29 12,02 19,06 14,07

B 5PL
Introduzido* 0,18 1,26 5,05 14,9
Média 0,18 1,32 5,66 15,25
ER% 1,61 5,08 12,15 2,36
CV% PI 9,31 7,31 6,91 7,46
LST% 23,59 22,45 28,62 20,07
LIT% -20,36 -12,28 -4,31 -15,35
LST* 0,22 1,54 6,50 17,89
LIT* 0,14 1,11 4,83 12,61
Erro Total 10,93 12,39 19,07 9,83

C PAR
Introduzido* 0,18 1,26 5,05 14,9
Média 0,22 1,31 6,04 15,54
ER% 19,31 4,03 19,70 4,32
CV% PI 11,78 9,11 9,27 9,75
LST% 47,26 25,69 41,69 27,45
LIT% -8,63 -17,63 -2,29 -18,81
LST* 0,27 1,58 7,16 18,99
LIT* 0,16 1,04 4,93 12,10
Erro Total 31,09 13,14 28,97 14,07

ER — Erro Relativo; CV — Coeficiente de Variacao; Pl — Precisao Intermediaria; LST e LIT Limites
Superior e Inferior de Tolerancia de expectativa 3; * - Valores em pg/0,5 mL; r - Limite de repetibilidade.

Os graficos 2 A, B e C apresentam os Perfis de Exatiddo construidos com esses

dados. Em A, foram inseridos os resultados obtidos com a 4PL, em B, foram inseridos

resultados obtidos pela 5PL e em C utilizando PAR.
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Graéfico 2. Perfis de Exatidao obtidos para a Determinacdo do Teor Residual de Ovalbumina usando a
curva 4PL (A), 5PL (B) e PAR (C) no intervalo de doses de 0,18 a 14,9 ug/0,5 mL. A linha continua
apresenta o Erro Relativo %, as linhas pontilhadas os limites de aceitacdo +30% e as linhas tracejadas
séo os Limites Inferior e Superior relativos de 95% de expectativa de tolerancia . Os pontos sdo os
erros relativos % por replicatas das amostras de validacdo. O ensaio € capaz de quantificar com
Exatiddo apenas quando os intervalos de tolerancia estéo incluidos nos limites de aceitacédo (+30%),

4.2.2 indices Globais de Conveniéncia

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos para os indices Globais de

Conveniéncia.
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A tabela 4 apresenta os resultados obtidos para os indices de Exatiddo para

cada modelo de calculos utilizado.

Tabela 4 - indices Globais de Conveniéncia para interpretacédo do Perfil de Exatiddo: O indice de
Exatiddo é um resumo dos trés primeiros indices, demonstrando a qualidade geral do método sendo
validado sobre o Intervalo estudado.

Método de Calculo

indices Globais de Conveniéncia 4PL 5PL PAR
indice de Precisdo 0,26 0,43 0,07
indice de Intervalo 1,00 1,00 0,14
indice de Veracidade 1,00 0,89 0,59
indice de Exatiddo 0,635 0,723 0,179

Os parametros Veracidade (ER%) e Precisdo Intermediaria (CV%) foram
combinados na avaliacéo para determinar qual o melhor modelo de ajuste para calculo
dos resultados (4PL, 5PL e PAR) pela construgdo dos Perfis de Exatidéao,
demonstrando que o modelo de ajuste de 5PL foi o que melhor descreveu a relagcéo
concentracdo-resposta, o que foi confirmado pela utilizagio do indice de Exatiddo o
que demonstra a sensibilidade do Conceito do Erro Total a mudancas nas
caracteristicas sendo validadas. O melhor ajuste descrito pelo modelo 5PL foi
confirmado pelo indice de Exatid&o (0,723) mais elevado que os obtidos pelos outros

dois modelos.
4.3 - Reavaliagéo dos parametros de validagéo

Foram reavaliados a Veracidade, Precisdo, Exatiddo, Curva de Calibracao,
Linearidade, Intervalo, Limites inferior e superior de quantificacao e limite de detecc¢éo
determinados determinados na fase de pré-estudo de validagcdo do método na
validagcdo em uso do método utilizando o modelo que apresentou resultados mais

exatos — 5PL.

A tabela 5 resume os resultados obtidos para os parametros de validagao no
estudo de validacdo em uso do EDTO utilizando o modelo 5PL. S&o apresentados o
Intervalo, a Curva de Calibracéo, a Veracidade, a Precisao, a Exatidao, a Linearidade,

os Limites Inferiores de Quantificagéo e de Deteccao.
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Tabela 5 - Resumo dos resultados da validacdo em uso do Ensaio de Determinacdo do Teor de
Ovoalbumina, sendo apresentadas a Veracidade, as Precisfes (Repetibilidade, Entre-Ensaios e
Precisdo Intermediaria), a Exatidao (Erro Total), a Linearidade e o Limite Inferior de Quantificacdo
obtidos com o modelo 5PL.

Exatidao (Erro
Total)

Parametro Resultados/concluséo Critério de Aceitacdo
. Amplitude do ER% = 1,61 a 12,15% ER%* +20% (+25% no
Veracidade Conclusdo = Conforme LIQ e LSQ)
Precisao Intra Amplitude CV% = 5,76 a 7,46 CV% < 20% (=< 25% no
ensaios Conclusao = Conforme LIQ e LSQ)
Precisdo Entre Amplitude CV% = 0,00 a 6,49 CV% < 20% (< 25% no
ensaios Conclusdo = Conforme LIQ e LSQ)
Precisao Amplitude CV% = 5,76 a 7,46 CV% < 20% (=< 25% no
Intermediaria Conclusdo = Conforme LIQ e LSQ)
0,18 = [-20,47; 24,13] <30% (<40% no LIQ e
1,26 =[-12,62; 22,06] LSQ)

5,0 =[-04,48; 28,68]
14,9 =[-18,81; 27,45]
Erro Total maximo = 19,07.
Conclusao = Conforme em
todo intervalo estudado

Curva de Calibracéo

R > 0,98 nas 10 curvas de calibracdo
realizadas. Conclusdo = Conforme

Equacao mais simples
gue descreve a fungéo

Linearidade

As médias das concentragdes
calculadas foram iguais as
concentracdes introduzidas

+20%. Os intervalos de
tolerancia 3 estdo incluidos nos
limites de aceitacéo (£30%), em
todo o intervalo de quantificacao.
Concluséo: O Método apresenta
resultados com relacédo linear
com a concentracdo introduzida.

As concentragdes
calculadas devem
apresentar os valores das
concentragdes
introduzidas +20%.

Limite Inferior de
Quantificacdo

0,18 pg/0,5 mL

Menor concentragcdo no

Intervalo que apresentou

resultados com Exatidao
satisfatoria

4.3.1 — Veracidade

A tabela 6 apresenta os resultados da Veracidade obtidos com o modelo de
S5PL para o EDTO.

Tabela 6 - Resultados para veracidade obtidos, para resultados calculados pelo modelo 5PL.

Veracidade (p=5; n =2)

Erro Relativo %

Cl

0,18 pg/0,5 ml
1,26 pug/0,5 ml
5,05 pg/0,5 ml
14,9 pug/0,5 ml

5PL
1,61
5,08
12,15
2,36

p = nimero de ensaios; m = numero de concentragdes; n = nimero de replicatas por ensaio e por nivel de
concentracgao.
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Quando o modelo de 5PL foi utilizado, todas as concentragbes apresentaram

ER% dentre +20% demonstrando a Veracidade satisfatéria do método.

4.3.2 — Precisao

A tabela 7 apresenta os resultados da Precisao obtidos com o modelo de 5PL.

Tabela 7 - Resultados para precisdo obtidos, para resultados calculados pelo modelo 5PL.

Precisdo (p=5;n  Repetibilidade (CV%)

Entre-ensaios (CV%)

Precisao Intermediaria

=2) (CV%)
Cl 5PL 5PL 5PL
0,18 pg/0,5 ml 6,68 6,49 9,31
1,26 ug/0,5 mL 5,76 4,50 7,31
5,05 ug/0,5 mL 6,63 1,96 6,91
14,9 ug/0,5 mL 7,46 0,00 7,46

p = nimero de ensaios; m = numero de concentragdes; n = nimero de replicatas por ensaio e por nivel de

concentracdo, CV = Coeficiente de Variacao.

4.3.3 - Exatidao (Erro Total)

Na abordagem do Conceito do Erro Total, recomendado pela ISO 5725-1

(1994) e como descrito por ROZET et al. (2007), foi construido um Intervalo com

Limites de Tolerancia de Expectativa-B (Limite Inferior - LI, Limite Superior - LS) de

95%, com nivel de confianca y de 95%. O intervalo (LI, LS), que é calculado utilizando

0 ER% e a precisdo intermediaria e demonstra a exatiddo do método, foi comparado

com os limites de aceitacdo adotados de £30% (A, B), quando o intervalo (LI, LS) se

apresentou completamente entre os limites de aceitacédo (A, B), o método foi aceito

como exato; quando ndo, o método nao foi aceito. A Exatidao foi entdo demonstrada

pelos Perfis de Exatiddo construidos que foram avaliados pelo indice de Exatido.

Tabela 8 - Resultados para Limites de Tolerancia de Expectativa-B obtidos, para resultados calculados

pelo modelo 5PL.

Exatidao (p=5; n =2) LTE-B Erro Total
0,18 ug/0,5 mL [-20,47; 24,13] 10,93
1,26 ug/0,5 mL [-12,62; 22,06] 12,39
5,05 ug/0,5 mL [-04,48; 28,68] 19,07
14,9 ug/0,5 mL [-18,81; 27,45] 9,83

LTE - Limites de Tolerancia de Expectativa; p = nimero de ensaios;
m = ndmero de concentracdes; n = niUmero de replicatas por ensaio e por nivel de concentragao.
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4.3.4 - Curva de Calibracéao

A tabela 9 analisa as Curvas de Calibragdo do ensaio apresentando 0s
resultados dos Coeficientes de Correlacdo (R) obtidos por replicata para a curva de
calibracdo. A tabela 10 apresenta os dados utilizados para elaborar o Gréafico 3, onde
X = logaritmo de [concentracdo + 1] versus y = logaritmo de [1 + média da absorbancia]

por concentracao.

Tabela 9 — Resultados das curvas de calibracdo dos cinco ensaios obtidas como o Coeficiente de
Correlacdo de Pearson do logaritmo das absorbancias (Y) em funcé@o do logaritmo da concentracéo
(diluicdes) do padréo de calibragcéo (X). Intervalo (m=4) 0,18 a 14,9 ug/0,5 mL

Ensaios 1 2 3 4 5
Replicatas nl n2 nl n2 nl n2 nl n2 nl n2
R 0,993 0,984 0,990 0,989 0,989 0,990 0,991 0,990 0,989 0,990
b 0,462 0,441 0,488 0,471 0,510 0,457 0,486 0,457 0,510 0,457

R = Coeficiente de correlagéo de Pearson; b = descreve a inclinagdo da curva.

Tabela 10 — Média das absorbancias obtidas pelas oito diluicdes em Densidades Oticas para cada
concentracdo introduzida nos cinco ensaios.

