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RESUMO

MARCHETTI, Maria Betania Silva de Oliveira. Desenvolvimento e validacdo de um
ensaio imunoenziméatico alternativo para quantificacdo de anticorpos IgG contra o virus
da Febre Amarela. 2016. 101f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestao,
Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, 2016.

O virus atenuado da febre amarela, subcepa 17DD, é utilizado por Bio-Manguinhos
para a produgéo da vacina contra a febre amarela. Esta vacina tem sido empregada
ha anos para a imunizagcdo humana com um excelente histérico de eficacia e
seguranca. Para a quantificacdo dos titulos de anticorpos neutralizantes produzidos
como resposta imunoldgica a vacinacao € utilizada o método “ouro” PRNT - Teste de
neutralizacdo por reducéo de placas de lise (Plaque Reduction Neutralization Test).
Entretanto, este método possui algumas particularidades que precisam ser
consideradas, tais como alto custo analitico devido ao tempo requerido para a
emissdo de um resultado, pessoal eficientemente treinado, necessidade de
equipamentos e insumos especificos ndo sendo, portanto, facilmente passivel de uso
em rotina severa ou sua utilizacdo em grande escala. Por isso, justifica-se a
necessidade de desenvolvimento de um método alternativo para a quantificacdo
desses anticorpos. Para a implementacdo deste novo método alternativo torna-se
necessario o desenvolvimento de um método que permita quantificar anticorpos
antivirus febre amarela em amostras de soros.

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e validagdo de um ensaio
imunoenzimético para quantificacdo de anticorpos contra o virus da Febre Amarela
presente no soro de um grupo de individuos brasileiros imunizados com a vacina
17DD produzida em Bio-Manguinhos. Para este propdsito, foram obtidas particulas
virais da subcepa 17DD, a partir de culturas de células Vero, o anticorpo monoclonal
2D12 especifico para a proteina E do envelope do virus da FA e o soro padréao
preparado in house utilizado como controle positivo (M7/100) foi obtido de macacos
Rhesus (Macaca mulata). Foram utilizados diferentes soros amostrais, 0s quais foram
titulados pelos métodos de PRNT e ViBI, onde foi possivel realizar a comparacao dos
métodos, para avaliar a equivaléncia dos resultados, assim como foram realizados o
estudo da validagdo, com os testes de seletividade, curva de calibracéo, precisao,
exatidao, limite de quantificacdo e limite de deteccdo. Ficou demonstrado que a
comparacao entre os métodos ViBlI e PRNT foi equivalentemente aceitavel, ja que
guando comparados soros amostrais dos mesmos individuos, os resultados tiveram
uma correlacdo alta de acordo com a avaliacdo realizada pelas analises estatisticas
Spearman, Mann Whitney e Wilcoxon.

No estudo da validacdo, demonstrou-se que o método ViBI pode ser utilizado para
titular anticorpos que inibem a ligacdo do virus da febre amarela em individuos
sabidamente vacinados com a vacina de Febre Amarela.

Palavras-chave: Febre amarela. Vacinacéo. Imunizagdo.  Anticorpos.
Desenvolvimento de método. Validacdo de métodos imunobioldgicos.
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ABSTRACT

MARCHETTI, Maria Betania Silva de Oliveira. Desenvolvimento e validacdo de um
ensaio imunoenzimatico alternativo para quantificacdo de anticorpos IgG contra o
virus da Febre Amarela. 2016. 101f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestéo,
Pesquisa e Desenvolvimento na Indastria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 2016.

The yellow fever attenuated virus, sub 17DD strain is used by Bio-Manguinhos for the
production of a vaccine against yellow fever. This vaccine has been used for years for
human immunization with an excellent traceability of efficacy and safety. For
quantification of neutralizing antibodies produced as immunological response to
immunization method is used "gold" PRNT - Plague Reduction Neutralization Test).
However, this method has some peculiarities that need to be considered, such as high
cost analytical due to the time, efficiently trained staff need specific equipment and
supplies not being therefore easily capable of use in severe routine or its use on a
large scale. Therefore, it justifies the need to develop an alternative method for the
quantification of these antibodies. To implement this new alternative method, it is
necessary to develop a method for quantifying antibodies anti yellow fever virus in the
serum samples.

This study aimed at the development and validation of an immunoassay for the
measurement of antibodies against the virus of yellow fever present in the serum of a
group of Brazilian individuals immunized with the Brazilian 17DD substrains vaccine
produced by Bio-Manguinhos. For this purpose, Brazilian YF17DD substrains were
obtained from Vero cells cultures, monoclonal antibody specific 2D12 to the envelope
E protein of FA virus and standard serum prepared in house used as positive control
(M7 / 100) was obtained from rhesus monkeys (Macaca mulatta). Different sample
sera were used, which were titrated by methods PRNT and ViBI where it was possible
to compare methods, to assess the equivalence of results as were performed to study
the validation, the selectivity tests, curve calibration, precision, accuracy, limit of
guantification and detection limit. It demonstrated that the comparison between the
methods ViBl and PRNT was equivalently acceptable, as compared sampling serum
from the same individuals, the results had a high correlation according to the
assessment made by the statistical analyses of Spearman, Mann Whitney and
Wilcoxon.

In the validation study demonstrated that the ViBl method can be used for titration of
antibodies in individuals vaccinated with the known yellow fever vaccine.

Keywords: Yellow fever. Vaccination. Immunization. antibodies. Development method.
Immunobiological methods Validation.
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1.INTRODUCAO

1.1. A Febre Amarela

A Febre Amarela (FA) é uma doenca infecciosa ndo-contagiosa causada por
um arbovirus, mantido em ciclos silvestres em que macacos atuam como hospedeiros
amplificadores e mosquitos dos géneros Aedes na Africa, e Haemagogus e Sabethes
na América, sdo os transmissores. O virus da febre amarela pertence ao género
Flavivirus da familia Flaviviridae (do latim flavus = amarelo) (Vasconcelos, 2003).

Existem dois ciclos de transmissdo da FA que estéo representados na figura 1
urbana ou classica e a silvestre. A transmissdo urbana acontece através da picada do
mosquito Aedes aegypti infectado com o virus que, por se reproduzir em aguas limpas,

tem favorecida sua concentracao em areas urbanas (Silva, 2007).

Figura 1: Ciclo de transmissao da Febre Amarela.

1 Mosquitos dos géneros

Haemagogus e Sabethes
F'ebre Amarela picam 0 macaco Febre Amarela
Silvestre contaminado com o virus Urbana
@ amarilico e em seguida picam

‘ o homem \/<>\
N -

2 A pessoa contaminada na
floresta leva o virus para a
regiao urbana

N

3 Na cidade, ha o risco do
mosquito do género Aedes
picar a pessoa contaminada

4 O mosquito se contamina
e transmite o virus a outra
pessoa

Adaptado de: http://www.libertaria.pro.br/d_ressurgentes_intro.htm




A Febre Amarela Silvestre (FAS) é uma doenca endémica em primatas nao
humanos, transmitida por mosquitos Aedes, Haemagogus e Sabethes, que vivem nas
florestas Umidas. O mosquito pica o0 macaco contaminado com o virus amarilico e em
seguida pica o homem, carreando o virus aos centros urbanos (Brasil, 2008).

O ciclo silvestre da doenca torna sua erradicagdo impossivel, ja que o controle
sanitario do mosquito € um grande desafio acarretando com isso a utilizagéo da vacina
indefinidamente (WHO, 2005).

A doenca sempre foi uma preocupacdo das autoridades sanitarias, pois € a
causa de grande numero de morbidades e letalidades nas regifes tropicais da
Ameérica do Sul e da Africa. No século XVII, com o surgimento da doenca, milhares de
pessoas foram acometidas em epidemias urbanas nesses continentes. Apesar da
existéncia, desde 1937, de uma vacina segura e eficiente contra a FA, essa doenca
tem se apresentado como um problema de saude publica, principalmente nos paises
tropicais, devido as Otimas condicdbes do meio ambiente, que propiciam o
desenvolvimento e a propagacao dos mosquitos vetores da doenca (Monath, 2005).

O primeiro caso apresentado de uma doenca semelhante a FA foi registrado
em um manuscrito Maia de 1648 em Yucatan, México. Na Europa, a apresentacao da
doenca foi antes dos anos de 1700, porém sé em 1730, na Peninsula Ibérica,
apareceu a primeira epidemia dizimando 2200 vidas; ja no Brasil, a FA apareceu pela
primeira vez em Pernambuco, no ano de 1685, onde ocorreu a doenca durante 10
anos endemicamente (Ferreira et al., 2011).

A FA foi uma das doencas mais terriveis nos ultimos tempos e, mesmo apés o
desenvolvimento da vacina, tem aparecido ocasionando casos isolados ou pequenas
epidemias nas areas endémicas, as quais ainda promovem impacto na saude publica
e, consequentemente, preocupacdes pelas autoridades (Simdes, 2011).

No periodo de 2000 a 2010 o Brasil viveu os piores anos da doenca, registrando
324 casos de FAS, dos quais 155 evoluiram para o 6bito. Os piores anos de
transmissao ocorreram em 2003, 2007, 2008 e 2009, com confirmacao de 65, 13, 46
e 47 casos, respectivamente. Esses numeros demonstram o potencial risco que a
doenca representa, considerando a expansao territorial registrada nos ultimos anos
(Brasil, 2011).



1.2. Distribuicéo epidemioldgica da doenca

As Uultimas epidemias haviam ocorrido, no Brasil, no Acre, em 1942, e em
Trinidad e Tobago, em 1954 e em 1958, logo em seguida o Brasil e outros paises
americanos foram oficialmente declarados livres do Aedes aegypti. Uma década apos
este periodo e a aparente tranquilidade da vigilancia epidemiolégica com a
despreocupacéo do risco representado pela FA urbana, recomecaram a surgir relatos
de casos da doenca, o primeiro em 1967 surgindo no Pard. No ano seguinte, foi
reencontrado também em S&o Luis do Maranhdo e em dois ou trés municipios
préximos. Anos depois, em 1976, um novo caso surgiu na Bahia, chegando as cidades
do Rio de Janeiro e Natal em 1977, aparecendo também em 1980, estando presente
em 226 municipios seis anos depois (Benchimol, 2001).

Nas ultimas décadas, a ocorréncia da FA tem sido registrada em 9 paises:
Bolivia, Brasil, Colédmbia, Equador, Peru, Venezuela, Guiana Francesa, Paraguai e
Argentina (Brasil, 2010(a)).

Na América do Sul observa-se cerca de 300 casos anuais; na Africa, s&o
observados mais de 5000 casos anuais, isto é, cerca de 90% das notificaces feitas
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) séo de origem africana. Em alguns paises
da Africa ha transmissdo urbana da doenca (Silva, 2007).

O Brasil € 0 pais que possui a maior area endémica de FAS no mundo, seguida
pela bacia do rio Congo, na Africa. No Brasil, as areas com recomendacio da
vacinacao incluem: Maranhao, Tocantins, Bahia, Para, Amapé, Roraima, Amazonas,
Acre, Rondbnia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Goias, parte de
Séo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e parte do Parana (Brasil,
2011). Na figura 2 foram mapeadas as regides do Brasil onde a vacinagéo contra a
FA é recomendada.



Figura 2: Regides do Brasil com recomendacao da vacina.
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No Brasil estdo definidas quatro &reas epidemiologicamente distintas:
endémica ou enzodbtica (regides Norte, Centro Oeste e estado do Maranhao), onde
0 virus se propaga continuamente através de grupos de macacos, propiciando o
surgimento de casos em humanos; epizodtica ou de transi¢cdo, onde ocasionalmente
ocorrem epizootias de macacos, geralmente seguidas de casos humanos: abrange
uma faixa que vai da regido centro-sul do Piaui, oeste da Bahia, noroeste de Minas
Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul; area indene, que
onde ndo ha evidéncias da circulacdo do virus amarilico e abrange os estados da
regido nordeste, sudeste e sul; e area indene de risco potencial: zonas de maior
risco para circulacdo viral, adjacentes e com ecossistemas semelhantes a area de
transicao, compreendendo os municipios do sul de Minas Gerais e da Bahia e a regido
centro-norte do Espirito Santo (Benchimol, 2001).

No periodo de julho de 2012 a junho de 2013 foi realizado um estudo descritivo
para conhecimento dos casos de FA em humanos, baseado por notificacbes
realizadas ao Centro de Informacgdes Estratégicas em Vigilancia em Saude - CIEVA,
notificacdes a area técnica (Ministério da Saude). Neste periodo foram observados

279 casos humanos suspeitos, sendo a regido Sudeste com o0 maior numero



observado de 143 (51,3%), seguida das regides Centro-Oeste com 52 (18,6%), e Sul,
com 49 (17,6%) (Brasil, 2014).

1.3. Prevencgéo e controle da doenga

Em 2001, foi criado o Plano de Intensificacdo das Acdes de Prevencédo e
Controle da Febre Amarela designada pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS)
com a finalidade de diminuir os casos de FAS e evitar a ocorréncia da transmisséo
urbana, ja erradicada desde 1942 (Silva, 2008).

Para prevenir a doenca, duas importantes iniciativas sdo essenciais: a primeira
€ 0 controle de mosquitos vetores e a segunda, a vacinag¢do. O controle de mosquitos
€ a medida bésica para conter a doenca e as iniciativas empregadas devem ser: evitar
a picada de mosquitos com o uso de repelentes, mosquiteiros e telas protetoras;
eliminacdo de criadouros, tendo como método de primeira escolha o controle
mecanico como remocao e destruicdo através da vedacédo ou eliminacao de qualquer
tipo de depdsito de agua; evitar o acumulo de lixo para reduzir os possiveis criadouros
de mosquitos; controle quimico das larvas do mosquito vetor (larvicidas); e
campanhas de educacdo em saude informando as comunidades sobre as doencas
transmitidas por mosquitos, bem como as medidas adequadas para combaté-los
(Simdes, 2011; Romanos, 2008).

A vacinagéo, a segunda iniciativa, € o método mais eficiente na prevencao de
doencas infecciosas (Benchimol, 2001; Monath et al., 2011).

No Brasil, a vacinacdo é recomendada gratuitamente em crian¢as a partir dos
nove meses de idade, para a populacdo que mora nas areas de risco (endémica,
transicao e risco potencial) e aos viajantes que se conduzem para estas (Silva, 2008).



1.4. Caracteristicas gerais do virus da Febre Amarela

O virus da Febre Amarela (FA) € um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae
do género Flavivirus. Este virus provoca uma infeccdo aguda com um grande niumero
de sintomas clinicos, como febre, dores abdominais, dor de cabeca, calafrios,
nauseas, vomito, dores no corpo, ictericia e hemorragias, com desfecho fatal em 20-
50% dos casos graves. O virus da vacina atenuada (17D) foi desenvolvido por Theiler
e Smith por passagens seriadas. O material utilizado foi obtido de uma amostra
sanguinea de um africano de 28 anos de nome Asibi, sobrevivente da forma benigna
de FA a partir da qual proveio material viral usado para pesquisas em campo e em
laboratério, além de ter dado inicio a cepa Asibi utilizada na producdo da vacina
(Neves et al., 2009).

A figura 3 apresenta o modelo esquematico da particula viral, o qual é
considerado pequeno (40-60 nm), de simetria icosaédrica, e exibe um capsideo
contornado por uma bicamada lipidica onde estéo inseridas, por meio de ancoras
hidrofébicas, as proteinas do envelope (E) e a proteina de membrana (M) no virus

maduro ou pré M (prM) no virus imaturo (Vasconcelos, 2002; Neves, 2013).

