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RESUMO

O uso do conceito do Erro Total em validagdo de métodos analiticos é uma abordagem que incorpora
a soma da veracidade e precisdo. Este método utiliza ainda Perfis de Exatiddo baseados em intervalos de
tolerancia para decidir se um modelo de calibragdo dara resultados de qualidade, e realiza o controle do risco
de aceitar uma metodologia imprdpria. Foram aplicados o Conceito do Erro Total, os perfis de Exatiddo e o's
Indice de Exatidio na validagio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinar o teor residual de
ovoalbumina em vacinas. Este estudo testou uma amostra pura e fortificada com trés diferentes concentragoes
(baixa, média e alta). A abordagem foi usada também para avaliar o método de calculos que renderia resultados
mais exatos. Os resultados obtidos no intervalo de concentragées testado com o modelo de céalculos escolhido
foram: veracidade - ER% de 1,61 % a 12,15 %; precisdo intermedidria - CV% de 6,91 % a 9,31 % e o Erro Total
de 9,83 % a 19,07 %, obtendo-se dados em conformidade com os guias internacionais. O estudo demonstrou
que o método empregado é confiavel para avaliar o teor de ovoalbumina, e que a abordagem do Conceito do
Erro Total apresenta aplicabilidade na validagao de ensaios imunoenzimaticos.
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ABSTRACT

The use of Total Error Concept for validating analytical methods is an approach that incorporates the sum of
the Trueness and the Precision. This method also uses the accuracy profiles based on the tolerance intervals
for whether a calibration model will give the quality results and it enables to control the risk in accepting an
inappropriate methodology. The Total Error Concept, the Accuracy Profiles and the Accuracy Index were
applied in this study for validating an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to determine the residual
contents of ovalbumin in vaccines. This study tested a pure vaccine sample and spiked with three different
concentrations (low, medium and high). Also an approach was used for evaluating the calculations methods
which would yield the most accurate results. The obtained results in the concentrations range tested with the
chosen model were: Trueness - ER% from 1.61 % to 12.15 %; intermediate precision - CV% from 6.91 % to
9.31 %; and the Total Error from 9.83 % to 19.07 %, which are in conformity with the international guides. This
study showed that the method is reliable to evaluate the ovalbumin contents, and that the Total Error Concept
approach has applicability for validating enzyme immunoassays..
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INTRODUCAO

A Febre Amarela ¢é a febre viral
hemorragica  original, uma  sepse viral
pansistémica  apresentando  virémia, febre,
prostragdo, injurias  hepaticas, renais e
miocardicas, hemorragia, choque e alta
letalidade’. O nome da doenca se deve a

ictericia que afeta alguns pacientes, causada
pelas severas injurias hepaticas®.

E estimado que ocorram 200.000 casos
de Febre Amarela causando 30.000 mortes,
a cada ano mundialmente, 90 % dos casos
acontecendo na Africa. O virus é endémico em
dreas tropicais da Africa e América Latina’.
A doenga ndo ocorre na Asia e paises do
Pacifico mesmo com a presenca do vetor
do ciclo urbano, o mosquito Aedes aegypt,
o que ainda nao é completamente entendido’.

A vacinagdo ¢ a medida de maior
importdncia na prevencdo da Febre Amarela.
Em dreas de alto risco onde a cobertura vacinal
¢ baixa, o pronto reconhecimento e controle de
surtos, usando a imuniza¢do, sdo fundamentais
para conter epidemias®.

No Brasil, a vacina contra Febre Amarela
é produzida com virus atenuado. E adotado
o sistema de lote semente primario da cepa
vacinal 17D, por meio de passagens em ovos de
galinha SPF (Specific Pathogen Free - Livre de
Patogenos Especificos) embrionados para obter o
lote semente secundario®.

A ovoalbumina, que corresponde a mais
de 50 % das proteinas presentes na clara do
ovo, é um residuo da producgio capaz de induzir
reagdes em individuos alérgicos, devendo ser
verificado seu teor. A Farmacopeia Brasileira*
descreve o método imunoenzimatico de detec¢do
e estabelece o limite < 5,0 pg/dose. No Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Sadde
(INCQS), o Laboratério Nacional de Controle,
a quantifica¢do de ovoalbumina residual é feita
usando o ensaio imunoenzimatico (ELISA),
desenvolvido por Biomanguinhos (FIOCRUZ - R])*.
O ELISA para Deteccdo do Teor de Ovoalbumina
(EDTO) ¢ do tipo sanduiche, utilizando anticorpos
de captura e conjugado a peroxidase, que sdo
reagentes derivados de fontes biologicas.

Validagao

A implementacéo de sistemas de acreditagdo
de laboratdrios de analise, com base na norma
ISO 17.025°, é no presente uma realidade.
Dois requisitos fundamentais figuram na parte
5 da ISO 17.025% a defini¢ao de procedimentos
para validar métodos e estimar a incerteza de
medic¢ao®.

Na industria farmacéutica, validacdes de
métodos analiticos seguem o guia ICH Q2(R1),
onde ¢ definido como objetivo principal deste
tipo de estudo demonstrar que o método
analitico é apropriado ao uso a que se destina.
Entretanto, este guia faz a ressalva de que métodos
analiticos utilizados em produtos bioldgicos e
biotecnologicos podem ser validados, em alguns
casos, com abordagens diferentes das descritas
naquele guia. Isto se deve ao fato de ser dificil
seguir o guia ICH’, especialmente no caso de
produtos derivados de matrizes bioldgicas (soros
e vacinas), e/ou usando ensaios bioldgicos ou de
ambos®.

No entanto, a norma ISO 17.025°, adotada
no INCQS, s6 considera necessaria a validagdo
de métodos normalizados quando tenham sofrido
modificagoes. Por esta razdo, apds a adogao de
alguns desvios na técnica descrita na Farmacopéia
Brasileira®, o EDTO foi submetido a um pré-estudo
de validagdo no INCQS, utilizando a abordagem
do Erro Total, demonstrando sua relevancia e
precisdo apropriadas ao objetivo de wuso e
a confiabilidade da aplicagio da abordagem
alternativa de validagdo do Conceito do Erro Total.
O estudo foi descrito por Possas et al’.

