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RESUMO
Introdução: Os ensaios de potência in vivo utilizados no controle da qualidade de 
imunobiológicos requerem o uso de muitos animais, e além da baixa reprodutibilidade, 
causam dor e sofrimento significativos. Nas últimas décadas, muitos estudos foram 
desenvolvidos para validar métodos alternativos para o controle da qualidade e liberação 
de lotes de produtos como vacinas e outros imunobiológicos, especialmente para os 
testes de potência. Objetivo: Discutir os estudos de validação sobre métodos alternativos 
para substituir ensaios de potência in vivo, a abordagem estatística utilizada e propor 
a harmonização da terminologia e o desenho para os estudos de validação de métodos 
alternativos de potência. Método: Uma pesquisa de revisão foi realizada em bases de 
dados científicos para compilar os produtos e dados dos procedimentos de validação, 
verificando sua inclusão nas farmacopeias. Resultados: Quatro ensaios foram incorporados 
em farmacopeias. As abordagens estatísticas incluíram principalmente a avaliação da 
regressão, ANOVA e teste de Qui-quadrado. Conclusões: É um desafio realizar estudos 
de validação adequados que sejam amplamente aceitos pelas autoridades reguladoras, 
especialmente onde os centros de validação ainda não foram estabelecidos. Um 
indicador claro dessa dificuldade foi o baixo número de métodos para produtos biológicos 
incorporados nas diretrizes.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos Alternativos; Imunobiológicos; Teste de Potência; Abordagem 
de Validação

ABSTRACT
Introduction: In addition to low reproducibility, in vivo potency tests used in the quality 
control of immunobiological products require too many animals, causing them significant 
pain and suffering. In the last decades, many studies have been conducted to validate 
alternative methods for quality control and batch release of products such as vaccines and 
other immunobiologicals, especially for potency tests. Objective: To discuss validation 
studies on alternative methods proposed for replacing the in vivo potency tests and the 
used statistical approach, as well as to propose harmonization of terminology and to 
design validation studies for alternative potency methods. Method: A review of scientific 
databases was carried out to compile the products, data on the validation procedures and 
to verify their inclusion in the pharmacopeias. Results: Four trials were incorporated into 
the pharmacopeias. Statistical approaches included mainly regression assessment, ANOVA 
and Chi-square test. Conclusions: It is a challenge to conduct appropriate validation 
studies that are widely accepted by regulatory authorities, especially where validation 
centers have not yet been established. A clear indicator of this difficulty was the low 
number of methods for biological products incorporated into the guidelines.
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INTRODUÇÃO

Diversos testes exigidos pelas agências reguladoras e diretrizes 
para garantir a eficácia e a segurança de produtos requerem 
o uso de um grande número de animais, causando dor e sofri-
mento significativos1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12, 13. Estima-se que cerca de 10 
milhões de animais de laboratório sejam utilizados na indústria 
e no controle da qualidade de produtos biológicos anualmente 
em todo o mundo, dos quais 80% são necessários para testar a 
segurança e a potência em liberação de lotes.

Na abordagem tradicional de liberação de lotes, a base geral para o 
teste da qualidade fundamenta-se em demonstrar a consistência da 
produção utilizando métodos analíticos. No entanto, originalmente, 
um paradigma diferente era aplicado às vacinas, produtos imuno-
biológicos complexos contendo antígenos, adjuvantes, excipientes 
e conservantes, e os lotes eram considerados produtos únicos. Por 
esse motivo, os reguladores exigiam testes extensivos de controle da 
qualidade de cada lote de vacina licenciada, para que a segurança 
e a potência fossem testadas, lote a lote, geralmente em animais15.

Ao contrário das vacinas com agentes viáveis que são avaliadas 
pela titulação in vitro, são necessários ensaios de potência in vivo 
para cada lote de vacinas inativadas. Geralmente, os testes de 
potência clássicos de vacinas inativadas são baseados na vacina-
ção seguida de um desafio letal contra um agente ou toxina-pa-
drão16,17,18,19. Esses testes são bem conhecidos pelo grande número 
de animais necessários, longa duração, alta variabilidade e pro-
blemas para alcançar os critérios de aceitação do ensaio20,21.

A abordagem de consistência de produção proposta como um 
novo conceito de controle da qualidade para vacinas é conside-
rada uma mudança de paradigma14. Nessa abordagem, o controle 
da qualidade consiste no uso de um conjunto de parâmetros para 
determinar o perfil do produto, monitorado durante a produção, 
garantindo que cada lote seja semelhante à vacina específica 
do fabricante, com eficácia clínica e segurança comprovadas22.

Nas últimas décadas, muitos estudos foram desenhados para validar 
métodos alternativos aplicados ao controle e liberação de lotes de 
produtos biológicos, principalmente testes de potência. Apesar da 
possibilidade de usar ensaios alternativos, os ensaios de vacinação-
-desafio (VD) ainda são amplamente utilizados12. A literatura aca-
dêmica e os compêndios propõem diversas alternativas de ensaio 
in vitro para análise da eficácia e segurança de imunobiológicos 
que requerem validação analítica. Entre suas vantagens, estão a 
duração do teste, melhor reprodutibilidade, testes de baixo custo 
em animais e o fato de estarem sujeitos à validação metodológica, 
o que tem um impacto positivo na rotina de controle da qualidade.

Validação de métodos alternativos

A validação é um estudo em que a confiabilidade e a relevância de 
um método ou processo são estabelecidas para uma finalidade espe-
cífica1,9,23,24. Ensaios de potência de vacina são geralmente baseados 
em: 1) tipo de vacina testada e 2) detalhes específicos do procedi-
mento analítico, no qual a potência pode ser expressa como teor de 
antígeno ou, mais comumente, como atividade biológica. Os métodos 

disponíveis incluem ensaios baseados em animais, culturas de célu-
las, bioquímica e ligação ao receptor-ligante em alguns casos14,25.

Abordagens semelhantes foram aplicadas às vacinas disponíveis 
no mercado, principalmente as purificadas e dentro do escopo das 
diretrizes Q6B26, enquanto que as vacinas consistindo em proteínas 
ou peptídeos bem caracterizados são explicitamente incluídas nas 
diretrizes Q5C27 do Conselho Internacional de Harmonização (ICH).

Boas práticas de fabricação (BPF) e validação

O produtor deve demonstrar a segurança e a eficácia do produto 
antes que agências reguladoras, como a Agência de Medicamen-
tos e Alimentos dos EUA (FDA) e a Agência Europeia de Medi-
camentos (EMA), aprovem o novo medicamento28. Além disso, 
regulamentos de fabricação, como as Boas Práticas de Fabrica-
ção Atuais dos EUA (cGMP), que introduziram os requisitos de 
validação de processos nos anos 80, também estipulam a adoção 
de padrões modernos no desenho, monitoramento e controle de 
processos de fabricação, bem como instalações que garantam 
um fornecimento consistente de produtos de alta qualidade29.