Cl ug/0,5 mL log (Cl +1) Média DO (p=8) log (Média DO+1)
0,18 0,07 0,256 (CV%=6,6) 0,10
1,26 0,35 0,599 (CV%=5,5) 0,20
5,05 0,78 0,845 (CV%=4,8) 0,27
14,9 1,20 1,008 (CV%=4,4) 0,30

Cl — concentragéo Introduzida; DO — densidade 6tica; log — logaritmo; CV — Coeficiente de Variagéo; p — nimero de diluigées
feitas no ensaio;

o o °
n (o S
[ ]

[ ]

Log (1+Média ODs)
[ ]

°
e
°

y=0,1717x+0,1145
R?=0,9076

0.0 v v
0.0 0.5 1.0 1.5

Log (1+Concentracao ng/0,5 ml)
Graéfico 3 - Curva de Calibracdo do Ensaio de Determinacao do Teor de Ovalbumina Residual quando

o logaritimo de (1 + média das Absorbancias) foi plotado contra o Logaritimo de (1 + concentracao em
pg/0.5 mL intriduzida). Foram obtidos R2=0,9076, a inclinacéo foi 0,1717 e a intercep¢do = 0,1145.




58

4.3.5 - Linearidade

A Linearidade de um método analitico é sua capacidade dentro de um intervalo
definido de obter resultados diretamente proporcionais as concentracdes de analito
na amostra. As concentragcdes calculadas devem apresentar os valores das
concentracgOes introduzidas £20% (EMEA, 2011). A tabela 11 apresenta os resultados

meédios obtidos e os limites absolutos inferiores e superiores de +20%.

Tabela 11 — Demonstracdo da resposta linear do ensaio como recomendado por EMEA (2011) onde a
média dos valores calculados por concentracdes do Intervalo de Quantificagdo devem ser iguais as
concentracdes introduzidas +20%. O coeficiente de correlagéo foi 0,999 (p = 0,0006), equacgéo: Y =
1,022*X + 0,1431. Teste de desvio de Linearidade (p = 1,0)

uT 0,18 1,26 5,05 14,90
-20% 0,144 1,008 4,040 11,920
11 0,183 1,324 5,664 15,252
+20% 0,216 1,512 6,060 17,880

UT — Concentracdo introduzida; u - Média da concentragédo calculada.

Também visando demonstrar a Linearidade, o intervalo de tolerancia de
Expectativa- absoluto foi aplicado para construir o Grafico 4 que demonstra os perfis
de linearidade obtidos no estudo pelo modelo de ajuste 5PL que compreende as

concentracdes de 0,18 a 14,9 pg/0,5 mL.
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Graéfico 4 - Perfil de Linearidade obtido para a Determinacéo do Teor Residual de Ovalbumina usando
a curva; 5PL como modelo de calculos no intervalo de doses de 0,18 a 14,9 ug/0,5 mL. A linha continua
representa a linha de identidade (x=y), as linhas pontilhadas os limites de aceitacédo absolutos adotados
+30% e as linhas tracejadas sdo os Limites Inferior e Superior de 95% de expectativa de tolerancia 3
em valores absolutos conectados. Os pontos sdo os resultados individuais obtidos para as replicatas
das amostras de validacao. Os intervalos de tolerancia estéo incluidos nos limites de aceitagdo (+30%),
em todo o intervalo de doses, portanto o ensaio é capaz de quantificar com Linearidade satisfatéria
neste intervalo.

4.3.6 - Intervalo de Quantificacdo, Limite Inferior de Quantificacdo e Limite
inferior de Deteccéao;

O Intervalo de Quantificacdo foi determinado como sendo [0,18 a 14,9 pg/0,5
mL], o Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) foi a concentragéo 0,18 pg/0,5 mL, menor
concentracéo avaliada no estudo e o Limite inferior de Deteccao (LID), determinado
como a média dos valores de DOs obtidas para o branco em todos os ensaios (0,06)
mais trés vezes seu desvio padrao (0,004), indicou a concentracdo aproximada de

0,002 ug/0,5 mL como LID. A tabela 12 apresenta os resultados.
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Tabela 12 — Intervalo de Quantificacdo e Limites de Deteccdo e Quantificacdo

Parametro Resultado

Intervalo 0,18 a 14,9 pug/0,5 mL

Limite Inferior de Quantificacdo 0,18 pg/0,5 mL

Limite Superior de Quantificagédo 14,9 ug/0,5 mL

Limite Inferior de Detec¢éo ~0,002 pg/0,5 mL (média do Branco +3DP)

O ensaio foi capaz de quantificar com Veracidade e Precisdao conformes no
Intervalo de concentracdes de 0,18 a 14,9 9 ug/0,5 mL.

4.3.7 — Determinacéo da Incerteza de Medicao

Foram calculadas as Incertezas Padrées Combinadas (uc) e as Incertezas
Expandidas (U) e Expandida% para cada diferente nivel de concentracdo. Os

resultados podem ser observados na tabela 13.

Tabela 13 — Resultados das Incertezas de Medicéo relativas a Determinacdo do Teor de
Ovoalbumina Residual para cada nivel de concentragdo investigado na validagdo em uso.

5PL
Cl Uc u U%
0,18 0,069 +0,137 13,7%
1,26 0,059 +0,119 11,9%
5,05 0,059 +0,118 11,8%
14,9 0,073 +0,146 14,6%

Cl — Concentracao Introduzida; Uc — Incerteza Padrdo Combinada;
U — Incerteza Expandida; U% Incerteza Expandida Percentual
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal objetivo confirmar a eficiéncia do uso do
Conceito do Erro Total, dos Perfis de Exatiddo e dos indices de Exatiddo na validag&o
de um imunoensaio, o ELISA para Detecc¢do do Teor de Ovoalbumina (EDTO) residual
em vacinas contra febre amarela.

O ensaio é classificado como ensaio do tipo Il, ou seja, um teste quantitativo para
determinacdo de impurezas (BRASIL, 2003; ICH, 2005) sendo preconizado para
validacdo deste tipo de ensaios a determinacdo da Especificidade, Linearidade,
Intervalo, Precisao, Limites Inferior de Quantificacdo, Exatiddo e Robustez (apenas
para ensaios em desenvolvimento).

No entanto, alguns destes parametros geram duvidas em sua interpretacao,
devido a forma como sdo descritos nas publicacdes oficiais e guias dos principais
organismos internacionais (ICH, ISO, FDA, EURACHEM, VIM etc). Desta forma
buscamos revisfes apresentadas em artigos que analisam criticamente as definicdes
e fazem sugestdes de como aborda-los corretamente em estudos de validacoes.

Assim, adotamos a abordagem de validacdo do Conceito do Erro Total para
construir os perfis de Exatiddao do EDTO, como sugerido pela comissdo da SFSTP
(HUBERT et al., 2004; HUBERT et al., 2007a; HUBERT et al., 2007b HUBERT at al.,
2008). Para esta finalidade foram determinados o Intervalo de concentracdes, Limite
Inferior de Deteccéo, a Veracidade, a Curva de Calibragao, a Exatid&o e a Linearidade
do método.

Foram realizadas seis corridas de ensaio, das quais cinco foram validas com
duas placas replicatas em cada. A cada corrida foram testados o padréo de calibracéo
para elaboragdo da curva padtdo na concentragdo de 2 pg/mL (pré diluido a 1/10
entrando na placa nas concentracdes de 0,2 a 0,00156 pg/mL) e quatro amostras de
validacéo, a amostra pura (cujo teor residual de ovaoalbumina foi determinado como
0,18 ng/0,5 mL (no modelo 5PL que apresentou melhor Exatidéo) e fortificada com
trés diferentes concentragdes de ovoalbumina visando as concentragbes aproximadas
de 25% (1,25 pg/0,5 mL); 100% (5 pg/0,5 mL) e 300% (15 pg/0,5 mL) de 5 pg/0,5 mL,
teor maximo de ovoalbumina aceito para vacinas contra febre amarela
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). De acordo com as aliquotas utilizadas na

fortificacdo das amostras, as concentracdes nominais para efeito de calculo foram
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corrigidas para 1,26; 5,05 e 14,9 pg/0,5 mL. Para realizacao dos ensaios, as amostras
eram também pré diluidas a 1/10, entrando nas placas nas diluicbes 1/10 a 1/1280.

O teor de ovalbumina de cada replicata, para cada concentracao introduzida, do
Intervalo de concentracdes incuido no estudo (0,18 a 14,9 pg/0,5 mL) foi calculado
utilizando o programa de computador CombiStats (EDQM, 2013) pelos métodos de
ajuste de curva logistica de quatro parametros (4PL), curva logistica de cinco
parametros (5PL) e modelo de linhas paralelas (PAR), visando determinar qual o
melhor método de calculo. Os resultados foram considerados homogéneos quando
testados pela ANOVA, néo ocorrendo valores aberrantes (que teriam sido removidos
do estudo caso acontecessem).O controle estatistico de processo realizado com as
inclinacdes demonstrou que todas as curvas padrdes de cada replicata foram validas
e estavam sob controle. Os resultados puderam entdo ser utilizados nos calculos dos
parametros avaliados.

Os resultados obtidos para Veracidade, determinada pela Tendéncia (ER%
amplitude 1,61% 5PL a 19,31% PAR) e Precisao Intermediaria (%CV amplitude 7,31%
5PL a 11,38% PAR) foram todos inferiores a +20%, critério de aceitacdo recomendado
para estes parametros avaliados individualmente (EMEA, 2010). No modelo de 5PL
na determinacédo da Veracidade o ER% variou de 1,61% a 12,15% e o %CV para
avaliagdo da Precisédo Intermediaria variou de 6,91% a 9,31%. No pré-estudo de
validacdo do EDTO, obtivemos um valor maximo de Tendéncia (ER%) = -4,91%
(amplitude -0,45 a -4,91%) e a Precisao Intermediaria apresentou um %CV maximo
de 6,65% (amplitude de 5,25 a 6,65%) (POSSAS et al., 2013). Os resultados obtidos
no presente estudo para Veracidade e Precisdo Intermediaria, embora satisfatérios
em relacdo aos critérios de aceitacao, apresentaram variabilidade superior aos obtidos
na fase de pré-estudo, provavelmente devido a uma interferéncia da matriz de
componentes biolégicos do produto, uma vez que na fase de pré-estudo foram
rotineiramente testados apenas padrfes de validacdo diluidos em PBS e néo
amostras fortificadas.

Os parametros Veracidade (ER%) e Precisdo Intermediaria (%CV) foram
combinados na avaliacéo para determinar qual o melhor modelo de ajuste para calculo
dos reultados (4PL, 5PL e PAR) através da constru¢cdo dos Perfis de Exatidéo,
demnonstrando que o modelo de ajuste de 5PL foi 0 que melhor descreveu a relacéo

concentracdo-resposta, o que foi confirmado pela utilizacdo dos indices de Exatid&o
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0 que demonstra a sensibilidade do Conceito do Erro Total a mudangas nas
caracteristicas sendo validadas.