Conceito do Erro Total e Perfis de Exatidao

A abordagem do Erro Total se baseia
na constru¢do de perfis de exatiddo como
descrito pela “Société Francaise des Sciences
et Techniques Pharmaceutiques” (SFSTP)!*!
e tem sido amplamente discutida. Em 2003,
a “American Association of Pharmaceutical
Scientists” (AAPS) recomendou sua utilizagdo
na validagio de ensaios de ligagdo de
macromoléculas®®. A partir de 2012, a “European
Medicines Agence” (EMA) implementou as
normas para validagdo de métodos bioanaliticos
que incluem a abordagem do Erro Total'® e o
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FDA publicou, em 2013, uma revisdo de seu guia
para validagdo de métodos bioanaliticos,
incorporando a abordagem do Erro Total,
embora ainda ndo tenha sido implementada.
Apesar destes guias serem focados em métodos
bioanaliticos para medir a concentragio de
drogas em matrizes biologicas obtidas em estudos
clinicos ou toxicoldgicos, eles contém orientagdes

uteis sobre algumas questdes fundamentais
e definicoes no dominio das validacoes de
ensaios do tipo imunoenzimdticos aplicaveis

a area de controle da qualidade para liberagdao
de lotes'®'s.

O principio basico dos perfis de exatidao
consiste em combinar figuras de mérito, obtidas
em condi¢des de precisao intermedidria, e limites
de tolerancia de expectativa  em uma ilustracdo
grafica que permite tomar uma decisdo sobre a
validade do método®.

Em resumo, a abordagem do Erro Total
e dos perfis de exatiddo consiste de: a) construir
um intervalo bicaudal com limites de tolerancia
de expectativa p (Limite Inferior - LI, Limite
Superior - LS) com o nivel de confianca desejado
y (por exemplo, 95 %); b) comparar o intervalo
(LI, LS) com os limites de aceitacio adotados
(A, B); ¢) se (LI, LS) estiverem completamente
dentre (A, B), o método é aceito; caso contrario,
o método ndo ¢ aceito.

O ICH’ recomenda que os parametros
mais relevantes para validagio de métodos
quantitativos sdo linearidade (do inglés linearity
- habilidade, dentre um dado intervalo, de
obter resultados de teste que sejam diretamente
proporcionais a quantidade de analito nas
amostras’) e exatiddo (do Inglés accuracy -
grau de concordancia entre um resultado de
teste ou resultado de medicdo e o valor
verdadeiro®).

Escolha do modelo estatistico de calculo de
resultados de ensaio

Uma fonte significativa de variabilidade
nas curvas de calibracio pode ser proveniente
do modelo estatistico utilizado para o ajuste
da curva, portanto, é extremamente importante
a escolha de um modelo apropriado para
este calculo®. Alguns autores'®” introduziram
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o uso do perfil de exatiddo baseado nos intervalos
de tolerancia para decidir se um modelo de
calibracao obterd resultados de qualidade®.

Defini¢oes dos parametros de validacao

E importante ressaltar que tem sido
incentivado no meio cientifico a adog¢do das
definicbes do Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM)*, no entanto este vocabulario
¢ direcionado as medi¢des de grandezas.
Ao se trabalhar com testes como um ELISA,
que medem caracteristicas, uma alternativa
mais apropriada é a adogdo das defini¢coes
da norma ISO 3534-2", guia que incorpora
definicbes que abrangem tanto medigoes
(de grandezas), quanto testes (de caracteristicas).

Também ha divergéncias entre as
defini¢des de importantes parametros de validagao
em diferentes normas e dareas cientificas®>*.
A veracidade, precisio e a exatiddo sdo trés
termos fundamentais como parametros de
validacdo de métodos analiticos. A veracidade
(do inglés trueness) é o grau de concordancia
entre a expectativa de um resultado de teste/
medicdo e um valor verdadeiro®. A medida da
veracidade é normalmente expressa em termos
de tendéncia (do inglés bias), sendo a diferenga
entre a expectativa de um resultado de teste/
medicdo e um valor verdadeiro, é o erro
sistematico total em contraste com o erro
aleatério”. A precisdo (do inglés precision) ¢é
definida como o grau de concordancia entre

resultados de testes/medi¢des independentes,
obtidos em condi¢des estipuladas (repetibilidade,
entre ensaios, precisao intermediaria,
reprodutibilidade). A medida da precisio ¢é

normalmente expressa em termos de imprecisao
e calculada como desvio padrao (e.g. coeficiente
de variagdo) dos resultados dos testes/medigoes.
Depende apenas da distribuicdio dos erros
aleatérios e nao se relaciona com o valor
verdadeiro®. A exatiddo dos resultados do
método (do inglés accuracy), grau de
concordéancia entre o resultado do teste/medicao
e o valor verdadeiro”, por conseguinte,
refere-se a um erro total de medi¢ao®,
determinado pela combinagcdao da veracidade
e da precisao®.
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Valida¢ao em uso

O presente trabalho tem a finalidade
de confirmar a aplicabilidade do conceito do
Erro Total e dos perfis de exatiddao, avaliados
pelo indice de exatiddo, como alternativa a
abordagem pontual recomendada pelo ICH na
validacdo de métodos analiticos. Para tanto,
da continuidade ao processo de validacao do
EDTO anteriormente avaliado em um pré-estudo
de validagdo’®, agora na fase de validagdo em uso
do ensaio. Um avan¢o em relagdo ao pré-estudo
foi a adogao de caracteristicas e critérios de
aceitacdo para validagdo preconizados pela
EMA'S, especificos para ensaios bioanaliticos do
tipo ensaios de ligagdo, categoria que abrange
os imunoensaios. Esta norma oficial ndo estava
em vigor no periodo da realizagdo do pré-estudo
de validagdo. Dentre as principais caracteristicas
de um método bioanalitico preconizadas pela
EMA'¢ essenciais para garantir a aceitabilidade do
desempenho e da confiabilidade dos resultados
analiticos, as que se aplicam ao EDTO sdo:
seletividade, curva de calibragio (fungio de
resposta), intervalo de quantificagdo, limite
inferior de quantificagdo, veracidade e precisao.

O estudo de validagaio em wuso foi
desenvolvido em duas etapas:
a) Avaliagdo do método estatistico de calculos
de resultados capaz de prover resultados
mais exatos, onde foram avaliados a regressao
logistica de quatro pardmetros (4PL), a regressao
logistica de cinco parametros (5PL) e o modelo
de linhas paralelas (PAR), pelo uso dos perfis
de exatiddo e do indice de exatidiao como descrito
anteriormente por Possas et al’.
b) Usando os resultados obtidos no modelo
escolhido para os calculos de resultados,
foram determinados os seguintes parametros

recomendados em  EMA'® para  ensaios
imunoenzimaticos: veracidade; precisao
(repetibilidade,  inter-ensaios e  precisdo
intermedidria); linearidade; intervalo de
quantifica¢io; limites de quantificagdo
avaliados como descrito por Possas et al%
curva de calibracio e seletividade foram

avaliados como recomendado em USA!"#%,
respectivamente.
Faz-se necessario ressaltar algumas