Figura 3: Modelo esquematico da particula viral (Flavivirus). Esquerda: virus

imaturo, direita: virus maduro.

Immature 1 Mature

£
‘ & TM Anchor
. | ey
),
) b sE

'0 Stem

—M

Nucleocapsid

Lipid membrané

Fonte: Neves, 2013



O nucleocapsideo é composto por muitas cépias da proteina de capsideo (C)
que contornam uma molécula de RNA fita simples, polaridade positiva com quase 11
quilobases de comprimento, com 10.800 nucleotideos que codificam 3.411
aminoacidos. O RNA viral expressa 7 proteinas nao estruturais (NS-1, NS-2A, NS-2B,
NS-3, NS-4A, NS-4B e NS-5) e trés proteinas estruturais pré M, E e C (Vasconcelos,
2002; Neves, 2013).

As proteinas estruturais codificam a formacao da estrutura basica da particula
viral, o precursor da proteina da membrana, envelope e capsideo, respectivamente,
enquanto as proteinas nao estruturais sao responsaveis pelas atividades reguladoras
e da expresséo do virus. O estudo do genoma do virus da FA é importante para
estabelecer as diferencas genéticas entre as cepas isoladas. Assim, estudos
filogenéticos tém mostrado a existéncia de sete gendtipos do virus, sendo cinco na

Africa e dois na América (Vasconcelos, 2002; Neves, 2013).

1.5. A vacina contra a Febre Amarela

A vacinacao € um dos métodos mais eficientes na prevencédo de doencas
infecciosas. A vacina contra FA é produzida a partir da cepa atenuada 17D do virus
atenuado da FA, cultivada em ovos embrionados de galinha livres de agentes
patogénicos e amplamente utilizada, com aproximadamente 20 milhdes de doses
distribuidas anualmente (Monath et al., 2011). Em 1937, Theiler e Smith iniciaram os
estudos preliminares com a vacina atenuada em humanos desenvolvida por
passagens seriadas da cepa viral Asibi em culturas de células de embrides de
camundongo (18 passagens), de embrides de galinha triturados (50 passagens) e,
finalmente, em culturas de embrides de galinha sem tecido nervoso (152 passagens),
nomeando a cepa resultante atenuada de 17D (Neves, 2013). A definicdo de
passagem é considerada quando realiza-se uma inoculagéo do virus ao hospedeiro,
atualmente séo utilizados como hospedeiros embrides de galinha como meio para
obtencdo de uma cepa com titulo viral alto e de baixa reatogenicidade (reacdo as
vacinas) (Neves, 2013). A figura 4 representa resumidamente as passagens seriadas

da cepa sub-cepa viral 17DD (Neves, 2013).



Figura 4: Histérico das passagens da cepa selvagem Asibi e derivacdo das cepas

vacinais do virus 17D.

O lote semente EPF-374 representa a cultura na passagem 281 do virus na
passagem consecutiva em ovo de galinha. O lote semente primario P3 foi utilizado
no preparo do lote semente 102/84. Este lote da vacina durou até 2002, quando o
lote 993FB013Z foi derivado deste segundo lote semente, que é atualmente utilizado

para a producédo da vacina, estando na passagem de 287.
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Fonte: (adaptada Stock e at., 2012).

Atualmente, a cepa 17D dé& origem a duas sub-cepas presentemente usadas
para a producdo das vacinas comerciais: a 17DD, obtida na passagem 286 da 17D e
utilizada para a producgéo da vacina no Brasil por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, e a 17D-
204, obtida na passagem 204 e utilizada para a producéo da vacina Stamaril® (Sanofi-
Pasteur). (Neves, 2013).

A vacina proporciona, em 95% dos vacinados, imunidade efetiva contra a

doenca no prazo de uma semana (WHO, 2011).



A imunidade persiste por um periodo de 10 anos, e a regulamentagdo sanitaria

internacional exige um reforgco a cada 10 anos a fim de conservar a validade do

certificado de vacinacao (Robertson et al., 1996).

A vacina € adquirida e disponibilizada para as areas endémicas e limitrofes

dessas areas através do Programa Nacional de Imunizagdo — PNI, o qual foi iniciado

em 1973, por deliberagdo do Ministério da Saude, e séo estabelecidos indices

minimos de coberturas vacinais. Como a meta nacional de vacinacao é de 100% para

a vacina contra a febre amarela, desde entdo o programa vem expandindo a oferta da

vacina e ampliando a cobertura vacinal em todo o pais (N6brega; Teixeira; Lanzieri,

2010).

A tabela 1, extraida do Datasus, revela que a cobertura vacinal foi ampla em

todo o Brasil (Datasus, 2009).

Tabela 1: Doses aplicadas por faixa etaria, doses acumuladas, cobertura vacinal e

populacao a ser vacinada no Brasil 2000 a 2009).
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1.6. Imunogenicidade pos-vacinal

Uma infeccao viral aguda € promovida pela acdo da vacinagdo antiamarilica,
pois o virus é facilmente replicado e, apds a administracao da vacina, o sistema imune
torna-se capaz de promover a replicagéo viral em 24 horas (Neves et al., 2009).

Apbs as 24 horas de replicacdo do virus, pode-se observar o pico de viremia,
gue é a presenca de virus no sangue circulante em um ser vivo entre 3 e 7 dias da
vacinacdo (Gaucher et al., 2008). Sabe-se que a resposta imune apresentada pelo
organismo pos-vacinagdo ndo é compreendida inteiramente, porém estudos
mostraram que a acéo de ativacdo/modulacéo seja muito complexa e envolva padrao
misto de citocinas (Silva et al., 2011).

A imunidade inata desencadeia, principalmente, a interleucina (IL)-12 em
neutréfilos e mondcitos e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em neutréfilos (Campi-
Azevedo et al.,, 2012). Observa-se up-regulation do CD28, que € a molécula co-
estimulatoria mais conhecida de linfécitos T, e a CD23 dessas células, indicando,
portanto, ativacdo do sistema (Martins et al., 2008).

A resposta imune inata € um fator importante da resposta vacinal contra a febre
amarela (Neves et al., 2009). Os Estudos realizados tém comprovado o papel crucial
do sistema imune inato na influéncia e qualidade da resposta imune adaptativa
(Takeuchi e Akira, 2007; Steinman e Banchereau, 2007).

O virus vacinal 17D e o virus selvagem sao capazes de replicar em mondcitos
e macrdéfagos humanos, incluindo células de Kupffer (Liprand e Walder, 1983;
Marianneau, et al., 1999; Barros, Thomazini e Figueiredo, 2004).

O virus 17D também é capaz de replicar, minimamente, em células dendriticas
humanas sem causar morte por apoptose, porém, sendo regular para apresentacao
de epitopos enddgenos e recombinantes as células T e o estimulo de alguns
receptores Toll-like (responsaveis pelo reconhecimento de varias vias de padrdes de
reconhecimento de patégenos (PAMPs — Pathogen-associated Molecular Patterns)
expressos por um amplo espectro de agentes infecciosos (Palmer et al., 2007; Barba-
Spaeth et al., 2005; Querec et al., 2006; Neves et al., 2009).

Essa replicacéo viral também resulta na producdo de quimiocinas e citocinas

pro-inflamatorias 1P-10 (CXCL10), interleucina (IL)-1a, IL-1 e TNF-a induz uma
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resposta de interferon do tipo | (IFN-o/B), com maturacdo e ativacdo de células
dendriticas no sangue periférico (Silva, 2011).

Recente estudo demonstrou que a interagdo do virus com diferentes TLRs
(Receptor toll like) tem sugerido o balango de citocinas Thl e Th2 produzido pelas
células ativadas e € possivel que os componentes ndo virais da vacina, também,
possam influenciar neste equilibrio (Querec e Pulendran, 2007; Gaucher et al., 2007).

Neves e colaboradores (2009) demonstraram a presenca de células NK
(Natural Killer — matadoras naturais) ativadas na resposta imune a vacinacao
antiamarilica 17DD, assim como, um aumento da expressdo de TLR3 e TLR9
paralelamente a uma ativacdo precoce destas células, no dia 2 (embora néo
significativo) e significativos nos dias 4 e 7 apds a vacinacdo (Neves et al., 2009;
Campi-Azevedo et al., 2012).

Uma avaliacdo realizada para as citocinas intracitoplasmaticas demonstrou
uma resposta imune com aspecto misto de producéo de citocinas inflamatorias (IFN-
o/f TNF-a. e IL-12) e moduladoras (IL-5 e IL-10) por células da imunidade inata e
adaptativa apés a vacinacao (Silva, 2005).

Santos e colaboradores (2008) também confirmaram uma resposta mista de
citocinas (aumento de IFN-y e IL-4) 15 dias ap6s imunizacao (Santos et al., 2008).

Foi demonstrado que no dia 7 apdés a vacinacdo houve uma reducao
significativa das células NK ativadas circulantes, seguida de uma resposta
compensatoria no dia 15, comprovada pelo aumento de presenca das células pré-NK
(CD3", CD16" e CD56) e reducao das células maduras (Martins et al., 2008). Também
observou-se neste mesmo tempo uma elevacao de IFN-Y (Campi-Azevedo et al.,
2012) e 0 aumento dos componentes do sistema complemento C1QA, C10B, C3AR1
e SERPING1 (Gaucher et. al., 2008).

As células NK sdo responsaveis por atuarem na primeira fase da resposta,
restringindo a propagacao do patégeno. Estas células sédo capazes de selecionar as
DC (células dendriticas) apropriadas para exposicdo aos linfocitos T em
compartimentos linfoides. Essas também causam a maturacdo das DC e producao de
citocinas. Um estudo demostrou que as células dendriticas incubadas com o virus in
vitro promoveram um aumento significativo de IL-1B3. Genes relacionados a
macrofagos e a DC foram induzidos pela vacina, entre eles CD8, CSF1R, MARCO e
IF16 (Gaucher, et al., 2008).
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A inducéo parece estar relacionada ao desenvolvimento de memoria imunitaria
contra o virus amarilico (Campi-Azevedo et al., 2012). A ativacdo das DC mieloides e
plasmocitoides via TLR2, TLR8 e TLR9, promove a producdo de citocinas pro-
inflamatorias potentes, incluindo IFN-a (Martins et al., 2007). Portanto, a resposta inata
modula a qualidade e quantidade das células T e B (Neves et al., 2009).

O aumento da IL-10R pela maioria das células da imunidade inata ocorre em
maior magnitude no 15° dia pds-vacinacdo. A modulacao positiva (up-regulation) do
CD16 em neutrdfilos ocorre no 7° dia e CD32 em mondcitos ocorrem no 7°, 15° e 30°
dia. Estas ativagfes demonstram a presenca de padrao imunomodulatério na resposta
ao virus vacinal (Martins et al., 2008).

Uma caracteristica importante da vacina antiamarilica é a apresentacdo de uma
resposta T mais ampla, por ser fabricada a partir de virus vivo atenuado (Wrammert
et al., 2009). Espera-se que o acionamento das células TCD8 ocorra por volta do 7°
dia pés-vacinal e este fato é considerado significante devido ao perfil de expressao de
moléculas de adeséo que ocorre nesse periodo, compondo-se de uma porcentagem
reduzida de células CD8* e CD62L" (Martins et al., 2007). Além disso foi observado
um pico de TCD8, no 15° dia apds a vacinacao (Wrammert et al., 2009). Além disso,
foram observadas diferentes cinéticas de ativacao nos linfocitos TCD4 e CD8, uma no
7° dia com um aumento da proporcéo de células TCD8 com marcadores de ativacéao
inicial CD69 e de TCD4 com marcadores de ativacao tardia (HLA-DR*), a comparar-
se com o dia 0 (Martins et al., 2007).

Outras caracteristicas de ativacdo como o aumento de CD38 e Ki67 e reducao
do BCL-2 também ocorrem no 15° dia. A passagem das células TCD8 efetoras para
célula T de memoria ocorre de forma progressiva, sendo observada por algumas
semanas (Wrammert et al., 2009).

Observa-se, no 15° dia, a up-regulation de marcadores relacionados a resposta
tipo 1 (CXCR3) e um pico da resposta TCD8, quando 4-13% dessas células
expressam CD38 e HLA-DR (Martins et al., 2007). Contudo, o melhor receptor
associado com a ativacdo das células TCD4 e TCD8 no 30° dia, € o CCR2, tipo zero
(Martins et al., 2007).

As células B sofrem um processo de ativacdo e modulacdo apos a

primovacinacdo. E notada a baixa presenca de células CD19* circulantes no dia 7.
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No entanto, no 15° dia, € observada uma elevacdo das caracteristicas
fenotipicas de ativacdo e modulacao. A ativagdo ocorre pelo aumento da porcentagem
de células CD19* e CD69* enquanto a modulacdo pelo aumento da expresséo de
CD32 e reducéo das células CD19* e CD23* associada ha diferentes falhas nas
respostas imunes mediada por citocinas (Neves et al., 2009; Martins et al., 2007).

Nesse caso, a falha pode ser observada durante o perfil inflamatorio da
imunidade inata, notadamente de IL-12 e IFN-y derivada de neutréfilos e mondcitos.
Ha deficiéncia IL-1 e IL-2 produzidas pelas células TCD4* e IL-4 produzidas por
células TCD8*. A revacinacao é capaz de ajustar a falha em pacientes inicialmente
soronegativos. Ja nas criancas primovacinadas, o perfil de citocina apés a vacina 17D
ou 17DD inclui as seguintes citocinas pela ordem: IL-10, IL-5, IFN-Y, IL-4, TNF-qa, e
IL-12 (Campi-Azevedo et al., 2012).

A vacina 17D leva a producdo de anticorpos neutralizantes da subclasse IgM
apos o 7° dia da vacinagdo, com pico em 2 semanas. Nas primeiras 4-6 semanas, 0S
titulos de IgM sdo mais altos do que a subclasse IgG, podendo persistir por até 18
meses. Ja os anticorpos IgG podem permanecer por mais de 40 anos (Pulendran,
20009).

Assim sendo, tendo como apoio o padrdo de marcadores e citocinas ja
estudados, considera-se que a resposta imune ap6s a primovacinacdo é de padrédo
misto, como relevante a imunidade inata e adaptativa (Campi-Azevedo et al., 2012;
Martins et al., 2007).

1.6.1. Efetividade da vacina

A efetividade da vacina é avaliada segundo as interferéncias que a mesma
promove, como o0s titulos minimos de anticorpos neutralizantes que foram
considerados em niveis protetores estimados a partir de estudos de dose-reposta em
macacos Rhesus, expostos ao virus ativo. Os estudos ndo foram realizados em
humanos, pois a exposi¢ao intencional fere principios éticos, outras inferéncias sdo: a
diminuicdo de novos casos nos paises onde h& vacinagdo e a competéncia de

estimular a producéo de anticorpos neutralizantes (Gotuzzo et al., 2013). Em casos
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de imunizacdo passiva, 0s anticorpos neutralizantes, sdo capazes de proteger contra
a doenca (Monath, 2013).