A Curva de Calibracdo foi avaliada nas 10 diferentes curvas de calibracéo
obtidas por cada replicata nos cinco ensaios realizados quando foi ajustada a
regressao linear do logaritmo das concentragdes (diluicbes) em funcdo do logaritmo
das respostas obtidas (absorbancias), tendo todas as curvas sido satisfatérias, o que
pode ser avaliado pelo valor de R maior que 0,98 nas 10 curvas. As 10 curvas foram
capazes de adequadamente descrever a relacdo concentracao-resposta, como
recomendado em FDA (2013). Com a mesma finalidade foi elaborado um grafico onde
o logaritmo da média das Absorbancias + 1 () foi plotada em fung&o do logaritmo da
concentracdo + 1 (X) em cada grupo de concentracdo do Intervalo estudado e foi
obtido um R? =0,9076, que também descreve satisfatoriamente a relacédo
concentracdo-resposta. Rozet et al., (2007) na avaliacdo da Funcédo de Reposta de
ensaios imunoenzimaticos, consideraram satisfatérios resultados de R?= 0,9896 e
0,925. Na fase de pré-estudo de validacdo do EDTO, obtivemos valores de R? =
0,9892 (POSSAS et al. 2013).

Diferenciar claramente a Curva de Calibracdo (Funcdo de Reposta) de
Linearidade permite aplicar o conceito de Linearidade ndo apenas aos valores
relativos, mas também aos valores absolutos do método como para titulagcdes onde
os resultados ndo sao obtidos por célculo em retorno dos resultados a partir de uma
curva de calibracdo. Tentativas de prover uma Resposta de Funcdo séo, entretanto
sem uso e impraticaveis se ndo houver um sinal ou resposta, no entanto a linearidade
dos resultados podera ser avaliada (ROZET ET AL., 2007a).

O perfil de Linearidade elaborado utilizando o conceito do Erro Total utilizou os
valores absolutos obtidos nos ensaios, inseridos em grafico com os limites de
aceitacéo absolutos para o Erro Total de £30% calculados para cada concentracdo e
os ITP absolutos foram conectados, de modo semelhante ao empregado na avaliacéo
da Exatidao (que utiliza os valores relativos). A linearidade foi considerada satisfatoria
no modelo 5PL.

Os meétodos classicos de validagdo e de controle da qualidade avaliam a
magnitude dos componentes Veracidade e Precisdo separadamente (Teste-t e Qui-
quadrado em validac&do ou gréaficos de controle na rotina), mas esta abordagem é
pouco eficiente, pois valores muito pequenos de um dos componentes nao

compensam a falha do outro componente (BOULANGER et al., 2007).
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O uso de intervalos de confianga e/ou Erro Total em validagdo de métodos tem
sido discutido ou proposto na literatura (HUBERT et al., 2004; ROZET et al.,2007a;
HOFFMAN & KRINGLE, 2007; HUBERT et al., 2007a; HUBERT et al., 2007b; ROZET
et al., 2007b, ROZET et al., 2007c; VISWANATHAN et al., 2007). O uso do Erro Total
€ uma abordagem estatistica e cientificamente fundamentada que incorpora tanto os
erros sistematicos (veracidade) quanto aleatorios (precisao). O conceito do Erro Total
reflete quao grande o erro de medida pode ser e é facilmente entendido por analistas.
Além disto, € uma medida de facil compreensao sobre o desempenho do método, ao
invés de uma avaliacdo da Tendéncia do método e da Variabilidade individual. Na
maioria das vezes, um procedimento analitico visa quantificar sobre um intervalo de
quantidades ou concentracdes. Consequentemente, durante a fase de validacéo, as
amostras sao preparadas para cobrir de forma adequada esse intervalo, e um intervalo
de tolerancia de expectativa-g (ITB) é calculado em cada nivel. Entretanto, quando
analisarmos amostras, apenas o Erro Total de sua medigéo pode ser levado em conta,
nesta amostra. E impossivel separar os Erros Sistematico e Aleatério. Uma vantagem
desta abordagem é que reflete mais diretamente 0 comportamento de ensaios
individuais e resultard em menor rejeicdo de corridas em uso do que procedimentos
gue comparam pontos de estimativa da Tendéncia e precisdo observadas (ROZET et
al., 2007Db).

O Limite Inferior de Quantificacéo foi 0,18 ug/0,5 mL, os ITPB de 95% garantem
com um erro de 5% que quando este metodo analitico for usado para medir uma
amostra que contenha ovoalbumina nesta concentracdo, 95 vezes em 100 o resultado
obtido estard entre 0,126 e 0,234ug/0,5 mL de ovoalbumina. Finalmente a Exatidao
do método pode ser demonstrada com a utilizacdo dos perfis de Exatiddo em todo
Intervalo de Estudo somente quando os resultados foram calculados com os modelos
4PL e 5PL.

Usamos entdo os indices descritos por Rozet et al., (2007b), sendo o principal
o Indice de Exatid&o (IE) que é um indice global de conveniéncia do desempenho do
método e depende do indice de Intervalo de Dose (ID), indice de Veracidade (IV) e
indice de Preciséo (IP). No presente estudo, o emprego dos indices permitiu escolher
o modelo de 5PL, cujo desempenho nos Perfis de Exatiddo foi semelhante ao do
modelo 4PL, uma vez que o modelo 5PL apresentou indice de Exatiddo (0,81) superior
ao apresentado pelo modelo 4PL (0,80). O baixo IE obtido pelo modelo PAR (0,64) é
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mais uma prova da aplicagéo do conceito do Erro Total, dos Perfis de Exatiddo e dos
indices de Exatiddo na validacdo de métodos bioanaliticos.

Tais indices permitem quantificar o desempenho dos testes quando
comparacoes, de modelos de curvas de calibracdes sao realizadas em diferentes
Perfis de Exatid&o.

O Ie obtido no pré-estudo de validagdo do EDTO foi 0,70 (POSSAS et al, 2013).
Gaudin e Laurentie (2009) relataram le de 0,64 ao empregar estes indices na

validacdo de um kit de ELISA para deteccao de Nicarbazina residual em ovos.

6 CONCLUSOES

Os critérios de aceitagdo da SFSTP para o conceito do Erro Total e dos Perfis
de Exatiddo para validacdo de métodos apresentam vantagens sobre critérios
baseados na estimacdo de pontos para avaliar a veracidade e precisao,
principalmente na validacdo de ensaios biolégicos. A abordagem do intervalo de
confianga prove um controle maior dos riscos associados em aceitar um procedimento
inadequado e rejeitar um método satisfatoério.

A validacdo em uso do ELISA para deteccdo do teor de ovoalbumina
demonstrou que o ensaio apresenta satisfatorias - Exatidao, Repetibilidade, Preciséo
Entre-Ensaios, Precisdo Intermediaria e Veracidade, € um método que prové
resultado confidveis para avaliar o teor de ovoalbumina, confirmando os resultados
obtidos na fase de pré-estudo de validacao.

A préxima etapa serad uma investigacédo mais detalhada do efeito da matriz das
amostras sobre a quantificagdo do teor de ovoalbumina, ainda para a publicacéo
destes resultados.
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ANEXO 1 - REAGENTES E SOLUCOES

REAGENTES

Os reagentes carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, fosfato de sédio
dibasico, cloreto de sodio, cloreto de potassio, fosfato dissddico, fosfato
monopotéassico, acido citrico, &cido sulfdrico foram adquiridos da Merck; soro
albumina bovina fragédo V, TMB, ovalbumina grau VI, perdxido de hidrogénio, da Sigma
e Leite desnatado em p6 da Difco (NFDM 1%). Todos os reagentes foram de alta

pureza e adquiridos comercialmente.

SOLUCOES

a) Tampao carbonato-bicarbonato de sddio pH 9.6

Carbonato de s6dio (NazCO3) ......cccvvveeiiiviiieninnnn. 0,759
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) ........cevvvvvviiinennnn. 15¢9
Agua destilada g.S.P ..oceeveeeeeeerie e 500 mL

Autoclavar a 121°C — 1 atm por 20 minutos. Estocar a 2 a 8°C. Utilizar no prazo

de 12 meses.

b) Tampéo citrato-fosfato pH 5.0

Solucédo A: Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4.7H20) ......... 0,8¢g
Agua destilada gsp ........ccecveeerieiiiieeeee e 500 mL

Solugéo B: Acido Citrico (CeHsO7.H20) ......ccocvevvevviriiennnee, 359
Agua destilada gsp .......ccoveeeeieieiieeeee e, 500 mL

Adicionar a solucéao B na solugédo A, para ajustar o pH para 5,0. Autoclavar a
121°C -1 atm por 20 minutos. Estocar a 2 a 8°C. Utilizar no prazo de 12 meses.
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c) PBS - Salina tampé&o fosfato

Cloreto de sodio (NaCl) .........ccoovvvvvvviiiiiiiiieeeenn. 8¢
Cloreto de Potassio (KCI) .....ccoovvvvivvviiiiiiiiieeen. 0,29
Fosfato dissédico (Na2HPO4.2H20) .................... 1,13 ¢
Fosfato monopotassico (KH2PO4) .........ccevvveeeeee. 0,29
Agua destilada g.S.p ..coveveveeririieeeeeee e 1000 ml

Autoclavar a 121°C — 1 atm por 20 minutos. Estocar a 2 a 8°C. Utilizar no prazo
de 12 meses.

d) Acido sulfarico — 2M

Acido sulfarico (H2S04) ....c.coveeiveeeceeeeieeeeane, 55 ml
Agua destilada g.S.p «.cceeveevrieiieieeeeee e, 500 ml

Estocar a temperatura ambiente (18 a 25°C). Utilizar no prazo de 12 meses.

e) Soro albumina bovina 3% (BSA)

Soro albumina bovina (BSA) ....cccoooveeeeiiiieeeieiiis 15¢
Agua destilada g.S.p ..coveeeeveireeeeeeeeeeeee e 500 ml

f) Tetrametilbenzidina (TMB)

3,3,5,5, Tetrametilbenzidina ...............ccceeeriviiniens 0,19
DMSO (Dimetilsulfoxido) ..........cevuvvvieiiiiiiieneeeeenn. 10 ml

g) Ovalbumina Padrdo (100 pg/ml)

Ovalbumina Grau VI ... 19
Agua destilada ..........c.cceeeviriiiieeee e, 10 ml
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Misturar bem sem agitacdo para evitar a formacao de espuma. Esta sera a
solugcdo mée. Diluir 100 pl da solucdo méde em 100 ml de agua destilada para
obter uma concentracdo de 100 pug/ml. Armazenar a -17°C a -25°C e utilizar no

prazo de 12 meses.

h) Peréxido de hidrogénio (H 202) 30 volumes

H202 100 VOIUMES .....ccoiiiieieie e 30 ml
Agua destilada g.S.p «.cveveeeeerieeeeeeeceee e, 100 ml

Armazenar a 2 a 8°C e utilizar no prazo de 12 meses. Solucdes preparadas no

momento de uso.

i) Suspensao de captura

Tampéao Carbonato-bicarbonato pH 9,6 ............ 10 ml

Soro de captura anti-ovalbumina (coelho) ............. 1pl

j) Tampéao de lavagem (PBS/T20 0,05%)

Misturar bem

k) Tampéo de trabalho (PBS/T20 0,05%/NFDM 1%)

PBS/T20..cccciiiiiiiiiiiieee e 100 mi
Leite em p6 desnatado...........ccccevveeee... 1g

Misturar bem
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[) Suspensao do conjugado

Tampao de trabalho (PBS/T20 0,05%/NFDM 1%)......... 10 ml
STe] ol elo] o] [UTe = To [0 J SRR 15ul

Volume usado para uma placa

m) Solucao do substrato

Tampao Citrato-fosfato..........ccccevvvvveeiiciiiiieeeeeee, 10 ml

TMB/DMSO ...ttt 100 pl
H202 30VI.. .o 5ul
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ANEXO 2