diferencas metodolégicas entre o presente
estudo, a validagdo em uso, e o pré-estudo
de validagdo® algumas abordagens na fase
de validaggo em wuso foram adotadas em
consequéncia dos resultados do pré-estudo’,
como a concentragdo 2,0 pg.mL"' para o padrao
de calibragdo. Na fase de pré-estudo foram
usados apenas padrdes de calibragdo e padrdes
de validacdo (diluidos em PBS) e as concentragdes
foram expressas em pg.mL". Na fase de validagao
em uso, foram testados o padrio de calibragdo
e uma amostra de vacina ora pura, ora fortificada
com trés concentracdes de ovoalbumina (amostras
de validagdo) e as concentracbes destas foram
expressas em ug.0,5 mL', volume da dose
da vacina. Na fase de pré-estudo a versio do
programa de computador utilizado para calculo
de resultados ndo incluia o modelo de calculos
5PL que foi incorporado a nova versdo langada
em 2013, o que permitiu a comparagao dos trés
modelos na fase de validagdo em uso. No entanto,
na realizagdio do pré-estudo, foi realizada uma
comparagao dos resultados utilizando os dois
modelos disponiveis 4PL e PAR que nao foi
incluida na publicagao, servindo apenas para
embasar a escolha do modelo adotado naquela
fase, 0 4PL.

Outro avango em relagdo ao pré-estudo
foi a ado¢do de caracteristicas e critérios de
aceitacdo para validagdo preconizados pela
EMA'S, especificos para ensaios bioanaliticos do
tipo ensaios de ligagdo, categoria que abrange
os ELISAs. Esta norma oficial ndo estava em
vigor no periodo da realizagdo do pré-estudo
de validagao.

Em relagio ao pré-estudo, o calculo da
incerteza também foi modificado para uma
abordagem mais abrangente, incorporando em
sua determinacdo os dados de Veracidade e
Precisdo Intermediaria obtidos.

MATERIAL E METODOS

Padrio de Calibragao

Para o ajuste da curva de calibragio
uma solu¢ao estoque padrido de calibragdo de
ovoalbumina de ovos de galinha (Sigma, A2512,
po liofilizado, > 98 %) na concentracao de
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100 pg.mL" (p/v) foi preparada e diluida em agua
destilada a 2,0 pg.mL" (p/v).

Amostras de validagao

Na fase de validagdo em uso, foi testado
um unico lote de vacina contra febre amarela.
A cada ensaio, foi testada a amostra pura
paralelamente @ mesma amostra deliberadamente
fortificada (“spiked”) com trés concentragdes
de ovoalbumina. O conjunto de amostras pura
(doravante referida como 0,18 pg0,5 mL",
teor médio determinado em trés ensaios
prévios) e fortificadas, foi denominado “amostras
de validagdo” Para fortificagio das amostras,
foi utilizada a solugdo estoque padrio de
ovoalbumina diluida na amostra de vacina para
obter as seguintes concentragdes em rela¢ao ao
limite de aceitacio do teor de ovoalbumina de
5,0 pug.0,5 mL": baixa = 25 % (1,25 pg.0,5 mL"),
Média = 100 % (5,0 pg.0,5 mL"'), e Alta = 300
% (15 pg.0,5 mL"'). Na pratica, foram usadas
aliquotas arredondadas e foi aplicada uma
correcdo a estas concentragdes para efeito de
calculo, os valores assumidos foram: 0,18; 1,26;
5,05 e 14,9 ug.0,5 mL".

Método analitico: ELISA para a determinacgio
do teor de ovoalbumina

Os padroes de calibragdo de ovoalbumina
e amostras de validagdo foram submetidos ao
EDTO como descrito por Possas et al’, exceto
onde mencionado. A curva padrao de ovoalbumina
foi elaborada com oito diluicées contendo de
0,2 pg a 0,0016 pg.mL"'. A cada ensaio, o padrao
de calibra¢do e as amostras de validagdo foram
pré diluidas visando obter as concentragdes
desejadas. Como no ensaio de rotina, foram
diluidos a 1/10 e aplicados nos primeiros pogos,
sendo diluidos com fator dois a partir dos segundos
pocos da placa até completar um total de oito
dilui¢ées para o padrido e para cada amostra.
Controles positivos e negativos (branco) foram
incluidos em cada placa. A leitura das Densidades
Oticas (DOs) foi feita em leitor de microplacas
(VersaMax - Molecular Devices, Califérnia, EUA)
a um comprimento de onda bicromatico de
450/630 nm. O teor de ovoalbumina residual
foi calculado utilizando os modelos 4PL, 5PL e

324

PAR no software estatistico CombiStats® do

EDQM?,

Desenho do estudo - Matriz de Ensaios

Com a finalidade de avaliar os parametros
definidos, uma matriz de ensaios foi desenhada
visando obter o maximo de informagdes de cada
corrida. Foram realizadas cinco corridas vélidas
(p = 5) com amostras de um mesmo lote de
vacina contra febre amarela, fortificadas com trés
concentragdes de padrao de ovoalbumina mais a
amostra pura (m = 4) em placas duplicatas (n = 2).
Visando incluir concentragées pura, baixa,
média e alta. A amostra de vacina pura serviu
para determinar a diferenga entre o teor original
(média dos resultados de todos os ensaios)
e o recuperado nas amostras fortificadas.
Um total de 40 resultados foi obtido nesta etapa.

Posteriormente, foram realizados quatro
ensaios para avaliagio da seletividade como
recomendado em USA¥ onde foram testados
uma amostra de vacina e o padrao de ovoalbumina
(2,0 pg/mL): a) como padrao de calibragao diluido
em PBS, b) como padrio de validagao também
diluido em PBS, c¢) como padriao de validagdo
utilizando a amostra de vacina como diluente
(matriz). Um total de 20 resultados foi obtido
nesta etapa.

Analise Estatistica

Escolha do modelo de cdlculos usando o conceito do
Erro Total

Os resultados do teor de ovoalbumina
foram calculados para as duplicatas de placa e
concentragdes dos ensaios pelos métodos de 4PL,
5PL e PAR, utilizando o programa de computador
CombiStats®?, versdo 5, visando determinar qual
destes modelos rende resultados mais exatos.

Posteriormente, os resultados obtidos
com o modelo escolhido foram utilizados para
calcular os demais parametros de validagdo
definidos.

Foi empregada a abordagem do Conceito
do Erro Total seguindo as recomendagdes da
SESTP!" e o perfil de exatiddo dos resultados
obtidos com os trés modelos de curva nas
diferentes concentragdes estudadas, construido
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como descrito por Rozet et al®. Para interpretar
a adequagdo do perfil de exatiddo obtido, foi
empregado o indice de exatiddo®, para tanto,
uma planilha do Microsoft Excel® foi elaborada e
validada frente aos dados do referido artigo. Os
graficos apresentados e analises complementares
como teste de desvio de linearidade, coeficientes
de regressao e de inclinagdo das curvas padrao,
foram feitos utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism® (San Diego, Califérnia, EUA).