Desde sua descoberta, a vacina contra a febre amarela tem oferecido protecéao
eficaz e segura contra a doenca. A ampla cobertura vacinal comprova que a menor
ocorréncia da doenca ocorre em regides com o0 programa de imunizagédo efetivo,
sendo essa uma estratégia eficaz de prevencdo. A vacina estimula uma resposta
imunologica complexa que vai envolver um padrdo misto/regulatorio de citocinas
(representado por IFN-y, TNF-a* Células T, e células B) em individuos saudaveis.
Para esse grupo, a resposta imune humoral, representada por anticorpos
neutralizantes, é duradoura. Erros nas construcdes da resposta inata e/ou humoral
podem gerar uma maior ocorréncia de eventos adversos e/ou reducao da resposta
vacinal (Campi-Azevedo et al., 2012).

Testes imunolégicos facilmente executaveis permitem o mapeamento rapido
das areas endémicas e auxiliam a decidir as acdes importantes para o controle da
doenca. Por isso, o desenvolvimento de diferentes técnicas tem sido constante. Um
dos primeiros testes desenvolvidos para avaliagdo da protecéo foi realizado em ratos
(mouse protection tests), descrito em 1931. O teste era realizado através da
inoculacdo de soro ou virus na cavidade peritoneal dos animais e aqueles que
sobrevivessem eram considerados imunes (Sawyer et al., 1931).

Apbs o aparecimento da vacina em 1937, outras técnicas para avaliar a
resposta imune protetora também foram estudadas. O teste de imunofluorescéncia, o
ELISA, o teste de inibicdo da hemaglutinacéo e o teste de neutralizacdo por reducéo
em placas (PRNT - Plaque Reduction Neutralization Test) sdo ensaios que podem

avaliar a imunidade contra a febre amarela (Niedrig et al., 1999).

1.7. Eventos adversos associados a vacina de Febre Amarela

A vacina da FA que é administrada pela via subcutédnea é considerada segura,
eficaz e altamente imunogénica, mas, pode levar a eventos adversos. O quadro 1
apresenta os eventos adversos, sendo que, a queixa primaria mais frequente € a dor

no local de aplicacao, de curta duracéo (primeiro e segundo dias depois da aplicacao),
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autolimitada e de intensidade leve ou moderada. Como reclamacdes secundarias sao

apontadas a inflamacéo, cefaleia de fraca intensidade, mialgia, dor lombar e elevacéo

transitoria de transaminases que, normalmente, ocorrem entre 2 a 11 dias da

vacinacao (Oliveira et al., 2013; Brasil, 2008).

Os eventos adversos mais severos registrados sao a anafilaxia, que ocorre em

pacientes alérgicos ao ovo ou a gelatina utilizada na fabricagdo da vacina, a doenca

neurotropica causada por uma infeccdo que compromete as funcdes cerebrais, e a

doenca viscerotropica — uma infeccdo que compromete o funcionamento do figado e

dos 6rgdos viscerais, caracterizada por uma sindrome ictero-hemorragica (Monath et

al., 2011; Klaus et al., 2010).

Quadro 1: Eventos adversos da vacina de Febre de Amarela.

EVENTO
ADVERSO

DESCRICAO

TEMPO

APLICACAO/EVENTO

FREQUENCIA

CONDUTA

OBSERVACAO

Manifestacdes
locais

Dor, eritema e
endurecimento
por 1 a 2 dias.

1-2 dias

~ 4%

Notificar
abscessos, lesdes
extensas ou com
limitacdo de
movimentos, e
casos ndo graves
muito frequentes.

Revacinacao
contraindicada

Manifestacdes
gerais

Febre, mialgia e
cefaleia.
Sintomas leves
por 1-2dias

A partir do 3° dia

<4% (menor
em
revacinados)

Notificar/investigar
aglomerados de
casos; nao
contraindica
revacinacao.

Buscar casos
em nao
vacinados

Urticaria, sibilos,
laringoespasmos,

Ver EAPV

Revacinacédo

Hipersensibilidade | edema de labios, Menos de 2 horas 2 por milhédo | comuns a varios O
. . . NP contraindicada
hipotenséo, imunobioldgicos.
choque.
Notificar e
Febre, mvestlga,r também
. meningismos . lem22 outras smdromes Revacinacéo
Encefalite . 7-21 dias o neurolégicas N
convulsodes, milhdes ; contraindicada
graves;
torpor. . o
diagndstico
diferencial.
Doenca . . <1 para . NQtlflcaan N
: . Sindrome ictero- o . imediata e coleta | Revacinacao
viscerotropica . Primeiros 10 dias 450.000 -
hemorragica. urgente de contraindicada
aguda doses -
espécimes.

Fonte: Brasil,2014.
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A vacina contra a FA é altamente imunogénica, bem tolerada, segura e
rarissimos sao os relatos de eventos adversos graves. O Brasil disp6e de um dos mais
bem-sucedidos programas de imunizacé&o e criou um sistema de vigilancia de Eventos

Adversos Pés-vacinacao (EAPV) em ambito nacional em 1998 (Waldman et al., 2011).

1.8. Seguranca das vacinas

Nos ultimos anos tem-se defendido muito a seguranca dos imunobiologicos
devido ao alto nimero de doses aplicadas de vacinas oriundas do PNI e este, talvez,
seja o principal requisito de uma vacina, ja que € um produto fabricado de uma fonte
biolégica destinada a proteger quem nao esta doente; logo, ndo se trata de reverter
um quadro de doenga, mas sim impedir uma ocorréncia. Por isso, a perspectiva em
relacdo a seguranca das vacinas é alta por ser aplicada a pessoas sadias (Moura,
2009; Waldman et al., 2011).

Para garantir a seguranca de uma vacina, faz-se necessario o
desenvolvimento de processos de producdo consistentes, robustos e reprodutiveis,
testes de controle e seguranca extensos e vigilancia pos “marketing” (Waldman et al.,
2011).

Para a promocao confiavel do desenvolvimento de processo de producdo e
controle de qualidade, fez-se necessario a publicacdo de requerimentos e guias para
garantir niveis de qualidade minimos, criados pelas agéncias reguladoras como “Food
and Drug Administration” (FDA) e “European Directorate for the Quality of Medicines”
(EDQM) — Farmacopéia Européia (Ph. Eur.). Com base nestes documentos, tem-se
melhorado os processos fabris e, garantido vacinas mais seguras e de altissima
qualidade (Moura, 2009).

No Brasil, com perfil parecido a FDA, foi fundada em 26 de janeiro de 1999 a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cujo desempenho regulador vem
gerenciando a protecdo da saude da populacdo através do controle sanitario e da
comercializacao dos produtos e servigcos (Hokama, 2005).

Em 16 de abril de 2010, a ANVISA deliberou a Resolucdo da Diretoria

Colegiada (RDC) n® 17, com o objetivo de estabelecer os requisitos minimos a serem
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seguidos na fabricacdo de medicamentos para padronizar a verificagcdo do
cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo de medicamentos (BPF) de uso
humano durante as inspec¢des sanitarias. Um dos requerimentos desta norma é que
os fabricantes tenham um programa de garantia da qualidade (Brasil, 2010 (b)).

A garantia da qualidade tem por objetivo de implementar o Sistema de Gestao
da Qualidade (SGQ) que esta baseado em politicas, processos, manual da qualidade
e documentos que se referem aos procedimentos e instrucdes de trabalho, os quais
devem ser disseminados a todos os envolvidos de uma organizacdo. A pratica do
SGQ incorporado as BPF visa diminuir, de modo significativo, os riscos inerentes a
qualquer linha de producéo farmacéutica garantindo assim um produto final mais

seguro a populacao (Hokama, 2005).

1.9. Controle de qualidade da Vacina de Febre Amarela

Segundo as normas vigentes das BPF, o Controle Qualidade é responsavel por
garantir que os procedimentos referentes a amostragem, especificacdes, ensaios,
procedimentos de organizacdo, documentacdo e procedimentos de liberacdo que
asseguram gue 0S ensaios necessarios e relevantes sejam executados e que 0sS
materiais ndo sejam liberados para uso, nem os produtos liberados para venda ou
fornecimento, até que a qualidade dos mesmos seja julgada satisfatéria. O controle
de qualidade nao deve limitar-se as operacdes laboratoriais, também deve estar
envolvido em todas as decisdes relacionadas a qualidade do produto (Roca et al.,
2007).

Portanto, resumidamente, o Controle de Qualidade (CQ) € um conjunto
sistemético de analises destinadas a avaliar, se um produto cumpre com as
especificacdes estabelecidas, visando comprovar a qualidade do produto fabricado do
inicio ao final do processo (Hokama, 2005).

O conjunto sistematico de medidas para garantir a qualidade de um
medicamento foi, ao longo dos anos, avancando nos setores da esfera publica
responsaveis pela producéo e comercializagdo de vacinas, o qual foi marcado por um

fato historico que ocorreu em 1981, quando foi verificada que a vacina importada da
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lugoslavia que seria utilizada na campanha contra a poliomielite apresentava uma néao
conformidade pela alteracdo de cor e presenca de impurezas em alguns frascos.
Devido a este problema, foram adiados os dias nacionais de vacinacéao, previstos para
julho e agosto daquele ano e desde entédo tem-se melhorado os controles de processo
realizados durante a producgdo, assim como os testes em laboratorio para a liberacéo
das vacinas (Ponte, 2003).

Atualmente, para garantir a qualidade da vacina de febre amarela (atenuada)
de Bio-Manguinhos, sao realizados testes importantes desde a producéo até o produto
terminado, isto é, aquele que sera administrado na populagéo. As etapas de avaliacdo
da qualidade do produto que estd sendo produzido ocorrem ap0s os preparos da
suspensao viral estabilizada, produto a granel e produto terminado, conforme

representadas na tabela 2 (Reisdorfer, 2011).

Tabela 2: Testes realizados na vacina de Febre Amarela.

Fases da Vacina Testes realizados
Suspenséao viral | Esterilidade, poténcia, micobactéria, leucose aviaria,
estabilizada agentes adventicios, micoplasma.
Produto a granel Esterilidade, poténcia e micoplasma.
Produto terminado Aspecto, poténcia, termoestabilidade, umidade

residual, identidade, esterilidade, endotoxinas
bacterianas, ovoalbumina residual e nitrogénio
proteico.
Fonte: adaptado de Reisdorfer, 2011.

A suspensdo viral estabilizada € um composto de embrides de galinha
triturados e centrifugados com estabilizadores; ja para producéo do produto a granel,
na suspensao viral estabilizada sao adicionados outros estabilizadores e antibioticos.
Finalmente, ocorre o envase do produto e posterior liofilizacdo, dando origem ao
produto terminado. Apds a aprovacao pelo controle de qualidade, os frascos séo
rotulados e embalados (Reisdérfer, 2011).

Desde 1983 o Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude (INCQS)
vem certificando as vacinas utilizadas no PNI com teste de avaliacdo da qualidade do
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produto final e isto tem garantido a populacdo o fornecimento de vacinas seguras

devido ao rigoroso controle de qualidade (Ponte, 2003).

As especificacfes adotadas para a liberacdo do produto terminado da vacina

febre amarela (atenuada) estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Especificacdes da vacina de febre amarela Bio-Manguinhos.

Teste Especificacao
Aspecto Forma liofilizada que apds a reconstituicdo pode
apresentar coloracao.
Poténcia 1000 DLso equivalente a 3,73 UFP/dose ou 3,00 Ul/dose.

Termoestabilidade

Apés permanecer por 14 dias armazenada a 37 °C, a
vacina deve estar com o titulo de 1000 DLso equivalente a
3,73 UFP/dose ou 3,00 Ul/dose e nao menos que 1log 10
em relacdo ao titulo da poténcia.

Umidade residual < 3%

Identidade Positivo.

Esterilidade Auséncia de crescimento bacteriano e fungico.
Endotoxina < 10 UE/mL

bacteriana

Ovoalbumina < 5 ug/dose

residual

Nitrogénio proteico | <5 mg/dose

Fonte: adaptado de Reisdorfer, 2011.

1.10. Ensaios para deteccdo viral e avaliacdo da imunogenicidade

1.10.1. Isolamento e quantificacdo do virus da Febre Amarela

Para o isolamento e quantificagao do virus da Febre Amarela tem sido utilizada

na rotina dos laborat6rios, a unido de técnicas que permitam o diagndstico preciso da

19



doenca, o uso paralelo de mais de uma técnica favorece tanto o paciente quanto o
analisador um diagnéstico confiavel (Brasil, 2008).

Para um diagnostico especifico da Febre Amarela € recomendado que as
amostras de sangue ou soro sejam coletadas nos primeiros cinco dias apés o inicio
da febre e o isolamento é realizado por técnicas de inoculagédo do material em culturas
celulares e por técnicas de deteccao de antigenos virais e/ou acido nucléico viral por
reacao em cadeia da polimerase antecedida por transcricéo reversa do RNA viral (RT-
PCR) — um método mais rapido (Benchimol, 2001; Figueiredo, 2006).

Nas técnicas de isolamento podem ser detectados antigenos ou acido nucleico
viral no sangue humano, de macacos e mosquitos, mediante os seguintes métodos:

e Imunofluorescéncia: € uma técnica que permite a visualizacdo de
antigenos nos tecidos ou em suspensfes celulares utilizando corantes
fluorescentes, que absorvem luz e a emitem num determinado
comprimento de onda. Pode ser feita apds o isolamento viral, pelo
método direto ou indireto (Brasil, 2008).

¢ Imuno-histoquimica: a amostra do tecido utilizado para o diagndstico
histopatolégico pode ser também utilizada para a deteccao do virus nos
ensaios de imuno-histoquimico. Para isso, os tecidos sao fixados em
formalina, utilizando anticorpo marcado com uma enzima (fostafase
alcalina ou peroxidase) (Santana et al., 2014).

e Hibridizacao in situ: € uma técnica pela qual se identificam sequéncias
especificas de nucleotideos em células ou cortes histoldgicos. Estas
podem ser de DNA ou RNA, endbgenas, bacterianas ou virais. A
deteccdo dos genomas virais especificos faz-se pelo uso de sondas
radioativas (radiois6topos) ou ndo radioativas (enzimas), inclusive em
materiais conservados por muitos anos (Brasil, 2008).

e Reacao em cadeia da polimerase com transcricdo reversa{RT-PCR): é
uma técnica utilizada para a deteccao de quantidades minimas de &acido
nucleico viral presente nas amostras, realizado pela amplificacéo do c-
DNA obtido a partir do RNA viral empregando sondas (primers)
adequadas para amplificar sequéncias especificas do virus da febre

amarela. O bom desempenho desse método depende em parte da
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preservacdo do espécime clinico, sendo recomendado manté-los em

baixa temperatura (Brasil, 2008).

1.10.2. Ensaios sorolégicos para avaliacdo da imunogenicidade

Os testes soroldgicos séo realizados em individuos que estejam com 5 dias de
infeccdo. Sao eles: testes de reacdo imunoenzimatica de captura de IgM (MAC-
ELISA), de inibicdo da hemaglutinagéo (IH), teste de neutralizacao (N) e o de fixagao
de complemento (FC). Dentre eles, o mais empregado devido a sua praticidade e seu
baixo custo sdos 0s que se baseiam na interacdo de alguns antigenos virais com
anticorpos especificos (Araujo et al., 2002).

O ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay — ensaio imunoenziméatico)
para IgM é especifico em casos de infeccdo primaria, pois oferece um diagndstico
presuntivo rapido. Porém reacdes cruzadas podem ocorrer ao longo do tempo e em
casos de exposicdo prévia a outros flavivirus; por isso, torna-se importante conhecer
a histéria clinica e epidemiolégica do paciente (Simdes, 2011; Vasconcelos, 2002).