POSSAS J. L. S.; DOS SANTOS J. E.; NASCIMENTO, M. C.; DOS SANTOS, P.A.
ANJOS, D.W.C.; MOURA, W.C. Uso do conceito do erro total, dos perfis de
exatiddo e do indice de exatiddo no pré-estudo de validacdo de um ensaio
imunoenziméatico. Rev.. Inst. Ad. Lutz. 71(4):691-705, 2012.
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RESUMD

O useds conceito do Erro Ttz | em validacio de métodos aealiticos éabordagem que incorparz 2 exprassio
da soena da veraesdade & da precisdo. Ese metodo utiliza sinda os Perfisde Exatidio basesdod em intervalos
de teterdncia {ow intervalos de prediciin para decidir se um modelo de calibragio dard resabtades de
qualidads ¢ prevé o contrale do risco de 2esitar uma metadologis imprdpria. Com 2 fnalidade de avaliar
o usr dessad ferramentad para efetuar 2 validagio de bivenszios, foram aplicados o Comesite do Erro Total,
o4 perfis de Exatidio e os [ndices de Exatidis no pré-sstudo de validacio de ELISA para determinas o tear
de ovealbaming em vacingy, abrangendo-ge o otervale de 33-167% da concertradico alve [Sg/ml) e
um milervalo controle abaixo dessa fiva {0,33-2.5%). O pré-estado de validacio demanstron que o ensaie
apresenta exatidio, precisio, lineacidade e veracidade em conbormidade no intecvaio de concentzagbes
1,25-10pg mL, g metron dez ensaio canfidvel pa s avaliar o teos de ovalbumisa. A shosdagem do concesto
cer Erzey Total & ferramenta pare efetuar validagfes gue apresentam desempenho superior & abordagem
cidssica, gque evalia s componentes de veracidade & precisdo soludaments, e & capaz de identificar
deficifncias na Exatidio de um hipensaio.

Palavras-chave, vacina, validagio, bioengaia, erro total, ELISA .

ABSTHACT

The use of the Total Brroc approach for validating the aralytical methods incorporates the expression
of the sum of rueness and p:::i.l'ﬁ.'l. This analysis also uies the Azzuracy Profiles besed on tolerance
intervals: (or prediction intervals) to detezmine whether a calibration ﬂud:l. will provide quality results
ard b prédict the codtrol of risk in2ccepting an inadequate methodology. In ardes b valinate the s of
the Total Erron, the Accusacy Profiles and the Accaracy Index approadhes for validating bicasiays, these
toals were wied-in the pre-study of validation of 2n ELISA for determining the ovalbumin contents in
vaceines. And 2 covered the range of 33-167% of 1arget concentmation {30 ugml) and the contzal interval
below this ringe (0.33-2.5%). The pre-study validatzon showed that this aseay demonstrates complying
acwracy, precision, linsarity and accuracy in the conceniration range of 125-10ug/mlg and it iv2 reliable
-nehudnlup L1 assess the r.n':'_.bun n contents. The Total Error approach is a validaton wal that shows
supecior performance, when compared to the cassizal analysis, which assedges the triensss and precision
componentd separately, and it is qualified i identify the deficiencies in the accuracy of 2 bioassay,
Keywordi. vacsine, validation, bioasday, toal evrozn, ELISA
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INTRODUCAD

(s  bioenszios, normalmente usados para
estimar a poténcia de droges, distinguem-se de testes
quimicos por serem rezlizados em substrates biologicos
(eg: animais, células vives ou complexos funcionais de
receptores-atvo ], Devido a miitipios fatores operacionais
¢ bioldgicos oriundos da base biolagica, cles tipicamente
exibem matorvariabilidade em relacio ans testes haseados
em guimica’. Cade unidede experimentsl tem wma
individualidade que confere caracteristicas que diferem
de uma unidade pera a outra, Como consequéncia, uma
varighilidade, por vezes importante, € observada, Além
dessa veriabilidade inerente &s unidedes experimentats,
devem ser consideradas todss as outres fontes de
variacin: fatores imprevisiveis ou sistematicos que ndo
esiejam sob controle. (como efeito de lotes de reagente,
efeito da temperatura, veriagio ao longo de tempo ¢
interteréncias especificas}”.

Sistemas de garantia da qualidade, como as Boas
Priticas de Fabricacio e & 150/1EC 17025%, requerem o
uso de procedimentos analiticns devidamente velidados.
Embora seja aceito gque métedos farmacopeicos néo
requeiram revalidacio!, para 2 liberacio de lotes de
produtos, certos procedimentos devem ser reelizadnos
para garantir que esses métodos sejam aplicaveis na sua
utilizacio ¢ pode ser necessario confirmar a precisio do
método ow a sua confiehilidade em atingir os niveis de
detecgdo do método velidado.

A conformidade de um dado método com os
objetivos de uso & normalmente avaliade em duas fases.
Primeiro ume fase de “pré-estudo™ ¢ conduzida para
provar, com base em um desenho de experimento, que
o método é capaz de apresentar resultados de gualidade.
Entdn, no wse de roting, o laboratdric deve verificar se o
método anelitica de interesse se mantém valido ao longo
do tempo ¢ que cada corrida obtenha medidas confidveis®.

Ma indastria farmecfutice, validactes analiticas
530 realizadas de scordo com o guia ds International
Conference on Harmonization {(ICH. no entanto, na
introducio desse guia, parte If, ¢ declarado que “devido
2 sua natureza complexa, procedimentos enaliticos para
produtos  biologicos ou biotecnologicos, em  alguns
casos, podem ser abordados de forma diferente deste
documento™. Manter-se fiel as recomendacbes do ICH
¢ invidvel, especialmente no caso de produtos compostos
por metrizes biologices (vacinas e soros), efou de vso de
ensains biologicos ou de ambos®.

5492

0 ICH® recomende que para estidos de validacio
de ensaio de natoreza quantitstive os parimetros mais
refevantes aserem avaliadossioa Lineeridade (habilidade,
om uma dada faixs, do enszic obter resultados gue s8o
diretamente proporcionais & concentracio do analito
na amostral, & Exatidio {grau de cencordincia entre
resultados de um teste on reseltado de uma medicio e
o valor verdadeiro™) e a Precisin (grau de concordéncia
entre resuitedos  independentes de  testes'medigdes,
obtidos sob condicies especificades™).

A Morma IS0 5725% em sus parte 1, prové uma
defifigio edequada parz & determinagio da Exatidio
de métodos quentitativos, definida como a soma da
Veracidade (gran de concordéncie entre @ média de um
nimera infinito de valores medidos repetidos e um valor
de referéncia’) ¢ da Precisio (gras de concordincia entre
expectativas de um resultade de teste ou medicio & um
valor verdadeiro™), sende & Veracidade expressa como
a Tendencia (do termo inglés bigs, diferenca entre a
expectativa de resultedp de um teste ou medicio £ um
valor verdadeiro, expressando o total do erro sisteméatico
em contraste ao erro eleatorio”). Essa abordegem para
validecdo e transferéncia de métodos analiticos, também
chamada de "Conceito do Erro Total™, desde sua
publicagio inicial pela comissdo da *Societé Frengaise des
sciences et Technigues Pharmaceuntiques” (SFSTF), tem
sido difundida, jé& sofren algumas moedificagbes e receben
propostas visando em processo continun de methorias®.

Esse conceito se baseiz ne wotilizacio de um
intervals de conteddo-f de tolerincia, inicizlmente
propasto por Mee'' gee define um intervalo que contém
uma propargie espereda [ de futuros resultados,
seguinde a notacio classica em estatistica, B representa
a probabilidade de ocorréncie do Erro tipo 11 - a
probabilidade de aceftar-se a hipdtese nula guando ela
estd errade; nesse contexto corresponderd an erro de
concluir que um resultado esteja satistatdrio quando ele
estiver insatisfatario'®, Essa abordagem global considera
um procedimento conforme se a probabilidade de que
a diferenca entre cada medida de uma amostra ¢ sen
“velor verdadeira” estiver dentro de limites de aceitacio
predefinidos pelo analista. O valor dos limites deve ser
escolhide de acordo com o objetivo de usa dos resultados.
() objetivo & ligado 35 normas utilizadas pere o cnsaio
{eg. 15% em emostras clinicas, 30% para ensaios de
ligacin como Redio Imuno Ensaio e ELISA etc®).

Ma fase de pré-estudo, o procedimento de
validacdo consiste em mensursf om  conjunto de
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gmostras pare o qual os valores nominais sejam
conhecidos e organizedos de acordo com um desenho
de cxperiments ideal. O desenho deverd permitir
gue sejant mensurades & Veracidade e & Preciséo nos
diferentes valores nominais e, se necessirip, prover
uma decomposigic da precisio global nos seus diversos
componentes de varidncias {repetibilidade, entre-ensaios
e entre-laboratdrios).

E de primordial importincia ter definiches claras
dos parametros de validagio diferentes pare avalier a
validade deste. Tembém é necessario ter metodologias
de acordn com essas definighes e, consequentemente,
utilizar métodos estatistices que sejam relevantes com
essas definicdes, com o objetivo de validacéo ¢ com o
pbictivo do método analitico.

Varios autores tém assinelado as inconsisténcias
entre  algumas  definigbes dos  parémetros e oS
procedimentos experimentais propostos para avalid-los
em documentos dedicados a validacio de métodos
eneliticos ne gres farmacutica, juntamente com os
riscos € problemes ao tentar lidar com o5 contraditarios,
e &5 weres cientificamente irrelevantes, requisitos e
definiches. Para ensains bicanaliticos, revisbes extensas
4 aveliaram o problems da diferenga da definigEo de
exatidao relativa e veracidade™ %,

Apenas guando & aveliagio da exatidio dos
resultados leva em conta o conceito do Errp Total,
haverd garanties tanto ao laboratdrio quento aos drgéos
reguladores da hehilidade do método em atingir sen
proposito, enguento 4 decisan bascada na avaliacio em
scparado do critério de veracidade e precisio ndo pode
etingir isto".

O Conceito do Erro Total

O uso de intervalos de confianca efou Erro Total
em validacio de métodos tem sido discutide ou propostn
na literatura™'%**_ 0 uso do Erro Total € uma abordegem
estatistice ¢ cientificamente fundamentada que incorpora
tanin OF orros sistematicos guanio os aleztdrios. O
conceita do Erro Total refletr gquéo grande o erro de
medida pode ser e € facilmente entendido por anslistas,
Crutra ventagem € que essa abordagem permite o controle
do risco de aceitar-se um método impraprio enguenta
prové garantias de que os resultados das medigies, que
serio obtidos durante o uso futero do método validado,
estario incluidos dentre limites de aceitagéo fixados de
scordn oom os sequisitos. Esse dltimo ponto ndo & apenas
essenciel para o gnalista, assim como suas conclusdes ¢

diagnastico s3o feitos em relacio 2os resultados obtidos,
Também ¢ uma crescente exigbneiz das antoridades
reguletdrias gerenciar o risco associado ao uso desses
métodos na analise de rotina™,

Esza  abordagem  tem  sido utilizada
extensivamente para métedos fisico  goimices, e
Findlay et al® recomendaram seu uso para validagie
de imunoensaios no campo farmecéuticn; Gibelin et
al* comprovaram sua utilidade em ensaios de svaliacio
de atividade viral em cultere de células na produgén de
vacinas aviarias; Dos Santos et al™ aplicarem o conceito
do Erro Total na selidacio de um ensaio de poténcia
para vacing viral contra poliomielite oral; e Gaodin e
Laurentic™ aplicarem o conceito na revalidacio de um
ensaio imunoenzimitico enteriormente validedo pela
abordagem classica.