Veracidade

A veracidade do método, expressa como
a tendéncia em Erro Relativo % (ER%), foi
determinada como descrito por Rozet et al®,
utilizando a equagao 1.

ERY% = mﬂ.(“_“r)
KT

Onde:

ER% = Erro Relativo percentual
1 = média dos resultados obtidos
W, = concentragao nominal

Precisdo

A partir das concentragdes estimadas,
utilizando uma ANOVA como descrito por
Rozet et al®, foram calculadas a variancia da
repetibilidade (e a®), utilizando os resultados
das diferentes replicatas em cada ensaio; da
precisio  entre-ensaios (02 @&),  utilizando
os resultados obtidos nas diferentes corridas
de ensaios e da precisao intermedidria, pela
soma das variancias intra e entre-ensaios
(Ofp =07 + 02),  que permitiram avaliar a
precisio do método pela determina¢io da
repetibilidade, da precisio entre-ensaios e
da precisdo intermedidria, expressas como
coeficiente de variagdo percentual (CV%)
obtidos por divisdio dos desvios padroes
calculados pela concentragdo nominal
(V@2/mT ) nos quatro niveis de
concentragdes como anteriormente descrito por
Hubert et al'’e por Rozet el al*.

Exatiddo
Na abordagem do Conceito do Erro Total,

foi construido um Intervalo de Tolerancia de
Expectativa-p, com nivel de confianca y de 95 %.
O intervalo (LI, LS), que ¢é calculado utilizando
o ER% e a precisio intermediaria e apresenta
a exatiddo dos resultados obtidos no método,
foi comparado com os limites de aceitagdo
adotados de = 30 % (A, B). Quando o intervalo
(LI, LS) se apresentou completamente entre os
limites de aceitagdo (A, B), o método foi aceito
como apresentando resultados exatos; quando
ndo, o método foi rejeitado. A exatiddo foi entao
analisada pelos perfis de exatiddo construidos e
avaliados pelo indice de exatidao.

Indice de exatiddo

Derringer e Suich® e Derringer
elaboraram os indices globais de conveniéncia
(IGC) baseados nos critérios mais importantes
de validagdo, variando de 0 a 1, para aumentar
a objetividade da tomada de decisio permitindo
avaliar a qualidade geral do método sendo
validado sob o Intervalo estudado. Para tanto
foi necessario atribuir um IGC ao intervalo de
doses (I,), a veracidade (I) e a precisio (I)),
os calculos foram feitos segundo Rozet et al*.
Finalmente para estimar a qualidade geral do
método, foi calculado um Indice denominado
indice de exatiddo (I,), que é definido como a
combinagdo dos critérios anteriores obtido da
média geométrica dos trés Indices.
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Critérios de aceitagdo da Exatiddo

Para que um método de imunoensaio
seja aceito, é recomendado que a precisdo
intermediaria (CV%) e a veracidade (ER%)
sejam ambas < 20 % (25 % no Limite Inferior
de Quantificagdo - LIQ)* e o Erro Total < 30 %

(40 % no LIQ)*.
Foram computados para cada
concentragdo  estudada os intervalos de

tolerdncia de expectativa B (IT-B) ajustados para
95 %, que foram comparados aos limites de
aceitagdo + 30 % (A). Os resultados obtidos
nos trés modelos de célculos foram plotados
em graficos para construir o perfil de
exatiddo. Assim, o IT-p é o intervalo que
contém uma propor¢io de 95 % dos futuros
resultados.
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Determinacao dos Parametros de Validacao

Uma vez escolhido o modelo de célculos
que rende resultados mais exatos, foram calculados
os demais parametros de validac¢ao.

Seletividade

Para produtos associados a matrizes
complexas, seletividade (as vezes referida
como especificidade) envolve a comprovagiao
da auséncia de interferéncia dos componentes
da matriz ou a presenca daqueles relacionados
ao produto. Isto pode ser avaliado pela diluigdao
paralela do padrio com e sem a presenga
dos componentes potencialmente interferentes.
Se as curvas forem similares e os resultados
estiverem de acordo com o esperado para uma
comparagdo de padrdo-com-padrdo, o ensaio
¢ especifico para o componente. Para esta
finalidade tanto os resultados quanto a
similaridade devem ser avaliados usando testes
de equivaléncia apropriados?.

Para avaliar a seletividade do método
foram analisados paralelamente, em quatro
ensaios adicionais, um padrao de calibragio
(2,0 pg.mL?), um padrao de validagdo (idéntico
ao anterior, 2,0 pg.mL"), uma amostra de vacina
e um padrao diluido em amostras de vacina
(2,0 ug.mL"). O ER% obtido para os padrdes de
validagdo e para o padrao diluido em amostra
de vacina (subtraido o valor obtido para a
amostra de vacina) deve ser + 20 % (+ 25 % no
LIQ). Para avaliar a equivaléncia das curvas de
calibragdo foram comparadas as inclinagbes
obtidas para cada padrao testado.

Curva de Calibragdo (Fungdo de Resposta)

Ea relagdo entre a resposta instrumental
e a concentracao’. Foi avaliada pela curva
de calibragdo, determinada para o padrio de
calibragdio nos ensaios realizados, avaliando
as concentra¢des introduzidas em funcdo das
respostas obtidas (absorbidncia medida em
Densidades Oticas - DOs). As curvas devem
ser capazes de adequadamente descrever a
relagdo concentragdo-resposta'’. Serao comparados
os parametros coeficiente de determinagdo
(r*) e inclinagao (Hill Slope) de cada curva
obtida.
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Linearidade

A linearidade de um método analitico
¢ sua capacidade dentro de um intervalo
definido de obter resultados diretamente
proporcionais as concentragdes de analito na
amostra. As concentracdes calculadas devem
apresentar os valores das  concentragdes
introduzidas + 20 %'. A Linearidade foi analisada

utilizando os perfis de linearidade para
avaliar o método. Foram considerados os
valores absolutos obtidos nos ensaios, para
determinar qual o intervalo em que seria
possivel obter resposta linear utilizando o
método.

Intervalo e Limite Inferior de Quantificagdo

O Intervalo de um ensaio é definido como
as concentragdes ou poténcias para as quais tenha
sido confirmado que o método analitico tenha
niveis conformes de veracidade e precisao
intermedidria e o limite inferior de quantificagdo
serd a menor concentragio ou poténcia em
que estas condi¢des forem atendidas.