O principio dos ensaios imunoenzimaticos consiste na detecgdo de anticorpos
especificos no soro ou plasma sanguineo, que € realizada pela reacdo antigeno-
anticorpo, onde uma das duas moléculas é conjugada com uma enzima como, por
exemplo, a peroxidase. Utiliza-se também uma substancia cromogénica e um
substrato especifico para a enzima. Uma resposta positiva para o teste indica a
presenca de cor, significando que houve reacdo de um antigeno ao anticorpo. Este
ensaio permite uma analise quantitativa do resultado (Stephens et al, 2009).

No teste IH, o virus da FA tem a caracteristica de hemaglutinacao; entéo,
hemécias de aves sdo misturadas ao soro do paciente, pois é reconhecida a
capacidade de bloqueio do virus pela sua ligagdo com o anticorpo especifico.

Assim, se 0 soro testado contiver os anticorpos j4 havera a formagédo do
complexo antigeno-anticorpo e, desta forma, ndo ocorrera a hemaglutinacao,
confirmando a presenca dos anticorpos especificos. Equivalentemente, a auséncia de

anticorpos contra o virus permitira a hemaglutinacdo. Uma limitacdo para o uso do
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teste é a inespecificidade, pois ele ndo faz distincdo entre IgG e IgM, sendo
caracterizado como um teste pouco especifico (Simdes, 2011).

A técnica de neutralizacdo com anticorpos baseia-se na aplicacdo de virus em
cultura de células como, por exemplo, as células VERO e bloqueio da replicacao viral
por anticorpos neutralizantes vindos do soro do paciente. Este método avalia a
competéncia dos anticorpos presentes nas amostras de soro do paciente em
neutralizar os virus, ou seja, diminuir ou eliminar o efeito citopatico, que corresponde
ao dano que o virus causa a célula infectada (Stephens et al., 2009).

O PRNT - Plague Reduction Neutralization Test — teste de neutralizacdo por
reducéo de placa de lise), € um ensaio de diagnostico sorolégico, sendo considerado
mais sensivel e mais especifico em amostras de soro convalescente. E utilizado para
guantificar a concentracdo de anticorpos neutralizantes 1gG e IgM (Simdes et al.,
2012; Maeda & Maeda, 2013).

O PRNT, inicialmente descrito em 1969, é considerado o padréo ouro (Niedrig
et al., 1999) para afericdo da habilidade do soro em neutralizar o virus amarilico. A
técnica utiliza cultura de células em monocamada e a atividade neutralizante &
determinada a partir de diluicdes seriadas do virus 17D (Jonker; Visser; Roukens,
2013).

Embora o PRNT seja o0 método padrao ouro para determinacdo de anticorpos
neutralizantes, existem diferencas metodoldgicas entre os laboratérios que podem
gerar um problema na reprodutibilidade do método. Por isso, ha necessidade do uso
de controles positivos e negativos para melhor controle de qualidade, justificando a
padronizacao do uso de unidades internacionais como unidade de medida (Niedrig et
al., 1999; Grobusch et al., 2013).

Esta técnica apresenta algumas particularidades que precisam ser
consideradas, tais como alto custo analitico devido ao tempo que leva para emissao
de um resultado, pessoal eficientemente treinado, equipamentos e iNnsumos
especificos e ndo sendo, portanto, facilmente passivel de producéo elevada, tornando
dificil a sua utilizacdo em grande escala (Simdes, 2011; Maeda & Maeda, 2013).

O teste de FC pode ser usado para determinar a presenca ou quantificar
antigenos ou anticorpos, quando um dos elementos € conhecido (Seadi, 1998).

A deteccdo da presenca, isto é, reacdo qualitativa, ocorre quando temos uma

reagdo antigeno/anticorpo e subsequentemente a fixacdo do complemento. Assim,
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uma amostra sorologica que ndo contém anticorpos especificos para o antigeno em
questdo ndo fixa o complemento. E quando ocorre a investigacdo de um antigeno com
um soro conhecido, e este ndo esta presente na amostra testada igualmente, nao
fixara o complemento (Seadi, 1998).

As reacg0fes de quantificacdo adotam o mesmo principio da reagéo qualitativa,
somente sdo realizadas diluicdes seriadas do soro em teste e sdo adicionadas
guantidades fixas de antigeno (Seadi, 1998).

O quadro 2 apresenta resumidamente as vantagens e desvantagens dos
ensaios sorologicos de maneira geral (Maeda & Maeda, 2013).

A peculiaridade de cada teste foi evidenciada pelos estudos de validacao das
técnicas, o qual tem como objetivo a confirmacdo por ensaio e fornecimento de
evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sao atendidos (Brasil, 2003; Brasil, 2012).

Quadro 2: Propriedades de alguns flavivirus utilizados frequentemente nos protocolos
de sorodiagnastico.

. L Anticorpo : x
Sorodiagnéstico detectado Vantagens Aplicagcao Desvantagens
Diferentes resultados
Facilidade de obtidos entre uma
utilizacdo. Remocéo Aparecimento de infec@o priméria e uma
MAC-ELISA IgM ndo especifica de uma infecdo aguda secundéria.
anticorpos de ligacéo ou recente. Persisténcia da
(lavagens). resposta de IgM por
anos.
Nenhum exigéncia : o
: Diferenciacéo entre
para quaisquer |
anticorpos. Nenhuma grupos, complexos, €
es ecific.idade de tipo especifico de
IH IgG, IgM pes écies determinantes. Alta reagdo cruzada.
pecies. Aplicacéo em
Nenhuma exigéncia
! gualquer amostra de
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Fonte: Adaptado de Maeda & Maeda, 2013.

1.11. Desenvolvimento de métodos alternativos (passado, futuro e avangos)

Tradicionalmente, o uso de animais no desenvolvimento de uma pesquisa é
uma pratica bastante comum, tém um papel importante no controle de qualidade dos
lotes de vacinas, e, logo, a utilizacdo de animais para estes propdésitos € enorme. Foi
realizada uma previsdo na Europa de que cerca de 10% do numero total de animais
de laboratério utilizados séo requeridos para os testes de seguranca e poténcia de
vacinas para aplicagdo veterinaria e humana, entretanto este procedimento tem sido
motivo de varios questionamentos, especialmente de caréater ético, em virtude do alto
namero de animais utilizados e do sofrimento durante os experimentos (Hendriksen et
al., 1998).

Por esse motivo, tem-se avaliado a utilizagdo de animais e isso tem gerado um
movimento mundial, solidificado a partir da iniciativa de diversas instituicbes que
avaliam o desenvolvimento, a validacdo de novos métodos alternativos e a
implementacgdo regulatdria de testes alternativos, a fim de certificar e harmonizar o
uso dos mesmos em diversos paises. (Cazarin et al., 2004).

Um exemplo € a utilizacdo de células VERO para o uso no desenvolvimento de
vacinas e procedimentos analiticos que, sao oriundas de linhagens
de células isoladas dorimde um macaco verde africano (Chlorocebus sp.)
anteriormente chamados Cercopithe cusaethiops.

A linhagem foi desenvolvida em 1962, por Yasumura e Kawakita

na Universidade de Chiba em Chiba, Jap&o (Alves e Guimaréaes, 2010).
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Futuramente, a previsdo € a redugcdo do numero total de animais e isto seria
promovido por algumas razdes, nomeadamente:

a) o establecimento de um novo conceito de controle de qualidade das vacinas;

b) a atencdo que esta sendo gerada ao desenvolvimento e implementacéo de
métodos alternativos; e

C) a pesquisa e o desenvolvimento de novas geracoes de vacinas (Hendriksen,
et al., 1998).

Paralelamente a estas mudancas, ja foi fundamentado o programa
internacionalmente reconhecido chamado de 3Rs (Reduction, Refinement,
Replacement), que visa a reducdo do numero de animais em pesquisas, a dor, 0
desconforto dos mesmos, e a busca de alternativas aos experimentos in vivo. O
programa 3Rs foi iniciado em 1954, num projeto realizado pela Federacdo das
Universidades para o Bem-estar Animal (The Universities Federation for Animal
Welfare — UFAWS), que derivou na publicacdo dos Principios das Técnicas
Experimentais Humanas (The Principles of Humane Experimental Techniques) em
1959, por Willian Russell e Rex Burch, que foram os mentores desta filosofia.
Entretanto, o fortalecimento desta filosofia sé foi alcancado em 2000, quando foi
anunciada oficialmente os planos de extinguir o teste de DL 50 (Test Guideline 401)
de seus protocolos, em favor dos 3Rs (Cazarin et al., 2004).

E importante destacar que métodos alternativos in vitro validados, genuinos e
aceitos com propadsito regulatorio, ainda sdo vistos como uma meta e ndo como um
fato concreto, apesar das opinides vastamente incorporadas por cientistas, por
organizagcdes nao governamentais e por algumas agéncias regulamentadoras.
Atualmente, os métodos alternativos sdo considerados um avanco e uma
oportunidade de aquisicdo de beneficios cientificos, econbmicos e humanitarios
(Cazarin et al., 2004).

1.12. Conceitos basicos na validacdo de um teste bioanalitico

A validacdo de métodos € primordial para o Sistema da Garantia da Qualidade.
A RDC N° 27, de 17/05/2012 (ANVISA), foi escrita para estabelecer os requisitos

minimos para a validagdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos para
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registro e pos-registro de medicamentos no Brasil, sendo utilizada como referéncia, a
qual objetiva o fornecimento de evidéncia, de que os requisitos especificos para um
determinado uso pretendido séo atendidos, isto €, a validacao permite demonstrar que
o método é adequado para o uso, avaliando o método, a determinacdo das
caracteristicas e verificacdo de que os requisitos podem ser atendidos (Brasil, 2003;
Barros, 2002).

A validacdo de um meétodo ndo é apenas justificada pela demonstracdo da
confiabilidade dos resultados obtidos, mas também pela importancia e necessidade
de implementacdo dos sistemas da qualidade para atendimentos aos requisitos
técnicos, legais e comercias, apesar da existéncia de poucas normas e diretrizes
oficiais na harmonizacdo durante a execucdo dos procedimentos de validacéo
(Possas, 2014).

Um teste bioanalitico € aquele em que o tipo de amostra a ser analisada é
oriundo de amostras biolégicas, devido a diversos fatores analiticos e bioldgicos, e
tipicamente apresenta uma maior variabilidade do que os testes quimicos (Possas,
2014).

Métodos normalizados, como os compendiais, sdo métodos validados, isto é,
sdo ensaios satisfatoriamente avaliados e aprovados, portanto ndo sendo preciso
realizar o procedimento completo de validacédo desde que alteragdes importantes que
possam comprometer o desempenho do ensaio ndo sejam inseridas no método.
Entretanto, a consonancia do método normalizado deve ser verificada sob condi¢cdes
reais de uso (Brasil, 2003).

A validacdo de um novo método, ou seja, de um ensaio desenvolvido
internamente pelo laboratério deve ser efetuada apds selecdo, desenvolvimento e
otimizacao do método (Barros, 2002).

A RDC n° 27/2012 estabelece os ensaios que devem ser avaliados para
garantir a efetividade dos métodos bioanaliticos: precisdo, exatiddo, curva de
calibracdo, efeito residual, efeito matriz, seletividade e estabilidade. Porém, a
aplicacdo desses parametros deve ser pertinente ao método, sendo necessario
analisar o impacto e a criticidade que possa afetar a confiabilidade da metodologia
(Brasil, 2012).

Os conceitos definidos na RDC n° 27/2012 sao:
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1- Curva de calibragdo: relacdo entre a resposta do instrumento e a
concentragéo conhecida do analito. A curva de calibragéo define as amostras:
e Amostra de controle de qualidade (amostra de CQ): amostra de matriz
adicionada do analito em concentracao especifica, usada para validar e
monitorar o desempenho de um método bioanalitico.

e Amostra de controle de qualidade de alta concentracdo (amostra de
CQA): amostra de matriz adicionada do analito em concentracao entre
75 e 85% da maior concentracdo da curva de calibragéo.

e Amostra de controle de qualidade de baixa concentracdo (amostra de
CQB): amostra de matriz adicionada do analito em concentracao até trés
vezes o limite inferior de quantificacdo do método (LIQ).

e Amostra de controle de qualidade de diluicAo (amostra de CQD):
amostra de matriz adicionada do analito em concentracdo acima da
maior concentracdo da curva de calibracdo (LSQ).

e Amostra de controle de qualidade de média concentracdo (amostra de
CQM): amostra de matriz adicionada do analito em concentracéo
préxima a média entre os limites inferior e superior de quantificacao.

e Limite inferior de quantificacdo (LIQ): menor concentracao do analito na
curva de calibracédo preparada na matriz.

2- Seletividade: capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito e
padrao interno (PI) na presenca de outros componentes da amostra.

3- Precisdo: proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericdes de
multiplas aliquotas de uma Unica fonte de matriz.

4- Exatiddo: concordancia entre o resultado de um ensaio e um valor de
referéncia.

A Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (Brasil, 2003), definiu os

limites de deteccao e de quantificacédo, que séo:

1-Limite de deteccdo: é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob
as condi¢des experimentais estabelecidas.

2- Limite de quantificacdo: é a menor quantidade do analito em uma amostra
gue pode ser determinada com preciséo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des

experimentais estabelecidas (Brasil, 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

O PRNT é um teste padrdo empregado na avaliacdo da eficacia vacinal e
apresenta frente a outros testes de sorologia, maior especificidade na deteccéo e
quantificacdo de anticorpos neutralizantes. No entanto, 0 PRNT demanda tempo para
a obtencéo de um resultado e pode também apresentar variabilidade se as etapas do
processo nao estiverem bem estabelecidas e com critérios de aceitacao definidos, ja
gue a sua execucdo demanda certos cuidados, tais como: manutencdo de cultura
celular, equipamentos e insumos especificos e analistas bem treinados e experientes
(devido a forma de leitura visual do resultado) e pelas longas etapas do procedimento
— estima-se um minimo 14 dias. Por isso, considera-se dificil sua execu¢do em grande
escala. O método alternativo foi desenvolvido através da técnica de ELISA, que
apresenta inUmeras vantagens conforme exposto na figura 5.

