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RESUMO

Sistemas de garantia da qualidade como as Boas Praticas de Fabricacéo e a
ISO/IEC 17025 requerem o uso de procedimentos analiticos propriamente validados.
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. Os niveis de confiabilidade e relevancia
necesséarios dependerdo das condi¢cdes sob as quais o teste ser4d usado e o0s
propdésitos para 0s quais seus resultados serdo aplicados. Na pratica, o objetivo da
validacdo é dar ao laboratorio assim como as autoridades, garantia de que cada
resultado que serd obtido na rotina estara suficientemente proximo ao valor “real”
desconhecido da amostra. Os métodos classicos de validagdo e de controle da
qualidade avaliam a magnitude dos componentes bias e precisdo separadamente
(Teste-t e Qui-quadrado em validacéo ou graficos de controle na rotina), mas esta
abordagem é inconveniente, pois valores muito pequenos de um dos componentes
nao compensam a falha do outro componente. O uso de intervalos de confianga e/ou
Erro Total em validacdo de métodos tem sido discutido ou proposto na literatura e é
uma abordagem estatistica e cientificamente fundamentada que incorpora a
expressdo da soma da veracidade (ou bias) e da precisdo (ou desvio padrdo). Este
método utiliza ainda o uso do Perfil de Exatiddo baseado em intervalos de tolerancia
(ou intervalos de predigcéo) para decidir se um modelo de calibracdo dara resultados
de qualidade. No presente trabalho aplicamos e avaliamos o uso do Conceito do
Erro Total, dos perfis de Exatiddo e dos indices de Exatiddo na validacdo de um
ELISA para determinacdo do teor de ovoalbumina em vacinas contra febre amarela,
utilizando o intervalo de concentracdes preconizado na literatura especifica de 33 a
167% da concentracdo alvo (5ug/ml) e um intervalo controle bem abaixo desta faixa
(0,33 a 2,5%). O conceito do Erro Total apresentou sensibilidade satisfatoria e foi
capaz de identificar o desempenho insatisfatorio da técnica nas concentracdes
controle fora da faixa de quantificacdo. A pré-validacdo do ELISA para detec¢édo do
teor de ovoalbumina demonstrou que 0 ensaio apresenta satisfatorias - exatidao,
repetitividade, precisdo intermediaria e veracidade, € um método confiavel e

conveniente para avaliar o teor de ovalbumina.

Palavras-chave: vacina, febre amarela, técnicas imunoenzimaticas, albumina
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ABSTRACTS

Quality assurance systems such as Good Manufacturing Practices and
ISO/IEC 17025 require the use of properly validated analytical procedures. Validation
is the process by which the reliability, an objective measure of intra and inter-
laboratory reproducibility, and their relevance are evaluated in order to support a
specific use. The levels of reliability and relevance required will depend on the
conditions under which the test will be used and the purposes for which their results
will be applied. In practice, the purpose of validation is to give to the laboratory and to
the authorities, insurance that each result will be obtained in routine will be
sufficiently close to "real" value of the unknown sample. The classical methods of
validation and quality control assess the magnitude of the bias and precision
components separately (t-test and chi-square in validation or control charts in
routine), but this approach is inconvenient, because a very small values of a
component will not compensate for the failure of another component. The use of
confidence intervals and / or Total Error in validation of methods have been
discussed or proposed in the literature and is a statistical and evidence-based
approach that incorporates the expression of the sum of the Trueness (or bias) and
Precision (or standard deviation). This method also uses the use of Accuracy Profile
based on tolerance intervals (or prediction intervals) to decide whether a calibration
model gives quality results. In this work we apply and evaluate the use of the concept
of Total Error, the of Accuracy Profiles and Precision Indices in the validation of an
ELISA for ovalbumin content determination in yellow fever vaccines, using the
concentration range recommended in the specific literature 33 to 167% of target
concentration (5ug/ml) and a control range of very lower content (0.33 to 2.5%). The
concept of Total Error showed satisfactory sensitivity and was able to identify the
unsatisfactory performance of the control concentrations outside the range of
quantification. The pre-validation of the ELISA to detect the content of ovalbumin
showed that the test has satisfactory - accuracy, repeatability, intermediate precision

and trueness, is a convenient and reliable method to assess the level of Ovalbumin.

Keywords: vaccine, yellow fever, immunoenzymatic techniques, albumin

Vii



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 — Funcéo de Resposta do Ensaio de Determinacdo do Teor de Ovalbumina
Residual quando o logaritimo da (média+1) das opacidades densimétricas é plotado

contra 0 Logaritimo da concentracao €m Pg/Ml..........euuueeiiiiiiininieeee e 33

Gréfico 2 — Perfil de Exatiddo obtido para a Determinacdo do Teor Residual de
Ovalbumina usando a curva 4PL no intervalo de doses de 0,25 a 10,0 pug/ml e de
0,0156 @ 1,25 UG/MIL . 35

Gréfico 3 — Perfil de Linearidade obtido para a Determinagdo do Teor Residual de
Ovalbumina usando a curva 4PL no intervalo de doses de 1,25 a 10,0 pug/ml e de
0,0156 @ 0,25 10,0 HO/M..iiiiiiiieeeiiee e ee e e 37

viii



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Vantagens da utilizag8o do ELISA............ooiiiiiiieeeeeeee 4
Figura 2 — Microplaca de titulacdo com 96 OrifiCIiOS.........ccceeeiiieiiiiieiieere e 6
Figura 3 — Esquema da realizag80 do ELISA..........coooiiiiiiiiire e 7
Figura 4 — Representacdo esquematica de um perfil de exatid@0................ccceeeennne 23



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Esquema de diluicbes para preparacdo das concentracbes do



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Resultados calculados utilizando a curva logistica de quatro ................. 32

parametros para cada concentracdo, por replicata e por corrida de ensaio no
intervalo de concentragfes de 1,25 a 10 g/Ml.......oooiiiiiiiiiiiiiii e 32

Tabela 2 — Resultados calculados utilizando a curva logistica de quatro parametros
para cada concentracdo, por replicata e por corrida de ensaio no intervalo de

concentragcdes de 0,0156 a 0,25 G/ML....ccoooiiiiiiiiiiiii 33

Tabela 3 — Resultados das curvas de calibragdo dos dez ensaios obtidas com o
ajuste de curva logistica de quatro parametros das absorbancias em funcédo do

logaritmo da concentracao (diluicdes) do padrao de calibracao.............cccccceeeeeeennnn. 33

Tabela 4 — Média das absorbancias em opacidades densimétricas para cada
CONCENLIAGAOD INTTOTUZITA. ......evveiieiieieee ettt e e 33

Tabela 5 — Resultados obtidos para construcédo do Perfil de Exatiddo do ensaio de

determinacao do teor de Ovoalbumina..........cccooeiiiiiiiiieee e 34

Tabela 6 — Resumo dos resultados da pré-validagdo do Ensaio de Determinacdo do

Teor de OValDUMING..........ooiiiiii e 36
Tabela 7 — indices Globais de Conveniéncia para interpretacdo do Perfil de
e V10 = o J PO U PP 38

Tabela 8 — Resultados das Incertezas de Medicao relativas a Determinacao do Teor
de Ovoalbumina Residual para cada nivel de concentracdo investigado na pré-
172 116 £=Tox- Lo TSP PPPPPPPPP 38

Xi



SIGLAS E ABREVIATURAS
ur — Valor de referéncia
X; — Valor médio

S7 = Variancia intra ensaios

~N

SZ = Variancia entre ensaios

S# = Variancia Total

A — Limites de aceitacao

4PL - Curva logistica de quatro paramétros

5PL — Curva logistica de cinco paramétros

Ac — Anticorpo

Ag — Antigeno

ANOVA — Andlise de Variancia

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BPFc — Boas Préticas de Fabricagéo correntes

CV% — Coeficiente de Variacao percentual

EDQM — European Directorate for the Quality of Medicines and Healthcare
EDTO — ELISA para a determinacao do teor de ovoalbumina
EIA — Enzyme Immunoassay

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ER% — Erro Relativo Percentual

FDA — Food and Drug Administration

ICH — International Conference on Harmonization

IGC — indice global de conveniéncia

ly — Indice de Veracidade

lip —Indice de intervalo de doses

Xii



lp — Indice de Precisao

le — Indice de Exatidao

ISO — International Organization for Standardization, 0 nome ndo € uma sigla, mas

vem do radical grego Iso que significa igual.
ITB — intervalo de tolerancia de expectativa-8
K — fator de abrangéncia
LBA — Ligand Biding Assays
LIQ — Limite inferior de quantificacédo
LSQ — Limite superior de quantificagéo
n = Replicatas de determinagdes
p = SessOes de ensaios independentes
p/v — peso/volume
PBS - Phosphate Buffered Saline — Salina Tamponada com Fosfatos
R? — Coeficiente de correlacdo de Pearson ao quadrado
RIA — Radioimunoensaio
SFSTP — Societé Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
SPF (Specific Pathogen Free) — livre de micro-organismos patogénicos
USP — United States Pharmacopoeia
uc — Incerteza Padrdo Combinada
U — Incerteza Expandida
gl — graus de liberdade
OD - Densidade otica

m — numero de concentracdes

Xiii



SUMARIO

1 INTRODUGAO ... ... ittt et et e et e,
1.1 FEBRE AMARELA ... ..o oo
1.2 A vacina contra Febre Amarela..........cooeeveeie o,

1.2.1 A 0VOaAIDUMING.......ceeeiiiiiiiceee e e e e
L3 O ELISA.
I 0 I 1Y ] o= Lo USRS
1.3.2 HIiStOrico do ELISA.......cooo ottt
1.3.3 PrinCipios da tECNICA........cceeeeeeeieeeeeeeeieiecee e e e e e e e e e e e eaaeens

1.3.4 ELISA na deteccéo do teor de ovoalbumina

residual na vacina contra febre amarela...........cccoccovveeiiiiieiciiieeeene,
1.4 GARANTIA DA QUALIDADE......cco i
1.5 INCERTEZA DE MEDICAO.......c.uiiiiiiiiieei e
1.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS.......coovviiieieeeeecn,
1.7 A VARIABILIDADE DOS ENSAIOS BIOLOGICOS........coc.......

1.8 ABORDAGEM CLASSICA DA ICH - INTERNATIONAL

CONFERENCE ON HARMONIZATION. ..ot eeeeieees
1.9 DEFINIQC)ES DAS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS.............
1.9.1 Linearidade X FUNG&O0 de resposta ...........cceevvvvvevevevvvnnnnnnnnnnnn.
1.9.2 VeracCidade. ......cooi i e e
1.9.3 EXAUITE0.....cceiiieeiiiite ettt
1.9.4 PrECISA0D. ..cuuuuueuini i e ee e e ettt e e e e e e e e e e e e e aeaeeeannnas
1.9.5 Intervalo de doses e limites de quantificac&o..........................