A FDA revisou a análise de riscos, a adequação e as inspeções de 
políticas, para que as análises químicas analíticas, de fabricação e 
controle (CMC) se concentrem nas questões de risco. A iniciativa foi 
guiada pela visão de uma indústria farmacêutica mais eficiente, ágil 
e flexível, capaz de produzir medicamentos de alta qualidade sem 
exageros regulatórios30. As regras mais evidentes resultantes dessas 
alterações incluíram a publicação de documentos do Guia ICH (ICH Q8 
[R2], 8, 9 e 10) relacionados ao desenvolvimento farmacêutico, qua-
lidade do gerenciamento de riscos e do sistema farmacêutico31,32,33. 
Outros guias estabelecem os requisitos para verificar a conformidade 
com as BPF e, desde que validados, podem adotar ações alternativas. 
Os estudos de validação são uma parte essencial das BPF e devem ser 
realizados de acordo com protocolos aprovados predefinidos34.

Os métodos validados para reduzir, refinar ou substituir o uso de 
animais (3Rs) geralmente envolvem aqueles validados por testes 
colaborativos realizados pelo fabricante para um determinado 
produto ou validados e publicados por outro laboratório. Esses 
testes são realizados sob a égide de organizações com esse obje-
tivo, ao passo que os métodos alternativos para testes de con-
sistência devem ser aceitos pelo laboratório oficial de controle 
e pelos fabricantes8,35,36,37. O processo de validação é geralmente 
aceito para facilitar e/ou acelerar a aceitação internacional 
(regulatória) de métodos/abordagens alternativas de teste9, 
uma vez que informações empíricas são geradas e/ou avaliadas 
quanto à confiabilidade e relevância de um método/abordagem 
de teste em condições padronizadas e controladas.

Principais organizações internacionais envolvidas

As principais instituições envolvidas nos estudos de validação, seja 
emitindo diretrizes de validação ou coordenando estudos, são: 
Conselho Internacional de Harmonização de Requisitos Técnicos 
para Produtos Farmacêuticos para Uso Humano (ICH), Laboratório 
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de Referência da União Europeia para Alternativas a Ensaios Ani-
mais – Centro Europeu para a Validação de Métodos Alternativos 
(EURL-ECVAM), Direção Europeia da Qualidade dos Medicamentos e 
Cuidados de Saúde (EDQM), Comitê de Coordenação Interagências 
para a Validação de Métodos Alternativos (ICCVAM, EUA), Centro 
Japonês de Validação de Métodos Alternativos (JaCVAM), Centro 
Johns Hopkins de Alternativas para Testes em Animais (CAAT, EUA), 
Organização Mundial de Saúde (OMS) e, no Brasil, Centro Brasi-
leiro de Validação de Métodos Alternativos (BraCVAM) e o Conselho 
Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA).

A EDQM, o JaCVAM, o BraCVAM e a Rede Nacional de Métodos 
Alternativos ao uso de animais (RENAMA) realizam estudos para 
incluir os métodos validados com sucesso em diretrizes e mono-
grafias da farmacopeia. Enquanto isso, outros estudos visam 
alcançar uma maior harmonização em todo o mundo para garan-
tir o desenvolvimento e o registro de medicamentos seguros, 
eficazes e de alta qualidade, embora não estejam diretamente 
envolvidos no processo de validação, como o ICH.

Ademais, instituições como a Parceria Europeia para Abordagens 
Alternativas ao Teste em Animais (EPAA, UE), o Fundo para Subs-
tituição de Animais em Experiências Médicas (FRAME), a Fun-
dação Doerenkamp-Zbinden para Pesquisa Sem Animais (GM), a 
Plataforma de Consenso Europeu para Alternativas – ECOPA) e o 
Centro Holandês de Conhecimento sobre Alternativas ao Uso de 
Animais (NKCA) são dedicados ao financiamento de pesquisas e à 
adoção de métodos alternativos.

Procedimento de validação

Em 1998, o workshop do ECVAM/EPAA publicou um relatório que 
apresentava os aspectos básicos da validação de métodos alterna-
tivos de testes de potência de vacina. Após duas décadas, a EMA 
publicou recentemente uma diretriz útil para a implementação 
dos 3Rs ensaios in vitro validados39 e a EDQM incluiu um capítulo 
na Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.). A Comissão da Ph. Eur. acres-
centou um quarto “R”, “Removal” (Remoção) como estratégia 
para acabar com o uso desnecessário de animais, eliminando a 
necessidade de realização regular de testes em animais que não 
são mais relevantes e que podem ser excluídos sem necessidade 
de substituição por outro teste40 após pesquisa científica.

A validação deve ser considerada ao desenvolver ou modificar 
metodologias validadas. Vários estudos na literatura relatam méto-
dos de validação para determinação de potência1-8,10-13,22,35-38,41-54, 
descrevendo as abordagens para desenhar a validação, critérios 
de aceitação, análise e interpretação de dados e até mesmo 
monitoramento de desempenho através do controle da quali-
dade9,38,55,56,57,58,59,60,61,62. A ICH Q2 (R1) é considerada a principal 
referência para recomendações e definições de características de 
validação de procedimentos analíticos para produtos farmacêuti-
cos de uso humano. Normalmente, são avaliadas exatidão (veraci-
dade no Vocabulário Internacional de Metrologia – IVM), precisão 
(repetibilidade e precisão intermediária), especificidade, limites 
de detecção e quantificação, linearidade e intervalo. Além disso, 
o método deve ter sido qualificado25 antes de realizar um estudo 
de validação multicêntrica.

Os estudos colaborativos geralmente seguem uma abordagem 
em etapas (stepwise). O número e o detalhamento das eta-
pas dependem de cada caso, mas geralmente incluem etapas 
de pré-validação, como prova de conceito e transferibilidade, 
incluindo lógica e desenvolvimento de protocolo e otimização 
para obter especificidade, sensibilidade, repetibilidade e repro-
dutibilidade suficientes. O método é transferido para pelo menos 
um laboratório adicional63 após estabelecer a prova de conceito.

O método é considerado validado após a determinação de sua confia-
bilidade e relevância para uma finalidade específica38,39,64. No dese-
nho do estudo, os procedimentos dos ensaios candidatos são descritos 
para permitir as condições necessárias para a reprodutibilidade e a 
obtenção de resultados dentro dos critérios de aceitação propostos60.

O estágio de estudo colaborativo em larga escala envolve muitos 
laboratórios e inclui uma gama de produtos. Nesta fase, devem 
ser definidos ou, pelo menos, claramente propostos, o protocolo, 
os reagentes, os controles e os materiais de referência63.

Esta revisão teve como objetivo discutir estudos de validação publica-
dos e sua abordagem estatística para métodos alternativos de estima-
tiva de potência, aplicados à liberação de lote de produtos biológicos.

MÉTODO

Uma pesquisa de revisão sobre estudos de validação para tes-
tes de potência de imunobiológicos foi realizada nas seguintes 
bases de dados científicos: Pubmed, Scientific Eletronic Library 
Online (SciELO) e Biblioteca Virtual em Saúde, incluindo Medline, 
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciências da Saúde 
(LILACS) e Cochrane Library, até novembro de 2018, utilizando as 
palavras-chave “métodos alternativos” e “validação” ou “abor-
dagem de validação” (“alternative methods” and “validation” or 
“validation approach”.) Foram incluídos neste estudo os artigos 
que descrevem a abordagem de validação para testes de potência 
alternativos. Os demais artigos foram excluídos. Após encontrar os 
artigos científicos e as diretrizes de validação, foi criada uma pla-
nilha do MS-Excel® para a compilação dos produtos e dados do pro-
cedimento de validação, verificando sua inclusão nas farmacopeias.