Face ao exposto, torna-se relevante o desenvolvimento e validacdo do método
ViBI (Virus Binding Inhibition), que tem como aplicagéo a inibicdo do virus da febre
amarela por anticorpos IgG presentes em soros, quantificando pelo cléassico teste
imunoenziméatico. Este método foi desenvolvido tendo como base o principio do teste
de inibicdo de ligacdo da toxina diftérica/tetanica (ToBI) por Matos e colaboradores,
(2002). O teste tem como vantagens o aumento da efetividade na avaliacdo da
imunogenicidade da vacina de Febre Amarela, considerando-se o tempo necessario
para a obtencdo de resposta sobre a imunizacao, além de poder emitir um resultado
rapido, de baixo custo e automatizado em equipamento qualificado.
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Figura 5: Vantagens da utilizagéo do ELISA.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente estudo visa desenvolver e validar um ensaio imunoenzimatico
alternativo para quantificacdo de anticorpos IgG contra o virus febre amarela presente
no soro de um grupo de individuos brasileiros imunizados com a vacina 17DD

produzida em Bio-Manguinhos.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar os limites de concentracdo de soros através de 4 curvas, para
estabelecer critérios para selecéo de resultados positivos e negativos (ponto
de corte);

e Titular pelo método ViBI, 30 soros amostrais de individuos imunizados com a
vacina 17DD, para avaliar a efetividade da escolha do ponto de corte;

e Avaliar os titulos de anticorpos contra o virus da FA obtidos pelo método
alternativo imunoenzimatico (ViBI — Virus Binding Inhibition) frente aos
resultados obtidos pelo (PRNT) em amostras de soro humano pelas
ferramentas estatisticas de Spearman, Mann Whitney e Wilcoxon;

e Realizar a avaliacdo da validade/acuracia do método ViBI;

e Estabelecer curva de calibracao utilizando a faixa de 20000, 15000, 10000,
5000, 2500, 1250, 625, 312,5 156,25, 78,125, 39,06, 19,53 mUI/mL para
determinar as amostras de CQ;

e Determinar a seletividade do método, de acordo com a RDC n° 27/2012, frente
a amostras de soro positivo para outros flavivirus;

e Determinar a precisdo intra e intercorrida e a exatiddo do método a partir de
repeticdes independentes para cada soro;

e Determinar os limites de deteccédo e quantificacdo do método.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados segundo o Documento Interno (DI),
estabelecido no Laboratoério de Tecnologia Imunolégica (LATIM) pertencente a Vice-
Diretoria de Desenvolvimento Tecnolégico (VDTEC) do Instituto de Tecnologia em
Imunobiologicos de Bio-Manguinhos (n° 7279) (Bio-Manguinhos, 2013, n° 7279) e o
Protocolo de validacéo estabelecido na Sec¢éo de Validacdo Analitica (n°® 7712) (Bio-
Manguinhos, 2013, n° 7712) pertencente a Vice-Diretoria de Qualidade (VQUAL) do
mesmo Instituto.

Os parametros de validacdo e amostras (soros na concentracéo LIQ, CQB,
CQM, CQA e CQD) foram determinados conforme as diretrizes da Resolucédo - RDC
N° 27, de 17/05/2012 da ANVISA (Brasil, 2012).

Os equipamentos, instrumentos e instalacdes foram qualificados, calibrados e
certificados, portanto, aprovados para o uso em laboratoério, de acordo com as normas
de qualidade do Laboratério de Metrologia e Validacdo (LAMEV) do Departamento de

Garantia de Qualidade de Bio-Manguinhos.

4.1.1. Soros amostrais

Foram utilizados 39 soros de adultos ndo vacinados e vacinados que
participaram de um estudo de dose-resposta da vacina contra FA produzida em Bio-
Manguinhos. Os soros foram previamente inativados a 56 °C em banho-maria por 30
minutos e mantidos a - 20 °C até a realiza¢do dos testes. Para a validacdo do método
foram utilizados 3 soros amostrais.

As amostras de soros foram oriundas de dois estudos clinicos aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas n°
0038.0.009.000-08 e da Fundacgéo Oswaldo Cruz, n°® 145/01.
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4.1.2. Soro padré&o In House

O soro padréo preparado in house utilizado como controle positivo (M7/100) foi
obtido de macacos Rhesus (Macaca mulata), vacinados contra FA, com titulo de
anticorpos neutralizantes contra o virus de 1115 mUl/mL e calibrado frente a um soro
de referéncia internacional da OMS com titulo de anticorpos de 14300 muUl/mL
(Copenhagen Serum Institute) (Freire et al.,, 2005). O soro padréo foi inativado e
estocado a -20 °C até a realizac&o dos testes. O soro padrao in house foi cedido pelo

Laboratorio de Tecnologia Virolégica (LATEV-Bio-Manguinhos).

4.1.3. Anticorpo monoclonal 2D12

O anticorpo monoclonal obtido do fluido ascitico utilizado neste trabalho foi
produzido e fornecido pelo Laboratério de Anticorpos Monoclonais (LATAM) de Bio-
Manguinhos.

Este fluido contém o anticorpo monoclonal 2D12 especifico para a proteina E
do envelope do virus da FA cepa 17D conforme Schlesinger, Brandriss e Monath
(1983) e Monath e Nystrom, 1984a,1984b.

Originalmente, o fluido ascitico utilizado no LATAM foi proveniente da ATCC
(CRL-1689TM), designado 2D12, isotipo lgG2a, de cadeia leve kappa, originario de
células B de camundongo [Mus musculus (mieloma) ], tipo celular linfocito B
(Schlesinger; Brandriss; Monath, 1983).

4.1.4. Anticorpo 2D12 conjugado com HRP

O anticorpo 2D12 conjugado com HRP utilizado neste trabalho foi produzido e

fornecido pelo Laboratdrio Tecnologia Diagndstica (LATED) de Bio-Manguinhos.
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A conjugacao do anticorpo monoclonal 2D12 com a enzima peroxidase (HRP
Sigma, 25.000 unidades, Tipo VI) foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Nakane e Kawaoi (1974) e por Camargo e colaboradores (1987). Foram
dissolvidos 4 mg de peroxidase em 1 mL de agua e, em seguida, adicionado 0,2 mL
de metaperiodato de potassio (0,1 M) em agitacdo constante, por 20 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, a solugdo contendo peroxidase e
metaperiodato de potassio foi filtrada em coluna Sephadex G-25 (PD10) (Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada com solugcéo de acetato de soédio (1 mM, pH 4,4).
ApOs desprezar o volume de 3,5 mL (volume de leito da coluna), coletou-se uma
fracdo de 1,5 mL e, posteriormente, o pH da mistura (peroxidase/meta-periodato) foi
ajustado para pH 9,5 utilizando-se o tampao carbonato/bicarbonato (0,2 M, pH 9,5).

O anticorpo monoclonal 2D12 purificado contendo uma concentracdo de 8
mg/mL foi eluido em coluna Sephadex G25, equilibrada com tampéao
carbonato/bicarbonato (0,01 M, pH 9,5). A conjugacao da peroxidase (1,5 mL) com a
IgG (1,5 mL) foi realizada sob agitacdo constante por 2 horas. Apds, foi adicionado
lentamente 0,1 mL da solucdo de boroidreto de sédio (0,1 M) e manteve-se este
conjugado por mais 2 horas a 4 °C.

ApOs este procedimento, o conjugado foi dialisado em uma coluna de
Sephadex G-25 (PD10) equilibrada com tampao fosfato salina (Na2HPO4 10 mM, NaCl
0,15 mM, pH 7,2). Novamente, 3,5 mL de volume de leito da coluna foram
desprezados e 3,0 mL do conjugado coletados. O conjugado foi estocado em freezer

a -20°C em uma solugéo de PBS/glicerol (v/v) em uma diluicdo 1:10.

4.1.5. Virus 17DD (FA)

O virus 17DD utilizado neste trabalho foi preparado e fornecido pelo Laboratorio
de Tecnologia Virolégica (LATEV) de Bio-Manguinhos. A producéo do virus da febre
amarela 17DD foi realizada a partir da vacina lote 035VFAQ035P, Fiocruz, Brasil, o qual
foi produzido através do cultivo em células Vero (rim de macaco verde africano) no

biorreator Bioflo modelo 110 (New Brunswick Scientific, EUA), operado em batelada
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usando um meio livre de soro VP-SFM (Gibco, EUA), e 3 g/L de microcarreadores
Cytodex (GE Healthcare, EUA).

A clarificacdo do virus e purificacao foi realizada por filtracdo através de uma
série de membranas de celulose/acetato de 8 um, 3-0,8 um e 0,45-0,22 um de
porosidade (Sartorius, EUA). Para purificar o virus foi realizada cromatografia de troca
ibnica (Akta purificador, Amersham Bioscience), obtendo-se um lote purificado
chamado VINFLAP001/2010.

O virus inativado foi previamente filtrado através de membrana de 0,22 um e o
pH foi ajustado para 8,5 utilizando NaOH 1 N. A propiolactona foi utilizada como
agente de inativagdo em diluicdo de 1:3000 (Natalex, 97% de pureza), sendo
adicionada a suspensao, seguida por incubacdo de 4 °C sob agitacdo constante de
100 rpm durante 24 horas. Apds, a suspenséo foi hidrolisada com propiolactona e
mantida a 37 °C durante 2 horas. O processo de inativacao resultou na amostra do
lote, VINFLAPIO01/2010 purificada e inativada.

4.2. Desenvolvimento do Teste de Inibi¢do da ligagcédo do Virus (ViBI)

4.2.1. Procedimento para o teste de quantificacdo de anticorpos IgG anti Febre

Amarela

Previamente, ao estabelecimento do ViBIl a equipe do LATIM desenvolveu e
validou um ELISA para quantificar o virus da FA inativado, sendo este processo
fundamental e facilitador para o desenvolvimento de um teste de quantificacado de
anticorpos contra FA. O teste foi nomeado de ViBlI, pelo principio de inibi¢cdo da ligacao
do virus de FA quando este é reconhecido por anticorpos IgG contra FA (Matos et al.,
2002).

Foi realizada a sensibilizacdo de uma placa de poliestireno de 96 pocos de
fundo chato com 100 pL de anticorpo monoclonal 2D12 a 1 pg/mL em tampéo

carbonato/bicarbonato pH 9,6.
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A placa, foi incubada por no minimo 12 horas a 4 °C, foi lavada manualmente
5 vezes com 300 pL de solucéo de lavagem (PBS pH 7,4 e tween 20 a 0,05%), apos,
foi bloqueada com 100 plL/orificio de solucdo de bloqueio/diluente, (PBS pH 7.4,
lecitina do leite a 5%, SFB a 3% e BSA a 0,05%.)

A placa foi incubada em estufa por 1 hora a 37 °C e posteriormente lavada
manualmente 5 vezes com a solucao de lavagem e entao foram adicionados 50 pL da
solucéo de bloqueio/diluente em todos 0s poc¢os e mais 50 pL na 102 coluna, que foi
considerado o controle negativo (branco), e 45 L nos pocos da linha 1A até 9A, onde
foram adicionadas as amostras a testar.

Foram colocados 5 pL das amostras a testar (diluicéo final 1:10) nos pocos 1A
até 9A, e 50 pL da referéncia in house a 2 Ul/mL nos pogos All e A12. Uma diluicao
seriada com pipeta multicanal (50 pL) da linha A até a linha H foi realizada, produzindo
uma curva de referéncia com as concentragdes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,5; 16,5
8,00 mUI/mL. Na figura 6 esta representado o esquema de distribuicdo dos insumos

na placa.

Figura 6: Esquema de distribuigdo dos insumos na placa de fundo chato.

Esquema ilustrativo da placa de 96 pocos para a realizagao do ViBI. As colunas 1 a
9 foram destinadas aos soros amostrais, na coluna 10, o controle positivo (virus
100%) e ao branco e as colunas 11 e 12 as curvas de referéncia (M7/100). Estes

soros foram submetidos as diluigbes seriadas (fator 2).
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Fonte: Desenvolvimento Bio-Manguinhos.
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O virus FA 17DD foi diluido a 20 pg/mL em solucao de bloqueio/diluente e foram
adicionados 50 puL em cada poco da placa menos nos pog¢os do branco.

A placa foi incubada por 1 h a temperatura ambiente. Apés, a placa foi lavada
manualmente 5 vezes com a solucao de lavagem. Foram adicionados na placa 100
pL do conjugado diluido a 1:800 (previamente titulado) em solucéo bloqueio/diluente.

A placa foi incubada por 1 h a 37 °C e, apds, a mesma foi lavada manualmente
5 vezes com a solucao de lavagem.

Em todos os pocos da placa foram adicionados 100 pL do substrato, (acetato
de sbdio 0,11 M pH 5,5, TMB 6 mg/mL e H202 a 10%). Apés, a placa foi incubada a
temperatura ambiente por 20 minutos, sob a protecao da luz. A reacéo foi parada pela
adicao de 100 pL em todos os pocos de uma solucédo de H2SOsa 2 M.

Para a leitura da densidade o6ptica, foi utilizado o leitor de ELISA do fabricante
TECAN®, no comprimento de onda de 450 nm. A andlise teve em média a duracéo
de 24 horas. Na figura 7 estd apresentado o esquema do procedimento de dosagem

de anticorpos IgG.

Figura 7: Esquema para o procedimento de dosagem de anticorpos IgG contra FA.
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Fonte: Desenvolvimento Bio-Manguinhos.
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A ligacéo positiva e negativa é observada pela formagéo ou ndo de cor, a qual
ocorre uma mudanca de azul para amarelo. Quando o virus da FA se liga ao anticorpo
presente no soro amostral, ndo se observa a mudanca na coloragéo (coloracéo azul).
A coloracdo amarela é observada quando ha auséncia de anticorpos ao virus da FA
no soro amostral, logo néo ocorre ligacao (reacao negativa). A figura 8 representa as
reacOes positivas e negativas na quantificagcdo dos anticorpos contra o virus FA pelo
método de ViBI.

Figura 8: Esquema da ligacéo positiva e ligacao negativa para o método ViBlI.
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Fonte: Desenvolvimento Bio-Manguinhos.

Na figura 9, podemos observar a neutralizacdo positiva e negativa para o
método de PRNT. Quando o anticorpo presente no soro do individuo neutraliza o virus,
ndo observamos o efeito citopatico que o virus causa as células, logo ndo ha formacao
de pacas, ja quando o soro do individuo ndo possui anticorpos para neutralizar o virus,
este fica livre para promover o efeito citopatico, isto €, para causar dano as células,

logo podemos observar as placas.

37



Figura 9: Esquema da ligacdo positiva e ligacdo negativa para o método PRNT. |
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Fonte: Desenvolvimento Bio-Manguinhos.

4.2.2. Calculos dos titulos das amostras

As concentracdes calculadas para o teste de neutralizagdo sdo expressas em
forma de titulos, ou seja, a diluicdo do soro que reduz o numero de placas de lise em
50% (EPso) e 0 ponto de corte para o método, estabelecido em 794 muUl/mL por
Simoes e colaboradores (2012). Para o célculo dos resultados das amostras tituladas
pelo método ViBI foram realizadas as leituras das placas, as quais foram calculadas
utilizando o célculo de regresséo néo linear de 4 parametros pelo programa de analise
SoftMax Pro verséo 5.4 (Molecular Devices — USA).

Também foram realizadas analises estatisticas ndo paramétricas, para
identificar possiveis diferencas entre os resultados obtidos com os métodos PRNT e
ViBI.
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4.2.3. Curva de avaliacao de positividade

O objetivo deste teste foi determinar a melhor concentracdo para estimar o
limite de positividade e consequentemente o ponto de corte do método ViBI.

Foram realizadas duas abordagens para a avaliagdo do ponto de corte, a
primeira, foi realizada pela avaliagao de 4 curvas de calibragdo com soro de referéncia
da NIBSC (cddigo: YF) nas concentracdes 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,5; 16,5 e 8,0
muUl/mL. A segunda foi avaliada pela titulacdo de 30 soros positivos para a FA, neste

foi observado a capacidade do método de quantificar com veracidade tais soros.

4.2.4. Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos PRNT e ViBI

Foram avaliados 39 soros (pré e pos) vacinacao utilizando os métodos PRNT
e ViBI para quantificacdo de IgG, nos tempos de 0 e 30 dias apds imunizacdo com a
vacina de FA. Para avaliacdo do coeficiente de correlacdo entre os métodos foi
utilizado o teste de Spearman. O teste Mann Whitney e Wilcoxon foram utilizados para
comparar as diferencas entre os resultados obtidos nos métodos PRNT e ViBI, a
tabela 4 resume a aplicabilidade de cada um dos testes estatisticos. Os resultados

do PRNT séo oriundos de uma parceria do LATIM com o LATEV.
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Tabela 4: Resumo da aplicabilidade de cada teste estatistico

Testes estatisticos

Teste O que &€? Para que serve?