(3 Perfil de Exatidio e o Indice de Exatidio

0 Perfil de Exatiddo € uma ferramenta para
tomada de decisio parz scessar @ validade de um método
analitico, ou seja, sua habilidade para quantificar o mais
exatamente quanto possivel e € obtido simplesmente
através da ligacio dos limites inferiores e dz ligagio dos
limites superiores. A inclusio do Perfil de medigio de
erro, dentro dos limites de aceitagéo preestebelecidos nos
niveis-chave, deve ser exeminada antes de declarar gue
o procedimento € valido sobre um intervelo especifico
de velores, Derringer e Suich™ e Derringer™ elaboraram
os indices globais de conveniéncia (BEC) baseados nos
critérins mais importantes de validacéo, que permitem
calenlar em Indice denominado Indice de Exatidao.
(juando aplicados aos Perfis de Exatidie, esses indices
permitem eumentar a ohjetividade da tomade de decisio.

Estimar os pariémetros Verecidede e Preciséo,
varifncia intrasséries o wvariincie interséries em cada
nivel de concentragio, nic & o objetiva final, mas uma
gtapa necesgaria para caloular a proporcén esperads de
reseltzdos situados nos limites de aceitacio™,

Célculo da Incerteza

A incertezz de Medicdo ¢ wum parametro
gssociado 2 um resultado de medicio ou teste que
caracteriza a dispersio dos valores que rezoavelmente
30 ztribuidos a ums particular quantidade submetida
3 medigdo ou caracteristica submetida ao Teste” e
segundo @ EURACHEM®, ¢ a indicacio guantitativa
da quelidade dos resultados de medigio, sem a qual os
MESMOs Nan ]:um:l.cria.m SET cum]:lsrau:l.m enire sl, colm o5

K]
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valores de referéncia especificados oo com um padrio.
No entanto, & norma 150 E7025 reconhece gue, em
determinados casos, & netureza do método de teste pode
impedir um cilcile da incerteza de medicio rigorosa,
velido metrologica © estatisticemente, mas  define
gue lshorstérins de enssio devem possuir e aplicar
procedimentos para cstimé-la®,

A Vacina Contra Febre Amarela

A wecine contra febre amarelz @ constituida de
virus "viva' etenuado e apresentada soba forma linhlizada,
Apds a reconstituicio com difuente epropriado, tem
gspecte de suspensdo homogénes, podendo demonstrar
coloracio devido & presence de indicador de pH. A
producio da vacina € baseada no sistema de lote-semente
primaric da cepa 170, da gqual, por meio de passagens
em avos embrionzados de galinha SPF (Specific Pathogen
Free — livre de micro-nrganismos patogénicos) ou cm
culture de células suscetiveis, se origina e lote-semente
secundirio,

Quando 2 wvacina ¢ produzida em ovos, a
ovoslbumina € uwm residuo dz produgic e =6 pode
gitar presente £mouma concentracio £ 5 pgidose™,
A deteccdo & feita por um ensaio imunoenzimaticn
(EL1SA) desenvolvido em Biomanguinhos (FIOCRUZ
- BRI}, Ensaios imunocnzimdticos envolvern reagentes
derivados de fontes biclagicas ¢ podem estar sujeitos a
uma inerente variahilidade™

A Ovoalbamina

A ovoalbuming estd presente ne clare do ovo
e correspande a 54% da proteina da clara®™ Eum dos
principeis alérgenos da clare do ove de galinhe e €
frequentemente a ceusa de reagies de hipersensibilidade
g alimentos. As alergiss a0 ovo ccorrem em cerca de
0.,5% da populacio e em cerca de 5% das criangas com
alergias. Quantidades de proteinas do ove encontrado
& vacina contra influenza {ou seja, cerca de 0,02 2 1,0
pg por dose) sdo suficientes pare induzir reagbes graves
de hipersensibilidade, mas raramente fatais em criangas
com alergia ao owa™.

A proposts desta pesquisa ¢ avaliar abordagens
glternativas pare validagio de métodos de bioensaios
guantitativos do tipo imunoenzimatico, aplicendo o
conceito do Erro total, o Perfil de Exatidae £ os Indices
Globais de Convenifnciz comn a fAnalidade de testar
& capacidade dessas ferramentas em demonstrar a
gdequacio de um métode & Analidade de use.

MATERIAL E METODOS

Com = fAnalidade de avaliar a utilizacio do
Conceito do Erro Total como ferrementa em validacSes
de bioensains, no presente trabalho realizemos o
pré-estudo de validagie do ensaio imunoenzimatico
(ELESA) cujo proposito de uso ¢ a determinagio do teor
de ovoalbumina residuel (EDTO) para vacinas contra
Febre Amarela, sendo, portanto, classificado como um
ensain de determinacio de impurezas,

(3 trabzlho consistiu de diferentes etapes:

a) Pré-estudo de validagio - como uma etapa
necessaria pare eplicagio do conceito do Erro Total, a
construcio dos Perfis de Exatidao e o calculo do Indice de
Exetidio foram determinzdos os seguintes parimetros:

» Funcén de Resposta (relacio entre 2 resposta
instrumental e & concentracio'®;

» Lincaridade {relacio entre & quantidade
introduzida € & quantidade calculada em retorna atraves
da curva de calibracio'™);

« Intervalo de Quantificaciog

= Limite de Quantificagio;

« Veracidade;

» Preciséo (intracnsaios, entre enszios e precisio
intermediaria).

b} Avaliagéo da Exatidio do ensaio utilizando o
Conceito do Erro Totel pare construir Perfis de Exatidao
dos resultedos, obtidos no modelo de regressio ndo
linear logistica de quatro parémetros {modelo 4PL).

¢} Avaliagin dos perfis de Exatiddo utilizando
os [ndices Globais de Conveniéncia, como descrito por
Rozet et al.¥, para o caloulo da Indice de Exatidia.

d) Os perfis de Exatidio foram ainda wtilizados
para identificar a concentragio de padrin de ovalbumina
que, 80 ser utilizada ne elaboracio de curva de
calibracn, obteria resultados mais exatos, comparando a
concentracio recomendada na Farmacopeiz Brasileira™
com outras concentragbes do padrio utilizadas no
estudo,

Amuostras de Padries

O pré-estudo de validagdo analisou apenas
amostras. de padrbes diluidas ora come padrio
de celibracin, ore como padrfes de validagio em
diferentes concentragbes. Foi' utilizado um lote de
padric de ovoelbumina de ovos de galinhe [Sigma,
A2512), preparade no lsborstorio, na concentracio
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de 100 pg.mL, que foi diluide para obter as diferentes
concentractes utilizadas,

Padrio de Calibracio

() padric de calibracin foi whlizado na
concentracio 1,00 pgml’, como recomendado na
Farmacopeia Brasileira™,

Padries de Validagio

Foram utilizados padrides de validagio nas
concentracoes 0,0156; L0625 .25 1,25; 1,82 5,0; 6,86
e 10,0 pg.mlL-*,

Posteriormente, os valores de densidades otices
(0} obtidos com as concentragies 1,25 1,82 € 5,0 pg.mL™
forzm utilizados na constrogin da curva padric para
determinacio das concentragies dos demais padrdes de
validacao em funcio destas, com a finalidade de avaliara
concentragio de padrio que renderia resultados mats exatos,

Método analitico: ELISA para a determinagio do teor
de ovoalbumina

5 padrdes de ovoalbuming de calibragio e de
velidacioforamsubmetidosan EINTO, A curve padriode
ovoalbumina foi realizada com oito diluicées contendo
de 1.0 pg a 0,008 pg.mL* A cada enssin, o padrio de
calibragéo e oz pedries de velidacio foram previamente
diluidos em salina tamponada com fosfatos com tween
20 e leite em pd desnatado (PBS/T20 0,05%/NFDM],
visando obter as concentragdes descjadas, ¢ foram
gplicados nos primeiros pocos sendo diluidos, com fator
dois; a partir dos segundos pocos da placa até completar
um total de nito diluiches para cada padrio, Contrales
positivos e negativos (branca) foram incluides em cada
placa. A placa de 96 orificios (MaxSorp™, Nunc, NY,
L'5A) foi previamente sensibilizada com anticerpos de
coclhe antiovoalbuming (Biomenguinhos/FIGCRUE)
em tampic carbonato-bicarbonato de sodio pH 96 ¢
blogueads com albumina sérice bovina a 3% (p/v). A
incubagde foi realizada por 30 min a 37 *C. As placas
forem lavedas comnsaling tamponada com tween 20 (PBS/
T20 0,05%) ¢ o anticorpo de coelho antiovoalbumina
{Biomanguinhos/FIOCRUZ) conjugado a peroxidase
em PHS/T200,05%/NFDM foi adicionada, Foi realizada
nova incubagéo por 30 min 2 37 *C ¢ nova lavagem: A
reagdo foi revelade com o substrato pare a peroxidase
em tampdo citrato-fosfato pH 5.0 e foi interrompida
com acido sulfurico 2 M. A leftura das DOs foi realizada
em leitor de mucroplaces a um comprimento de onda

hicromético de 450/630 nm. O teor de ovoathumina
residuz] foi caleutadn prilizando o modelo 4PL no software
estatistico CombiSats do EDOQM™.

Pré-estudo de validacio
Matriz de Ersaios

Com a finalidade de avaliar os parimetros
definidos, uma matriz de ensaios foi desenhadz visando
obter o0 maxima de informegdes de cada corrida e foi
estabelecido que seriam realizadas no minimo cinco
corridas valides (p = 5) com cinco concentregdes do
padrio (m = 5) em duss replicatas {n = 2). Foram
estudados dois intervalos de dases: o [ntervala de Estudo
¢ o Intervalo de Conerale.

Inrervaln de Estudo

Para o intervalo de estudo, as concentraches
foram proporcionalmente’ espagadas ©m  escala
logarftmica, como recomendade em USP®, visando
abranger a faixa de 33 a 167% da concentragio elvo de
5,0 pg.mL", uma vez que o limite de aceitacio do teor de
ovealbumina na vacina de febre amarela s8o 5,0 pgidose,
As concentragdes escolhidas foram 25% (1,25 pg.mLt),
36,4% (1,82 pgml-), 100% (5,0 pgml'), 137% (6,86
ugml} 2200% (10 pg.mL"),

Intervaln de Controle

Para o intervelo de controle, posteriormente,
guatro ensaios ‘adicionais (p = 4) com trés replicatas
(n = 3) foram realizados utilizando trés concentraches
{m = 3}, abaixo do intervalo recomendade em USSP,
0,31% (0,0156 pgml~), 1,25% (0,0625 pg.ml') e 5%
(0,25 pg-ml-"), para testar a sensibilidade da ebordagem
adotada, estendendo o Intervelo de doses até o
esgotamento da resposta, avalisndo o comportamento do
ensaio deliberadamente fora do Entervalo 33-167%.

Um total de nove ensaios validos foi utilizedo
no estudo, cinco do Intervalo de Estudo e guatro do
Intervalo Controle.