1.10 O CONCEITO DO ERRO TOTAL (TOTAL ERROR)

E O PERFIL DE EXATIDAO (ACURACY PROFILE).......cccovvveen....
1.10.1 Perfil de exatid@0..........ooiei i
1.11 INDICES GLOBAIS DE CONVENIENCIA......co.oviiiiianinn,
2 OBIETIVOS . ..
2.2 ESPECIFICO ... e it e e e e
S METODOLOGIA. .. e e e e e
3.1 AMOSTRAS ANALISADAS. ...t e

3.2 ELISA PARA A DETERMINACAO DO TEOR DE

OVOALBUMINA (EDTO) ..ottt
3.3 SELECAO DOS PARAMETROS DE VALIDACAO....................
3.4 MATRIZ DE ENSAIOS ... coe ittt
3.5 ESTUDO DE PRE-VALIDAGAO.........coviiiiiii i e
3.5.1 ANALISE ESTATISTICA ... coo et
3.5.2 ANAlISE de ValiAnCia........cccuviieeiiieeieeeee et
TR TR TV /=T = 13T F= Vo [
TR T o (Y01 1Y T
T TR T €= 1 1[0 = T J
3.5.6 indices globais de conVeNieNncia................coevveeeeueeeeneennn..
3.6 CRITERIOS DE ACEITACAO.......couvviieiiii e,
3.7 CALCULO DA INCERTEZA DE MEDICAO.........c.cccveeviviiennn.

10
12

14
14
15
16
18
19

22
23
24
24
24
25
25

26
27
28
27
28
28
28
28
29
31
31

Xiv



4 RESULTADOS . .. oottt e e e e
4.1 FUNCAO DE RESPOSTA ...ttt e
4.2 PERFIL DE EXATIDAO . .. oo oee it e,
A3 LINEARIDADE ... ..ottt
4.4 INDICES GLOBAIS DE CONVENIENCIA.......uuiii e,
4.5 DETERMINACAO DA INCERTEZA DE MEDICAO..........c.ccccvevennnee.
B DISCUS S A . .. e e e
6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS. .. ..ttt e
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...t

XV



1 INTRODUCAO

1.1 FEBRE AMARELA

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 regifes 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 apud NETTO, 2010).

ApoOs a inoculacao pelo mosquito, o virus da febre amarela infecta e se replica
em ceélulas 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 infeccdo além de baco, rins, medula déssea e
musculos cardiacos esqueléticos. O espectro clinico da infeccdo 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¢cdes. O quadro tipico ocorre, ap0s 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 3 (trés) dias e € acompanhado de
viremia. Pode seguir-se um periodo de remissdo em que melhoram os sintomas
(FIGUEIREDO, 2007 apud NETTO, 2010).

1.2 AVACINA CONTRA FEBRE AMARELA

Em 1937, logo ap6s o desenvolvimento da cepa 17D, por Theiler e Smith, nos
Laboratorios da Fundacdo Rockefeller e a constatagdo de sua capacidade
imunogénica para o homem, esta cepa foi trazida para o Brasil. A producdo da
vacina contra a febre amarela pelo Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro,
iniciou-se em marcgo de 1937, e nesse mesmo ano foi usada pela primeira vez em
maior escala durante o surto epidémico de febre amarela ocorrido no municipio de
Varginha/MG. Posteriormente, foi utilizada em programas de vacinacdo em outros
estados brasileiros, com grande sucesso. A partir de entdo, a vacina passou a ser
aplicada na area endémica, de forma sistematica como a melhor alternativa para o
controle da febre amarela no pais (BRASIL, 2004 apud NETTO).



Todas as vacinas contra a febre amarela atuais derivam da cepa 17D. Durante a
fase inicial de producéo da vacina nos Estados Unidos e Brasil no periodo de 1937-
1941, duas linhagens principais da 17D (17DD e 17D-204) foram utilizadas também
para producao de vacinas. Em 1957 a OMS publicou “Requirements for Yellow Fever
Vaccine” que unificou o lote de semente e procedimentos industriais (NETTO, 2010).

A vacina contra febre amarela é constituida de virus “vivo” atenuado e
apresentada sob a forma liofilizada. Apds a reconstituicdo com diluente apropriado,
tem aspecto de suspensdo homogénea, podendo demonstrar coloracdo devido a
presenca de indicador de pH. A producdo da vacina € baseada no sistema de lote-
semente primario da cepa 17D, da qual, por meio de passagens em o0v0S
embrionados de galinha SPF (Specific Pathogen Free - livre de micro-organismos
patogénicos) ou em cultura de células suscetiveis, se origina o0 lote-semente
secundario. Esse lote deve ser avaliado quanto a neuroviruléncia em macacos
suscetiveis e ndo pode apresentar micro-organismos estranhos. Além disso, a cepa
viral tem que demonstrar imunogenicidade adequada e seguranca para 0 ser
humano (NETTO, 2010).

A suspenséo viral é identificada e controlada quanto a esterilidade. Apés a
clarificacdo da suspensao viral por método adequado para remocdo de residuos
celulares, algumas substancias estabilizadoras, que, comprovadamente, ndo alteram
a eficacia e seguranca do produto, sdo adicionadas. Antes do envase e liofilizacao, o
produto é analisado também quanto a esterilidade, concentracdo de virus e
nitrogénio protéico. Se a producdo da vacina ocorrer em ovos embrionados, 2% e
nao menos que 20 ovos s&o separados para controle. Ao final da producdo da
vacina, estes ovos ndo-infectados com a cepa vacinal tém que demonstrar auséncia
de patdgenos especificos para aves. O produto € envasado em recipientes
adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos controles requeridos.

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.2.1 A ovoalbumina

Os ovos contém numerosas substancias com potencial, demonstrando efeitos
terapéuticos e fornecendo as necessidades nutricionais bésicas, sendo varios

destes ovos ja produzidos em escala industrial, tanto para fins alimenticios quanto



para aplicagcbes médicas. Também foi demonstrado que o conteddo dos ovos pode
ser manipulado, através de varios métodos, para atingir certas funcionalidades,
destinadas a dieta ou producdo de imunobiolégicos vacinais (CATT & TREGEAR,
1967).

Além disso, a pesquisa continuada para identificar novas fungfes bioldgicas
dos componentes do ovo da galinha ajudara a definir métodos para melhorar ainda
mais o0 seu valor, como fonte de inUmeros compostos biologicamente ativos
com beneficios especificos para a saude humana e animal, assegurando o seu
papel no tratamento e prevencdo das doencas cronicas e doencgas infecciosas
(CATT & TREGEAR, 1967).

Vérias proteinas da clara do ovo e seus peptideos demonstraram atividade
imunomoduladora. A ovoalbumina, presente no ovo, corresponde a 54% da proteina

da clara (LI-CHAN et al., 1995).
A ovoalbumina demonstrou induzir a liberacdo 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 tem sido
usados para aumentar a resposta imunolégica em imuno-terapia do cancer
(VIDOVIC et al. 2002, HE et al. 2003). Tezuka e Yoshikawa (1995) demonstraram
que atividade fagocitaria de macrofagos foi aumentada pela adigcdo de peptideos de
ovoalbumina, OA 77 84 e OA 126 134, derivados da digestao péptica e quimio-
triptica, respectivamente.

A ovoalbumina é um dos principais alérgenos da clara do ovo de galinha, e é
frequentemente a causa de reacdes de hipersensibilidade a alimentos. Ela serve
como um alérgeno modelo, adequado para estudar a relacdo entre estrutura e
funcdo, porque a sequencia de aminoacidos e pos-modificacbes translacionais da
proteina sdo conhecidas. As alergias ao ovo ocorrem em cerca de 0,5 por cento da
populacdo e em cerca de cinco por cento das criancas com alergias. Porque 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
de proteinas do ovo encontrado na vacina contra influenza (ou seja, cerca de 0,02 a
1,0 pg por dose) sao suficientes para induzir reagcdes graves de hipersensibilidade,
mas raramente fatais em criancas com alergia ao ovo (ALPHA DIAGNOSTIC
INTERNATIONAL, 2012).



Quando empregada na produgao de vacinas, o conteudo utilizado de
ovoalbumina é um fator de influéncia na tolerancia ao imunobioldgico, cujo residuo
da producéo deve ser < 5 ug/dose (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 52 edicéo, 2010).

1.3 O ELISA

1.3.1 Definigéo

ELISA e EIA séo as abreviacbes das siglas dos nomes das técnicas em inglés
“enzyme-linked immunosorbent assay” e Ensaio Imunoenzimatico, respectivamente.
Sao métodos poderosos e Uteis para estimar concentracdes de matérias na ordem
de ng/mL a pg/mL em solugbes, como soro, urina, esperma e sobrenadante de
células (SAVIGE, 1998). Ensaios imunoenzimaticos tém sido amplamente usados
em pesquisas de ciéncias naturais.

Embora existissem pequenas diferencas no desenho dos dois tipos de
ensaios imunoenzimaticos (EIA e ELISA) por ocasido de suas publicagdes,
doravante nos referiremos aos ensaios imunoenzimaticos utilizando a sigla ELISA,

exceto ressalvas. A figura 1 esquematiza as principais caracteristicas dos ELISA's.

Ensaio Imunoenzimatico

/ ELISA

Usado para Ciéncia Definigdo de ensaio de
pura e aplicada fase sélida
heterogenéa
Por qué
— N
[_sersivel | [ cuantiicavel |

|

Varios sistemas Usa microplacas e Amplificagdo catalitica
usando diferentes equipamento aliado de enzima
combinagbes de
reagentes sao |
| Gama ideal de

nossiveis
sensibilidade para
diagnéstico

Leitura
visual

I | Alta capacidade

Adesdo passiva a fase |
solida |

Rapido | Espectrofotdmetros
| | multicanais

| Barato | |

reagentes ligados e Dados ]
ndo ligados pela fase armazenaveis
de lavagem | Posslveis Kits | |

Facil separagao de

Dados analisados
estatisticamente

Figura 1 — Vantagens da utilizagdo do ELISA
Fonte: Adaptado de Crowther, J. R.; 2002.



O principio bésico do ELISA é usar uma enzima para detectar a ligacdo de
antigenos (Ag) a anticorpos (Ac). A enzima converte um substrato incolor
(cromégeno) em um produto colorido, indicando a presenca de ligacbes 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) Sandwich.