RESULTADOS

Ensaios de potência

Geralmente, a potência é definida como a capacidade de um pro-
duto gerar uma atividade biológica específica que pode ser quan-
tificada26. Portanto, os testes de potência devem ser projetados 
para medir a atividade biológica relevante ou uma propriedade 
específica do produto, incluindo o uso de um padrão de referência 
para comparar e demonstrar consistência e estabilidade de lote 
para lote, para fins de liberação desses lotes65. Dos 2.909 artigos 
encontrados, os 22 selecionados descrevem uma abordagem de 
validação para testes de potência alternativos que substituíram, 
refinaram ou reduziram o uso de animais de laboratório no con-
trole da qualidade de produtos imunobiológicos. Os demais artigos 
foram excluídos do estudo. Vários modelos foram desenvolvidos 
como possíveis métodos alternativos (Tabela 1).
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Tabela 1. Estudos avaliados de acordo com produto, ensaio, abordagem, método alternativo e parâmetros de validação.

Artigos científicos Produto
Ensaio Validação

Tradicional Candidato Abordagem Parâmetros Análise estatística Aspecto relevante

Hendriksen et al., 
19881 NA VD ToBI

Validação 
de produto 
específico

Confiabilidade
Relevância

Sensibilidade
Reprodutibilidade

Correlação linear

Designa de 
reprodutibilidade 

o que é a 
repetibilidade atual.

Sigoillot-Claude  
et al., 201554

Vacina antirrábica 
veterinária 

monovalente ou 
combinada 

VD ELISA Confiabilidade

Linearidade (testes 
de Cochran e 

Bartlett)
Regressão linear

O monitoramento 
durante

todas as fases do 
ciclo do produto.

Lin et al., 201746 Vacina antirrábica VD TRFIA

Sensibilidade
Precisão

Recuperação
Linearidade

Confiabilidade

Correlação

A validação preliminar 
deste novo TRFIA 

para vacinas contra 
raiva e o método 
demonstraram 

resultados 
satisfatórios.

Hendriksen et al., 
19912

Vacina de toxoide 
tetânico VD ToBI

Validações 
internas 

(in house)

NI Correlação
Teste qui-quadrado

É necessária 
validação adicional.

van der Ark et al., 
19943

Vacina de célula 
inteira contra 
coqueluche

VD ELISA Reprodutibilidade

Linhas paralelas
Teste qui-quadrado

ANOVA
Correlação

Chama de 
reprodutibilidade 

o que é a 
repetibilidade atual.
Substituto promissor, 
exigindo estudos de 
validação e validade 
funcional. Reduz o 
uso de animais em 

mais de 25%.

Krämer et al., 
200911 Vacina antirrábica VD RFFIT Estudo de 

correlação

Correlação de Pearson
Coeficiente de 
correlação de 

concordância de Lin

O método 
sorológico pode ser 

recomendado.

Krämer et al., 
201313

Vacina antirrábica 
veterinária VD RFFIT 

modificado Confiabilidade
Linearidade
Paralelismo

Limites de confiança

O número de animais 
de teste  

é reduzido em até 
85%. O ensaio é mais 
barato, mais fácil e 

mais rápido.

Korimbocus et al., 
201646

fragmentos 
F(ab)2 altamente 

purificados da 
imunoglobulina 
da antirrábica 

eqüina

NT ELISA 
competitivo 

Exatidão
Precisão

Linearidade
Intervalo

Correlação

O ELISA competitivo 
demonstrou o 

potencial de substituir 
o NT e possivelmente 

o RFFIT para a 
quantificação da 
imunoglobulina 

da raiva.

Moreira et al., 
201966 Vacina antirrábica VD RFFIT 

modificado
Relevância

Confiabilidade

Teste Cochran C
Teste t de Student

ANOVA
regressão linear 

simples
correlação

coeficiente de Cohen 
Kappa

Coeficiente de 
correlação de Lin

intervalos de 
confiança

O ensaio foi capaz 
de distinguir entre 
lotes potentes e 

subpotentes. O SPT 
é um candidato 

viável para validação 
e inclusão em 
farmacopeias 

como redução e 
refinamento para o 

teste NIH.

Hendriksen et al., 
19944

Vacina veterinária 
de toxoide 
tetânico

VD

ELISA 
indireto

ToBI
HA

Estudo 
colaborativo

Variação
intra e 

interlaboratorial

Correlação
Linearidade

VD pode ser 
substituído por ELISA 
e ToBI. É necessário 

padronizar o HA.

de Kappelle et al., 
19976

Vacina de célula 
inteira contra 
coqueluche

VD VD
Reprodutibilidade

variação 
interlaboratorial

ANOVA

A padronização 
internacional 
dos protocolos 
é necessária, a 

variabilidade pode 
ser atribuída à cepa 
de camundongos.

Continua
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Continuação

Hunolstein et al., 
200837

Vacina de célula 
inteira contra 
coqueluche

VD
Ensaio com 
células CHO

ELISA

Estudo 
colaborativo

fase I

Repetibilidade 
(precisão 

intra-ensaio) e
precisão 

intermediária 
(variação 

intralaboratorial)

Correlação

Método alternativo
promissor para testar a 
potência na liberação 
de lotes de vacinas 
cuja consistência de 

produção já tenha sido
demonstrada pelo VD 

clássico.

Morgeaux et al., 
201745 Vacina antirrábica VD ELISA Relevância

Especificidade
Linearidade

Exatidão
Precisão

Repetibilidade

O ELISA pode 
discriminar entre lotes 

potentes e subpotentes. 
Variabilidade 

inerente ou falta de 
transferibilidade que 
não foi encontrada.

Gross et al., 200910 Imunoglobulina 
tetânica humana NT EIA

TIA

Estudo 
colaborativo

fase II

Precisão,
Repetibilidade e 

Reprodutibilidade

EIA - linhas paralelas
TIA - curva logística 

de 4 parâmetros 
Correlação de Lin 

ANOVA

Avaliação de desvios 
de paralelismo 
e linearidade 

juntamente com 
o coeficiente de 

correlação ponderado.

Rosskopf-Streicher 
et al., 200151

Vacina contra 
Erysipela VD ELISA

Estudo 
colaborativo

fase III

Confiabilidade
Reprodutibilidade 

(variação 
interlaboratorial)

Repetibilidade 
(variação 

intralaboratorial)

Correlação 
ANOVA

Refinamento e 
redução substanciais 

do número de 
animais em 80%. 
Foi incluído na 
Farmacopeia 

Europeia.

RossKopf-Streicher 
et al., 199950

Vacina contra 
Erysipela VD ELISA

Estudo 
colaborativo

fase I, II

Reprodutibilidade NI

O método é um 
forte candidato para 
validação. Utiliza o 

termo reprodutibilidade 
intralaboratorial como 

repetibilidade.

van der Ark et al., 
20007

Vacina de célula 
inteira contra 
coqueluche

VD ELISA
Reprodutibilidade

Confiabilidade
Relevância

Precisão intra 
e interensaio e 

interlaboratorial
Correlação

O modelo é válido 
para estimar 
a potência da 
coqueluche.