Analise Estatistica

{3 resultados do teor de ovoalbuming foram
calcolados pare cade replicata de cada concentrecio
do padrio, para cada um dos ensaios, pelo models de
regressdo ndo linear logistica de quatro parametros
[modelo 4PL), utilizando o software CombiStats™,

A homogencidade dos resultados de ensaios
obtides em cada concentragio foi avaliade pelo método de
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Grrubbs™ pars identificacgo de valores aberrantes {outliers}.
Apenas uma replicata foi identificada como valor aberrante
e foi substituide pelo valor da outra replicata para permiitir
& realizacio dos calculos, uma vez que foi adotado um
modelo belanceado que necessite de um numers idéntico
de corridas ¢ replicatas pare cade concentrag3o,

Foi empregada a sbordagem do Conceito do Ervo
Total, seguindo as recomendagdes da SESTP%7 e g
pertil de Exatidio dos resultados obtidos ne modelo 4PL
nas diferentes concentracies estudadas foi construido
como descrito por Rozet et al'”, Pera interpretar
& adequacén do perfil de exatidio obtido, foram
empregados os [ndices de Conveniéncia Globais, em que
o Indice de Exatidao foi calculade utilizando o Indice de
Intervalo, o Indice de Veracidade e o [ndice de Precisio
obtidos coma deserito em Rozet et el.”, para tanto, uma
planitha do Microsoft Excel® foi elaborada e validada
frente ans dados do referido artigo.

Faram também comparados, através do Indice de
Exatidio, os perfis de Exatid3o obtides quando os resultados
foram cabeolados utilizands as concentractes 1,25; 1,82 ¢
5,0 pg.mL" do padrio na constregdo da curva de calibragin,

Intervalo, Limite Inferior de Quantificacdo ¢ Limite de
Deteccio

O Intervelo de wn bioenszio € definido como
85 concentragdes ou poténciss para as quais tenha
side demonstrade que o método analitico tenha niveis
satisfatorios de Veracidade ¢ Precisio Intermedidria, e o
Limite Inferiorde Quantificacio seTa a menor concentrsgan
ou poténcia em que essas condipdes forem atendidas,

{3 Limite Inferior de Deteccio foi considerado
coma sendo trés desvios pedries acima da média dobranco
(controle de backgrotnsd], como recomendado e WHO.

Veracidade

A Veracidade do método, expressa pelo Ermo
Relative % {ER%), foi determinada como descrito por
Raozet et al. 7, utilizando-se a equagio 1.

ER%= 100, "'_i]
Onde:

ER% = Erro Relative percentuel
p = média dos resultados obtides

| = concentragEo nominal

£

Precisao

A partir des concentragics estimedas, utilizando
as formulas clédssicas dos quedrados minimos em
amia ANOVA, como descrito por Rozet et al.”, foram
calculadas a variineia dz Repetibilidade @7, utilizendo
o5 resultados das diferentes replicatas em cada ensain,
da’ Precisao entre-ensaios @, utilizando os resultados
obtidos nas diferentes corridas de ensaios, ¢ da Precisio
Intermediaria, pela soma das varincias intra ¢ entre-
ensaigs | =% 775, gue permitiram avaliar z precisio do
método pela determinagio da Repetibilidade, da Precisio
entre-cnsaios ¢ da Precisdo Intermedidria, expressas
coma Coeficiente de Variacio percentual (CV93%) obtidas
através da divisice dos desvios padries calculedos
peia concentragio nominal \.ET-_..-,_ nos oito niveis de
concentraches, como anteriormente descrita™™",

Exatidio

Maabordagem do Conceito do Erva Tatal, segundo
Rozet et al”, foi constroldo cm Intervelo de conteddo-2
(Limite Inferior — LI, Limite Superior - L5) de %5%, com
nivel de confianga y de 83%. 0 intervalo (LI, LS), gue é
calcolado wtilizande o ER% e a precisio intermediariz €
demonstra & exatidio de método, foi comparade com os
limites de aceitaio adotados de = 20% (A, Bl Quando
o intervala (LI, L5) sc apresentou completamente entre
o8 lintites de aceitacic (A, B), o metodo foi zceito como
exate; guendo ndo, o método néo foi aceitn, A Exatidao foi
entio demonstrada pelos Perfis de Exatidio construidos
que forem avaliados pelo [ndice de Exatidio.

Comparagio de diferentes concentracies do padrao de
calibracio

Foram ainda comparados os perfis de Exatidio
obtidos quando diferentes concentracdes foram utilizadas
para gerara curve de calibracio, visando testar 2 eficiéncia
da concentracio definida na Fermacopeia Brasileire™
(1,0 pg.mL") no calculo de resultados do ensaio, frente
a concentragbes mais priximas & concentragio abvo (5,0
ugml), Estes perfis também forem analisados pelos
[ndices Globais de Conveniéncia.

indice de Exatidan

Deerringer. e Suich™ ¢ Derringer™ elaboraram
o5 (ndices globais de conveniéncia (1GC) baseados nos
critérins mais importantes de validegio, gue variam
de @ a I, para aumentar & objetividede da tomada de
decisin, permitindo demaonstrar & gualidade gerel do
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metodo sendo validado sob o Intervalo estudada. Para
tanto, foi necessdrio etribuir um IGC ao [ntervalo de
doses (1., & veracidade ([} e a preciséo ([}, os caloulos
foram realizados segundo Rozet et al.”, Finslmente, para
estimar a gualidade geral do método, foi calculado um
indice denominado Indice de Exatidan (£ ) queé definido
como 2 combinecan dos critérios anteriores através da
chiencio de médiz geométrica dos trés Indices.

Critérins de aceitagio da Exatidio

Para que um método de imunoensaio sefz aceitn,
¢ recomendado gue a precisdo intermediaria {CV3) e a
Veracidade {ER%) sejam ambas £ 20% (25% no LIY™,

Foram computados para cade concentracEo
estudads os intervalos de toleréncia de expectativa B (IT-
) ajustados para 95%, que foram comparados aos limites
de aceitacio = 20% (L], Os resultados obtidos no modelo
4PL foram plotados em graficos para construir o Perfil de
Exatidae. Assim, o 1T-f € o intervalo em que € esperado
gue uma proporgao de 95% dos futuros resultados esteja
dentro. Portanta, os IT-f que estiverer dentre os limites
de aceitacio spresentam as condicdes para um método
serconsiderado valido™,

Calculo da Incerteza

Foi realizada uma evaliagio do Tipe A,
utilizando o V3% intrapnsaios, comao descrite em Health
Protection Agency*. Foram calculadas & Incerteza
Padrio Combinada (uc) e a Incerteza Expandids {Uf]

para o ensaio, A Incerteza Expandida prové um intervalo
que, ecreditz-se, deve incluir o velor do mensuranda
com um alto nivel de confianca sendo obtide através da
multiplicacio da uc pelo fator de shrangéncia (k). Foi
utilizado k = 3, provende aproximadzamente 5% de nivel
de confiance pera uma distribuicso normal.

RESULTADOS

s resultados obtidos no estudo utilizands o
modeln 4FL por replicata, por dia e por concentracio,
Utilizando o padrio na concentracio de 1,0 pg.ml* para
construgio da curva de calibragio, podem ser chservados
na tabela 1-A, para o intervelo de concentragdes de 1,25
a 10,0 pg.ml? (Intervalo de Estudo}, ¢ na tabela 1-8, para
o intervale de concentragdes de 00156 & 0,25 pg.mL™
(Intervalo de Controle). Os resultados de cada grupo
foram submetidos ao teste de Grubbs® para verificar sua
homogeneidade. Houve apenas um velor eherrente que
foi substituido pelo valor da replicate para permitir a
realizacio dos calonios,

Eszes resultados foram utilizados no pré-estudo
de validagio do ensaio para os cdlculos dos parimetros
estudados.

Perfil de Exatidio, Intervalo, Limite Inferior de
Quantificagio e Limite de Detecgao

A Tabela 2 apresentans resultados dos parimetros
determinados para a construcio do Perhl de Exatidio

Tabela L Resuhtados ciculados utilizando a corva logistica de guatro pardmistros para cada concentragdn, porreplicatz e pos corrida de ensaio
o Imt=rvala e Estudo, :bmnﬂ'zrdu as concemiragdes de 1,25 a JEI.JB.:rL'L' [4) e do Intervalo Cantmale, :bﬂ.nﬂﬂdnucal::entm;ﬁﬂ c= 00155

all5 pﬂ.rnL" B

= 128 182 Raoo | GAE 10,00 -
%i_ ml m nl 22 Al w2 nl  n2 nl =2
Enszin 1 L2 1254 LEs2 LT 4645 4792 £785 6589 BEL1 9257
Ensalo? 1254 1309 LEX LRSS 5326 507 7200  SE5S 16,0670 13517
Ensaip 3 1132 1136 1676 LT 4808 46ES £633 4§02 IBA16E 10,685
Ensaic 4 Liss 1,158 1558 171 L4372 44 S282 547 G085 HgTO
Ensaio 5 1194 1182 1748 L7E7 4854 5024 6711 A108 037R 10033
i) L oees. o8
Heplicatas ol n2 @ w3 nl ol ni _al ol oy
Ensaic 1 0,022 0,02 0,320 9471 fho7s 0.07¢ 0,255 8,273 277
Ensain 2 0,023 o021 022 0,072 1,084 0,080 0,346 0,335 1,295
Ensain 3 27 0,025 0,030 0,098 0,088 0,06k ;337 0,303 458
Enzsic 4 0024 0,034 0824 0085 i1, (159 1,088 0,353 0,250 i, 234

CI = concentragia introcuxida; " Valor identificade comp abermante
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Média calculada 40238 [kOE12 G316 L2319 17403 4,7913 4,3638 SA402
Tepeddncin® 51,08 2590 ]JI.,E =l 45 «4,35 £ 17 «£13 LS50
LET (%) a7.3s 70,30 79,05 9.5 7.2 T8 FivE 12,45
TIT (%) 4,95 «10,49 18,78 1244 =18,04 «16,24 «L i 1547
LET [pg.mlal} 0,031 LT 143 1.37 1.93 334 733 11,25
LIT (pg.mI-1} LIRS U056 A 149 1,55 4,15 575 H43

W 1%} PE 2025 17,55 2,42 3,00 408 34l 514 5,14

Aceitagio 0%

LIT = Limibte inferior de toderiacia; LST = Limits saperice de bolesincia ™

do EDTO quando os resultzdos foram calenlados com
o modelo 4PL. Os limites de Toleranciz de Expectativa
p foram calculados para 95% de conteado ¢ os limites
de aceitacio + X foram definidos como + 20%, comao
preconizado por De Silva et al™ para ensaios de ligagia,

A Figura 1 (a) e (k) apresenta os Perfis-de
Exatidio construidos com esses dados. Na Figura la,
foram incloidas as concentragGes do Intervelo de Estuda
em gue a Exatidio foi conforme (1,25 1,82 5,0; 6,86
e 10,00 pgml-) e, para permitir uma comparagio, &
primeira concentragin do Intervalo de Controle om
que ndo foi mais possivel gquantificar & Owvoalbumina
com Veracidade e Precisao (0,25 pg.ml-'). Na Figura 1h,
foram inseridas as concentraches do Intervalo Controle
em gue nEo fol mais possivel a deteccin com Exatidan
(0,0156 a 0,25 pgml™). [¥a mesma forma; pare permitir
uma comparagio, foi inchuida a primeira concentragio do
Intervalo de Estudo que spresentou Exatidio conforme
(125 pgml-=).