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

competicdo ou ELISA de inibicao.

1.3.2 Histoérico do ELISA

Antes do desenvolvimento do teste ELISA, a Unica opc¢éo para a realizacdo 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 ameacga potencial a saude,
buscou-se uma alternativa ao radioimunoensaio, mais segura, de forma a substituir o
sinal radioativo.

Os primeiros sistemas de Ensaio Imunoenzimatico (EIA) e ELISA publicados
diferiam no desenho dos ensaios, mas ambas técnicas eram baseadas no principio
de imunoensaio, utilizando enzimas ao invés de radioatividade como revelador do
sinal. Dois grupos de pesquisa independente e simultaneamente desenvolveram a
ideia e executaram 0s experimentos necessarios para demonstrar sua aplicabilidade.

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



Quando as enzimas (tais como peroxidase) reagem com substratos
apropriados, como Acido 2,2-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) (ABTS) ou
3,3, 5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB), ocorre uma mudanc¢a 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 vinculag&o foi desenvolvido independentemente por Stratis Avrameas e
G.B. Pierce (LEQUIN, 2005). Uma vez que € possivel remover qualquer anticorpo ou
antigeno néo ligado por lavagem, o anticorpo ou o0 antigeno deve ser fixado a
superficie do recipiente, ou seja, a fase sélida adsorvida tem que estar preparada.
Uma técnica para fazé-lo foi publicada por Wide e Porath (1966).

Durante os anos 1960 e inicio dos anos 1970, 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 instalacbes, tais como a Boehringer-
Mannheim (Alemanha), Abbott (Estados Unidos), e Organon Teknika (Holanda), para
citar apenas alguns. A comercializacdo de kits de testes de ELISA estava
comecando. As técnicas de fase soélida (WIDE e PORATH, 1966; CATT e
TREGEAR, 1967) foram usadas no desenvolvimento de microplacas de titulacdo
com 96 pocos (figura 2), na qual um antigeno ou um anticorpo é covalentemente
ligado a um suporte sélido. Os avancos tecnoldgicos levaram ao desenvolvimento de
aparelhos automéaticos de pipetagem, pipetas multicanais e o0s leitores de
microtitulacdo em placas e lavadores automaticos, e na década de 1980
instrumentos de teste totalmente automatizados foram fabricados pela Boehringer-

Mannheim e Abbott, entre outros.

Figura 2 — Microplaca de titulagdo com 96 orificios.

Fonte: http://88proof.com/synthetic _biology/blog/archives/439




1.3.3 Principios da técnica

O teste baseia-se na interacdo antigeno-anticorpo. Normalmente é usada
uma placa de superficie inerte com pocgos onde serdo adsorvidos os antigenos ou
anticorpos de interesse, juntamente com um tampdo de carbonato (processo
conhecido como sensibilizacdo).

Depois é realizada uma lavagem com PBS (Phosphate Buffered Saline —
Salina Tamponada com Fosfatos). Posteriormente, é feito o bloqueio com uma
proteina (por exemplo soro de cabra, leite desnatado, albumina sérica bovina - BSA)
para que esta ocupe 0s espacos livres (sitios inespecificos que podem gerar
resultados falso positivos ou negativos).

Durante a realizagdo do ensaio, uma nova lavagem é feita. A superficie &
entdo 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.

Em seguida, o produto é tratado com anticorpos secundarios que se ligara ao
antigeno ou anticorpo primério e a superficie é lavada novamente para a retirada do
anticorpo secundario que ndo 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, pode-se quantificar e verificar a presenca de alguma

substéancia de interesse. O principio da técnica é demonstrado esquematicamente na

figura 3.
@
&
1.“Sensibilizagdo” da placa Ac 2. Adicionada amostra e retirado Ag nao
adicionado se liga ao plastico, excesso é ligado aos Ac por lavagem;
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6. Ac se ligam aos Ag 7. Os Ac nao ligados sdo removidos
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9. As enzimas ligadas aos Ac reagem com o
substrato desenvolvendo coloracéo que é lida
no espectrofotémetro

Figura 3 — Esquema da realizacdo do ELISA

Fonte: Adaptado de Crowther, J. R.; 2002.

1.3.4 ELISA na deteccao do teor de ovoalbumina residual na vacina contra febre

amarela

Trés frascos de um mesmo lote de vacina liofilizada e ovoalbumina padréo

sdo submetidos ao método imunoenzimatico ELISA. A curva padrao de ovoalbumina

é feita nas concentracdes de 100 g a 0,5ug com diluicdes usando fator 2 e a vacina

diluida em tampao fosfato-salina PBS/T20 0,05%/NFDM (salina tampéao fosfato com
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tween 20 e leite em po6 desnatado). Inocular cada diluicao iniciando em 1:10 e usar o
fator 2 em dois orificios da placa de 96 orificios previamente sensibilizada com soro
anti-ovoalbumina (coelho) em tampé&o carbonato-bicarbonato de sodio pH 9,6 e
bloqueada com soro albumina bovina a 3% (p/v). A incubacéo é feita por 30 minutos
a 37 C. As placas séo lavadas com salina tampéao fo sfato PBS /T20 0,05% (salina
tampéao fosfato com tween 20) e o soro anti-ovoalbumina (coelho) conjugado a
peroxidase em tampéo fosfato-salina PBS /T20 0,05%/NFDM ¢é adicionado. E feita
nova incubacgéao por 30 minutos a 37 € e nova lavage m. A reacao é revelada como
substrato para a peroxidase em tampao citrato-fosfato pH 5,0 e é interrompida com
acido sulfarico 2 M. A leitura é feita em leitor de microplacas a um comprimento de
onda duplo de 450/630 nm. O teor de ovoalbumina residual € calculado utilizando a
curva logistica de quatro parametros em um software estatistico como o
CombiStats® do EDQM (2004). A vacina é considerada satisfatéria se o contetido de
ovoalbumina residual for menor ou igual a 5 pg/dose (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

1.4 GARANTIA DA QUALIDADE

Um dos requerimentos das Boas Praticas de Fabricacdo correntes (BPFc) é
gue 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 é normalmente considerado um item do sistema de garantia
da qualidade. E o mais basico ou mais simples tipo de programa da qualidade. O
controle da qualidade primariamente consiste de inspecdes e ensaios como meio
inicial de detectar problemas e é apenas parte do sistema de Garantia da Qualidade.
Este principio tem como resultado o uso de preparacdes de referéncia, orientacdes
sobre ensaios e os critérios de liberacdo para a seguranca e eficacia (METZ et al.,
2002).

1.5 INCERTEZA DE MEDICAO

A incerteza de Medicdo é um parametro ndo negativo que caracteriza a
dispersdo dos valores atribuidos a um mensurando (grandeza submetida a
medicdo), com base nas informacdes utilizadas (INMETRO, 2008) e segundo a
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EURACHEM (2000), é a indicagdo quantitativa da qualidade dos resultados de
medi¢cdo, sem a qual os mesmos nédo 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 medicéo é desconhecido qualquer resultado de uma
medicdo serd somente uma aproximagao ou estimativa do valor do mensurando em
questdo. Sendo assim, a representacdo completa de tal mensurando deverd incluir a
davida deste resultado, a qual é traduzida pela sua incerteza de medicéo
(EURACHEM, 2000).

1.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Sistemas de garantia da qualidade como as BPF (Boas Praticas de
Fabricacdo) e a ISO/IEC 17025 (2005) adotada no INCQS requerem o uso de
procedimentos analiticos propriamente validados. Embora métodos farmacopeicos
nao requeiram re-validacdo, para a liberacdo de lotes de produtos, certos
procedimentos devem ser realizados para garantir que os meétodos séo aplicaveis na
sua utilizacdo e pode ser necessario confirmar a precisdo do método ou a sua
confiabilidade em atingir os niveis de detec¢cdo do método validado. Segundo a
“International Conference on Harmonization” (ICH), € necessario demonstrar que 0
meétodo € apropriado a finalidade de uso (ICH, 2005) e a ANVISA determina que a
validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atende
as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (ANVISA, 2003). A ISO/IEC 17025 de 2005 descreve validacdo de
métodos como a confirmacdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de
gue os requisitos especificos para um determinado uso pretendido séo atendidos.

Validagdo € 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 € considerado validado
quando suas caracteristicas de desenvolvimento, vantagens e limitacdes foram
adequadamente determinadas para um propdsito especifico. Ndo ha niveis de
reprodutibilidade 6timos ou minimos ou associados ao teor de ovoalbumina que
deverdo ser alcancados para uma validacao de sucesso. Os niveis de confiabilidade

e relevancia necessarios dependerao das condi¢cdes sob as quais o teste sera usado
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e 0S propositos para 0os quais seus resultados serdo aplicados (HUBERT et al.,
1999, HUBERT et al., 2004).

Durante um estudo de validacdo, medidas sdo tomadas em multiplas sessdes
de ensaios independentes (k) com replicatas de determinacfes (n) em cada sessao.
E assumido que os erros aleatdrios para os k-ésimas sessdes de ensaios e as n-
ésimas replicatas apresentam distribuicdo normal e independente com média zero e
variancias ol e 0°E, respectivamente. Estas variancias ol e 0°E, correspondem &
variabilidade intra ensaios e entre ensaios do meétodo, respectivamente. A
variabilidade total do ensaio é dada por o°T = o°l + 0°E. Isto normalmente é referido
como modelo de efeito aleatério de fator unico. Usando a andlise de variancia
(ANOVA) para modelo de efeito aleatorio de fator Unico balanceado (numero
constante de replicatas em todas as sessdes), os quadrados meédios intra e entre
ensaios podem ser usados para obter estimativa da variancia intra-ensaios, da
variancia entre-ensaios e da variancia total.

Na pratica, o objetivo da validacdo é dar ao laboratorio assim como as
autoridades, garantia de que cada resultado que sera 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 é normalmente
avaliada em duas fases. Primeiro uma fase de “pré-estudo” € 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 laboratorio deve verificar se o
método analitico de interesse se mantém valido ao longo do tempo e que cada
corrida prove medidas confidveis (BOULANGER et al., 2007).

A validacdo ndo é um processo estatico, mas dinamico. Componentes
especificos dos ensaios devem ser avaliados, subsequentemente validados e
continuamente monitorados. Logo, validacdo € um processo continuo e deve ocorrer
enguanto o0 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
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extensdo de um prazo de validade deve ser cuidadosamente documentada baseada
nestes dados (DeSilva et al., 2003).