Winsnes et al., 
20038

Vacina combinada 
- componente 

toxoide diftérico
VD

ToBI
ELISA 

indireto de 
neutralização 

de toxinas 
em células 

Vero in vitro 

Repetibilidade

ELISA e ToBI - 
curva logística 

multiparâmetros
Ensaio célula Vero e 
ELISA ou ToBI - linhas 

paralelas
Correlação

Os ensaios sorológicos 
podem ser menos 

problemáticos do que 
os de desafio.

Os resultados obtidos 
recomendaram 

prosseguir com o 
estudo para investigar 
a confiabilidade dos 

ensaios in vitro.

Krämer et al., 
201012

Vacina antirrábica 
veterinária VD RFFIT

Reprodutibilidade
Confiabilidade

Transferibilidade
Adequação

Teste exato de 
Wilcoxon-Mann-

Whitney

Melhoria significativa 
de 3R no número 

de animais e 
refinamento. Redução 

do tempo de teste.

Winsnes et al., 
200636

Vacina combinada 
- componente 

toxoide diftérico
VD

ToBI
ELISA 

indireto de 
neutralização 

de toxinas 
em células 

Vero in vitro 

Estudo 
colaborativo

fase III

Repetibilidade e 
reprodutibilidade Correlação

A substituição e a 
possibilidade de 

testar as potências 
de toxoide diftérico 
e tetânico dos soros 
dos mesmos animais.

Winsnes e 
Hendriksen, 200035

Vacina de toxoide 
tetânico VD ToBI

ELISA

Estudo 
colaborativo
fase I, II, III

variação intra e 
interlaboratorial

Correlação de 
Pearson

Refinamento e 
redução do número 

de animais para 
liberação de lote.

Hendriksen, 19955 Vacina de toxoide 
tetânico VD ToBI Relato de 

caso NA NA

Apoiar a investigação 
de alternativas. 
Desenvolvimento 
de diretrizes para 
procedimento de 

validação.

NA: Não aplicável; VD: Ensaio de vacinação-desafio; NI: Não identificado.
ToBI: Teste de inibição de ligação à toxina; ELISA: Ensaio imunoabsorvente ligado a enzima; TRFIA: Fluoroimunoensaio tempo-dependente; RFFIT: Teste 
de rápida inibição de focos fluorescentes; NT: Teste de neutralização em camundongo; SPT: Teste de potência sorológica; NIH: National Institute of 
Health; HA: Teste de hemaglutinação passiva; CHO: Ovário de hamster chinês; EIA: Imunoensaio ligado a enzima; TIA: Ensaio de inibição de toxoides.
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Modelos para toxoides tetânicos

Vacinas humanas

Estudos anteriores relataram uma maior correlação entre o teste 
de neutralização de toxinas (NT) em camundongos e o teste de 
inibição de ligação a toxinas (ToBI) do que com o ensaio de imu-
noabsorção ligado à enzima toxoide (ELISA)1,2. Estes ensaios soro-
lógicos não-NT avançaram a partir dos resultados de um estudo 
colaborativo para determinar a potência do toxoide tetânico em 
vacinas veterinárias4. As correlações entre os testes in vitro e o VD 
foram muito boas e um pouco melhores no ToBI do que no ELISA.

As informações sobre a variação intralaboratorial dos ensaios soro-
lógicos (ES) in vitro foram baseadas na avaliação da repetibilidade 
dos testes e na distribuição da precisão intralaboratorial. A análise 
de variação intralaboratorial mostrou que o ELISA tem melhor repe-
tibilidade que o ToBI, enquanto que as informações preliminares 
sobre a variação interlaboratorial foram consideradas aceitáveis. 
Os resultados justificaram a extensão a um estudo colaborativo para 
determinar a variação intra e interlaboratorial dos ensaios in vitro 
e a conclusão sobre robustez. Por fim, concluiu-se que esses testes 
sorológicos são importantes para garantir a consistência do lote, 
mas não podem ser utilizados para substituir os testes de VD para o 
licenciamento de novas vacinas ou a confirmação de potência após 
alterações significativas dos processos de fabricação35.

Os métodos in vitro foram avaliados em um estudo colaborativo 
para o ES de validação de potência de vacinas contra difteria 
combinadas com toxoide tetânico para uso humano. Os ensaios 
ELISA ou ToBI para sorologia do tétano foram realizados e com-
parados com o ensaio VD in vivo. Em geral, o ToBI gerou uma 
potência maior do que o ELISA, pois as doses da vacina foram oti-
mizadas para o componente diftérico. Como já era esperado, as 
atividades séricas variam amplamente entre as vacinas multiuso, 
levantando questões sobre o uso de um modelo de linha paralela. 
Os coeficientes de correlação foram considerados aceitáveis e 
a potência estimada no ensaio de desafio foi semelhante à do 
ELISA. Os dados obtidos mostraram que a potência da antitoxina 
obtida pelo ensaio de células Vero e ELISA estava altamente cor-
relacionada com a potência por neutralização8.

Embora a palavra “validação” tenha sido incluída no título do 
estudo, os autores indicaram a necessidade de investigar a con-
fiabilidade de ensaios in vitro, demonstrando que a validação 
em si não foi de fato realizada. No entanto, a pré-validação cla-
ramente relatada incluiu uma descrição detalhada do desenho 
do estudo e seu desenvolvimento. Nesta etapa, um estudo de 
correlação avaliou a relevância dos testes candidatos. Também 
seria possível obter dados preliminares de confiabilidade8.

No estudo colaborativo sobre vacinas com componentes toxoides 
diftéricos e tetânicos, pode-se observar uma regressão clara nos 
resultados de ELISA e ToBI. Essa observação é importante porque 
as doses da vacina foram ótimas para o componente toxoide dif-
térico. Os resultados revelaram que os mesmos soros poderiam 
ser usados para determinar a potência de ambos os componen-
tes. A repetibilidade e reprodutibilidade foram geralmente mais 

altas para toxoides no ELISA que no ToBI. O estudo considerou o 
ELISA e o ToBI como métodos válidos para testes rotineiros de 
liberação em lote de vacinas combinadas contra o tétano36.

Vacinas veterinárias

A adequação de ES in vitro para testar a potência do toxoide 
tetânico de vacinas veterinárias foi verificada por um estudo de 
validação interlaboratorial. Os títulos de anticorpos séricos de 
cobaias e coelhos imunizados foram estimados por ELISA indireto, 
ToBI e ensaio de hemaglutinação passiva (HA), em comparação 
com o NT. A potência estimada mostrou boa concordância, mas 
uma variação interlaboratorial significativa para a HA e aceitável 
para ELISA e ToBI. Os resultados permitiram concluir que ELISA e 
ToBI são alternativas válidas, mas o teste de HA não é4.

Imunoglobulina tetânica

Dois outros modelos alternativos in vitro foram validados para 
determinar a potência da imunoglobulina humana contra o 
tétano. Um ensaio imuno-enzimático (EIA) e um ensaio de inibi-
ção de toxinas (TIA) mostraram boa reprodutibilidade, precisão 
e repetibilidade em um estudo colaborativo internacional. Os 
métodos discriminaram entre baixa, média e alta potência, por-
tanto, foram considerados adequados para o controle da quali-
dade da imunoglobulina tetânica humana10.