O Intervelo ‘de Quantificacio foi determinado
come sendo [1,25.a 10,00 pg.m(~"] e o Limite Inferior de
Quantificacio foi a concentracio 1,25 pg.mL™. (F Limite
de Dreteccio, determinado comeo a média do branco mais
trés vezes seu desvio padris, indicoo 2 concentracio
gproximada de 0,002 pgml-.

Funcédo de Resposta

Ao ser evaliada a Foncio de Resposta, através
da curva de calibracio, determinadz para o padrao de
calibracio, nos nove ensaios realizados com os resultados
cbtidoe no modelo 4FL das concentragdes em fungio
das respostes obtidas {absorbincia medide em DOs),
foi conforme em todas as curvas obtidas, o gue pode ser
evaliado pelo cocficiente de determinacie r maior que

tel

Erro Rafativo; OV = Cosficiente de vasiagio; Pl = Precisip intermyedSisia,

0,99 em oito des nove curvas (dados néo epresentados). As
nove curvas foram cepazes de adequadamente descrever
a relacio concentreqdo- resposte, comao recomendado em
FDAY Com e mesma finalidede, foi caleulado o coeficiente
de determinacio entre & médiz das densidades oticas
(Y} em fun¢de da concentracio (X)) em cada grupo de
concentracio do Intervale de Estudo £ o resultado obtido
para © = 00,9892 (p = 0,0005}, que também descreve
satisfatoriamente & relacio concentragio-resposta.

Linearidade

A Linearidade de um método analitico & sua
capacidade, dentro de um intervalo definido, de ohrer
resultados diretamente proporcionais as concentracdes
de analite ne amostra®, Pera tanto, um moedelo linear fol
ajustado para todas as concentra¢des calculadas com o
modelo 4EL para os padrées de validacio (1,0 ug.mi™)
de todas as séries como uma fungdo da concentraco
introduzida no Intervalo de Estudo. A egquagén da
regressao foi ¥ = -(L008493.x + 09732 e 7 foi 09916,

Tambémvisandoavaliarz Linearidede do métoda,
o imtervelo de tolerinciz de Expectetiva-f ebsoluto
foi aplicado. A Figura I {c) e {d} apresents os perfis de
lingaridade ohtidos no estudo, separands o Intervalo
em que o método apresenton linearidade conforme, qgue
compreende as concentracdes do Intervalo de Estudo
(1c) de 1.25a 10 pgml”, daquelas do Intervalo Controle
(1d}. de 0,00156 & 0,25 pgmL", em que néo foi possivel
demaonstrar resposta linear.

Indices Glohais de Conveniéncia

(s resultedos obtidos pera os Indices Globats
de Conveniénciz, guando foi incuida a primeirs
concentracio do intervalo contrele (0:25 & 10 pg.mE™),
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Figura |. Pecfil de Exatidiio abtido contra o padrio na concemtragia | pg.ml para a determisagio do t=or resicual de ovalbeming, usando a
curva logistica d= 4 parimetros ap intérvalo de doses &2 0,253 2 LO0 pgoml' (A) e de (0156 2 1,23 pg.ml” (Bl Visando permitic 2 comparagda,
foram incluides o primeira concentragio fora do five nogrifoo A (25 pg) e a primeirs concentmagio demtzo da faixe na gréfon B {125 g).
A linka continus aprex=nta o Erro Relativo %, as linhas poniilhadas os Emites de aceitagio 220% & ox linhas tracefdaes sio os Limites Inferiar
e Superine relatives de 95% de Expectativa de Tolerincia 5. O poatas sia os ermas relatives % por meplicatas dos padndes de validagio. Quando
o intervabos de tolerincia estio incluidos nos fimites-de aceitacio [=20%}, o ersaio & capax d= quantificar com Exatidio; de outra forma ndin

Perfs de Linearidade ohtidos nos irtervalos de dosss d= 1,25 2 10,0 Hml" (Ch e de 0001560 0,25 JE.:I'[L' (D). A linha comtinma repres=nta a
linha de id=ntidade (x = v, as linhas pantilkadas os limites de acsitacio abeolutos caleilades 2308 = 25 linhas tracejadas 3o ps Limites Infesiar
e Superior de 95% de expectativa de talesincia B em valores absplutns conectados. (35 poatos sio os reseltados individuais por replicatas dos
padries de validacio. Quando os intervabos de tolerincia estin incleidos nos [Emites de aceitacia (+20%), 0 ensaio & capaz de quantiSicar com

Linearidode satisfataria, d= owtza forma nio.

foram: Indice de Intervain = 0,90 [ndice de Veracidade =
0,80; [ndice de Precisdo = 0,37; o [ndice de Exatidao, que
¢ um resumao dos trés anteriores, foi = 0,62, Quando foi
gvaliado apenas o intervalo de Estudo (1,25 a 10 gg.mL-)
foram obtidos: Indice de Intervalo = 1,00; Indice de
Veracidade = 0,99 [ndice de Precisan = 0,37 £ o [ndice de
Exatidao foi = 0,70

Determinagio da Incerteza de Teste

Foram  calculadzs as  Incertezas  Padrdes
Combinadas {uc) e a5 Incertezas Expandidas (U), para
cada diferente mivel de concentracio do Intervalo de
Estudo, como descrito em Health Protection Agency™,

(¥ valores de incertezas obtidos no Intervals de Estudo
foram os seguintes, por cada concentracior 1,25 pg mL*
{uc = 0,0837 U = 21675 1,82 pg.mL! {uc = 0,065%
U= 213,17} 50 pgml {uc = 0,0146; U = £2,92) 6,82
pgmlt {uc = D,0296; U = £587) ¢ 10 pgml' {uc =
0,0130; U = 22,62).

Comparagio de diferentes concentragbes de padrio de
calibraggo

A Figura I mostra os perfis de Exatidio
obtidos guando diferentes concentraches de padrio
foram utilizadas na elaborecio da curva de celibracio
das corridas de ensaio, Os cesulftados obtidos com &

&9y
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Figura X Perfis d= Exazidin & de Linearidade abtidos para a Determinacio do Teor Residial d= Chalbemina vsanda o modelo de 4 pardmetras
ra intervalo de doses de 1,25 2 L0 pg.ml, utilizardo difsrentes concetmagdes do padrin came padrio de calthragio. Tm [A) =10 yg ml™) em
(B} = [25 pgmliem (Ch= 182 pg.ml" & o () = 5.0 pgg.ml. Nas grisicos cos perfis de Exatidio, a linha coatinua apresenta o Erro Relativo

&, ax linhas pantilhadas o limites

acetacin & 208 = as linkas iac=adas sio os Limites Infesior & Superiar relativos de'95% de Expectaina de

Taleriacia i O pontes s#o os ercos melativos % par replicatas dos padries de validacin Mos grafieos dos perfis de Linearidade, 2 linka continua
representa a linha de identideds (x = ¥}, 21 linkas ponzilkadas ps limites de aceitacio ahsolutas calceisdos = D0% e an finhas trecefadas sio o
Limnites Inferinr = Superior de 85% de expectativa de talerincia (§ em valores absolutos conectados. (s pantos sio s resultadas individwss por
replicatas drs padribes de walidagic. Quardo os intervalos de tolesincia estio incleidos oo limites d aceitacio (& 20%), o ensaio & capar de
guartificar com Exaticis afon 1 ineasitads satisfatteia, de natm forma nda;

concentragio recomendada ne Farmacopéia Brasileira™,
10ugmLtem 2{A), foram comparados com os resultados
abtides utilizando as concentragies 1,25 pgmL em 2(B);
LE2 pg.mL? em 2(C) e 50 pg.mLi" em Z{D). Oz perfis
ohtidos foram entdo enalisados pelos [ndices Globais de

Comveniéncia, gue podem ser observados na Tabela 3.

Tubela 3. ndices Globats e Canveniincia para irlecpretagio do Pers
£l ce Exatidace (O Indice de Exatidio & um resuma dos trés primeinos
indices, quantificandn a qualidads geral do método sendo validado
soam= o Infervalo de Extado

ko2l

0370 0,585

1§ L Cnd 1000 1,000 (el
]' 0,384 0,481 0,741 K725
1 0,720 07ED 0,801 LE2E

I, = [ndice de Veracidade: I = [ndice de Intervalo; 1, = [ndice de Pre-

cisdioy [, = Iadice de Exatidia,

DISCUSSAD

() presente trzhaltho teve como objetivo avaliar a
utilizacio do Conceito do Erro Total come ferramenta
em validagies de binensaios. Para tanto, foi conduzido
um pré-estudo de validacio do ELISA para Deteccio

do Teor de Ovaoalbuming residual { EDTOY) em vacines
comtra febre amarela. Segundo o ICHY, o ensaio €
classificado como um ensaio do tipo L1, ou seja, um teste
quantitativo para determinecio de impurezas, sendo
preconizadas peraessetipo deensaioas determinaghes de
Especificidade, Linearidade, Intervalo, Precisio, Limite
de (juantificacino, Exatidio ¢ Hobustez (recomendada
apenes durante o desenvolvimento de novaos ensaios').

Mo entento, alguns desses parimetros geram
divides em sua interpretacio, devido & forma como
sio descritos nas publicacdes oficiais ¢ guies dos
principals organismos internacicnais {ICH, IS0, FDA,
EURACHEM, VIM etc.).

Buscamos revisGes aprescntadas em artigos
recentes que anzlisam criticamente as definicdes ¢ fazem
sugestdes de como shorda-las corretamente em estudos
de wvalidagbes. Sendo assim, adotamos a ebordagem
de validagin do Conceito do Errn Totzl para construir
o perfil de Exatidio do EDTO), como sugerido pela
comissdo da SFSTP'™™ Parp essa finalidade, foram
deterniinados o Interveln, Limite Inferior de Deteccio, a
Veracidade, a Linearidade £ & Exatidio do método.

Com a experiéncia adguirida no Laboratdrio de
Yacinas Virais do INCOS na utilizagio do Conceito do
Erro Totzl em recente velidacio™, aplicamos tembém
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esse conceito na valides@o do EDTO. A natureza desse
ensain permitiv. & construgio do Perfil de Exatidia,
estudando um intervalo gue abrangen de 33 & 167% da
corcentracio-alvo (50 pg.mL™), coma recomendeda em
UsP*. O perfil foi construido com as Concentraches de
Estudo, de 25% (1,25 pgml') a 200% (10,00 ygmi™),
com doses proporcionalmente espagadas na escala
logaritmice e um Intervale Controle, deliberadamente
fora do Intervalo recomendsdo em USE™, avaliando
es concentracdes de 0,31% (00156 pgml') & 3% (2.5
pg.ml'), visando a deplesan completa da resposta com
& finalidade de avalizr a sensibilidede da abordagem da
Perfil de Exatidéa,

Us resultados absolotos {concentracin) de cada
replicata, para cada concentracio, de embos intervalos
de concentreches incluidos no pré-estudo de velidagéo
(00158 8 0,25 pgmbi? e 1,25 a 1000 pg.ml-), faram
considerados homogéness quande avaliados pelo teste
de Crrubbs™, ocorrendo epenes um valor eberrante, uma
vez gue foi adotado um modele de enalise balanceado
que requer numercs constantes de replicatas e corridas
de cnsaios para todas as concentragdes, o valor da
replicata vélida foi repetido para fins de calculns. Esses
resultados puderam entie ser utihzados nos calculos dos
parimetros avaliados.