1.7 A VARIABILIDADE DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

Ensaios bioldgicos (também chamados bioensaios) sdo métodos para estimar
a poténcia de uma droga ou material através da utilizacdo da reacdo causada pela
sua aplicacado em unidades experimentais vivas. Sao partes integrantes da avaliacédo
da qualidade para produgédo 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
em substratos bioldgicos (p. e. animais, células vivas, ou complexos funcionais de
receptores alvo). Devido a multiplos fatores operacionais e bioldégicos advindos da
base bioldgica, eles tipicamente exibem uma maior variabilidade do que os testes

baseados em quimica (USP, 2010).

1.8 ABORDAGEM CLASSICA DA ICH - INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION

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 exatidao 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 biolégicos 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;
» Exatidéo;
* Precisao (repetitividade e precisao intermediaria);
12



* Especificidade;
* Faixa;

* Limite de quantificacéo.

O objetivo de um bom método analitico é quantificar com certeza cada um
dos valores desconhecidos em amostras analisadas. Ou seja, a diferenca entre os
resultados obtidos e o valor “verdadeiro” deve ser suficientemente pequena. Dois
componentes podem influenciar esta diferenca: a Exatiddo (ou bias) do método e
sua Precisdo. O bias demonstra quanto os resultados desviam “em média” ou
sistematicamente de um valor verdadeiro e a precisdo expressa como o0s resultados
variam em torno do valor médio quando as medidas sdo repetidas. Um “bom”
meétodo analitico deveria de uma forma ideal, dar resultados proximos de um valor
verdadeiro da amostra, i.e. dentro de algum limite de aceitagcédo. Esta “proximidade”
esta diretamente ligada ao tamanho do bias e da precisdo do método (BOULANGER
et al., 2007).

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

Portanto, é de primordial importancia ter definicbes claras dos critérios de
validacdo diferentes para avaliar a validade deste. Também é necessario ter
metodologias de acordo com estas definicbes e, consequentemente, a utilizacdo de
métodos estatisticos que sao relevantes com essas definicbes, o objetivo da
validagéo e do objetivo do método analitico.

Varios autores tém assinalado as inconsisténcias entre algumas definicdes
dos critérios e os procedimentos experimentais propostos para avaliar esses critérios
em documentos recentes dedicados a validacdo de métodos analiticos na é&rea
farmacéutica, juntamente com 0s riscos e problemas ao tentar lidar com o
contraditorio, e as vezes cientificamente irrelevante, requisitos e definicoes
(HUBERT et al., 2004; HUBERT et al., 2003; HARTMANN et al.; 1998; HARTMANN
et al., 1994).
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1.9 DEFINICOES DAS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

Com a finalidade de determinar as caracteristicas de validacdo mais
importantes a serem abordados em nosso trabalho, fizemos uma revisdo das
recomendacgdes criticas publicadas destas definicbes e apontamos o0s pontos

conflitantes e como aborda-los corretamente.

1.9.1 Linearidade X Funcéo de resposta

Linearidade de um procedimento é sua habilidade (em uma dada faixa) de
obter resultados que sdo diretamente proporcionais a concentracdo (quantidade) do
analito na amostra. Em ensaios biolégicos, geralmente ndo € possivel obter a
poténcia diretamente de uma medida individual. Uma curva padrao é quase sempre
usada, com incremento de doses e repetices, para obter um Unico resultado valido.
Este resultado deve mostrar-se proporcional a concentracdo do analito na amostra
(SFSTP, 2005).

A funcdo de resposta de um procedimento analitico é a relacdo existente,
dentre uma faixa especificada, entre a resposta (sinal, e.g. area sob a curva, altura
do pico, absorbancia) e a concentracédo (quantidade) do analito na amostra. A curva
de calibracdo deveria ser descrita preferencialmente por uma simples funcédo de
resposta monoténica (i.e. estritamente crescente ou decrescente) que da medidas
confidveis, i.e. resultados exatos. A funcdo de resposta — ou curva padrdo — €
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 de volta através da curva de calibragcdo enquanto a funcdo de resposta
refere-se a relacdo entre a resposta instrumental e a concentracdo (ROZET et al.,
2007a).

Este entendimento ficou claro desde 1995 e entdo, para evitar estas
confusdes, o0 guia de validacdo de métodos analiticos do FDA (2001) ndo contém
mais o termo “linearidade”, mas apenas “calibracdo/curva padrdo” sem restricbes
particulares exceto que “o0 modelo mais simples que adequadamente descreve a

relacdo concentracdo-resposta devera ser usado”.
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1.9.2 Veracidade

Veracidade é 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 definicdes) 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 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 p..

Este conceito € medido pelo bias, pelo bias relativo ou pela recuperacao:

Bias = &, —

Bias relativo ou Erro Relativo (ER%) = 100 x (x:'!ir )

Recuperag&o (%) = 100 x ( — ) = 100 - Bias relativo (%)
1}
T
Os documentos da ISO 5725 (1994) inequivocamente afirmam o que é
Veracidade e como medi-la. A aplicacdo deste conceito aos experimentos de
validacédo é feita medindo varias vezes padrdes de referéncia independentes, para

constar i padrées, para os quais um valor (u.) € conhecido permite computar sua

concentragdo predita ou quantidade: x,. Aléem disto, € possivel computar o valor
médio destes valores preditos (i;) e consequentemente estimar o bias, o bias

relativo ou a recuperacgdo. Estes valores sdo bem estimados uma vez que sao
computados diariamente 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).
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1.9.3 Exatidao

A “exatiddo de medicdo” ndo € uma grandeza e nédo lhe é atribuido um valor
numerico. Uma medicdo € dita mais exata quando é caracterizada por um erro de
medicdo menor. A “exatiddo de medi¢do” € algumas vezes entendida como o grau
de concordancia entre valores medidos que sado atribuidos ao mensurando
(INMETRO, 2008).

O Erro Total de medicao dos resultados obtidos a partir de um procedimento
analitico esté relacionada 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 ao
resultado. Consequentemente, o erro de medicdo € a expressdo da soma de
veracidade (ou bias) e precisdo (ou desvio padrdo), ou seja o Erro Total. Como
mostrado abaixo, cada medi¢cdo X tem trés componentes: o ur verdadeiro valor da
amostra, o bias do método (estimado pela média de varios resultados) e a precisédo
(estimada pelo desvio-padrdo ou, na maioria dos casos, a precisdo intermediaria).
Equivalentemente, a diferenca entre uma observacdo e X, o verdadeiro valor, € a
soma dos erros sisteméticos e aleatorios, ou seja, o Erro Total ou o Erro de Medicéo
(ROZET et al., 2007a).

X = p;+ bias + precisio

=4

X — pp = bias +precisio

=4

X — up = errototal

=4

X — p; = errode medicdo

=4

X — pp = exatidio
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Entretanto, quando se observa a secao correspondente a exatiddo na parte 2
do documento ICH Q2R1 (assim como em ANVISA, 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 confianca.” Isto ndo se refere mais a
Exatiddo, 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 Exatiddo — 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 avaliagcdo do erro
de medida. No documento de Validagdo de Métodos Bioanaliticos (FDA), Exatidao &
definida como “... a proximidade da média dos resultados de ensaios obtidos pelo
meétodo do valor verdadeiro (concentracdo) do analito. (...) O valor médio deveria
estar dentre 15% do valor atual exceto na concentracdo do Limite Inferior de
Quantificacdo, 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, revisdes extensas anteriores ja avaliaram o

problema da diferenca da definicdo de exatidao relativa e veracidade (HUBERT et

al., 2004; HUBERT et al., 2003; HARTMANN et a/; 1998, HARTMANN ef al,, 1994).

Para a maioria dos usos nao importa se o desvio do valor verdadeiro é devido
ao erro aleatério (falta de precisdo) ou ao erro sistematico (falta de veracidade),
enquanto a total quantidade de erro permanecer aceitavel. Entdo, o conceito de erro
analitico ou Exatiddo como funcédo do erro aleatorio ou sistematico € essencial. Aléem
disto, todo analista quer garantir que a quantidade total de erro do método néao afete
a interpretacdo do resultado do teste e comprometa a decisdo subsequente. A
decisdo baseada na avaliagdo em separado do critério de veracidade e precisdo nédo
pode atingir isto. Apenas a avaliacdo da exatiddo dos resultados que leva em conta
o conceito do Erro Total, d4 garantias tanto ao laboratorio quanto aos 0Orgaos
reguladores da habilidade do método em atingir seu proposito (ROZET et al.,
2007Db).
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1.9.4 Precisao

A precisdo de um procedimento analitico expressa a proximidade de
concordancia (grau de dispersao) entre uma série de medidas obtidas de multiplas
medi¢cdes de uma mesma amostra sob as condi¢gbes prescritas. Precisdo pode ser
considerada em trés niveis: Repetitividade; Precisdo Intermediaria e
Reprodutibilidade. A precisdo de um procedimento analitico, normalmente é
expressa como a variancia, o desvio padréo ou desvio padrao relativo (coeficiente de
variacdo) de uma série de medi¢cbes (ICH, 2005). Podem ser determinados trés
niveis para precisao:

* Repetitividade ou precisao Intra-ensaios — Expressa a precisao sob as
mesmas condi¢cbes de operacdo em um curto periodo de tempo. Para
ser avaliada, corridas do ensaio sao feitas em condicbes de
repetitividade, o que significa que “n” replicatas sdo 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 ou precisédo inter-ensaios — 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 condi¢des para testar a precisdo
intermediaria. Isto significa que os resultados de ensaio sédo obtidos
usando uma amostra homogénea em diferentes dias e/ou por
diferentes operadores e/ou com diferentes equipamentos no mesmo
laboratério. O objetivo final do estudo € obter uma imagem do
procedimento que represente 0 mais precisamente possivel sua
variabilidade sob circunstancias normais de uso. Para obter sucesso
em determinar a variabilidade do procedimento analitico o produto p X

n ndo pode ser menor do que 18 resultados (SFSTP, 2005).
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* Reprodutibilidade — Expressa a precisdo entre diferentes laboratorios
(estudos colaborativos normalmente aplicados a padronizacdo de uma

metodologia).

1.9.5 Intervalo de doses e limites de quantificacao

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 meno concentracao (quantidade) de analito na amostra (incluindo
estas concentragfes) para as quais tenha sido demonstrado que o procedimento
analitico tem um nivel de precisdo, exatiddo e linearidade apropriados”. O FDA
(2001) define o Intervalo de quantificacdo como “o intervalo de concentragdes,
incluindo o LSQ (Limite superior de quantificacdo) e o LIQ (Limite inferior de
quantificacdo), que pode ser quantificada com confianca, reprodutibilidade, exatidao
e precisdo através do uso da relagcdo de resposta-concentragdo, onde o LIQ é o
limite inferior de quantificacdo e o LSQ € o limite superior de quantificacao.