Cdlculo da Incerteza

E o parimetro associado ao resultado
da medigdo ou ao resultado do teste, que
caracteriza a dispersio dos valores que podem
ser razoavelmente atribuidos a quantidade
particular sujeita @ medicdo ou a caracteristica
sujeita a teste'®. Foi realizada uma avaliagdo do
Tipo A, a partir de uma série de observagoes
repetidas, utilizando métodos estatisticos. Foram
utilizados os resultados da precisdo intermedidria
e da Tendéncia dos resultados obtidos com o
modelo escolhido. Foram calculadas a Incerteza
padrdo combinada (u) e a incerteza expandida
(U) com um fator de abrangéncia (k) igual a
2, préoximo ao intervalo de 95 % de confianga.
Os calculos foram realizados como descrito pelo
Nordtest Project™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi avaliada no presente estudo a
eficicia do uso do conceito do Erro Total e dos
perfis de exatidao, avaliados pelo indice de
exatiddo na validacgdo de métodos analiticos,
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como alternativa a  abordagem  pontual
recomendada pelo ICH. Para tanto foi realizada
a validagdio em uso de um imunoensaio, o
EDTO em vacinas contra febre amarela dando
continuidade ao processo iniciado com o
pré-estudo de validagdo descrito por Possas et al’.

O estudo de validagdo em uso incorporou
mudan¢as  metodologicas em relagdo ao
pré-estudo de validagdo’, como descrito na
introdugao. Assim, foi aplicada a abordagem
de validagao do Conceito do Erro Total para
construir os perfis de exatiddo do EDTO,
como descrito pela comissdo da SFSTP'*%
Em uma primeira etapa, para selecionar o
modelo de ajuste de curvas que rendia resultados
mais exatos, foram avaliados os modelos 4PL,
5PL e PAR utilizando os perfis de exatiddo
e os indices de exatidao calculados a partir dos
parametros veracidade e precisio, combinados
para demonstrar a exatiddo dos resultados.
O modelo 5PL apresentou os resultados mais
exatos e foi o escolhido. Em uma segunda etapa,
foram utilizados os resultados obtidos com o
modelo 5PL para avaliar as demais caracteristicas
recomendadas em EMA' para validagio de
ensaios bioanaliticos do tipo imunoenzimaticos:
linearidade, intervalo de quantifica¢do, limite
inferior de quantificacdo, curva de calibracdo e
seletividade.

De acordo com a ISO 17.025° validagdo
nao pode simplesmente ser a caracterizagdo
do método em termos de valores de mérito,
ou seja, apenas calcular um desvio padrao de
repetibilidade nao quer dizer que o método
esteja validado. Esses dados sao uteis, mas devem
confrontar o objetivo do método®. A utilizagdo do
critério do Erro Total, que incorpora a avaliagdo
simultanea dos erros sistematicos e aleatdrios,
¢ uma abordagem estatistica e cientificamente
légica.

Os guias de validagio de métodos
bioanaliticos da EMA' e do FDA" incorporam
a abordagem do Erro Total com especificagoes
para este parametro para os diferentes tipos
de ensaios, destacando a relevancia desta
abordagem alternativa em valida¢des de ensaios
desta natureza. No entanto, esses documentos
utilizam o termo “exatiddo’, como no guia ICH’,

em lugar do termo veracidade, como definido
pela ISO*, expressando o Erro Total como a soma
da “exatiddo” e da precisio. No documento do
FDA™", é feita a ressalva de que o termo Exatidao
é as vezes substituido pelo termo veracidade em
algumas normas.

Uma busca na base de dados PubMed por
estudos de validacao de ELISAs, publicados nos
ultimos 10 anos, revelou 736 artigos. Usando os
termos “Accuracy profile” e “Total Error” foram
encontrados 34 e 55 artigos, respectivamente
e finalmente usando os termos “Immunoassay”
e “Total Error, aparecem 29  artigos.
Um levantamento na base Scielo encontrou
apenas quatro (Validacao e ELISA) e dois
(Validagao e Ensaio). No Laboratdrio de Vacinas
Virais do INQCS, foi aplicada a abordagem
do Erro Total em validacdes de ensaios
biologicos™ e imunoenzimdticos’. Os nuimeros
revelam a relevancia de estudos de validagdo
no cenario cientifico internacional e a escassez
de publicagdes destes estudos em periddicos
nacionais.

Escolha do modelo de calculo usando o conceito
do Erro Total

Uma fonte significativa de variabilidade
nas curvas de calibracio pode ser proveniente
do modelo estatistico utilizado para o ajuste,
portanto, é extremamente importante a escolha
de um modelo apropriado para este calculo®.
Os resultados obtidos no estudo utilizando os
métodos 4PL, 5PL e PAR por replicata, por dia
e por concentra¢do, podem ser observados na
Tabela 1 com os valores brutos recuperados nas
amostras de validacgao fortificadas apos a subtragdo
da média de resultados obtidos pela amostra pura.
Os resultados de cada grupo foram submetidos
a uma andlise de varidncia para verificar sua
homogeneidade. Nao houve valores aberrantes
em nenhum dos grupos.

O controle estatistico de processo realizado
com as inclinagbes da curva de calibragio
demonstrou que as curvas obtidas em cada placa
replicata foram vélidas e estavam sob controle
(dados ndo apresentados). Os resultados puderam
entdo ser utilizados nos calculos dos parametros
avaliados.
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Tabela 1. Resultados calculados para cada concentragio, por replicata e por corrida de ensaio no intervalo de concentragdes de
0,18 a 14,9 ug.0,5mL "' subtraidas as médias dos resultados obtidos com a amostra pura (0,18). Utilizando: A - Curva Logistica de
4 parametros; B - Curva Logistica de 5 pardmetros; C — Modelo de Linhas Paralelas

A -4PL
CI pg.0,5mL"* Pura(0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas Meédia nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,183 1,317 1,342 5,685 5,341 14,966 14,198
2 1,300 1,094 5,661 5,027 15,406 13,973
3 1,429 1,387 6,055 5,784 16,362 15,087
4 1,358 1,297 5,641 5,541 15,231 15,112
5 1,305 1,367 5,580 6,296 14,823 17,836
B-5PL
CI pg.0,5mL'  Pura(0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas Média nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,183 1,321 1,346 5,682 5,329 14,949 14,077
2 1,305 1,097 5,670 5,031 15,327 13,936
3 1,437 1,389 6,050 5,779 16,286 15,038
4 1,362 1,309 5,649 5,572 15,193 15,103
5 1,307 1,368 5,580 6,294 14,793 17,816
C-PAR
CI pg.0,5mL'  Pura(0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas Média nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,215 1,280 1,339 6,077 5,610 16,370 14,072
2 1,271 1,072 6,009 5,313 16,156 13,929
3 1,478 1,383 6,810 6,154 17,955 15,203
4 1,353 1,215 6,045 5,942 15,567 16,128
5 1,312 1,404 5,715 6,772 13,245 16,812

CI - concentragio introduzida

A Tabela 2 apresenta os resultados dos
pardmetros determinados para a constru¢ao dos
Perfis de Exatidao do EDTO quando os resultados
foram calculados com o ajuste de curva logistica
de 4PL, curva logistica de 5PL e modelo de
PAR. Os limites de tolerancia de expectativa
(relativos e absolutos) foram calculados para 95 %
de contetdo e os limites de aceitacio + A foram
definidos como + 30 % como preconizado para
o Erro Total de ensaios de ligagdo'.