O EIA e o TIA foram submetidos a um estudo colaborativo com-
plementar para serem validados em produtos de alta potência. 
Os ensaios foram capazes de reconhecer amostras de baixa, 
média e alta potência utilizando um conceito de precisão enten-
dido como confiabilidade, uma vez que determinou as variações 
intra- (repetibilidade) e interlaboratoriais (reprodutibilidade)10.

Modelos para coqueluche

Um ELISA sorológico foi desenvolvido para avaliar a resposta 
humoral induzida pela vacina de células inteiras como alterna-
tiva ao modelo de desafio intracerebral, verificando que a sobre-
vivência dos camundongos poderia ser prevista pelos títulos 
de anticorpos no dia do desafio. Os resultados da potência da 
vacina foram semelhantes, mas a reprodutibilidade foi melhor 
no ELISA. Os níveis de sofrimento dos animais foram mais baixos 
e reduziu-se em 25% o número de animais utilizados3.

Foi aplicado o teste do qui-quadrado para verificar a homogeneidade 
dos resultados; a análise de variância e o coeficiente de correlação 
de regressão foram calculados para estimar o que os autores defini-
ram como reprodutibilidade. Atualmente, o conceito aplicável seria 
repetibilidade, pois trata-se uma validação intralaboratorial25,67.

Um estudo colaborativo foi realizado para estabelecer a precisão e 
exatidão de cinco sistemas de ensaio. A toxicidade e a potência da 
vacina de células inteiras contra a coqueluche foram avaliadas em 
camundongos pelo teste VD, e mostrou variação significativa e baixa 
capacidade de discriminar diferentes níveis de potência. A reprodu-
tibilidade foi determinada pela estimativa da potência no ensaio 
VD. Os dados do sistema foram testados quanto à homogeneidade 
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entre os laboratórios por análise de variância (ANOVA), utilizando 
estimativas médias dos produtos testados e o desvio-padrão médio. 
A consistência intralaboratorial também foi avaliada pela ANOVA, 
bem como a capacidade de cada sistema de teste distinguir entre 
produtos com toxicidade ou potência diferentes6.

Outro estudo colaborativo verificou a correlação e comparou a 
relevância e a confiabilidade do teste de potência sorológica para 
Bordetella pertussis. Na validação do ELISA, as precisões intra- e 
interensaios e interlaboratoriais foram determinadas pelo coefi-
ciente de variação (CV%) das concentrações de anticorpos. A precisão 
intra-ensaio (repetibilidade) avaliou as diferenças dentro ou entre as 
placas. A variação dentro dos laboratórios foi expressa pela precisão 
intermediária (variação interensaios). A reprodutibilidade (precisão 
interlaboratorial) foi calculada pela variação entre os laboratórios 
participantes. Os testes intra e interlaboratoriais apresentaram boa 
correlação no teste de homogeneidade pelo qui-quadrado. Os valores 
de potência foram semelhantes, mas o ELISA foi mais reprodutível, 
com possibilidade reduzida de re-teste devido aos menores intervalos 
de confiança. A reprodutibilidade e a confiabilidade foram determi-
nadas pela análise da potência estimada (média geométrica, variân-
cia média e valores de p do qui-quadrado). Os conceitos de precisão e 
exatidão foram aplicados como sinônimos de confiabilidade (precisão 
intra e interlaboratorial) e relevância, respectivamente7.

Um estudo avaliou dois métodos sorológicos para teste de potên-
cia de vacinas de células inteiras contra coqueluche37, um ELISA 
para toxina de coqueluche (PT-ELISA), ELISA de células inteiras 
(wC-ELISA) e anticorpos neutralizantes pelo ensaio de células CHO 
(ovário de hamster chinês). O ensaio de células CHO foi conside-
rado confiável devido à boa repetibilidade (precisão intra-ensaio) 
e precisão intermediária (variação intralaboratorial). A potência 
estimada pelo VD não mostrou correlação com o PT-ELISA, mas 
correlacionou-se muito bem com o wC-ELISA da maioria das amos-
tras do estudo, mostrando boa reprodutibilidade intra e interlabo-
ratorial. O ensaio apresentou boa transferibilidade. O ES baseado 
no wC-ELISA é um método alternativo promissor para teste de 
potência na liberação de lote de vacinas contra coqueluche, cuja 
consistência de produção já foi demonstrada pelo teste de desafio 
clássico. No entanto, são necessários dados adicionais de valida-
ção para estabelecê-lo como um método alternativo compendial.

Modelos para difteria

Um estudo colaborativo utilizou um ES para validação da potência 
de vacinas contra difteria em combinação com toxoide tetânico 
para uso humano. Os ensaios de neutralização de toxinas in vitro 
em células Vero e o ELISA para sorologia de difteria foram com-
parados com o ensaio in vivo VD em cobaias ou desafio intradér-
mico68. Os dados obtidos mostraram que a potência da antitoxina 
obtida pelo ensaio de células Vero e o ELISA de difteria estavam 
altamente correlacionadas com a potência no teste de neutra-
lização. Os experimentos realizados compararam as estimativas 
de potência, e os coeficientes de correlação calculados demons-
traram a similaridade entre os testes ES e VD. Embora a palavra 
validação (não realizada) tenha sido incluída no título do estudo, 
os autores indicaram a necessidade de investigar a confiabilidade 
(variação intra e interlaboratorial) dos ensaios in vitro8.

Com o objetivo de complementar o estudo colaborativo anterior, 
a relevância e a confiabilidade do ensaio de células Vero e o ELISA 
foram avaliados para testes de potência de vacinas de difteria 
combinadas contendo toxoide tetânico. Também foi investigado se 
os soros dos mesmos animais poderiam ser utilizados para deter-
minar a potência dos toxoides diftéricos e tetânicos para reduzir 
o número de animais utilizados. A confiabilidade dos ensaios soro-
lógicos foi investigada através da determinação da repetibilidade 
e reprodutibilidade do teste, que geralmente eram mais altas no 
ELISA em comparação com o ensaio de células Vero36.

Imunobiológicos para raiva

Vacinas para uso humano

O teste de desafio em camundongos aplica-se ao teste de potência 
de vacinas inativadas para uso veterinário e humano69,70. Modelos 
de quantificação para a substituição total de animais medem a 
quantidade de antígeno ou imunógeno da vacina, incluindo o teste 
de ligação ao anticorpo para raiva (TLA)71, alguns procedimentos 
ELISA42-44 e o ensaio de imunodifusão radial simples (SRID)72, que 
é aceito para liberação de lotes de vacina para uso humano73. A 
Ph. Eur. propõe o método de VD para vacinas humanas e, alter-
nativamente, um ensaio de potência imunoquímico ou sorológico 
validado70, incluindo o ELISA, para quantificar a glicoproteína G 
viral em vacinas antirrábicas humanas sem adjuvante45.