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 concentragcdo maxima
especificada até 120% desta especificacao.

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

Mesmo sabendo que cada area de trabalho tem suas proprias 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 discussbes e

comparacoes de problemas de validacéo entre cientistas de diferentes campos. Este
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consenso de terminologia ndo esta ainda disponivel, mesmo existindo tentativas
(ROZET et al., 2007b).

Entretanto, se é desejavel haver uma harmonizacdo entre 0s campos
interessados em validacdo analitica, seria interessante notar que, mesmo dentre o
campo farmacéutico, os laboratérios ndo usam a mesma terminologia enquanto eles
deveriam usar definicbes similares para descrever critérios de validagdo. A
terminologia usada entre diferentes documentos oficiais como o Guia de validacao
do “Food and Drug Administration” (FDA) para meétodos bioanaliticos (2001),
ICHQ2R1 (2005) e ISO (1994, 2005) é diferente.

O maior propésito da validagéo € validar os resultados que serdo produzidos,
nao o proprio método (ROZET et al., 2007a).

110 O CONCEITO DO ERRO TOTAL (TOTAL ERROR) E O PERFIL DE
EXATIDAO (ACURACY PROFILE)

Como descrito acima, dentre as caracteristicas descritas no guia da ICH
(2005), duas sdo mais importantes para ensaios quantitativos: exatiddo e precisao.
Porém, a interpretacdo do guia ICH nédo 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.,
2009). Inclusive, o guia ISO (ISO 5725, parte 1, 1994) prove uma definicdo
adequada para a determinacdo da exatiddo de métodos quantitativos, definida como
a soma da Veracidade e da Precisdo. Esta abordagem para validacdo e
transferéncia de métodos analiticos, também chamada de “Conceito do Erro Total”,
tem sido difundida pela comissdao SFSTP, desde sua publicacdo inicial em 1997
(CHAPUZET et al., 1997), que j& sofreu algumas modificacdes 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 bias 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 nao

compensam a falha do outro componente (BOULANGER et al., 2007).
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Os critérios de aceitagdo para a validacdo de ensaios do FDA (USDHHS-
FDA, 2001) preconizam que pelo menos 67% (4 em 6 resultados) de amostras de
controle da qualidade estejam entre 15% do seu valor nominal, 33% das amostras
sob controle da qualidade (ndo todas as replicatas na mesma concentracao) podem
estar fora dos 15% de seu valor nominal, porém, em certas circunstancias, critérios
de aceitagdo mais amplos podem ser justificaveis. 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 ente os 15% do valor real. Isto é 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 confianca e/ou Erro Total em validagdo de métodos
tem sido discutido ou proposto na literatura (HUBERT et al., 2004; ROZET et al.,
2007a; HOFFMAN e 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 é uma abordagem estatistica e cientificamente fundamentada que
incorpora tanto os erros sistematicos quanto aleatérios. O conceito do erro total
reflete qudo grande o erro de medida pode ser e € facilmente entendido por
analistas. Aléem disto, € uma medida compreensiva simples da performance do
método, ao invés de uma avaliacdo do bias 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
validacdo, as amostras sdo preparadas para cobrir de forma adequada esse
intervalo, e um intervalo de tolerancia de expectativa-f (ITB) é calculado em cada
nivel.

Entretanto, quando analisarmos amostras, apenas o Erro Total de sua
medicdo pode ser levado em conta, nesta amostra. E impossivel separar os Erros
Sistemético e Aleatdério. Uma vantagem desta abordagem € que reflete mais
diretamente o comportamento de ensaios individuais e ird resultar em menor rejeicdo
de corridas em-estudo do que procedimentos que comparam pontos de estimativa
da bias e precisao observadas (ROZET et al., 2007hb).
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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 resltados das
medi¢cdes que serdo obtidos durante o uso futuro do método validado estardo
incluidos dentre limites de aceitacéo fixados de acordo com os requerimentos. Este
altimo ponto ndo é apenas essencial para o analista assim como suas conclusoes e
diagnostico sao feitos em relacdo aos resultados obtidos. Também é uma crescente
exigéncia das autoridades regulatdrias gerenciar o risco associado ao uso destes

meétodos na analise de rotina (USDHHS, 2004; USDHHS, 2006).

1.10.1 Perfil de exatiddo

Uma significativa fonte do bias 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 adequacdo 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 Exatid&do
baseado em intervalos de tolerancia (ou intervalos de predicéo) para decidir se um
modelo de calibracdo dara resultados de qualidade. Os modelos deverdo 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 validagcdo de um ensaio de cromatografia liquida para
determinacao quantitativa de loperamida em plasma.

O Perfil de Exatiddo € uma ferramenta para tomada de deciséo 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 ligacdo dos limites superiores. A inclusdo do Perfil de medicdo de
erro, dentro dos limites de aceitacdo [-A, A] nos niveis-chave deve ser examinado
antes de declarar que o procedimento € valido sobre um intervalo especifico de
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valores. B geralmente serd escolhido acima de 80% e, como demonstrado por
Boulanger et al. (2007), escolhendo 80% para 3 durante o pré-estudo de validagcéo
garante que 90% das corridas serdo aceitas mais tarde na rotina quando a regra 4-
6-l (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 concentracéo, ndo é o objetivo final,
mas uma etapa necessaria para calcular a proporcdo esperada de resultados
situados nos limites de aceitacdo (HUBERT et al., 2007).

1.11 INDICES GLOBAIS DE CONVENIENCIA

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 gréafica, 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 validacédo, que variam de 0 a 1 para aumentar a objetividade da
tomada de decisdo. O primeiro passo € atribuir um IGC aos seguintes critérios:

Intervalo de doses, veracidade e precisdo (ROZET et al., 2007b).

DRyvax
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Figura 4 — Representacdo esquematica de um perfil de exatiddo. llustragédo dos indices computados: Intervalo de
doses, Veracidade e precisdo. As linhas pontilhadas sdo os limites de aceitacéo superior e inferior, as linhas
tracejadas séo os limites de expectativa de tolerancia-$ e a linha continua é o bias relativo.

Fonte: Rozet et al., 2007.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Pré-validar o ensaio imunoenzimatico de quantificacdo do

ovoalbumina na vacina contra febre amarela.

2.2 ESPECIFICO

» Selecionar quais os parametros de validacédo se aplicam ao ensaio;

* Realizar a pré-validacéo do ensaio.

teor

de
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3 METODOLOGIA

O estudo consistiu de uma pré-validacdo do ensaio de determinagédo do teor
de ovoalbumina residual para vacinas contra Febre Amarela, classificado como um
ensaio de deteccdo quantitativa para uma impureza. O estudo avaliou a Funcéo de
Resposta, a Linearidade, o Intervalo de Quantificagdo, o Limite de Quantificacao, a
Veracidade, a Exatiddo e a Precisdo (intra-ensaios e precisdo intermediaria) do
ensaio utilizando o Conceito do Erro Total para construir um Perfil de Exatiddo dos

resultados, obtidos pela curva 4PL, que foi avaliado pelo indice de Exatid&o.

3.1 AMOSTRAS ANALISADAS

A presente fase de pré-validacdo testou apenas amostras do padréo diluidas,
ora como padrao de calibracdo (1 pg/ml), ora como padrdao de validacdo (demais
concentracdes). Foi utilizado um lote de padrédo de ovoalbumina de ovos de galinha
(Sigma, A2512) preparado no proprio laboratorio na concentragdo de 100 pg/ml e

diluido como descrito no quadro 1.

Quadro 1 — Esquema de dilui¢cdes para preparacdo das concentracfes do padréo utilizadas no estudo
de pré-validacao do ELISA para deteccédo do teor de ovoalbumina residual.

Padrdes de Validacéo
Padréo
% de 5pg/m  Calibracdo  0,31% 1,25% 5% 25% 36,4% 100% 137% 200%

Concentragéo 1,00 0,0156 0,0625 0,25 1,25 1,82 5,00 6,86 10,00
pa/mi
Pré-diluicdo 1/100 1/6400 1/1600 1/400  1/80 1/55 1/20 1/14,5 1/10

3.2 ELISA PARA A DETERMINACAO DO TEOR DE OVOALBUMINA (EDTO)

Os padrdes de ovoalbumina de calibragdo e de validagdo foram submetidas
ao método imunoenziméatico (ELISA). A curva padrdo de ovoalbumina foi feita com
oito diluicbes contendo de 1,0 ug a 0,008 pg/ml. A cada ensaio, o padrdo de
calibracdo e os padrdes de validacdo 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 3.1 e foram aplicados puros nos primeiros po¢os sendo diluidos,
com fator dois, a partir dos segundos pocos da placa até completar um total de oito
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diluicBes para cada padrdo. 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 soédio pH 9,6 e
blogueada com albumina sérica bovina a 3% (p/v). A incubacédo foi feita por 30
minutos a 37 C. As placas foram lavadas com salina tamponada com tween 20
(PBS/T20 0,05%) e 0 anticorpo de coelho anti-ovoalbumina
(Biomanguinhos/FIOCRUZ) conjugado a peroxidase em PBS/T20 0,05%/NFDM foi
adicionado. Foi feita nova incubagao por 30 minutos a 37 € e nova lavagem. A
reacao foi revelada com o substrato para a peroxidase em tampéo citrato-fosfato pH
5,0 e foi interrompida com acido sulfuarico 2 M. A leitura foi feita em leitor de
microplacas a um comprimento de onda bicroméatico de 450/630 nm. O teor de
ovoalbumina residual foi calculado utilizando a curva logistica de quatro parametros
(4PL) no software estatistico CombiStats do EDQM (2004).

3.3 SELECAO DOS PARAMETROS DE VALIDACAO

Foram verificadas as normas RDC Anvisa; ICH Q5A (R1) (1999); ICH Q2 (R1)
(2005); FDA (2001); 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 céalculo destes
parametros, partindo da premissa que o ensaio de deteccdo de ovoalbumina é
classificado como um ensaio para a detecgao quantitativa de uma impureza.