Os resultados obtidos para veracidade,
determinada pela tendéncia (ER%; amplitude 1,61 %
5PLa 19,31 % PAR) e precisao intermediaria (CV%;
amplitude 7,31 % 5PL a 11,38 % PAR) estavam
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todos respectivamente dentro + 20 % e foram
< 20 %, critérios de aceitagdo recomendados
para estes parametros avaliados individualmente'.
O Erro Total variou de 9,83 % no modelo 5PL
a 31,09 % no PAR.

No pré-estudo de validagio do EDTO,
foi obtido o valor maximo de tendéncia
(ER%) = -4,91 % (amplitude -0,45 a -4,91 %) e
de precisdo intermediaria, o CV% maximo de
6,65% (amplitude de 5,25 a 6,65%). Os resultados
obtidos no presente estudo para veracidade e
precisdo intermediaria, embora satisfatorios em
relagdo aos critérios de aceitagdo, apresentaram
valores superiores aos da fase de pré-estudo,
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Tabela 2. Resultados obtidos para construgdo dos Perfis de
Exatiddo do ensaio de determina¢io do teor de Ovoalbumina
por modelo de célculo: A - Curva Logistica de 4 pardmetros;
B - curva Logistica de 5 parametros; C - Modelo de Linhas
Paralelas

A 4PL
Introduzido* 0,18 1,26 5,05 14,9
Meédia* 0,18 1,32 5,66 15,54
ER% 1,83 4,72 12,10 4,32
CV%,, 9,46 7,30 696 975
LST% 24,13 22,06 28,68 27,45
LIT% -20,47 -12,62 -4,48 -18,81
LST* 0,22 1,54 6,50 18,99
LIT* 0,14 1,10 4,82 12,10
Erro Total 11,29 12,02 19,06 14,07

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

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

ER - Erro Relativo; CV - Coeficiente de Variacdo; PI - Precisdo
Intermedidria; LST e LIT Limites Superior e Inferior de Tolerancia

de expectativa f3; * - Valores absolutos em ug.0,5mL"*

provavelmente devido a um efeito da matriz de
componentes bioldgicos do produto, uma vez
que na fase de pré-estudo foram testados apenas
padrdes de validacao diluidos em PBS e nao
amostras fortificadas. No entanto, tal efeito nao
foi significativo e ndo interferiu na seletividade
do método, apresentando-se conforme com
os critérios de aceitagio adotados para este
parametro”.

Os pardmetros veracidade (ER%) e
precisdo intermediaria (%CV) foram combinados
na escolha do melhor modelo de ajuste para
calculo dos resultados (4PL, 5PL e PAR) utilizando
a construgao dos perfis de exatidao.

A Figura 1 - A, B e C apresenta os perfis
de exatidao construidos. Em A, foram inseridos
os resultados obtidos com 4PL, em B os resultados
de 5PL e em C utilizando PAR. Os perfis de
exatiddo comprovaram que os modelos de ajuste
de 4PL e 5PL descreveram a relagdo concentragdo-
resposta com exatidio em todo intervalo de
concentrac¢des estudado.

Indices de Exatidio

Para avaliar objetivamente os perfis de
exatiddo foram calculados os indices globais de
conveniéncia e combinados no indice de exatidao
para cada modelo de célculo utilizado. Os resultados
foram: indice de precisao (4PL=0,26; 5PL=0,43 e
PAR=0,07);indice de intervalo (4PL=1,00; 5PL=1,00
e PAR=0,14); indice de veracidade (4PL=1,00;
5PL=0,89 e PAR=0,59) e a combina¢do dos trés,
o indice de exatidao (4PL=0,635; 5PL=0,723 e
PAR=0,179).

O indice de exatiddo mais elevado
apresentado pelo modelo 5PL (0,723) indicou
ser este o modelo de calculos que permitiu obter
resultados mais exatos. Baseado nestes resultados,
o 5PL foi 0 modelo de calculos escolhido.

A escolha do modelo de calculos utilizando
os perfis de exatiddo, que permitem quantificar
o desempenho destes modelos, comprova a
importancia da validagao, uma vez que na analise
de rotina as concentra¢des do analito nas amostras
sao desconhecidas e ndo podem ser comparadas
a um valor verdadeiro. A escolha de um modelo
inadequado, como se mostrou o PAR, pode levar o
laboratério a emitir resultados inexatos.
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Figura 1. Perfis de Exatiddo obtidos para a Determina¢ao do
Teor Residual de Ovalbumina usando a curva 4PL (A), 5PL (B)
e PAR (C) no intervalo de doses de 0,18 a 14,9 ug.0,5 mL"!

A linha continua apresenta o Erro Relativo %, as linhas
pontilhadas os limites de aceitagio + 30 % e as linhas
tracejadas sdo os Limites Inferior e Superior relativos de 95 %
de expectativa de tolerancia B. Os pontos sdo os erros relativos
% por replicatas das amostras de validagdo. O ensaio é capaz
de quantificar com Exatiddo apenas quando os intervalos de
tolerancia estdo incluidos nos limites de aceitagdo (£ 30 %)
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O I, obtido no pré-estudo de validagdo
do EDTO’ utilizando a 4PL foi 0,70, proximo
aos obtidos pelos modelos 4PL e 5PL. Gaudin e
Laurentie'* relataram I de 0,64 ao empregar estes
indices na validagao de um kit de ELISA para
detecc¢do de Nicarbazina residual em ovos.