Como parte dos esforços gerais para reduzir os testes em animais, 
três ELISA diferentes para quantificar a glicoproteína da raiva 
foram avaliados como alternativa ao teste de potência do National 
Institutes of Health (NIH). O escolhido é baseado em anticorpos 
monoclonais específicos para a proteína G viral na forma nativa. O 
método, foi considerado específico, linear, exato e preciso, con-
seguiu distinguir entre lotes de vacinas potentes e subpotentes, 
concordando satisfatoriamente com o teste de VD. A repetibili-
dade, especificidade, linearidade e precisão foram avaliadas no 
estudo de pré-validação. O estudo de correlação mostrou uma boa 
concordância com o teste NIH. Este ELISA foi considerado um bom 
candidato e, portanto, selecionado para um estudo colaborativo45 
que deve gerar dados científicos para apoiar as etapas regulatórias 
necessárias para substituir os testes de potência in vivo47.

Foi desenhado um fluoroimunoensaio tempo-dependente (TRFIA) 
utilizando anticorpos monoclonais específicos que reconhecem 
apenas a forma nativa, trimérica e imunogênica da glicoproteína 
do vírus da raiva, impedindo a detecção de glicoproteína solúvel 
e não imunogênica nas vacinas. Ele estima a potência e o teor 
de glicoproteína das vacinas contra a raiva humana e pode ser 
útil para substituir o teste NIH. O TRFIA mostrou excelente pre-
cisão, maior sensibilidade e uma faixa de detecção muito mais 
ampla que o ELISA tradicional. Embora a alta sensibilidade possa 
não ser muito importante para a detecção da proteína do vírus 
da raiva, a faixa de detecção muito mais ampla, a excelente 
precisão e a operação mais simples do TRFIA podem economizar 
tempo e trabalho com muitas determinações precisas e exatas67.

Um ES utilizando o Teste de Rápida Inibição de Focos Fluores-
centes Modificado (mRFFIT) foi desenvolvido e pré-validado, 
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demonstrando sua relevância, confiabilidade e boa concordân-
cia com as potências determinadas pelo teste NIH. O ensaio foi 
capaz de distinguir entre lotes de vacinas potentes e subpoten-
tes, sendo um candidato viável para validação produzindo refi-
namento para o teste NIH66.

Vacinas veterinárias contra a raiva

Pesquisadores desenvolveram e validaram um teste sorológico 
de dose única para a vacina veterinária que reduziu o número 
de animais e promoveu um refinamento considerável. O estudo 
comparativo mostrou uma boa correlação entre o teste de VD 
e os resultados do ES com base no teste Rápida de Inibição de 
Focos Fluorescentes (RFFIT). A equivalência foi avaliada pelo 
coeficiente de correlação de Lin, enquanto a confiabilidade do 
ES foi demonstrada pela identificação das vacinas que não aten-
deram às especificações mínimas de potência11. Um estudo cola-
borativo validou esse ES de dose única, demonstrando a repro-
dutibilidade do teste, a confiabilidade e as boas variações intra 
e interlaboratoriais. O método proposto permite uma melhoria 
significativa em relação à repetibilidade e reprodutibilidade do 
ensaio, ao passo que a transferibilidade dos resultados e a ade-
quação do teste complementaram a validação12.

O método alternativo sorológico de dose única foi incluído na 
Monografia 0451 da Ph. Eur. como método de refinamento para 
o teste de VD em camundongos na liberação em lote de vacinas 
veterinárias contra raiva69. Este teste fornece resultados quali-
tativos, mas não um valor de potência. O conceito de confiabi-
lidade foi aplicado, embora a repetibilidade tenha sido avaliada 
apenas quando não combinada com a reprodutibilidade12.

Posteriormente, os mesmos grupos de pesquisa desenvolveram 
um método sorológico em formato de doses múltiplas que per-
mitiu determinar a potência das vacinas e forneceu resultados 
confiáveis e mais exatos do que o teste de VD13.

Foi desenvolvido um ELISA utilizando anticorpos monoclonais 
caracterizados capaz de quantificar apenas o tipo nativo trimé-
rico de glicoproteína G, alvo de anticorpos neutralizantes. Foi 
demonstrado que este ensaio funciona em diferentes etapas do 
processo de fabricação, incluindo o vírus viável ou inativado e 
o antígeno formulado no produto final. Ele pode ser utilizado 
para acompanhar a consistência lote a lote entre as várias etapas 
do processo de fabricação. Uma das principais vantagens deste 
ELISA é sua especificidade, robustez e precisão54.

Imunoglobulina antirrábica

De acordo com os regulamentos internacionais, o controle da qua-
lidade de fragmentos F(ab)2 altamente purificados produzidos a 
partir de imunoglobulina da raiva equina (F(ab)2 - ERIGs) requer 
avaliação da potência in vivo por NT ou RFFIT. Um método ELISA 
competitivo (c-ELISA) foi desenvolvido, validado e avaliado em 
lotes de produtos comerciais. A validação do c-ELISA tem o poten-
cial de substituir o NT e possivelmente o RFFIT para quantificação 
de imunoglobulina antirrábica. Um estudo de correlação comparou 
o c-ELISA e NT utilizando a análise de regressão, incluindo ANOVA46.

Modelo para Erisipela

Um ELISA foi desenvolvido para refinar e reduzir o modelo base-
ado em desafio para vacinas veterinárias contra erisipela suína49 e, 
após estudo de pré-validação50, um estudo internacional colabora-
tivo foi realizado para determinar a reprodutibilidade e a precisão 
intralaboratorial. O ELISA substituiu adequadamente o teste VD 
e reduziu em 80% o número de animais no teste de potência51. 
Durante as fases de pré-validação e validação, a transferibilidade 
foi demonstrada pelos parâmetros de precisão, repetibilidade, 
reprodutibilidade e robustez. O estudo de validação confirmou a 
utilidade do método proposto para uma ampla gama de vacinas 
inativadas contra erisipela. Em 2004, o ES foi incluído na Ph. Eur.74.

DISCUSSÃO

Considerações sobre estudos de validação

Falta de harmonização na terminologia estatística

Embora as principais diretrizes indiquem os mesmos parâmetros, a 
terminologia de validação utilizada difere75 em diversos documen-
tos oficiais25,55,56,57,58,59,60,61,62,67,76,77, o que pode causar problemas em 
estudos de validação. Além disso, essa terminologia heterogênea 
pode ser encontrada até no mesmo documento algumas vezes, 
dependendo da seção em que um termo específico é mencionado75.

A ISO 3534-2 diferencia claramente medições de testes. A medição 
é limitada a determinar quantidades (massa, comprimento, tempo, 
velocidade), enquanto que o teste é utilizado em um sentido mais 
amplo ao determinar características por medição ou por outros 
meios, como quantificar, classificar ou detectar a presença ou ausên-
cia de uma característica. A ISO define um teste como uma operação 
técnica que consiste em determinar uma ou mais características77.