E um teste ndo paramétrico, ndo pareado, | Testa a igualdade das medianas.

Mann-Whitney aplicado para duas amostras

independentes.
Spearman E uma mediada de correlagdo de dados Mede a intensidade da relagcao
ndo paramétricos. entre variaveis.
E um teste ndo paramétrico para E utilizado para comparar se as
Wilcoxon comparacao de duas amostras pareadas. | medidas de posicado de duas

amostras sao iguais.

Fonte: Desenvolvimento Bio-Manguinhos.

4.2.5. Avaliacao da validade/acuracia do método ViBI

Para determinar a validade/acuracia do método ViBl foram comparados os
resultados obtidos pelo ViBI com os resultados obtidos pelo PRNT (padrdo ouro) em
30 soros amostrais de individuos pré e pos vacinados. Este estudo € importante para

avaliar a sensibilidade e especificidade entre os métodos.

4.3. Validacdo do método de ViBI

4.3.1. Protocolo de validagédo bioanalitica

Foram definidas as diretrizes e critérios para realizagdo da validagdo do método
para dosagem de anticorpos IgG anti-FA de forma a demonstrar a correta execugao
do procedimento e que o mesmo conduza a resultados confiaveis e adequados. Nesta
avaliacao foram realizados os testes de seletividade, curva de calibracédo, precisdo
(intra e intercorrida), exatiddo (intracorrida), limite de deteccdo e o limite de
quantificacéo.
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4.3.2. Seletividade

A seletividade foi avaliada com a utilizacdo de 6 soros para dengue sorotipos
1, 2, 3 e 4, referéncia NIBSC 02-186 (soro anti dengue), independentes entre si,
objetivando analisar a capacidade do método em ndo quantificar anticorpos

inespecificos.

4.3.3. Curva de calibragéo

Foram construidas e avaliadas 6 curvas de referéncia que incluiram a analise
da amostra branca, e as seguintes concentra¢gdes: 20000; 15000; 10000; 5000; 2500;
1250; 625; 312,5; 156,25; 78,12; 39,06 e 19,53 mUI/mL. As curvas foram realizadas

com soro de referéncia YF da NIBSC.

4.3.4.Precisao

4.3.4.1.Intracorrida

Foram avaliados os resultados obtidos de 3 concentracdes diferentes com 8
replicadas cada uma. O analista para este procedimento foi nomeado A e o
procedimento foi realizado uma vez. A precisdo intracorrida foi realizada com
amostras clinicas. O esquema de repeticdo para a precisdo intracorrida esta

representado no quadro 3.
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Quadro 3: Esquema de repeticbes para a preciséo intracorrida.

As concentragdes foram nomeadas em alta, média e baixa concentragéo.

Alta Média Baixa
12 replicada 12 replicada 12 replicada
22 replicada 22 replicada 22 replicada
32 replicada 32 replicada 32 replicada
42 replicada 42 replicada 42 replicada
52 replicada 52 replicada 52 replicada
62 replicada 62 replicada 62 replicada
72 replicada 72 replicada 72 replicada
82 replicada 82 replicada 82 replicada

4.3.4.2.Intercorrida

Para obter os resultados da intercorrida o analista A executou o procedimento
descrito no item 4.3.4.1 em trés dias diferentes. A preciséo intercorrida foi realizada

com amostras clinicas.

A resposta do teste de precisao foi calculada conforme abaixo:

CV (%) = (Desvio Padréo) x 100

Concentracdo média experimental

4.3.5.Exatidao

4.3.5.1.Intracorrida

Foram avaliados os resultados obtidos de 5 concentracdes diferentes com 6
replicadas cada uma. O analista desta analise foi nomeado A e o procedimento foi
realizado uma vez. A exatidao foi realizada com soro de referéncia NIBSC. O esquema

de repeticao para a exatidao intracorrida foi representado no quadro 4.
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Quadro 4: Esquema de repeticOes para a exatidao intracorrida.

CQD é uma amostra de controle de qualidade de diluicdo, CQA é uma amostra
de controle de qualidade de alta concentracdo, o CQM é uma amostra de

controle de qualidade de média concentracédo, o CQB é a amostra de controle

de qualidade de baixa concentracdo e o LIQ (limite inferior de quantificacao).

CQD CQA CQM CQB LIQ
12 replicada 12 replicada | 12 replicada 12 replicada 12 replicada
22 replicada | 22replicada 22 replicada | 22replicada | 22replicada
32replicada | 32replicada | 32replicada | 32replicada | 32replicada
42 replicada | 42replicada | 42replicada | 42replicada | 42 replicada
52 replicada | 52%replicada | 52replicada | 52replicada | 52replicada
62 replicada | 62replicada 62 replicada | 62replicada | 62replicada

4.3.6. Limite de deteccao

Para se obter o limite de deteccdo, foram analisadas amostras de
concentracdes conhecidas e decrescentes do soro de referéncia, até o menor nivel

detectavel. O procedimento foi realizado em sextuplicada.

4.3.7. Limite de quantificacao

Para se obter o limite de quantificacdo, foram analisadas amostras de
concentracfes conhecidas e decrescentes do soro de referéncia até o menor nivel

determinavel. O procedimento foi realizado em sextuplicada.

43



4.4. Andlises estatisticas

A andlise estatistica foi avaliada através dos coeficientes de variacédo (CV) dos

resultados obtidos nos parametros estabelecidos, utilizando uma planilha de célculo

(Excel). O CV é uma medida de dispersao relativa, correspondendo ao desvio-padrao

em relacdo a média e expresso em porcentagem. Quanto menor o CV mais

homogéneo é o conjunto de dados (Toledo & Ovalle, 1995).

4.5. Critério de aceitacao

Para que o método seja considerado validado, os critérios de aceitacdo devem

ser aprovados. O quadro 5 representa o critério de aceitacao para considerar o método

validado.

Quadro 5: Critérios de aceitacdo da validacdo do método de ViBI.

Os resultados extraidos da seletividade, curva de calibracéo, precisédo, exatidao
e dos limites de detecc¢édo e quantificacao, sdo submetidos aos critérios descritos
abaixo. Nos quais sdo estabelecidos os valores de CV e EPR.

Parametro

Critério de Aceitacao

Seletividade

Demonstrar positividade para o soro referéncia para
dengue sorotipos 1, 2, 3 e 4.

Curva de calibragéo

-CV%=20% em relagéo a concentragdo nominal para a
diluicdo do LIQ.
-CV%=15% em relagédo a concentragdo nominal para as
demais diluigdes.
-75% das diluicdes aprovados de acordo com o0s critérios
acima.

guantificacéo

Preciséo CV % < 15%
Exatidao EPR + 15% e LIQ + 20%

Limite de detecc¢éo A determinar
Limite de

A determinar

Fonte: Brasil, 2012; Brasil, 2003.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva de avaliacdo de positividade

Foram realizados, independentemente, 4 ensaios pelo método ViBI com soro
referéncia NIBSC, a fim de observar as curvas do padréo. Os valores foram expressos
em absorvancia (D.O.) e suas médias, desvios padrao e os percentuais de coeficiente
de variacdo obtidos a partir dos quatro experimentos.

O gréfico 1 mostra a média das 4 curvas de calibracéo realizadas com o soro

referéncia.

Gréfico 1: Curva de avaliacdo de positividade.

Representacdo da média das quatro curvas de avaliacdo da positividade. No eixo Y
sdo as (D.O.) das leituras encontradas no leitor de ELISA e no eixo X séo valores
de quantificacdo encontrados pelo ViBI.
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Através destas curvas foi possivel estimar a concentracdo que define o melhor
ponto de corte do método. Este ponto de corte do método foi considerado no platd do
gréfico, onde pode ser observado que nesta concentracdo ndo sdo mais percebidas
mudancas na dosagem de anticorpos — isto foi observado na concentracéo de 125
muUl/mL. Os valores de D.O. foram obtidos em espectrofotometro e foram calculadas
as médias dos 4 experimentos, assim como o desvio padrdo e o coeficiente de
variacdo. Foi possivel avaliar também que as curvas obedecem aos critérios de
aceitacdo segundo a RDC n° 27/2012 (Brasil, 2012), pois os valores dos titulos
guando avaliados pelo coeficiente de variagao ficaram com resultados menores de
15%, logo, observa-se que os resultados alcancados para a avaliagdo da curva de
positividade corresponderam a expectativa do método.

Todos os coeficientes de variagcdo encontrados ficaram dentro do valor
especificado esperado. E importante destacar que o valor para o CV encontrado na
concentragdo de 125 muUl/mL, foi de 10,21%, estando este abaixo do limite
especificado pela RDC n°27/2012 que é de 15% (Brasil, 2012). As leituras de D.O.

estdo no quadro 6.

Quadro 6: Resultados dos valores de quantificagéo da curva de positividade.

Representacdo das médias de 4 experimentos independentes e seus respectivos DP e

CV%.

muUl/mL | Curva exp.l Curva exp.2 Curva exp.3 Curva exp.4 Média DP CV%
1000 0,462 | 0,439 | 0,382 | 0,466 | 0,503 | 0,497 | 0,447 | 0,456 | 0,456| 0,035| 7,716
500 0,686 | 0,668 | 0,613 | 0,570 | 0,589 | 0,552 | 0,500 | 0,512 | 0,586| 0,063| 10,742
250 0,867 | 0,826 | 0,793 | 0,861 | 0,737 | 0,779 | 0,792 | 0,885 0,818 | 0,048 5,839
125 0,978 | 0,905 | 0,907 | 1,023 | 0,847 | 0,812 | 1,041 | 1,117 0,954| 0,097| 10,211
62,5 1,064 | 0,996 | 1,112 | 1,273 | 0,899 | 1,020 | 1,067 | 1,100 | 1,054| 0,078| 7,380
31,5 1,034 | 1,027 | 1,229 | 1,285 | 1,003 | 1,207 | 1,044 | 1,089 1,115| 0,102 9,139
16,5 1,109 | 1,047 | 1,400 | 1,324 | 1,112 | 1,174 | 0,957 | 1,074 1,150| 0,137] 11,913
8,0 1,113 | 1,062 | 1,467 | 1,606 | 1,058 | 1,133 | 0,860 | 1,022 | 1,165| 0,230| 19,783
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Com o objetivo de considerar os resultados encontrados acima de 125 mUl/mL
como respostas positiva para a presenca de anticorpos IgG anti febre amarela, foi
definido este valor como sendo o ponto de corte do método.

Para comprovacdo desse ponto, também foram avaliados 30 soros de
individuos vacinados e as amostras foram submetidas ao método de ViBlI, desse total,
foi possivel obter um resultado positivo para o ponto de corte de 125mUI/mL para 29
soros, confirmando entdo, o valor estabelecido para o método. A representacéo

grafica esta demonstrada no grafico 2.

Grafico 2: Ponto de corte estabelecido em 30 soros de individuos pos-vacinados.

No eixo X esta apresentado o numero de individuos vacinados. No eixo Y, a
concentragéo encontrada pelo ViBI.
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5.2. Avaliacéo dos titulos de IgG pelos métodos PRNT e ViBI

Trinta e nove soros de individuos que receberam a vacina de Febre Amarela
17DD, tempos 0 (pré) e 30 (p6s), foram utilizados para avaliar os titulos de anticorpos
IgG contra FA pelos métodos de PRNT e ViBI.
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Utilizando o PRNT para titular os niveis de anticorpos neutralizantes contra FA
foram observados que dos 39 soros pré-vacinados, 13 ficaram acima do ponto de
corte (794 mUI/mL), e somente 9 soros tiveram titulos inferiores ao limite minimo de
deteccdo, como esperariamos ocorrer. Este resultado sugere que talvez alguns
individuos ndo seriam primo vacinados, e, portanto, apresentariam anticorpos prévio
a vacinacdo. Todos o0s soros poés-vacinacdo foram considerados positivos e
apresentaram altos titulos de IgG, o teste estatistico ndo pareado e ndo paramétrico
Mann-Whitney mostrou uma diferenca estatisticamente significativa, P < 0,0001, entre
os titulos dos soros pré e apos vacinacao (P < 0,0001), como ja esperado. Os soros
dos individuos vacinados avaliados neste estudo apresentaram 100% de converséo
com um aumento minimo de > 7 vezes nos titulos de IgG, como representado no

gréfico 3.

Gréfico 3: PRNT — Comparacao dos titulos de anticorpos IgG pré e pés-vacinagao.

Os resultados mostram os titulos de anticorpos a mediana e desvio padréo dos soros pré e
pés-aplicagdo da vacina contra a vacina FA. Os titulos de IgG foram expressos em mUl/mL.
P< 0,0001.
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Quando o método ViBI foi utilizado para quantificar os titulos de anticorpos IgG
foi observado um perfil diferente, nos soros pré e pds-vacinacdo, em relagdo aos
resultados obtidos com o PRNT. Foi observado que 2 soros dos individuos pré-
vacinados apresentaram anticorpos anti IgG acima do ponto de corte (125 mUl/mL).

Assim como no PRNT, todos os soros pds-vacinacao testados com o ViBI foram
considerados positivos e apresentaram titulos a partir de 1000 mUI/mL de IgG. O teste
estatistico Mann-Whitney também mostrou uma diferenca estatisticamente
significativa, P < 0,0001, entre os titulos dos soros pré e apos vacinagdo. Os soros
dos individuos vacinados avaliados neste estudo apresentaram 100% de conversao
com titulos de IgG, como representado no gréfico 4.

Grafico 4: ViBl — Comparacéao dos titulos de anticorpos IgG pré e pds-vacinacao.

Os resultados mostraram os titulos de anticorpos, a mediana e desvio padrao dos
soros pré e pés-aplicacdo da vacina contra a vacina FA. Os titulos de IgG foram
expressos em muUl/mL. P < 0,0001.
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Foi observado quando comparado os graficos 3 e 4 que as concentracdes de
anticorpos 1gG, nos soros pré vacinacao tiveram titulos com niveis inferiores quando
quantificados pelo ViBI, devido a sensibilidade ser mais baixa.

A intensidade de relacéo entre os métodos PRNT e ViBI foi avaliada utilizando
o coeficiente de correlacdo de Spearman. A estatistica mostrou um alto coeficiente de
correlagao r=0,8228, dentro do limite de especificacdo de 0.7217 a 0.8895 e com grau
de 95% de confianga, e um valor de P < 0.0001 estatisticamente significativo, como

representado no grafico 5.

Gréfico 5: Correlacdo entre os métodos de ViBl e PRNT em soros pré e poés-

vacinados.

A analise pelo teste de Spearman entre os resultados dos métodos mostrou uma

correlacao linear positiva.
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O grafico 6 mostra a comparacdo entre os titulos de anticorpos IgG contra FA
apos 30 dias de vacinacado, quantificados pelos métodos ViBl e PRNT. Os soros
testados apresentaram concentracdes diferentes, com titulos de IgG elevados quando
quantificados pelo ViBI.

Apesar disso, o teste estatistico Wilcoxon pareado e ndo paramétrico utilizado

para comparar possiveis diferencas entre o grupo de resultados obtidos em ambos os
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testes, comprovou que nao houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,1239)
entre eles.

Estes dados sugerem que o método ViBI pode ser utilizado para avaliacao de
anticorpos IgG contra FA em soros de individuos apés 30 dias de vacinacgéao,

apresentando resultados equivalentes aos obtidos com o PRNT.