Diferenciar claramente a Fungdo de Reposta de
Linearidade permite aplicar o conceito de Linesridade
ndo apenas ans valores relativos, mas tambeém acs valores
ehsolutos: do método, como para titulaches em que os
resultados néo sd0 obtidos por cdloulo em retorno dos
resultados a partir de uma curva de calibracgo. Tentativas
de prover ums Resposta de Fungio s&o, entretanto, sem
uso ¢ impreticaveis se n8o houver um sinal ou resposta; no
entanto, a linearidade dos resultados podera ser avaliada™,

Rozet et al’, an avaliarem a' Funcio de
Reposts, consideraram satisfetorios nesse item ensaios
imunoenzimaticos que apresentsram  coeficientes de
determinacio muito proximos ao obtide em nosso
estudo. O coeficiente de determinacio (1F) obtido em
nosso estudo, na aveliagio de Fungio de Hesposts,
descreveu satisfatoriamente. a relagio concentragio-
resposta, indicando que aproximadamente 98,9% da
verighilidade eram compertilhados porxe vy

(s perfis de Lincaridade, elaborados utilizando
o conceito de Erro Total, utilizeram os valores absolutos
obtidos nos ensaios, inseridos em graficos com os
limites de sceitagio absolutos de = 209 calculados para
cada concentracio para o Intervelo de Estudo e paraa

Fi ]

Intervalo Controle separademente e os [T absolutos que
foram: conectados, de moda semelhante an empregedao
naaveliasdo de Exatiddo (que utiliza os velores relativos),
A linearidade foi considerada cenforme apenas quando
os intervalos foram inciuidos nos limites de aceitagdo,
indicendo que o método pode quantificar com exatidiao,
o gue se restringiu a todas as cinco concentragics do
Intervalo de Estudo (25 a 200%), estando de acordo com
o intervala preconizado em USP™ para quantificagio (33
2 167%). Mo Intervalo Controle; 0 método nic conseguiu
detectar &s comcentragdes de forma Linear, como era
ezperado, isto. comprove a sensibilidade da aplicacio
do conceite do Erro Total na velidacio de métodos
analiticns.

A precizio do método foi conforme no Intervelo
de Estudo de 1,35 a 10,00 pgmL™ (35 a 200%), com um
CV% méximo de §,65%, verizndo de 5,25 a 6,65% para
a precisio [ntermediaria. Mo intervalo de Controle, a
precisdo do método foi sensivelmente menor, atingindo
dois digitos nes trés concentrecdes estudadas, sendo
22,42% amaxima, variando de 17,292 32,42%, Dz mesma
forma, & Veracidade foi conforme apenas no [ntervalo de
Estedn, sendoa Tendéncia (ER%) maxima obtida -4,51%,
variando de -0,45 &2 -£,81%, Mo Intervalo Controle, as
Tendéncizs encontradas foram mais elevadas, sendo a
maxima 51,16%, variando de 24,652 51,16%.

(s métados classicos de validacio ¢ de controle
da gqualidade avaliam & magnitude dos componentes
tendéncia e precisio separzdaments (Teste-t e Qui-
quedrado em validagio ou grafices de controle na rotinag),
mas essa abordagem é inconveniente, pois valores muita
pequenos de um dos componentes nio compensam &
falha do outro componente®. Em nossa estudo, isto pode
ser comprovedo no Intervale Controle, pois, se fossem
aplicados apenas os limites de aceitacio de 25% no LIQ)
comao preconizado para imunpensaios do tipo EL1SA™,
4 concentracio 0,25 pg.mL” teriz sido eceita como
conforme, pois apresentou Tendéncia (ER%) = 2455% e
Precisgo Intermedidria = 22,42%, no entanto os Perfis de
Linearidade ¢ de Exatiddo demonstraram que somente a
andlise conjunta da Tendéncia {Veracidade) e Precisio foi
capaz de identificar 3 inadequagéo desses concentraches
em apresentar resultados confidveds.

(3 uso de intervelos de confianga efou Erro Total
em validagéo de métodos tem sido discutido ou proposto
na literatura™"™*. () uso do Erro Total é uma shordagem
eatatistica ¢ clentificamente fundamentada que incorpora
tanto s ereos sistemédticos quanto aleatdrios. O conceito
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do Erro Total reflete quio grande o erro de medida pode
ser- ¢ & facilmente entendido por enalistas. Além disso,
¢ wma medida unica ¢ abrangente do desempenho do
métado, 20 invés de uma avaiiecio da Tendéncia e da
verigbilidade do método separadamente.

¥a maioria das vezes, um procedimento analitico
visg gquantificar sobre um intervalo de guantidades
ou concentragies. Consequentemente, durante & fase
de validacin, as amostres sic preparadss para cobrir
de forma adequada esse intervalo, e um intervale de
tolerincia de expectative-f (ITR) € calculado em cada
nivel. Entretanto, quando analisarmos amostras; apenas
o Erme Total de sua medigén pode ser levado em conta,
nessa amostra. E impossivel separar os Erros Sistematicn
e Aleatorio. Uma vantagem dessa abordegem & gque
reflete mais diretamente 0 comportamento de ensaios
individuaiz ¢ ird resuitar em menor rejeicdo de corridas
na rotina do que procedimentos que comparam pontos
de estimativa da Tendéncia e Precisio observadas'™

O Limite Infericr de Quantificecido foi 1,25
pg.ml’, o8 [TR de 95% garantem com em erro de 5% gue
quando este método analitico for usado para medir uma
emnstra gque contenha ovoalhuming nessa concentracin,
9% veres em 0 o resultado obtido estard entre 1,10 e
1,39 pg.mL de ovoalbumina.

A Exatidio do método pide ser demonstrada
com & utilizagio dos perfis de Exatidio em todo Intervalo
de Estudo, o que foi quantificade wsendo os indices
descritos por Rozet et 2., sendo o principal o fndice de
Exatiddo ([} gque ¢ um indice globel de conveniéneia do
desempenho do método e depende do Indice de Intervala
de Dose, [ndice de Verecidade e [ndice de Precisio. Mo
presente estudo, para testar a sensibilidade dos [ndices,
incluimos os resultados da concentragio 0,25pgml - aos
calculos do Intervalo de Estudo, obtendo assim [, =062 0
I, obtido para o Intervalo de Estudo foi 0,70; ligeiramente
superior ao relatado por Gaodin e Laurentie™, de 0,64, ao
empregar esses indices na velidagio de um kit de ELISA
para deteccio de Micarbazina residual em ovos.

Tais indices permitem guantificar o desempenho
dos testes ¢ 530 muito Oteis guando comparagies, por
exemplo, de modelos de curvas de calibragfes sio
realizadas em diferentes Perfis de Exatidao.

A curva de celibracio, reslizeda seguindo
gz recomendagdes da Fermacopeia Brasileira® na
concentracEe de 1,0 pygml™, ndo foi incluida no Perhl
de Exatiddo por no ter sido possivel, por timitagbes de
espacn das microplacas, correr essz concentracic em

duplicatas, o que impediu sua comparaga com as demais
concentragies devido an modelo estatistico empregado,
que necessita caloular a variinda intraensaios. Embora
nio tenham sido possiveis tais comparaces, essa
concentracio situa-se em uma zona de risco, entre
a ultima concentracio que apresentou  resultados
validios (1,25 pg.ml-*} e a primeira fora do intervalo de
quantificagio (9,25 pg.mL).

Com a finzgiidade de comparar o desempenho do
método utilizando diferentes concentragies do padrio
naelabaracio da curva de calibracin, os resultados foram
recalculedos utiizando as concentragdes 1,25 pgmlL-,
1,32 pgml ¢ 5 pgml' como padrio de calibragio.
(s resultados obtidos foram utilizados pera elaborar os
perfis de Exatidino, que forem comparadns com o abtido
com & concentragéo de 1,0 pgml. Os perfs foram
avalizdos sinda com os Indices Globais de Conveniéncia,
Foi ohservado que a concentracio que rendeu resultados
mais exatos foi 1,82 pgml, como noteda nos perhs e
confirmade pelo [ndice de Exatidao de 0,901 obtido
COM gsgd comcentracdo, superior zos obtidos pelas
demais concentragies. O menor indice foi o obtido pela
concentracio recomendada de 1,0 pg.mL*. [hessa forma,
nossos resultados indicam gque se a concentracéo 182
pugml™ for utilizads em logar de 1,0 pgml* havera
methoraria na Exatidéo do métode, o gue deve ser
confirmada na fese de velidacio em uso do ensaio.

CONCLUSAOD

A proposta desta pesquisa foi aveliar a utilizacio
de abordagens alternativas parz validacio de um método
de bigensaic guantitetivo do tipo imeroenzimatico,
aplicando o conceito do Ermo Total, o Perfil de Exatidio
¢ 05 Indices de Exatidin, como descritn pela SFSTE com
a finalidade de avaliar a capacidade de essas ahor s
demonstrarem a adequacio do métndo & sua fAnalidade
de wvso Essa abordagem permite o conteole do risco
de aceitar-se um méndo Impropric enquanto prové
garantias de que os resultados des mediches que serdo
obtidos durente o uso futuro do método velidado estario
incluidos dentre limites de aceitago fixados de acordo
COM 05 Tequisitas.

Fara tanto foi desenvolvido o pré-estudo de
validecio do EDTO gque demonstrou gue o ensaio
apresenta Exatiddo, Fungie de Resposta, Linearidade,
Hepetibilidade, FPrecisgo Intermedidria ¢ Veracidade
conformes ¢ & um método confidvel para avalizr o teor

FE!
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THARSS1-Til5.

de ovoelbumina oo Intervalo de concentragdes de
1,35 a 10,0 pgml’. O que nos permitiv conchuir que
& abordagern de validacio do Corceito do Erro Total
descrita pele SESTP é vma ferramentz eficiente para
validacio de binenszios, sendo capar de discriminar o
Intervalo de concentraghes em que o ensaio validado
guantificou a ovoalbumina com Exatidéo {Intervelo de
Estudo] do latervalo fore do limite de guantificagdo, em
gue o cnsiio apresentou Exatidio ¢ Linearidedes ndo
conformes ( Intervalo Controle),

Concluimos também gue o5 critérios de
aceitacio da SFSTP pera o conceito do Erro Total e dos
Perfis de Exatidio para velidacgo de métodos apresentam
vantegens sobre critérios bascados na estimacio de pontos
para avaliar a exatidio e precisdo, o que foi evidenciado
a0 se aveliar o5 resultados obtidos na concentracio 0,25
pgmLb?! do Intervalo Controle, que teria sido sceita
como conforme ne avaliacio isclada da Veracidade e da
Precisan, mas nio o foi na ehordagem alternative.

Os resultados obtidos indicam sinda que a
utilizacio da concentracio 1,82 ug.mL” pera elaborar
& curva de celibrecdo do enseio garantird uma melhor
Exanidio na deteccio de residucs de ovealbumina we
EDTO, o gue, no entanto, deve ser confirmade na fase de
validacio em uso do ensaia
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