A terceira edição do IVM afirma que os princípios básicos de medi-
ção em física, química, medicina laboratorial, biologia e enge-
nharia não são fundamentalmente diferentes. O IVM67, a ISO75,77 

e a rede europeia de medições químicas analíticas (EURACHEM)62 
se referem à exatidão como veracidade, e a melhor definição é 
fornecida pelas normas ISO75 e a EURACHEM62, como a combina-
ção da veracidade e precisão. A veracidade é entendida como a 
proximidade de concordância entre um valor médio obtido de 
uma grande série de resultados e um valor de referência aceito, 
geralmente expresso em termos de tendência78. O documento 
ICH Q6 (R2) estabelece as bases para a validação na área farma-
cêutica, mas apresenta termos equivocados, e outros guias (Far-
macopeia dos Estados Unidos; EMA; Agência Reguladora de Saúde 
do Brasil – Anvisa) seguem tanto esse guia como seus termos.

A sensibilidade do teste é definida como a razão de amostras 
positivas com os resultados positivos e a especificidade a pro-
porção de amostras negativas com resultados negativos. O valor 
preditivo positivo (VPP) de um teste é a proporção de resultados 
positivos que realmente o são, e o valor preditivo negativo (VPN) 
é a proporção de resultados negativos verdadeiros79.

A exatidão do teste é definida como a capacidade de fornecer 
a medição mais próxima possível da substância avaliada em 
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relação ao valor de referência e está associada a um erro siste-
mático. A precisão descreve o grau de dispersão dos resultados 
dos testes replicados, independentemente do valor de referên-
cia e está relacionada ao erro aleatório67.

A precisão do ensaio expressa a proximidade de concordância (grau 
de dispersão) em uma série de medições, e é considerada em três 
níveis: repetibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade. É 
geralmente expressa como variância, desvio-padrão ou coeficiente 
de variação. Para determinar a precisão intermediária, são avalia-
dos os efeitos de eventos aleatórios na precisão do procedimento 
analítico, como dias, analistas, equipamentos, entre outros. A 
reprodutibilidade é testada por testes interlaboratoriais, indicados, 
por exemplo, para incluir procedimentos nas farmacopeias25,67.

Análise Final

Foram desenhados vários estudos para validar métodos alterna-
tivos. O desafio, no entanto, é realizar um estudo de validação 
apropriado para obter aceitação regulatória.

Os estudos encontrados nesta pesquisa são multicêntricos (estudo 
colaborativo), internos (validação interna) e de validação de pro-
duto específico. O objetivo desses estudos colaborativos incluiu 
avaliações da adequação do teste como medida de potência válida 
e reprodutível, para demonstrar a relevância, a confiabilidade e 
a transferibilidade do teste, visando uma eventual inclusão nas 
farmacopeias4,6,78,10,12,51. As pesquisas de validação intralaborato-
riais consistiram na comparação de candidatos e métodos tradi-
cionais. A validação de ensaios alternativos foi avaliada, verifi-
cando sua adequação e desenvolvimento1,2,3,11,13,45,46,50,66. Um único 
artigo de pesquisa discutiu o desenvolvimento, a validação e a 
aceitação de um método alternativo para o controle da qualidade 
de vacinas5. Depois de validado em um estudo colaborativo, o 
método alternativo ainda exige validação adicional antes de ser 
transferido/implementado em produtos/laboratórios específicos, 
o que não foi mencionado na maioria dos estudos.

Aqui, classificamos os estudos levantados e identificamos essa 
etapa de transferência como validação interna, que variava caso 
a caso, apoiada em dados gerados pelo novo método e/ou no 
estudo colaborativo5,10,14, 25,60,62,75.

A necessidade de validar os novos métodos ficou evidente por meio 
de procedimentos internacionalmente aceitos25 devido a barreiras 
à aceitação e harmonização internacional ao aplicar métodos uni-
versais para controle e liberação de lotes de imunobiológicos. A 
validação precisa garantir que o método atenda aos requisitos das 
aplicações analíticas, garantindo a confiabilidade dos resultados57.

Geralmente, os novos métodos precisam ser comparados com parâ-
metros já estabelecidos, o que dificulta muito o procedimento de 
validação. Como exemplo, algumas discussões e tentativas já foram 
feitas para substituir o teste de potência NIH para a vacina contra 
a raiva80, porém sem sucesso, principalmente devido a abordagens 
conservadoras que exigem uma correlação entre métodos tradicio-
nais e alternativos, o que raramente ocorre59,81,82. Uma consideração 
importante é que, quando um teste in vivo for substituído por um 
teste in vitro para determinado produto, é provável que os atributos 

do produto sejam avaliados de forma diferente63. Não se pode espe-
rar total conformidade dos valores de potência devido à alta variabi-
lidade inerente aos experimentos com animais, já que os testes são 
baseados em diferentes leituras (por exemplo: sobrevivência-morte 
contra títulos de anticorpos)13. No entanto, quase todos os modelos 
estatísticos dos estudos de validação aplicam correlação com regres-
são linear para avaliar a similaridade dos resultados e determinar a 
confiabilidade e a relevância dos novos métodos.

Para a Organização para Cooperação e Desenvolvimento Eco-
nômico (OCDE), o desenvolvimento e a validação de ensaios de 
toxicidade têm etapas bem conhecidas. Apesar disso, diferenças 
nos processos de validação ainda impedem a aceitação dos novos 
métodos9, o que também parece ocorrer com os imunobiológi-
cos. Porém, a recente publicação de diretrizes sobre validação 
de métodos alternativos com abordagem dos 3Rs pela EMA39 e 
pelo Conselho da Europa63 deve trazer um pouco mais de lógica 
ao planejamento de futuros estudos nessa área.

Ainda assim, não foi alcançado nenhum acordo universal sobre a 
definição de alguns dos termos utilizados em validação de ensaios, 
mas o IVM67 foi substancialmente revisado, levando em considera-
ção medições químicas e biológicas e uma alteração na abordagem 
da incerteza na medição de estimativa de erro62. Esse Vocabulário 
tem como objetivo promover a harmonização global da terminolo-
gia usada em metrologia67, e sua utilização deve ser estimulada.

Das 22 abordagens de validação, quatro ensaios de potência 
foram incluídos nos compêndios farmacopeicos. Para comparar 
os resultados, os estudos estatísticos empregaram a avaliação de 
regressão para correlacionar os métodos1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,13,46,47,66, 
incluindo ANOVA1,3,4,6,7,46,66 e o teste do qui-quadrado2,3,7,13.

Proposta de harmonização da terminologia e métodos 
estatísticos apropriados

Alguns processos de validação são realizados sob a égide do Pro-
grama de Normalização Biológica (BSP) da Diretoria Europeia para 
a Qualidade de Medicamentos e Cuidados de Saúde. Para melhorar 
a harmonização internacional, sempre que possível, estudos cola-
borativos são coordenados com aqueles planejados e realizados 
pela OMS e FDA83. Essa configuração do processo de validação dos 
métodos alternativos pode ser adotada globalmente para permitir 
a aceitação internacional dos novos métodos, incluindo uma orga-
nização local/regional, uma organização global como a OMS e uma 
terceira externa, onde o processo é centralizado. A padronização 
de métodos de teste para o controle da qualidade de produtos 
imunobiológicos e o desenvolvimento de métodos alternativos 
também é um facilitador das atividades da ICH e da Cooperação 
Internacional em Harmonização de Requisitos Técnicos para Regis-
tro de Medicamentos Veterinários (VICH).