Adotamos a 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) para a construcao do Perfil de Exatiddo do Ensaio utilizando os
resultados obtidos na curva 4PL, os resultados foram entdo avaliados pela
determinacdo dos Indices Globais de Conveniéncia visando obter o indice de
Exatiddo (ROZET et al., 2007b). Para tanto, os seguintes parametros foram
determinados no estudo:

* Funcao de resposta
* Linearidade,
» Veracidade

« Exatidao
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* Limite de Quantificacdo

* Precisdo

3.4 MATRIZ DE ENSAIOS

Com a finalidade de avaliar os parametros definidos, uma matriz de ensaios
foi desenhada visando obter o maximo de informacfes de cada corrida, sendo
definido que seriam realizadas no minimo seis corridas validas (p=6) com cinco
concentracfes do padrdao (m=5) em duas replicatas (n=2). As concentracdes foram
proporcionalmente espacadas em escala logaritimica, como recomendado em USP
(2010) visando abranger a faixa de 33 a 167% da concentracéo alvo de 5,0 pg/ml,
uma vez que o limite de aceitacdo do teor de ovoalbumina na vacina de febre
amarela sédo 5,0 pg/dose. As concentracdes escolhidas foram 25% (1,25 pg/ml),
36,4% (1,82 pg/ml), 100% (5,0 pg/ml), 137% (6,86 pg/ml) e 200% (10 pg/ml).
Posteriormente, quatro ensaios adicionais (p=4), com trés replicatas com trés
diluicdes cada (n=3), foram realizados utilizando trés concentracées mais baixas
(m=3), 0,31% (0,0156 pg/ml), 1,25% (0,0625 pg/ml) e 5% (0,25 pg/ml), para
estender a avaliacédo do Intervalo de doses até o esgotamento da resposta.

Desta forma, foram realizados dez ensaios validos no estudo e dois invalidos,

totalizando 12 ensaios independentes.

3.5 ESTUDO DE PRE-VALIDACAO
3.5.1 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do teor de ovoalbumina foram calculados para cada replicata de
cada concentracdo do padrdo para cada um dos ensaios pelo método de curva
logistica de quatro parametros (4PL) utilizando o software CombiStats.

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 Exatidao dos resultados obtidos na
curva de 4PL nas diferentes concentracdes estudadas foi construido como descrito
por Rozet et al. (2007). Para interpretar a adequacéo do perfil de exatiddo 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 Precisdo para o
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seu calculo, como descrito em Rozet et al. (2007), para tanto, uma planilha do
Microsoft Excel® foi elaborada e validada frente aos dados do referido artigo.

3.5.2 Anélise de Variancia

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

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 Hubert
et al. (2007).

3.5.3 Veracidade

A Veracidade do meétodo, expressada pelo o Erro Relativo % (%ER), foi
determinada obtendo-se a diferenca percentual entre a média ponderada das

concentracdes e o valor nominal de referéncia (uT).

3.5.4 Precisao

A precisdo do meétodo, expressada como Coeficiente de Variacdo percentual
(%CV), foi obtida através da divisdo do desvio padrdo calculado pela média da
concentracdo nominal.

A precisdo do método foi estimada pela determinacdo da Repetitividade e da
Precisdo Intermediaria nos oito niveis de concentracbes. A variancia da
Repetitividade e da Precisdo Intermediaria assim como os Coeficientes de Variagédo
% (CV%) foram calculados a partir das concentragdes estimadas (ISO, 1994; FDA,
2001; HUBERT et al., 2004; ROZET et al., 2007b).

3.5.5 Exatidao

A Exatid&do é a combinacdo do Erro sistematico e do Erro Aleatorio, i.e. 0 Erro
Total e foi demonstrada pelo Perfil de Exatiddo construido e avaliada pelos indices

de Exatiddo como descrito a sequir.
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3.5.6 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 (I;p) (Figura 4):

__ LSQ -—LIp
*rﬂ:l -

€ [0;1]

DERyax

* LSQ- Limite Superior de Quantificacao;
» LIQ- Limite Inferior de Quantificagéo;

* DR,,, — Diferenca entre a maior e a menor concentracao investigadas
durante a validagao.

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

da Intervalo estudado.

b) indice de Veracidade I, (Fig. X). Este indice ilustra a veracidade do
método, e é computado como segue:
SSB:HEI - ssgﬂbs

I, = e [0:1
v SSBy.x [0; 1]

Onde:

SSBvax € @ soma do quadrado do Bias maximo em cada nivel de concentracdo

investigado pelos padrbes de validacdo incluidos no Intervalo de doses, i.e.
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2,4 = mA* com A sendo o limite em % e m o nimero de niveis de concentragdes

incluidos no Intervalo de doses.

SSBons € a soma do quadrado do bias observado em cada nivel de

concentracdo também incluido no Intervalo de doses.

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

c) Indice de Preciséo Ip (Fig. X)

5 + 1
Ip — Arec Area = [D; 1]
AREA,, ..

Onde:

*  Sures € @ area definida pelo LTB superior e o limite de aceitacdo superior +A e
incluido entre 0 Sipg € 0 I.po.

* lirea € a &rea definida pelo LTR inferior e o limite de aceitagdo inferior -A e
incluido entre o0 LSQe o LIQ.

* AREAwnax € a area definida pelos limites de aceitacdo superior e inferior A e
os LSQe LIQ,i.e. 2 N (LSQ - LIQ).

7z

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 Exatiddo (Ig), é definido como a combinagido dos
critérios individuais de conveniéncia como a média geométrica dos trés

indices:

I =3T,1,1, €[0;1]
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Inclusive, o interesse do Perfil de Exatidao é estimar o Erro Total esperado no
Intervalo de doses estudado, portanto o indice de Exatiddo 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 CRITERIOS DE ACEITACAO

Para que um método de imunoensaio seja aceito, € recomendado que a
precisao intermediaria (%CV) e a Veracidade (%ER) sejam ambas <20% (25% no
LIQ (DeSilva et al., 2003).

Foram computados para cada concentracdo estudada os intervalos de
tolerancia de expectativa B (IT-B) ajustados para 95%, que foram comparados aos
limites de aceitacdo +20% (A). Os resultados obtidos na curva 4PL foram plotados
em gréficos para construir o Perfil de Exatiddo. Assim, o IT-B é o intervalo onde é
esperado que uma proporgao de 95% dos futuros resultados esteja dentro. Portanto,
os IT-B que estiverem dentre os limites de aceitacdo, apresentam as condi¢cdes para

um método ser considerado valido (ROZET et al., 2007).
3.7 CALCULO DA INCERTEZA DE MEDI(;AO

Foi realizada uma avaliacdo do Tipo A da Incerteza Padrdo Combinada (uc) e
da Incerteza Expandida (U) para o ensaio como descrito pela EURACHEM (2000). A
Incerteza Expandida prove um intervalo que, se acredita, deve incluir o valor do
mensurando com um alto nivel de confianca sendo obtida através da multiplicacao
da u. pelo fator de abrangéncia (k). Foi utilizado k = 2 para amostras (gl = 15)
garantindo 95% de nivel de seguranca.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos no estudo utilizando a curva 4PL por replicata, por dia e
por concentragdo, podem ser observados na tabela 1 para o intervalo de
concentracOes de 1,25 a 10,0 pg/ml e na tabela 2 para o intervalo de concentracdes
de 0,0156 a 0,25 pg/ml. 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 pré-validacdo do ensaio para

os calculos dos parametros estudados.

Tabela 1 — Resultados calculados utilizando a curva logistica de quatro parametros para cada
concentracao, por replicata e por corrida de ensaio no intervalo de concentracdes de 1,25 a 10 pg/ml.

1,0
Cl ug/ml  (Curva) 1,25 1,82 5,00 6,86 10,00
Replicatas nl nl n2 nl n2 nl n2 nl n2 nl n2

Ensaios 1 1,194 1,270 1,344 1,929 1,941 5,040 5,225 6,746 6,694 9,741 X
2 1,270 1,312 1,294 1,692 1,771 4,645 4,792 6,786 6,589 9,840 9,287
3 1,312 1,254 1,309 1,854 1,856 5,226 5,017 7,200 6,856 10,070 10,517
4 1,254 1,222 1,236 1,676 1,744 4,806 4,686 6,623 6,202 10,316 10,686
5 1,222 1,160 1,156 1,559 1,716 4,372 4,491 6,282 5,479 9,085 8,970
6 1,160 1,194 1,182 1,748 1,787 4,854 5,024 6,711 6,108 9,578 10,053

Cl — concentracéo Introduzida; x — resultado Invalido

Tabela 2 — Resultados calculados utilizando a curva logistica de quatro parametros para cada
concentracado, por replicata e por corrida de ensaio no intervalo de concentracdes de 0,0156 a 0,25

pg/ml.

Cl pg/ml 0,0156 0,0625 0,25

Replicatas nl n2 n3 nl n2 n3 nl n2 n3

Ensaios 1 0,022 0,021 0,020 0,071 0,075 0,071 0,255 0,273 0,277
2 0,022 0,021 0,022 0,072 0,084 0,090 0,346 0,335 0,299
3 0,027 0,026 0,030 0,098 0,088 0,061 0,337 0,303 0,458
4 0,024 0,024 0,024 0,086 0,089 0,088 0,283 0,290 0,284

Cl — concentragdo Introduzida

4.1 FUNCAO DE RESPOSTA

A tabela 3 apresenta os resultados da curva 4PL obtidos na avaliacdo da
Funcdo de Resposta, com os valores de melhor ajuste. A tabela 4 analisa a fungéo
de resposta do ensaio apresentando os resultados utilizados para elaborar o grafico
1, onde foram plotadas o logaritmo de [ 1 + média da Densidade Otica] por
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concentracgéo, contra o logaritmo da concentracéo. O grafico se restringe ao intervalo

onde foi possivel detectar a ovoalbumina com veracidade e precisao.

Tabela 3 — Resultados das curvas de calibracdo dos dez ensaios obtidas com o ajuste de curva
logistica de quatro parametros das absorbancias (Y) em funcdo do logaritmo da concentracdo
(diluicBes) do padréo de calibracéo (X).

Ensaios 1 2 3 4 b 6 7 8 9 10
Bottom 0,0280 0,0191 ~-2,378 0,0079 0,0109 0,0043 -0,0113 -0,0758 0,0985 0,0274
Top 1,142 1,287 1,157 0,926 1,172 1,079 1,270 1,372 0,9362 1,466
HillSlope 1,007 1,077 ~0442 1,059 1,036 0,938 0970 0,788 1,903 1,093
EC50 0,047 0,041 ~1,84e°® 0,085 0077 0065 0,09 0,151 0,1533 0,103

R square 0,9990 0,9999 0,9706 0,9991 0,9999 0,9995 0,9997 0,9997 0,9960 0,9996

Bottom = valor de Y na base da curva; Top = valor de Y no alto da curva, Inclinagdo: EC50 = concentracado
efetiva 50%; Hill slope = descreve a inclinagdo da curva.
Equacéo: F(x) = ((A-D)/(1+((x/C)"B))) + D

Tabela 4 - Média das absorbéncias em opacidades densimétricas para cada concentracao
introduzida.