Grafico 6: Comparacéao entre os titulos de IgG testados pelos métodos ViBI e
PRNT.

Média geométrica dos titulos de anticorpos IgG contra FA presentes nos soros 30
dias apos vacinagéo.

15000~
£ 10000
)
E
S 5000-
0
&
&

Resumidamente, as avaliacbes realizadas para comparar os niveis de
anticorpos IgG pelos métodos PRNT e ViBI para os 39 soros amostrais foi compilada

em forma de fluxograma e esta apresentado na figura 10.
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Figura 10: Resumo da avaliacdo da concentracéo de anticorpos IgG pelos métodos
PRNT e ViBI.

39 voluntérios sadios avaliados no tempo (T) zero e 30 dias.
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5.3. Validade/acuréacia do método ViBI

Para avaliar a validade/acuraria do ViBI foi determinado a concentracdo de
anticorpos 1IgG em 30 soros amostrais de individuos pré e pds vacinados em
comparacdo ao método PRNT para avaliar a sensibilidade e especificidade entre os
meétodos de acordo com a tabela 5. O quantitativo de soros utilizados foi limitado a 30
soros devido a pouca amostra para o estudo. A validade ou acuracia de um teste

7

representa, em termos quantitativos ou qualitativos, quanto um teste é Util para
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diagnosticar um evento (validade simultdnea ou concorrente) ou para predizé-lo
(validade preditiva).

Para determinar a validade, comparam-se os resultados do teste com os de um
padrao (padréao ouro). O teste ideal deveria fornecer, sempre, a resposta correta, ou
seja, um resultado positivo nos individuos vacinados e um resultado negativo nos

individuos nao vacinados.

Tabela 5: Avaliacdo da validade/acuracia do ViBI.

Sensibilidade dos testes de 96,67% para ambos 0os métodos.

ViBI PRNT
Ponto de corte > 125 mUl/mL Ponto de corte > 794 mUI/mL
Verdadeiro positivo Falso-positivo Verdadeiro positivo Falso-positivo
Numero
de casos 29 23 29 19
. Verdadeiro . Verdadeiro
Falso -negativo . Falso -negativo .
negativo negativo
1 7 1 11
Total de 60 60
dosagens
Sensibilidade
(%) 96,67 96,67
Especificidade
(%) 23,33 36,67
Acuracia global
(%) 60% 66%

Na tabela acima foi demostrada que a sensibilidade, isto é, a capacidade do

método de detectar os soros dos individuos verdadeiramente positivos para ambos os
testes foi equivalente, sendo o resultado de 96,67%.

Portanto, a sensibilidade (S) é a relacédo de verdadeiro positivo pela soma dos
valores de verdadeiro positivo e falso negativo (S =a/ (a + c)). (Hatanaka & Bensefior,
2005).

A especificidade, teve um percentual de diferenca de 13%, comparando 0s
valores encontrados para o ViBI que foi de 23,33% e para o PRNT foi de 36,67%, esta
considera a capacidade do método em detectar os soros dos individuos

Portanto, a
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especificidade (E) € a relacdo de verdadeiro negativo pela soma dos falsos positivo e
verdadeiro negativo (E =d/ (b + d)) (Hatanaka & Benseiior, 2005).

5.4. Validagdo do método ViBI

Para demostrar que o método ViBI é apropriado para a finalidade pretendida,
isto é, a quantificacdo de anticorpos IgG anti virus da Febre Amarela e estimar a
eficiéncia, foram utilizados os parametros de validacdo que foram seletividade, curva
de calibracdo, precisédo, exatidao, preciséo, limite de deteccdo (LD) e o limite de
quantificacdo (LQ), conforme preconizado na RDC n° 27/2012. (Brasil, 2012).

O objetivo da validacdo do ViBI foi o de fornecer elementos para garantir qgue o
meétodo é tdo confiavel quanto ao método PRNT. N&o ha davidas quanto as vantagens
de se implementar um teste realizado por ELISA, por ser um método com reducéo de
tempo e totalmente instrumental, mostrando-se menos sujeito a variacdes, e
realizados em menores periodos de tempo. Porém, como o ViBl ndo consta na
Farmacopeia Brasileira (2010), ha a necessidade de legitima-lo, demonstrando sua

confiabilidade e relevancia.

5.4.1. Seletividade

A seletividade e a especificidade estdo relacionadas ao evento da deteccéo e,
atualmente, existe muita confusdo na interpretacédo desses termos. Por exemplo, um
método que produz resposta para apenas um analito é chamado especifico; um
método que produz respostas para varios analitos, por sua vez, é chamado seletivo.

Entretanto, os termos especificidade e seletividade sdo frequentemente
utilizados indistintamente ou com diferentes interpretacdes. O objetivo da seletividade
nesta validagdo foi de confirmacdo do método para os Flavivirus, nas diferentes
amostras de soros positivos, isto é, presenca de anticorpos contra febre amarela e

dengue. Foi escolhido soro referéncia contendo anticorpos contra diferentes sorotipos
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(1, 2, 3 e 4). O parametro especificidade néo foi realizado, pois ndo é preconizado
pela RDC n° 27/2012.

O estudo da seletividade foi realizado para avaliar se a matriz da amostra pode
conter componentes que possam interferir no desempenho da medi¢do. Por isso,
foram avaliadas amostras de soro humano positivas com anticorpos IgG FA e
amostras em branco (soro sem o virus).

Os dados apresentados na tabela 6 evidenciam que a seletividade € satisfatoria
para os flavivirus (dengue e FA), porém nao demostrou nenhum resultado positivo

para o branco, como esperado.

Tabela 6: Dados para avaliacdo da seletividade.

A avaliacéo foi realizada pelo (CV) e resultado das médias. As amostras do branco

nao apresentaram leitura quantificavel.

Branco Denguetipos 1,2,3e4 | Soros positivos (FA)
764,32 7874,09
748,75 6913,60
Concentragdes 8822(7) 776,56 6629,66
0’0458 755,58 5900,04
’ 780,19 6151,63
759,25 5109,77
Média 0,0502 764,11 6429,80
Desvio Padrao 0,00 12,22 944,51
CV (%) 8,87 1,60 14,69

E muito importante ressaltar que o teste ViBI foi desenvolvido para avaliagéo
principalmente de soros amostrais de individuos ja vacinados pela vacina 17DD.

Este método pode ser uma alternativa mais rapida frente ao método de PRNT
“ouro” e em pesquisas clinicas direcionadas a vacina de febre amarela.

Foram também realizados como confirmacéo para o resultado da seletividade
a titulacdo de 10 soros amostrais de criancas de 3 meses de idade, gentilmente
cedidas para este estudo, nos quais, foram obtidos resultados negativos para todas
as amostras (dados nao apresentados).

Por fim, a seletividade foi estudada para determinar a capacidade do método
em quantificar os anticorpos para o virus da febre amarela, tendo sido desafiada com

os flavivirus da dengue e amostra de soro em branco e foi encontrado um excelente
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resultado, j& que a seletividade foi demonstrada para as amostras desafio. Isto
significa dizer que o método apresenta seletividade para flavivirus sem apresentar

interferéncia da matriz.

5.4.2. Curva de calibragéo

A curva de calibracao foi realizada para demonstrar a relagcdo entre a resposta
do equipamento leitor de ELISA e a concentracdo conhecida do analito, sendo
avaliada em muUl/mL.

A curva de calibracdo foi realizada segundo a metodologia proposta nesta
dissertacéo, e observou-se que, na concentracao de 78,12 mUl/mL, a resposta para
a quantificacdo apresentava-se irregular, isto €, ndo apresentou quantificacdo em
todas as repeticbes. Assim, a concentracdo de corte deve situar-se entre 78,12
muUl/mL e 156,25 mUIl/mL.

A curva de calibragéo permitiu definir as 5 concentrac¢des distintas (CQB, CQM,
CQA, CQD e LIQ) necessarias para a validacdo, sao elas: amostra de concentracao
baixa, amostra de concentracdo média, amostra de concentracdo alta e concentracao
acima do maior valor da curva e o limite inferior de quantificagdo. As mesmas,
posteriormente, foram utilizadas para avaliar os parametros de precisao intracorrida e

intercorrida e a exatidao intracorrida do método.
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Os titulos observados de cada uma das amostras foram definidos a partir da

média das 6 replicadas. O quadro 7 apresenta os titulos obtidos de cada soro

referéncia da curva de calibracdo calculados em muUl/mL.

Quadro 7: Valores em DO da curva de calibracéo, resultados obtidos pelo método ViBI.

Os resultados foram expressos pelo (CV%) e a melhor faixa de trabalho foi determinada
entre os valores de 10000 a 78,125 mUl/mL.

muUl/mL

20000

15000

10000

5000

2500

1250

625

312,5

156,25

78,125

39,063

Curva 1l

15768,78

15975,13

10401,33

431571

2410,03

1136,05

675,80

369,24

141,71

110,94

Curva 2

12515,73

11092,35

11114,87

5408,85

2840,45

1163,06

586,25

359,54

149,48

155,75

46,50

Curva 3

10734,62

11179,24

9490,94

5514,70

2744,79

1134,72

596,95

317,89

131,59

114,95

41,89

Curva 4

8623,28

11880,50

10530,88

5323,38

2635,28

1168,73

617,76

310,66

150,59

110,28

39,52

Curva 5

12489,06

11095,77

11067,40

5439,03

2845,43

1160,87

585,79

361,04

149,68

70,69

46,98

Curva 6

9057,36

10907,45

11835,28

5430,95

2792,51

1149,61

614,66

310,70

148,90

CV %

22,96

18,53

7,41

8,71

6,15

1,25

5,50

8,22

514

26,78

8,28

Média

11531,47

12531,81

10740,12

5238,77

2711,42

1152,17

612,87

338,18

145,33

112,52

43,72

A partir da amostra 78,125 mUI/mL n&o foi possivel observar quantificacdo que

evidencie a presenca de anticorpos. Também pode-se observar que a melhor faixa de

trabalho apresentada pela curva de calibracao foi entre 10000 a 78,125 mUl/mL, ja

que os valores do coeficiente de variacdo (CV) ficaram dentro da especificacao
determinada pela RDC n° 27/2012 da ANVISA (Brasil, 2012).
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Ao representar graficamente esses resultados, observa-se uma linha de
tendéncia do ponto de corte para os resultados encontrados, conforme apresentado
no gréfico 7.

Gréfico 7: Curva de calibracao.

No eixo Y encontram-se os resultados médios na quantificagdo dos soros, no eixo X,
encontram-se os resultados da concentracdo da curva de referéncia. A linha vermelha

indica o valor de positividade de 125 mUI/mL (ponto de corte).

Curva de calibracdo faixa 10000 - 78,125mUI/mL

1100,00
1000,00
500,00
800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00 l
0,00 .

10000 5000 2500 1250 312,5 156,25 78,125

mul/mL

mm Media

Especificacdo = 125,00
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Com base nesses resultados, foi calculada a média global de cada diluicdo da
amostra, ou seja, considerando o resultado das seis curvas de calibragao, de forma a
contemplar as cincos concentracdes determinadas pela RDC n° 27/2012 (Brasil, 2012)

da ANVISA, como mostra o quadro 8.

Quadro 8: Definicdo do valor nominal de cada concentracéo da curva.

Concentracdes da curva Nominal Média das seis curvas
CQD 15000 12021,74
CQA 10000 10740,12
CQM 1250 1152,17
CQB 312,5 338,18
LIQ 156,25 145,33

A curva de calibracdo no estudo de validacao foi determinada na faixa de 10000,
5000, 2500,1250, 625, 312,5, 156,25 e 78,125 mUI/mL, demonstrada nas seis curvas
realizadas. Esses resultados estdo de acordo com a RDC n°27/2012, que estabelece
como critério minimo aceitavel um coeficiente de variagdo de < 15% para o LIQ e <

20% para as concentrac6es das amostras de controle de qualidade (Brasil, 2012).

5.4.3. Precisao

De acordo com a RDC n° 27/2012 da ANVISA, o estudo da precisdo para
validacdo de um método deve ser realizado com uma Unica fonte de matriz bioldgica,
e isso € entendido como o meio de origem biologica no qual os analitos em estudo
foram quantificados (Brasil, 2012).

Por esta questéo, néo foi possivel determinar a precisdo com as 5 concentracdes
determinadas pela ANVISA, pois ndo foram encontradas nos soros titulados essas
especificacdes de concentracao.

Portanto, o estudo da precisao foi realizado com amostras de soro humano em

concentracdes alta, média e baixa, considerando que a RE n° 899/2003 da ANVISA
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prevé este tipo de validagcdo, nessas concentracdes, optou-se por utilizar este
protocolo (Brasil, 2003).
Um ensaio foi realizado para calcular o grau de dispersdo da precisdo

intracorrida e o CV, demonstrado no quadro 9.

Quadro 9: Estudo da precisao intracorrida.

Calculo do CV dos resultados obtidos pelo método ViBI expressos em mUI/mL de cada
uma das concentracgdes.
Réplicas Alta Média Baixa
1 265011,29 211579,51 7874,09
2 352000,76 194137,40 6913,60
3 291123,77 202852,79 6629,66
4 268424,72 183772,36 5900,04
5 231520,89 178267,84 6151,63
6 266136,56 171780,49 5109,77
7 255749,26 172778,94 6421,48
8 217653,15 148504,65 6040,25
Coeficiente de 15,18 10,89 12,70
Variacao
Média 268452,55 182959,23 6380,07
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A disperséao das quantificagdes encontradas no grafico 8 mostra uma distribuicao
para as concentracdes de alta, média e baixa nas 8 replicadas.

Grafico 8: Dispersédo dos valores encontrados no estudo de preciséo intracorrida.

No grafico pode ser observado um nivel de distribuicdo dos valores encontrados
para cada uma das concentracdes, em verde, os valores para baixa, em vermelho,
os valores para media e em azul os valores para alta. No eixo Y estdo as

concentracdes, no eixo X os valores encontrados na medicao.

400000
350000 A
300000 / \
250000
vl\’\ = alta mUl/mL

e

E

=

= 200000 -

£ == média mU 1 mL
150000 baixa mUl/mL
100000
50000

ﬂ T T T T T T T T — 1

Titulagdes
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Trés ensaios foram realizados para avaliar o grau de dispersédo da preciséo
intercorrida. Os resultados sdo mostrados no quadro 10.

Quadro 10: Estudo da precisao intercorrida.

Os resultados foram expressos pelo (CV%) e também calculada a média das 8 replicadas em
cada uma das concentracdes alta, média e baixa em trés dias distintos (6, 12 e 13 de janeiro
de 2016).

1° placa 06-01-16 2°placa 12-01-16 3°placa 13-01-16

Alta Média Baixa Alta Média Baixa Alta Média Baixa

265011,29 | 211579,51 | 7874,09 | 350180,17 | 176677,35 6088,44 280112,68 152123,66 6059,51

352000,76 | 194137,40 | 6913,60 | 301771,06 | 160539,42 3906,77 272928,85 155777,21 6085,88

291123,77 | 202852,79 | 6629,66 | 291973,56 | 160153,62 5358,89 265199,42 131518,11 5041,70

Cone. 268424,72 | 183772,36 | 5900,04 | 288203,81 | 164904,95 5108,63 278842,54 153266,61 5854,04

muUl/mL | 231520,89 | 178267,84 | 6151,63 | 339629,29 | 178369,10 8085,48 283479,91 161619,63 5205,31

266136,56 | 171780,49 | 5109,77 | 318264,65 | 191229,28 7116,71 262147,43 155578,84 5017,54

255749,26 | 172778,94 | 6421,48 | 339629,40 | 160154,62 7116,69 272868,78 139416,62 5989,64

217653,15 | 148504,65 | 6040,25 | 318264,67 | 164910,95 5358,91 288236,10 155578,84 6478,84

CV (%) 15,18 10,89 12,70 7,31 6,68 22,51 3,23 6,62 9,65

Média | 268452,55 | 182959,25 | 6380,06 | 318489,58 | 169617,41 6017,56 275476,97 150609,94 5716,56
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O grafico 9 apresenta a dispersédo das quantificacdes encontradas para as 24
medicOes de alta, média e baixa, pois essas foram realizadas em 8 replicadas cada,

realizadas em trés dias distintos.