Em geral, um estudo colaborativo é organizado como uma exten-
são de um estudo anterior, composto por duas partes (partes 1 
e 2) que podem ser subdivididas em três fases consecutivas (fases 
I, II e III), permitindo a avaliação intermediária dos resultados dos 
testes e o acompanhamento do progresso do estudo. A parte 1 
inclui as fases I e II. O estudo de pré-validação (fase I), realizado 
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em poucos laboratórios, indica se resultados comparáveis dos tes-
tes alternativos e tradicionais podem ser obtidos. Na fase II, um 
número maior de outros laboratórios é envolvido e mais informa-
ções sobre o ensaio tradicional e o ensaio alternativo são explora-
das. À luz dos resultados obtidos nas duas primeiras fases, reco-
menda-se prosseguir para a fase III para investigar a confiabilidade 
dos ensaios in vitro, o que inclui a parte 2 do estudo colaborativo8, 
às vezes chamada de fase de viabilidade10,12. No entanto, não há 
consenso sobre a organização das fases de validação, uma vez que 
existem estudos que descrevem quatro fases, separando a etapa 
de pré-validação da fase I, também chamada de fase-piloto7,35.

Outro ponto fundamental a considerar é a aplicação apropriada 
de métodos estatísticos para procedimentos de validação de tes-
tes de potência alternativos. A Tabela 2 foi organizada para aju-
dar a projetar estudos colaborativos para processos de validação.

No que diz respeito aos métodos alternativos de validação para 
fins dos 3Rs, os objetivos seriam os mesmos que as validações 
na estrutura da ICH, uma vez que a relevância pode ser a capa-
cidade do método de determinar um resultado que esteja de 
acordo com um valor de referência, e a confiabilidade uma 
medida da dispersão dos resultados, determinando a precisão.

Ao fazer a transição de um sistema de teste de controle da quali-
dade baseado em in vivo para in vitro, é importante entender o que 
os ensaios in vivo podem ou não oferecer. Isso pode ser um desafio 
em alguns casos, já que esforços repetidos por meio de estudos 
colaborativos internacionais multicêntricos podem falhar devido 
à variabilidade inerente aos métodos in vivo. Além disso, apesar 
de ter o potencial de medir respostas funcionais complexas para 
demonstrar a prova de conceito, os ensaios de potência in vivo não 
predizem necessariamente as respostas reais na população-alvo63.

Os testes de potência para vacinas convencionais são específicos 
para um tipo de produto e utilizam uma referência específica que 
reflete sua natureza. No entanto, com uma faixa moderada, por 
exemplo: uma vacina de raiva humana de referência produzida 
em cultura de células pode ser usada para testar as principais 
classes de produtos disponíveis usando o ensaio de potência NIH, 
produzido em células diplóides humanas, células Vero ou células 
embrionárias de aves. Por outro lado, as vacinas modernas são 
cada vez mais purificadas e caracterizadas, sendo testadas em 

ensaios de potência in vitro projetados durante seu desenvolvi-
mento e, portanto, dependentes de insumos e padrões específicos 
para a preparação produzida pelos fabricantes, o que dificulta a 
avaliação pelos Laboratórios Nacionais de Controle. Portanto, os 
ensaios de potência da vacina tornam-se relativamente diferen-
tes, com uma abordagem mais restrita durante a validação de 
métodos alternativos, incluindo o número geralmente limitado de 
produtos e fabricantes do mesmo tipo de vacina clássica23.

A precisão é obtida no teste de confiabilidade, determinando a 
repetibilidade e a reprodutibilidade. Essa avaliação deve incluir 
uma análise estatística da variabilidade intra e interlaboratorial 
ou análise do coeficiente de variação. Quando o ensaio proposto 
é mecânica e funcionalmente semelhante a um método validado 
com padrões de desempenho estabelecidos, a confiabilidade dos 
dois métodos deve ser comparada9.

A potência deve estar correlacionada com a eficácia, mas um teste de 
potência não precisa necessariamente medir a eficácia diretamente. 
O teste deve, no entanto, ser capaz de detectar lotes com atividades 
diferentes das de um lote ou lotes cuja eficácia foi demonstrada. Por-
tanto, dois aspectos básicos da validação precisam ser considerados: 
validação da correlação com eficácia e do próprio método38.

Os procedimentos utilizados para demonstrar especificidade depen-
dem do objetivo pretendido do ensaio. Para testes de potência, 
eles devem garantir um resultado que permita uma declaração pre-
cisa do conteúdo ou potência do analito na amostra. Testes de iden-
tificação apropriados devem ser capazes de discriminar resultados 
positivos em comparação com um material de referência, junta-
mente com resultados negativos25. Testes baseados em reações imu-
nológicas específicas ou efeitos de microrganismos inerentemente 
específicos não precisam ser avaliados quanto à especificidade84.

A linearidade deve ser avaliada por inspeção visual de um gráfico 
em função da concentração ou do conteúdo do analito. Em alguns 
casos, antes da análise de regressão, os dados do teste precisam ser 
matematicamente transformados para obter linearidade entre os 
ensaios e as concentrações da amostra. Recomenda-se um mínimo 
de cinco concentrações para obter linearidade25. Em geral, os tes-
tes de potência de produtos como vacinas não precisam demonstrar 
a linearidade característica, pois sempre é utilizada a mesma dose, 
independentemente de idade, peso, entre outros84.

Tabela 2. Proposta de desenho de estudos colaborativos: validação e etapas do desenvolvimento de testes de potência.

Partes Fases Estágios de desenvolvimento Ficha de dados

1

I - Pré-validação Desenho Definição das características do teste. Descrição e justificativa da 
proposta de validação - Suporte regulatório

II Desenvolvimento e Refinamento

Confiabilidade - Precisão (variação intra e interlaboratorial, 
repetibilidade e reprodutibilidade)

Relevância (exatidão - sensibilidade e especificidade) - avaliação 
de desempenho

2 III - Validação Qualificação do ensaio

Determinar confiabilidade e relevância

Considerações sobre bem-estar animal (redução, refinamento e 
substituição)

Considerações práticas (avaliação crítica dos pontos fortes e 
limitações)

Considerações de qualidade (processo de implementação do teste)

Fonte: Adaptado de BSP e OCDE9,83.
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O intervalo especificado é geralmente derivado de estudos de 
linearidade e estabelecido como as doses ou concentrações do 
intervalo testado em que o ensaio tem um grau aceitável de 
veracidade e precisão ou, melhor dizendo, de exatidão25.

CONCLUSÕES

A configuração dos estudos de validação deve incluir uma 
organização local/regional, uma organização global como 
a OMS e uma terceira externa, na qual o processo é cen-
tralizado, com competência na padronização de produtos 
biológicos. Essa configuração pode ser adotada globalmente 

para fornecer harmonização e aceitação internacional dos 
novos métodos.

É desafiador realizar estudos de validação apropriados que sejam 
amplamente aceitos pelas autoridades reguladoras, especial-
mente onde ainda não foram estabelecidos centros de validação. 
A terminologia utilizada é crítica e requer harmonização global, 
bem como a aplicação de métodos estatísticos apropriados.

A pesquisa, desenvolvimento, validação e harmonização de pro-
cedimentos alternativos de controle podem levar à redução, 
refinamento ou mesmo substituição do uso de animais em testes 
de potência para imunobiológicos.
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