Cl pg/ml log Cl Média DO MédiaDO+1 log(Média DO+1)
1,25 0,097 0,6627 1,6627 0,221
1,82 0,260 0,7275 1,7275 0,237
5,00 0,699 0,8818 1,8818 0,275
6,86 0,836 0,9245 1,9245 0,284
10,00 1,000 0,9535 1,9535 0,291

Cl — concentracdo Introduzida
DO - Densidade Otica
log — logaritmo

0.35

0.30

0.254

Log (OD Média +1)

0.20-
y=0,07969x + 02155

R 09892

1 1
0.0 0.5 1.0 1.5
Log Concentracédo (ng/ml)

Graéfico 1 - Funcdo de Resposta do Ensaio de Determinacéo do Teor de Ovalbumina Residual quando
0 logaritimo da (média+l) das opacidades densimétricas é plotado contra o Logaritimo da
concentracdo em pg/ml. R* = 0,9892, a inclinacdo foi 0,07969 e a intercepcdo = 0,2155. As linhas
pontilhadas mostram o intervalo de confianca de 95%, area que contém 95% de chance de conter a
verdadeira linha de regresséo.
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4.2 PERFIL DE EXATIDAO

A tabela 5 apresenta os resultados dos parametros determinados para a
construcéo do Perfil de Exatiddo do EDTO quando os resultados foram calculados
com a curva de 4PL. Os limites de Tolerancia de Expectativa § foram calculados
para 95% de conteddo e os limites de aceitacdo A foram definidos como +20%

como preconizado por DeSilva et al. (2003) para ensaios de ligacdo. A tabela 6
apresenta

Tabela 5 — Resultados obtidos para construcéo do Perfil de Exatiddo do ensaio de determinacéo do
teor de Ovoalbumina.

Introduzido* 0,0156 0,0625 0,25 1,25 1,82 5,00 6,86 10,00
Média carc 0,0236 0,0812 0,3116 1,2444 1,7728 4,8482 6,5230 9,8402
LIT B ug/ml 0,031 0,106 0,45 1,39 2,02 5,46 7,56 11,25
LST B ug/ml 0,015 0,056 0,18 1,10 1,52 4,23 5,49 8,43
Bias (ER%) 51,16 29,90 24,65 -0,45 -2,59 -3,04 -4,91 -1,60
LIT B % 97,38 70,30 79,08 11,03 11,20 9,27 10,18 12,48
LST B % 4,95 -10,49 -29,79 -11,92 -16,39 -15,34 -20,01 -15,67
CV% PI 20,25 17,39 22,42 5,25 6,26 5,64 6,65 6,24
Aceitacdo +20%

* ug/ml; LIT, LST — Limite Inferior e superior de Tolerancia; ER% - Erro Relativo %; CV — Coeficiente de
variacdo; Pl — Precisdo Intermediaria. Calc — Calculada.

O grafico 2 apresenta o Perfil de Exatiddo construido com esses dados.
Foram incluidas as concentracdes do Intervalo de doses onde a Exatiddo foi
satisfatoria (1,25, 1,82, 5,0, 6,86 e 10,00 pug/ml) e apenas a primeira concentracao
onde nao foi mais possivel quantificar a Ovoalbumina com Veracidade e Preciséo
(0,25 pg/ml).
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Grafico 2. Perfil de Exatiddo obtido para a Determinacdo do Teor Residual de Ovalbumina
usando a curva 4PL no intervalo de doses de 0,25 a 10,0 pg/ml (A) e de 0,0156 a 1,25 pg/ml (B). Com
a finalidade de facilitar a visualizacéo dos perfis, foram incluidos a primeira concentragéo fora da faixa
no grafico A (0,25 pg) e a primeira concentragdo dentro da faixa no grafico B (1,25 ug) A linha
continua apresenta o Erro Relativo %, as linhas pontilhadas os limites de aceitacdo +20% e as linhas
tracejadas s@o os Limites Inferior e Superior relativos de 95% de expectativa de tolerancia 3. Os
pontos séo os erros relativos % por replicatas dos padrfes de validagdo. Quando os intervalos de
tolerdncia estdo incluidos nos limites de aceitacdo (+20%), o ensaio &€ capaz de quantificar com
Exatiddo, de outra forma né&o.

A tabela 6 resume os resultados obtidos no estudo de pré-validacdo do
EDTO. Séo apresentados o Intervalo de Quantificacdo, a Funcdo de resposta, a
Veracidade, a Precisdo, a Exatiddo, a Linearidade e o Limite Inferior de
Quantificagédo. O Intervalo de Quantificacdo foi definido como 1,25 a 10,00 pg/ml e o

Limite Inferior de Quantificacéo foi a concentracéo 1,25 pg/ml.
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Tabela 6 - Resumo dos resultados da pré-validagcdo do Ensaio de Determinagdo do Teor de

Ovalbumina, sédo apresentadas a Veracidade, a Preciséo, a Exatidao a Linearidade e o Limite Inferior

de Quantificacao.

Funcéo de resposta
(p=6;n=2)
(p=4; n=3)*

Veracidade (p=6; n =2)

Curva Logistica de 4 parametros

Intervalo de calibragdo (m=6) 1,25 a 10 pg/mi

2 3 4 5 6 7 8* 9* 10*

0,9990 0,9999 0,9262 0,9991 0,9999 0,9995 0,9997 0,9997 0,9853 0,9996
HS* 1,007 1,077 0,998 1,059 1,036 0,938 0,970 0,788 0,993 1,093

Bias (Erro Relativo %)

0,25 pg/ml (p=4; n =3)
1,25 pg/ml

1,82 pug/ml

5,0 pg/ml

6,86 pg/ml

10,0 pg/ml

Precisao (p=6; n=2)

Repetitividade (CV%)

24,65
-0,45
-2,59
-3,04
-4,91
-1,60

Precisdo Intermediaria (CV%)

0,25 pg/ml (p=4; n =3)
1,25 pg/ml

1,82 pg/ml

5,0 pg/ml

6,86 pug/ml

10,0 pg/ml

Exatidao (p=6; n =2)

17,21 22,42
2,21 5,25
3,06 6,26
2,29 5,64
4,88 6,65
2,97 6,24

Limites de Tolerancia de Expectativa-p

0,25 pg/ml (p=4; n =3)
1,25 pg/ml
1,82 pg/ml
5,00 pg/ml
6,86 pug/ml
10,0 pg/ml

Linearidade (p=6; n =2)

[79,08; -29,79]
[11,03; -11,92]
[11,20; -16,39]
[09,27; -15,34]
[10,18; -20,01]
[12,48; -15,67]

Intervalo
Inclinacéo

R*= 0,9996
Interseccao
Desvio de linearidade

Limite Inferior de Quantificacéo

0,25-10,0 pg/ml

0,9701 - Significativamente diferente de zero (P =0,0001)
N&o houve desvio significativo de linearidade (P=0,26)
Correlagdo significativa (P<0,0001)

-0,01350

Nao significativo (P=0,26)

1,25 pg/ml

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

nivel de concentracao

36



10.0

7.5 i i3

5.0 0.2

Concentragao Calculada (pg/ml)
Concentragdo Calculada (pg/ml)
A\

2.5 0.1 A A o

0.0 T T T T 0.0 T T
A o0 25 5.0 7.5 10.0 B o016 00625 0,25

Concentragio Introduzida (ug/ml) Concentragio Introduzida (pg/iml)

Graéfico 3 - Perfil de Linearidade obtido para a Determinacéo do Teor Residual de Ovalbumina usando
a curva 4PL no intervalo de doses de 1,25 a 10,0 ug/ml (A) e de 0,0156 a 0,25 10,0 ug/ml (B). A linha
continua representa a linha de identidade (resultados=concentracéo), as linhas pontilhadas os limites
de aceitacdo absolutos calculados +20% e as linhas tracejadas sdo os Limites Inferior e Superior de
95% de expectativa de tolerancia f em valores absolutos conectados. Os pontos sdo os resultados
individuais por replicatas dos padrdes de validacdo. Quando os intervalos de tolerdncia estéo
incluidos nos limites de aceitacdo (+20%), o ensaio & capaz de quantificar com Linearidade
satisfatdria, de outra forma ndo. R? = 0,9939; inclinacdo = 0,9701 e Intercepg¢do do eixo x = -0,01350.

4.3 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 (HUBERT et al., 2004). Para tanto um modelo linear foi ajustado
para todas as concentracdes calculadas com a curva de 4PL para os padrdes de
validacdo de todas as séries como uma fungdo da concentracdo introduzida. A
equacdo da regressdo foi y = -0,01350x + 0,9701 e R? foi 0,9939. Visando
demonstrar a Linearidade, o intervalo de tolerancia de Expectativa-f absoluto foi
aplicado. O grafico 4.3 demonstra o perfil de linearidade obtido no estudo separando
o Intervalo onde o método apresentou linearidade satisfatdria (A) que compreende
as concentracdes de 1,25 a 10 pg/ml da faixa onde nado foi possivel demonstrar

resposta linear (B), que corresponde as concentracdes de 0,00156 a 0,25 pg/ml.
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4.4 INDICES GLOBAIS DE CONVENIENCIA

A tabela 7 apresenta os resultados obtidos para os indices Globais de
Conveniéncia.

Tabela 7 - 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.

Intervalo 0,25a10 pg/ml 1,25 a 10 pg/ml

indice de Intervalo 0,90 0,88
indice de Veracidade 0,80 0,99
indice de Precisdo 0,37 0,37
indice de Exatiddo 0,62 0,70

4.5 DETERMINAGAO DA INCERTEZA DE MEDIGAO

Foram calculadas as Incertezas Padroes Combinadas (uc) e as Incertezas
Expandidas (U), para cada diferente nivel de concentragcdo. Os resultados podem

ser observados na tabela 8.

Tabela 8 — Resultados das Incertezas de Medicao relativas a Determinacdo do Teor de Ovoalbumina
Residual para cada nivel de concentragéo investigado na pré-validacao.

Concentragéo pg/ml 0,0156 0,625 0,25 1,25 1,82 5,0 6,82 10,0
uc 0,0178 0,0863 0,2565 0,0837 0,0659 0,0146 0,0298 0,0130
U + 3,56 +17,27 51,31 +16,75 +13,17 12,92 5,97 12,62

uc — Incerteza Padrao Combinada; U — Incerteza Expandida;
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo pré-validar o ELISA para Detec¢cdo do
Teor de Ovaoalbumina (EDTO) residual em vacinas contra febre amarela. O ensaio
é classificado como um ensaio do tipo Il, ou seja, um teste quantitativo para
determinacdo de impurezas (ANVISA, 2003) sendo preconizado para este tipo de
ensaios a determinacdo da Especificidade, Linearidade, Intervalo, Precisédo, Limite
de Quantificacdo, Exatiddo e Robustez (para ensaios em desenvolvimento).