Parametros de valida¢io determinados com o
modelo 5PL

Uma vez escolhido o modelo 5PL como o
que produziu os resultados mais exatos, foram
calculados os demais parametros de validagdo
recomendados em EMA'. O resumo dos resultados
¢é apresentado na Tabela 3. Na determinagdo da
veracidade o ER % variou de 1,61 % a 12,15 %;
o CV % para avaliacdo da precisdo intermedidria
variou de 6,91 % a 9,31 % e o Erro Total de 9,83 %
a 19,07 %. Boemer et al*® aplicaram pela primeira
vez os perfis de exatiddo baseados em intervalos
de tolerancia na medi¢ao do Erro Total em um
ELISA para quantificagdo dos niveis de Hormdnio
Estimulante da Tireoide (TSH) em amostras de
sangue seco de recém-nascidos, fixando os limites
de aceitagdo em + 30, como no presente estudo.
Myler et al*® reportaram a validagdo em uso de um
ELISA sanduiche para quantificagdo de uma
proteina de fusdo em pacientes de transplantes
renais e hepaticos, relataram veracidade e precisao
conformes, obtendo: ER% entre -4 e 4 %, CV %
< 13 % e Erro Total entre 6-15 %. Cullen et al”,
na validagdo de um ELISA, reportaram precisdo
inter-ensaios com CV % < 12,1 % e ER % < 10,9 %, 0
Erro Total do ensaio foi < 23 %. A repetibilidade do
ensaio na concentragio de padrao de validagao “alta”
foi CV % < 5,5 %. De Bock et al*® descreveram a
validacao de um ELISA para detec¢ao de citocromo
3A4 em microssomas hepaticos humanos, onde
quantidades entre 2 e 300 pmol.mg” de proteina
microssomal puderam ser quantificados usando o
modelo 5PL com fator de pondera¢do 1/x. Os CV %
de repetibilidade e entre-ensaios ficaram entre 9,54
e 13,98 %, e entre 10,51 e 14,55 %, respectivamente.
O ER % variou entre -5,96 e 6,68 %, e o Erro Total
entre 11,93 21,23 %. Laurentie e Gaudin® relataram
ER % = 2,0 % e CV % de precisdo intermediaria
= 13,8 s%, na valida¢ao de um ELISA para detecgdo
de Sulfametazina em leite, quando o modelo 5PL
foi utilizado.
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Os resultados relatados por todos estes
autores sdo concordantes com os obtidos no
presente estudo para veracidade, precisao e Erro
Total, utilizando o modelo 5PL.

Seletividade
A andlise de variancia dos 20 resultados
obtidos nos quatro ensaios para avaliagdo

da seletividade (p = 0,071) demonstrou a
homogeneidade dos resultados. Todos os valores
de ER% estavam no intervalo + 20 % e a analise de
variancia das inclina¢des das curvas obtidas para os
padrées de calibragdo, validagdo e padrao diluido
em amostras (p=0,7345) demonstrou a equivaléncia
das inclinagdes. Portanto o método apresenta
seletividade conforme para a ovoalbumina.

Tabela 3. Resumo dos resultados obtidos com o modelo 5PL na validagdo em uso do ensaio para determinagdo do teor

residual de ovoalbumina em vacinas e critérios de aceitagio adotados

Pardmetro Resultados/conclusiao Critério de Aceitacao
9 + o, (+ 0
. Amplitude do ER% (-17,95 a 11,06 %) O ER% deve ser £ 20 % (+ 25 % no LIQ) da
Seletividade N concentragdo nominal fortificada tanto em
Conclusao = Conforme . 2
diluente quanto em amostra
. Amplitude do ER% = 1,61 a 12,15 % o/
+ o (+ 0 16
Veracidade Conclusio = Conforme ER%* + 20 % (+ 25 % no LIQ e LSQ)
. o —
Repetibilidade Amplitude CV% = 5,76 a 7,46 CV% < 20 % (< 25 % no LIQ e LSQ)'*

Conclusao = Conforme

Amplitude CV% = 0,00 a 6,49

Precisao Entre ensaios .
Conclusao = Conforme

CV% <20 % (<25 % no LIQ e LSQ)*®

Amplitude CV% = 5,76 a 7,46

Precisdo Intermedidria N
Conclusao = Conforme

CV% <20 % (<25 % no LIQ e LSQ)*®

0,18 = [-20,47; 24,13]
1,26 =[-12,62; 22,06]
5,0 =[-4,48; 28,68]
14,9 =[-18,81; 27,45]
Erro Total méximo = 19,07.

Exatiddo (Erro Total)

Conclusao = Conforme em todo intervalo estudado

<30 %(< 40 % no LIQ e LSQ)'®
Os limites de tolerancia de expectativa {
relativosdevem estar incluidos nos limites de
aceitacao (+ 30%)*

R > 0,98 nas 10 curvas de calibragdo realizadas.

Curva de Calibracao Conclusio = Conforme

Equac¢do mais simples que descreve a
func¢éo!

As médias das concentragdes calculadas foram

iguais as concentragdes introduzidas + 20 %.

Os intervalos de tolerdncia B estdo incluidos nos

limites de aceitagdo (+ 30 %), em todo o intervalo

de quantificacdo. Conclusiao: O Método apresenta

resultados com relagdo linear com a concentragio
introduzida.

Linearidade

As  concentracoes calculadas  devem
apresentar os valores das concentragdes
introduzidas + 20 %'¢ e limites de tolerancia
de expectativa Pabsolutos devem estar
incluidos nos limites de aceitacio (+ 30 %)*

Intervalo de Quantificagdo 0,18 a 14,9 pg/0,5 mL

Intervalo que apresentou resultados

com Exatidao conforme!'®

Limite Inferior de

Quantificagdo 0,18 ug/0,5 mL

Intervalo
com

Menor
que

concentracao no
apresentou resultados
Exatiddo conforme'
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Curva de Calibracao (Funcao de Resposta)

A fungdo de resposta foi avaliada pela
curva de calibra¢do, determinada para o padrio
de calibragdo, considerando as concentragdes
introduzidas em funcdo das respostas obtidas
(absorbancia medida em DOs). A avaliaciao das
10 diferentes curvas de calibragdo por cada
replicata nos cinco ensaios realizados quando
foi ajustada a regressao linear simples do logaritmo
das concentra¢oes (dilui¢coes) em funcdo do
logaritmo das respostas obtidas (absorbancias),
tendo todas as curvas sido satisfatorias, o que
pode ser percebido pelo valor de R maior que
0,98. Todas as curvas foram capazes de descrever
adequadamente a rela¢do concentracao-resposta,
como recomendado em USA''8 A similaridade
entre as inclinagbes obtidas nas 10 curvas
foi comprovada pelo teste F (p = 0,7374), o que
indica ndo haver diferenca estatistica significativa
entre os valores.

Linearidade

Diferenciar  claramente a curva de
calibragao (fungdo de reposta) de linearidade
permite aplicar o conceito de linearidade nao
apenas aos valores relativos, mas também aos
valores absolutos do método, como para titulagoes
onde os resultados ndo sdo obtidos por calculo
em retorno dos resultados a partir de uma
curva de calibracao®.