Grafico 9: Disperséo dos valores encontrados no estudo de preciséo intercorrida.

No gréfico pode ser observado um nivel de distribuicdo dos valores encontrados para
cada uma das concentragdes, em verde, os valores para baixa, em vermelho, os
valores para média e em azul os valores para altas concentracdes. No eixo Y estédo as

concentracdes, no eixo X os valores encontrados na medicéo.

400000

350000 -

A M
! [ e

250000
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== média mUI/mL
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A precisao foi realizada para demonstrar a proximidade dos resultados obtidos
por repetidas afericdes de mudltiplas aliquotas de um Unico soro amostral, sendo
avaliada pelo indice de CV. Os valores obtidos ficaram abaixo de 15%, refletindo um
resultado excelente se comparado a citacdo da ANVISA para os valores de < 15%
para as amostras de controle de qualidade (CQ) e o LIQ e < 20%.

A avaliacdo da variabilidade entre os diferentes dias da analise foi realizada,
neste estudo, mantendo-se o mesmo analista durante os dias de analise,
independente da data do ensaio. Os resultados encontrados puderam ser

reproduzidos durante a rotina.
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Na segunda placa da precisdo intercorrida foi observado que um valor do
coeficiente de variacao apresentou um resultado acima do valor especificado e, neste
caso, foi considerado que houve uma interferéncia no momento da analise.

Isto pode ser comprovado pois 0s demais resultados encontrados para o estudo
da precisao ficaram dentro do limite esperado. N&o foi possivel repetir esta segunda
analise devido a falta de soro humano (matriz biolGgica).

5.4.4. Exatidao

O ensaio foi realizado para avaliar a exatidao intracorrida. O erro padréao relativo
foi calculado a partir do titulo obtido de cada concentracdo da curva padrao, dividido
pelo valor nominal de cada uma. O quadro 11 mostra os resultados finais dos céalculos

realizados para a exatidao intracorrida.

Quadro 11: Estudo da exatidao intracorrida.

por um analista.

Os resultados foram expressos pelo (EPR%) que considera o valor nominal em
muUI/mL em relacdo a concentracdo média experimental das 6 replicadas em cada

uma das concentracdes para o CQD, CQA, CQM, CQB e o LIQ em um Unico dia e

Analista A
CQD CQA CQM CQB LIQ
15975,13 | 10401,33 | 1136,05 | 369,24 | 141,71
11092,35 | 11114,87 | 1163,06 | 359,54 | 149,48
Conc. mUl/mL 11179,24 9490,94 | 1134,72 | 317,89 | 131,59
11880,50 | 10530,88 | 1168,73 | 310,66 | 150,59
11095,77 | 11067,40 | 1160,87 | 361,04 | 149,68
10907,45 | 11835,28 | 1149,61 | 310,70 | 148,90
Valor nominal (mUl/mL)| 15000,00 | 10000,00 | 1250,00 | 321,50 | 156,25
Concentracdo média 12021,74 | 10740,12 | 1152,17 | 338,18 | 145,33
experimental
16,35 4,78 7,83 5,19 6,99
EPR (%)

64




A comparacao entre os valores da média experimental da concentracao e o valor
nominal foi apresentado no grafico 10, no qual pode-se observar a existéncia de uma
semelhanca.

Grafico 10: Comparacdo dos valores encontrados no estudo de exatiddo
intracorrida.

No grafico da exatiddo, pode ser observado um decréscimo na distribuicdo dos
valores encontrados para cada uma das concentracdes, em preto, os valores das
concentragbes nominais, em branco, os valores da concentragdo média
experimental para as concentragcoes de CQD, CQA, CMQ, CQB e LIQ.

Analista A
12000,00
16,35%

10000, 00
- @aannn
S,
5 4,78%
£ 6000,00

4000,00

2000,00 7,83% 5,19% 6,00%

0,00 — -|:| (| — [ | —
cap CoA cam CQB L

. Valor nominal [mUl/mL} [] Concentrac3o média experimental

A exatidao, que foi avaliada pela concordancia entre o resultado de um ensaio
e um valor de referéncia, cujo erros relativos variaram em 16,35% (CQD), 4,78%
(CQA), 7,83% (CQM), 5,19% (CQB) e 6,99% (LIQ), sendo que o limite recomendado
de EPR pela ANVISA é de + 15% para as concentra¢gdes de controle de qualidade e
+ 20% para o LIQ.
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5.4.5. Limite de quantificacdo e deteccéo

Os limites de quantificacéo e deteccao sao determinacdes descritas ha RE n°
899/2003 da ANVISA e estes sao estudados para conhecer a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao, no caso
do limite de quantificacdo, e a menor quantidade do analito presente em uma amostra
gue pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, no caso do limite
de deteccdo (Brasil, 2003). Os limites foram estabelecidos por meio da analise de
concentragdes conhecidas e decrescentes do analito até o menor nivel quantificavel
e detectavel, sendo utilizado para a avaliacdo, o soro de referéncia NIBSC. Para o
estudo, partiu-se da concentracdo de 625 muUI/mL. Os resultados encontrados,
apresentaram como limite de quantificagdo o valor de 125mUl/mL, compreendido
entre as concentragdes de 156,25 e 78,125 mUI/mL uma vez que, dentro dessa faixa,
os valores sdo superiores ao ponto de corte. O limite de deteccédo foi encontrado na
concentracdo de 78,125 mUI/mL, pois observou-se que os resultados apresentados
neste estudo mostram que, nesta concentracdo, alguns valores foram detectados,
porém nao quantificados de acordo com o ponto de corte. Isso também foi visualizado
pela leve alteracdo de cor da placa quando a solugédo de acido foi adicionada. As

consideracdes realizadas acima estdo apresentadas no quadro 12.

Quadro 12: Limite de quantificacao e limite de deteccéo.

Os resultados foram expressos pelas analises do (CV%) nas 6 curvas de calibracao
dentro da faixa de 625 a 39,063 mUI/mL.

Limite de quantificacao e limite de deteccao

muUl/mL 625 312,5 156,25 78,125 39,063
Curva 1 675,80 369,24 141,71 110,94 -
Curva 2 586,25 359,54 149,48 155,75 46,50
Curva 3 596,95 317,89 131,59 114,95 41,89
Curva 4 617,76 310,66 150,59 110,28 39,52
Curva 5 585,79 361,04 149,68 70,69 46,98
Curva 6 614,66 310,70 148,90 - -
CV % 5,50 8,22 5,14 26,78 8,28
Média 612,87 338,18 145,33 112,52 43,72
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A concentragao de 39,063 mUI/mL confirma que, em concentragdes abaixo do valor

de 78,125 mUI/mL, ndo ha como encontrar o limite de detecgéo
De acordo com a RDC n° 27/2012 da ANVISA (Brasil, 2012), foi criado um

compilado dos estudos realizados para a validacdo do método ViBI, no qual foram

inseridos seus resultados. O quadro 13 sumariza os dados.

Quadro 13: Compilado dos resultados encontrados no estudo de validacao.

Dados da seletividade, curva de calibracdo, precisdo, exatiddo, e dos limites
quantificacdo e deteccdo do método. (CV) da precisédo e (EPR) da exatidao.
Parametro Resultados em mUl/mL Cr|te_r|o 9e
Aceitacéo
Demonstrar
positividade
para o soro
Seletividade Positivo referéncia
para dengue
sorotipos 1, 2,
3ed
-CV=20%
em relacédo a
concentracao
nominal para
Concentracdes . a diluicdo do
(média) CV% LIQ.
10000 -CV=15%
5000 10740,12 7,41 .
Curva de 2500 5238,77 8,71 em relagdo a
calibracéo 1250 2711,42 6,15 congentragao
625 1152,17 1,25 nominal para
3125 612,87 5,50 as demais
156,25 338,18 8,22 diluices.
145,33 514 - 75% das
diluicdes
aprovados de
acordo com
0S critérios
acima.
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Intracorrida
CQD: 15,18
CQM: 10,89 CV =20%
CQB: 12,70 parao LIQ e
. CV £ 15%
Preciséao
para as
Intercorrida demais
CQD |[CQM | CQB |CQD |CQM | CQB | CQD | CQM | CQB | concentracdes
1° placa 2° placa 3° placa
15,18 10,89 |12,70| 7,31 | 6,68 [22,51| 3,24 | 6,62 | 9,66
: ERP + 20%
Intracorrida arao LIQ e
CQD: 16,35 P
. ) ERP + 15%
Exatidao CQA 4’78 para as
Cé%l\él gfg demais
L1Q: 6,99 concentracdes
L.Qt 125 mUl/mL A determinar
L.Dc 78,125 mUl/mL A determinar

Os resultados da preciséo intracorrida e intercorrida ndo apresentaram valores
que ultrapassassem os 20 % determinados pela ANVISA, o que indica pouca
disperséo dos titulos calculados no teste. Com relacéo a exatidado, foram observados
valores inferiores a 20 %, significando que a diferenca entre o valor nominal de cada
uma das 5 concentracdes definidas no teste, quando comparadas com o valor
calculado, obtendo-se proximidade.

Uma das maiores dificuldades para a validacdo do método esta na natureza da
amostra, que foi soro humano (matriz biol6gica) que pode se comportar de forma
variavel, pois € composto por agua, proteina, hormdnios, nutrientes, gases e
excrecoes.

E importante explicar que a validagdo de métodos deve ser esquematizada
antes de seu desenvolvimento e execucédo. A estratégia de validacdo de um método
bioanalitico é peculiar e é influenciada pelo procedimento utilizado, pela natureza e
composicdo da matéria de interesse e pela matriz. Delineando o desenvolvimento,
otimizacdo e validacdo de métodos de uma maneira logica e organizada, 0s

laboratérios podem emitir resultados bastante eficientes e bem-sucedidos. A validacao
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de métodos é um processo tedioso, mas a qualidade dos resultados alcancada esta
diretamente atrelada com o desempenho deste processo.

O desenvolvimento de métodos alternativos tem progredido ultimamente
fazendo com que o estudo sobre novas técnicas, sejam estimulados e isto vem
promovendo discussdes sobre a aplicacdo dos 3Rs (Reduction, Replacement e
Refinement ou Reducdo, Reposicdo e Refinamento). Estas discussfes vao de
encontro as necessidades demandadas para avaliar a eficacia de uma vacina, como
suas propriedades imunogénicas, concentracao e via de administracdo, numero de
doses e seus intervalos (quando necessérias), necessidade e emprego de adjuvantes
e, No caso das vacinas orais, 0 ambiente gastrointestinal e a forma de apresentacéo
epitdpica (Takashi et al., 2009).

Uma revisao na literatura a respeito do PRNT evidencia seu uso a partir do fim
da década de 1969. Em 1981, Poland e colaboradores fizeram um estudo para
quantificar anticorpos contra febre amarela em 149 militares utilizando os ensaios
Teste de Protecdo em Camundongos (Mouse Protection Test - MPT) e o PRNT. Os
resultados demonstraram que dos 39 individuos que nao tiveram anticorpos
detectados pelo PRNT (titre <2), 38 também foram seronegativos pelo MPT. No
entanto, das 48 pessoas sem anticorpos detectaveis pelo MPT, apenas 38 foram
também negativos (titulo <2) pelo PRNT. Ou seja, mesmo que o0s testes tenham como
base o mesmo principio, soroneutralizacdo, a sensibilidade pode variar, porque o0s
resultados PRNT podem variar de acordo com a leitura do observador.

Niedrig e colaboradores avaliaram anticorpos contra febre amarela em soros
de 209 voluntarios e ndo encontraram relacao sélida entre os resultados do PRNT e
outros ensaios. O teste de imunofluorescéncia apresentou baixa sensibilidade.
Apenas para valores maiores do que 1:50 foram observados aumentos nos resultados
desse método. O ELISA se mostrou com alta sensibilidade, mas sem correlacdo com
os resultados do PRNT (Niedrig et al., 1999).

Embora o PRNT seja o0 método padrédo ouro para determinacéo de anticorpos
neutralizantes, existem diferencas metodolégicas entre os laboratorios que podem
gerar um problema na reprodutibilidade do método. Devido a necessidade do uso de
controles positivos e negativos para melhor controle de qualidade, tem-se padronizado
0 uso de unidades internacionais como unidade de medida (Niedrig et al., 1999;
Grobusch et al., 2013).
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6. CONCLUSAO

A determinacédo da positividade do teste foi realizada pela analise das 4 curvas
do padrao, assim como pela avaliacdo dos 30 soros amostrais e, nestas avaliacbes
realizadas, pode-se concluir que o limite para definir a sele¢ao de resultados positivos
e negativos foi de 125 mU/mL (ponto de corte).

Ficou demonstrado que a comparacao entre os métodos ViBl e PRNT foi
equivalentemente aceitavel, ja que quando comparados soros amostrais de mesmos
individuos, os resultados tiveram uma correlacdo alta de acordo com a avaliagdo
realizada pelas ferramentas estatisticas de Spearman, Mann Whitney e Wilcoxon.

A avaliacdo da validade/acuracia demonstrou que o0s resultados para a
sensibilidade de ambos os métodos foram equivalentes.

A validagdo do método ViBI foi realizada pelo estudo dos testes de seletividade,
curva de calibracao, preciséo, exatidao e pelos limites de deteccdo e quantificacdo e
foram encontrados resultados satisfatorios durante os céalculos, isto €, que respeitaram
os critérios de aceitacdo da RDC n° 27/2012 e RE 899/2003, ambas da ANVISA.

Neste trabalho, demonstrou-se que o método ViBl pode ser utilizado para
titulacdo de anticorpos 1gG em individuos sabidamente imunizados com a vacina de
Febre Amarela, porém, por ser um método alternativo e ndo compendial, este ndo
pode ser inicialmente a escolha frente ao método classico de PRNT.

Sendo assim:

¢ Os limites de concentracdo foram estabelecidos em 4 curvas de diluicdo do
padrédo, nas quais pode-se fazer a selecao de resultados positivos e negativos

e definiu-se o ponto de corte do método ViBI de 125 mU/mL, assim como a

confirmacéo desse limite foi demostrada pela titulacdo dos 30 soros amostrais

de individuos pés-vacinados;

¢ [Foi demonstrada uma alta correlacdo entre os métodos, e também néo houve
diferenca estatisticamente significativa nos resultados obtidos em ambos os
testes;

e A avaliacdo da validade/acuracia demonstrou resultados equivalentes para

ambos os métodos;
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Foram estabelecidas as curvas de calibracdo para determinar as amostras de
Controle de Qualidade, isto é, as amostras de CQ, a fim de submeté-las a
validacéo;

Os testes de validacao foram realizados com resultados satisfatérios, sendo,

portanto, uma evidéncia de que o método cumpre o requisito regulatorio.
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