No entanto, alguns destes parametros geram ddvidas em sua interpretacao,
devido a forma como sdo descritos nas publicacdes oficiais e guias dos principais
organismos internacionais (ICH, ISO, FDA, EURACHEM etc). Buscamos revisdes
apresentadas em artigos recentes que analisam criticamente as definicoes e fazem
sugestdes de como aborda-los corretamente em estudos de validacdes. Desta
forma, adotamos a abordagem de validagéo do Conceito do Erro Total para construir
o perfil de Exatiddo do EDTO, como sugerido pela comissédo 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, Limite Inferior de Deteccdo, a
Veracidade, a Funcéo de Resposta, a Linearidade e a Exatiddo do método.

Com a experiéncia adquirida no Laboratério de Vacinas Virais na utilizacdo do
Conceito do Erro Total em validacdes (Dos Santos et al., 2012), aplicamos também
este conceito na validacdo do EDTO, para a construcdo do Perfil de Exatidao
estudando um intervalo que abrangeu de 33 a 167% da concentragéo alvo (5 pg/ml)
como recomendado pelo FDA (2001). O perfil foi construido com as Concentracdes
de Estudo, de 25% (1,25 pg/ml) a 200% (10,00 pg/ml) com doses proporcionalmente
espacadas na escala logaritmica e um Intervalo Controle, deliberadamente muito
abaixo do Intervalo recomendado em USP (2010), testando as concentra¢cbes de
0,31% (0,00156 pg/ml) a 5% (2,5 pug/ml) visando a deplecdo completa da resposta.
Isto foi feito com a finalidade de demonstrar a sensibilidade do método do Perfil de
Exatidao.

Os resultados absolutos (concentragcdo) de cada replicata, para cada
concentracdo, de ambos Intervalos de concentragBes incluidos na pré-validacao
(0,0156 a 0,25 pg/ml e 1,25 a 10,00 pg/ml) foram considerados homogéneos quando

testados pela ANOVA, ndo ocorrendo valores aberrantes (que teriam sido removidos
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do estudo caso acontecessem). Estes resultados puderam entdo ser utilizados nos
calculos dos parametros avaliados.

Ao ser avaliada a Funcédo de Resposta, através da curva de calibracdo obtida
para o padrao de calibracdo nos 10 ensaios realizados para as curvas de 4PL das
concentracOes (diluicbes) em funcdo da resposta (absorbancias) obtidas, esta foi
satisfatéria em todas as curvas obtidas, o que pode ser avaliado pelo R* maior que
0,99 em nove das 10 curvas. As 10 curvas foram capazes de adequadamente
descrever a relacdo concentracao-resposta, como recomendado em FDA (2001).
Com a mesma finalidade foi elaborado um grafico onde a média das opacidades
densimétricas (Y) foi plotada em funcdo da concentracdo (X) em cada grupo de
concentracdo do Intervalo de Estudo e foi obtido um R? =0,9892, que também
descreve satisfatoriamente a relacdo concentracdo-resposta. Rozet et al., (2007)
apresentaram resultados de ensaios imunoenzimaticos onde foram considerados
satisfatorias apresentando Funcdo de Reposta com R? = 0,9896 e 0,925. Estes
autores adotaram limites de aceitacdo de +30% para o Perfil de Exatidao de esnaios
desta natureza.

Nossos resultados para a Funcdo de Resposta no Intervalo de Estudo
confirmam a escolha da curva de 4PL para a calibragdo da curva, uma vez que o
modelo permitiu a exata quantificagdo de Ovoalbumina no intervalo de Estudo (25 a
200%) estando de acordo com o intervalo preconizado pelo FDA (2001) para
quantificacdo (33 a 167%).

Diferenciar claramente a 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 titulacdes onde os resultados ndo sao obtidos por
calculo em retorno dos resultados a partir de uma curva de calibracdo. Tentativas de
prover uma Resposta de Funcdo sdo, entretanto sem uso e impraticaveis se nao
houver um sinal ou resposta, no entanto a linearidade dos resultados podera ser
avaliada (ROZET ET AL., 2007a).

Os perfis de Linearidade elaborados utilizando o conceito do Erro Total
utilizaram os valores absolutos obtidos nos ensaios, inseridos em graficos com 0s
limites de aceitacdo absolutos de +20% calculados para cada concentragdo para o
Intervalo de Estudo e para o Intervalo Controle separadamente e os ITf absolutos
foram conectados, de modo semelhante ao empregado na avaliacdo de Exatidao

(que utiliza os valores relativos). A linearidade foi considerada satisfatéria apenas
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quando os intervalos foram incluidos nos limites de aceitacdo, indicando que o
método pbde quantificar com exatiddo, o que se restringiu a todas as cinco
concentracbes do Intervalo de Estudo (25 a 200%) estando de acordo com o
intervalo preconizado pelo FDA (2001) para quantificacdo (33 a 167%). No Intervalo
Controle, o método ndo conseguiu detectar as concentra¢des de forma Linear, como
era esperado, isto comprova a sensibilidade da aplicacdo do conceito do Erro Total
na validacado de métodos analiticos.

A precisdo do método foi satisfatoria no Intervalo de Estudo de 1,25 a 10,00
pug/ml, com um maximo de 6,65% (5,25 a 6,65%) para a precisao Intermediaria. No
intervalo de Controle, a precisdo do método foi sensivelmente menor, atingindo dois
digitos nas trés concentracdes estudadas, sendo 22,42% a maxima (17,39 a
22,42%). Da mesma forma, a Veracidade foi satisfatéria apenas no Intervalo de
Estudo, sendo o Bias maximo -4,91% (-0,45 a -4,91%). No Intervalo Controle, os
bias encontrados foram mais elevados sendo o maximo 51,16% (24,65 a 51,16%).
Os métodos classicos de validacédo e de controle da qualidade avaliam a magnitude
dos componentes bias e precisdo separadamente (Teste-t e Qui-quadrado em
validacdo ou graficos de controle na rotina), mas esta abordagem € inconveniente,
pois valores muito pequenos de um dos componentes ndo compensam a falha do
outro componente (BOULANGER et al., 2007). Em nosso estudo, isto pode ser
comprovado no Intervalo Controle, pois, se fossem aplicados apenas os limites de
aceitacdo de 25% no LIQ como preconizado para imunoensaios do tipo ELISA
(DeSILVA et al., 2004), a concentragdo 0,25 pg/ml teria sido aceita como satisfatoria,
pois apresentou ER% = 24,65% e Precisdo Intermediéria = 22,42%, no entanto 0s
Perfis de Linearidade e de Exatiddo demonstraram que somente a analise conjunta
do bias (Veracidade) e Precisdo foi capaz de identificar a inadequacdo destas
concentracdes em apresentar resultados confiaveis.

O uso de intervalos de confianca e/ou Erro Total em validagdo de métodos
tem sido discutido ou proposto na literatura (HUBERT et al., 2004; ROZET et al.,
2007a; HOFFMAN and 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 é uma abordagem estatistica e cientificamente fundamentada que
incorpora tanto os erros sistematicos quanto aleatérios. O conceito do Erro Total

reflete qudo grande o erro de medida pode ser e € facilmente entendido por
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analistas. Além disto, € uma medida compreensiva simples do desmpenho do
método, ao invés de uma avaliagdo do bias do método e da variabilidade individual.

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

Entretanto, quando analisarmos amostras, apenas o Erro Total de sua
medicdo pode ser levado em conta, nesta amostra. E impossivel separar os Erros
Sistemético e Aleatdorio. Uma vantagem desta abordagem € que reflete mais
diretamente o comportamento de ensaios individuais e ira resultar em menor rejeicéo
de corridas em-estudo do que procedimentos que comparam pontos de estimativa
da bias e precisao observadas (ROZET et al., 2007hb).

O Limite Inferior de Quantificacdo foi 1,25 pg/ml, os ITB 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 1,10 e 1,39 pg/ml de ovoalbumina.

Finalmente a Exatiddo do método pode ser demonstrada com a utilizagdo dos
perfis de Exatidao em todo Intervalo de Estudo

Usamos os indices descritos por Rozet et al., (2007b), sendo o principal o
indice de Extiddo Iz que € um indice global de conveniéncia do desempenho do
método e depende do Indice de Intervalo de Dose (lp), indice de Veracidade (lv) e
indice de Preciséo (Ip). No presente estudo, para testar a sensibilidade dos Indices,
incluimos os resultados da concentracdo 0,25ug/ml aos calculos do Intervalo de
Estudo obtendo assim Ig = 0,62. O Ig obtido para o Intervalo de Estudo foi 0,70;
ligeiramente superior ao relatado por Gaudin e Laurentie (2009) de 0,64 ao
empregar estes indices na validacdo de um kit de ELISA para deteccdo de
Nicarbazina residual em ovos.

Tais indices permitem quantificar o desempenho dos testes e sdo muito Uteis
gquando comparacdes, por exemplo, de modelos de curvas de calibragbes sé&o
comparados em diferentes Perfis de Exatidao.

A curva de calibracéo, realizada seguindo as recomendacdes da Farmacopeia
Brasileira (concentracdo de 1ug/ml), ndo foi incluida no Perfil de Exatidao por nao ter

sido possivel, por limitacdes de espago das microplacas, correr esta concentracdo
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em duplicata o que impede sua comparagdo com as demais concentragdes devido

ao modelo estatistico empregado que necessita calcular a variancia intra-ensaios.

6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

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 estimacéo de pontos para avaliar a exatidao e precisao, principalmente
na validagdo 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 satisfatorio.

A curva de calibracdo do ensaio deveria ser realizada com a concentracdo de
padrao em 5pg/ml, garantindo melhor exatiddo e precisdo na deteccdo de
ovoalbumina uma vez que a concentragdo recomendada n&o inclui esta
concentracéo, o limite maximo admitido nas vacinas.

A pré-validacdo do ELISA para deteccdo do teor de ovoalbumina demonstrou
gue o ensaio apresenta satisfatérias - exatidao, repetitividade, precisao intermediaria
e veracidade, é um método confidvel e conveniente para avaliar o teor de
ovalbumina.

Pretendemos publicar os resultados do presente trabalho em uma revista
indexada e estender a validacdo a proxima fase que consistira da validacdo do
método em uso e deve ser realizada no Laboratério de Vacinais Virais do
Departamento de Imunologia do INCQS no ano corrente.
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