A linearidade de um método analitico

¢ sua capacidade, dentro de um intervalo
definido, de obter resultados diretamente
proporcionais as concentragdes de analito
na amostra. As concentra¢des calculadas

devem apresentar os valores das concentragdes
introduzidas + 20 %'.

As médias e os intervalos de aceitacao
+ 20 % por concentragdo foram: 0,18 = 0,183
(0,144 a 0,216); 1,26 = 1,324 (1,01 a 1,51);
5,05 =5,66 (4,04 26,06) e 14,9=15,25(11,2a 17,88).
O coeficiente de correlagdo entre as concentragdes
introduzidas e concentragdes calculadas foi
0,999 (p = 0,0006), equagdo: Y = 1,022X + 0,1431.
O teste de desvio de linearidade (p = 1,0) indicou
relacdo linear perfeita entre as concentragdes
introduzidas e as concentracdes calculadas.

Também visando avaliar a linearidade,
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o intervalo de tolerancia de expectativa-{ absoluto
foi aplicado para construir a Figura 2 que apresenta
os perfis de linearidade obtidos no estudo
pelo modelo de ajuste 5PL que compreende
as concentragbes de 0,18 a 14,9 pg0,5 mL™
Neste caso, os limites de tolerdncia de expectativa
B absolutos devem estar incluidos nos limites de
aceitacdo (+ 30 %)>.

Na avaliacgio da linearidade, como
recomendado pelo EMA'® todas as concentragdes
calculadas apresentaram valores das concentragdes
fortificadas + 20 %, confirmando a relagdo linear
do ensaio. Também foi elaborado o perfil de
linearidade aplicando o conceito do Erro Total que
utilizou os valores absolutos obtidos nos ensaios,
inseridos em grafico com os limites de aceitagao
absolutos para o Erro Total de + 30 % calculados
para cada concentragdo. Os ITP absolutos foram
conectados, de modo semelhante ao empregado

20,0

—
L
o
1
N\

5,01

Concentragio calculada (ug.O,SmL")
3

0,151,'26 5,:35 14,9

Concentragio Introduzida (.g.0.5mL™")

Figura 2. Perfis de Linearidade obtidos para a Determinagéo
do Teor Residual de Ovalbumina usando a curva;
5PL como modelo de célculos no intervalo de doses de 0,18 a
14,9 ug.0,5 mL"

A linha continua representa a linha de identidade (x=y), as
linhas pontilhadas os limites de aceitagdo absolutos adotados
+ 30 % e as linhas tracejadas sdo os Limites Inferior e Superior
de 95 % de expectativa de tolerancia p em valores absolutos
conectados. Os pontos sdo os resultados individuais obtidos
para as replicatas das amostras de validagao. Os intervalos de
tolerdncia estdo incluidos nos limites de aceitagdo (+ 30 %),
em todo o intervalo de doses, portanto o ensaio é capaz de
quantificar com linearidade satisfatoria neste intervalo
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na avaliagdo da Exatidao (que utiliza os valores
relativos). A linearidade foi considerada conforme
no modelo 5PL.

O limite inferior de quantificagdo foi
0,18 pg.0,5 mL*, a menor concentragao incluida
no estudo onde foi possivel quantificar a
ovoalbumina com exatiddo. Este resultado ¢
comparavel ao obtido no pré-estudo de validagao,
uma vez que naquele estudo os resultados foram
expressos em pg/mL e o LIQ foi a concentragdo
1,25 pg.mL" a menor concentragdo do intervalo
de estudo capaz de ser quantificada com exatidao
e na concentracgdo abaixo 0,25 pg.mL", no intervalo
de controle nao foi mais possivel fazé-lo. Corrigindo
aexpressdo para p1g.0,5mL", temos as concentragdes
0,625ug.0,5mL"'e0,125ug.0,5mL'respectivamente.
A concentragdo 0,18 ug.0,5 mL" esta entre as duas
concentragdes e no presente estudo, em relagdo
as demais concentragdes estudadas, apresentou
perda da precisdo, como esperado no LIQ, embora
a tendéncia tenha sido equivalente.

Cilculo da Incerteza

Foram calculadas as incertezas padrao
combinada (u) e incerteza expandida (U)
a partir dos valores determinados para a precisdo
intermedidria e para a tendéncia para os resultados
obtidos com o modelo 5PL para cada diferente
nivel de concentragio do Intervalo estudado.
As incertezas determinadas foram: 0,18 pg.0,5mL"!
(W = 493 % U = 986 %); 1,26 pg.0,5mL"
(0, = 626 % U = 12,52 %); 505 pg.0,5mL’
(u =12,63 %; U= 2527 %) e 14,9 pg0,5mL"
(u_= 4,42 %; U = 8,83 %).

Os métodos classicos de validagdo e
de controle da qualidade avaliam a magnitude
dos componentes veracidade e precisdo
separadamente, mas esta abordagem é pouco
eficiente, pois valores muito pequenos de um dos
componentes ndo compensam a falha do outro
componente®.

O uso de intervalos de confianca e/
ou Erro Total em validacgaio de métodos tem
sido discutido ou proposto na literatura'®'***,
O uso do Erro Total é uma abordagem estatistica
e cientificamente fundamentada que incorpora
tanto os erros sistematicos (veracidade) quanto
aleatorios (precisao).

Uma vantagem desta abordagem ¢é refletir
mais diretamente o comportamento de ensaios
individuais, o que resultara em menor rejeicao
de corridas em uso, do que procedimentos
que comparam pontos de estimativa da tendéncia
e precisdio observadas>. O reconhecimento
do valor do Erro Total em validagoes foi
consolidado com as publicagbes de guias
internacionais que incorporam esta abordagem
em validagbes de métodos bioanaliticos como
a AAPS", SESTP'* % EMA'¢ e FDA'S.

CONCLUSAO

O estudo confirma a aplicabilidade do
conceito do Erro Total e dos Perfis de Exatidao
para validagdo de métodos, apresentando
vantagens sobre abordagens baseadas na
estimagdo de pontos para avaliar a Veracidade
e Precisdo, principalmente na validagio de
ensaios bioanaliticos do tipo imunoenzimaticos.
A abordagem do intervalo de confianga prove
um controle maior dos riscos associados em
aceitar um procedimento inadequado e rejeitar
um método satisfatorio.

A validagdo em uso do ELISA para
deteccao do teor de ovoalbumina permite concluir
que o ensaio apresenta — seletividade, veracidade,
repetibilidade, precisdo entre-ensaios, precisao
intermediaria, exatiddo, curva de calibragdo
e linearidade conformes no intervalo de 0,18 a
14,9 ug.0,5 mL", e ¢ um método confidvel para
avaliar o teor de ovoalbumina.
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