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Avaliacado da legislacao e normas vigentes para bioensaios
aplicados em pesquisa clinica: um estudo de caso para
comprovacao de imunogenicidade de vacinas

Evaluation of the current legislation and guidance documents
applied to bioassays in clinical trials: a case study to prove the
vaccines immunogenicity

RESUMO

Ester Ribeiro de Figueiredo As vacinas sao produtos imunobioldgicos reconhecidamente seguros, eficazes e fundamentais no
controle e/ou erradicacdo de doencas imunopreveniveis, sendo submetidas a testes analiticos
e bioensaios para comprovacao da qualidade e eficacia terapéutica. Neste trabalho foi avaliada
Priscila da Nobrega Rito a aplicabilidade da Resolucéo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 e analisados os demais documentos de validacao
de bioensaios preconizados pela World Health Organization, Food and Drug Administration,
United States Pharmacopeia, European Medicines Agency e literatura cientifica. A analise dos
artigos e dos documentos regulatorios demonstraram diretrizes incongruentes. Esta analise
evidencia que é necessaria a elaboracdo de uma legislacdo pertinente para atender as
particularidades dos bioensaios aplicados nas vacinas para comprovacao de imunogenicidade.
Foi realizado um estudo de caso, aplicando a validacao segundo a (Anvisa), RDC n° 27, de 17 de
maio de 2012 para o Teste de Neutralizacao por Reducao de Placa de lise em placas de 96 pocos
(Micro-PRNT) para sarampo, focando na eficacia dos testes a serem empregados nos estudos de
imunogenicidade gerados para o virus do sarampo ap6s a vacinacdo. O estudo evidenciou que
0 método apresenta seletividade e especificidade necessaria para aplicabilidade em amostras
de soro de individuos vacinados com a vacina combinada triplice ou quadrupla viral.
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ABSTRACT

Vaccines are immunobiologicals products considered safe, effective and essential to control
and / or eradication of vaccine-preventable diseases, and they were submitted to analytical
tests and bioassays to check the quality and therapeutic efficacy. In this study was evaluated
the applicability of the Executive Director Resolution of the National Health Surveillance
Agency, (Anvisa), RDC n° 27 May 17, 2012 and analyzed the other standardized bioassays
documents recommended to the World Health Organization, Food and Drug Administration,
United States Pharmacopeia, European Medicines Agency and data literature. The analyses of
data literature and regulation statutes showed inconsistent guidelines. This study showed that

Instituto de Tecnologia em is essential create a more targeted legislation to respond the particularities of bioanalytical

Farmacos, Fundaco Oswaldo Cruz assays in clinical trials to ascertain the vaccines immunogenicity. In order to corroborate
(Farmanguinhos/Fiocruz), Rio de with this guideline elaboration was carried out a case study by a standardized measles virus
Janeiro, RJ, Brasil plaque reduction neutralization test in a 96-well plates (Micro-PRNT) to measure vaccinia

neutralization according to RDC n° 27 May 17, 2012, 27 focus on the effectiveness of tests that
is used in vaccine generated immune responses studies. The results showed that the method
provides the selectivity and specificity required for applicability in combination vaccines as
MMR (mumps, measles and rubella) or MMRV (measles, mumps, rubella and varicella vaccine).
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INTRODUCAO

As vacinas sao medicamentos imunobioldgicos que contém uma
ou mais substancias antigénicas que quando inoculadas, sao ca-
pazes de induzir imunidade especifica ativa, a fim de proteger
contra, reduzir a severidade ou combater doencas causadas pelo
agente que originou o antigeno'. Diferem dos produtos quimi-
cos farmacéuticos por terem composicdo molecular complexa,
de alto peso molecular, originada de organismos vivos contendo
antigenos, adjuvantes, excipientes, conservantes e antibidticos.
Avariabilidade inerente ao material de partida, dos processos de
producéo, e a natureza complexa dos proprios produtos reque-
rem um controle de qualidade (CQ) especifico e mecanismos de
controle de qualidade diferentes dos empregados em produtos
quimicos farmacéuticos de matriz mais simples, como os medi-
camentos de origem sintética?.

No desenvolvimento das vacinas é necessaria a aplicacao dos
bioensaios para avaliar a resposta imunobioldgica e a eficacia
desses produtos. A imunogenicidade é a habilidade de uma subs-
tancia ativar uma resposta ou reacdo imune, como o desenvolvi-
mento de anticorpos especificos'.

Bioensaios sao ensaios utilizados na determinacao quantita-
tiva de analitos em matrizes bioldgicas como: soro, sangue e
plasma. No caso das vacinas, os bioensaios sao utilizados para
analisar amostras bioldgicas oriundas da pesquisa clinica, para
a verificacdo da imunogenicidade e para os demais testes de
desempenho. Para avaliar o titulo de anticorpos neutralizan-
tes, presentes em amostras de soro de individuos vacinados
ou infectados naturalmente por virus, é empregado o Teste
de Neutralizacdo por Reducao de Placa de Lise em placas de
96 pocos (Micro-PRNT)*#. O teste de Micro-PRNT é um dos prin-
cipais pilares para assegurar a imunogenicidade da vacina, con-
siderado o teste referéncia para a determinacédo do titulo de
anticorpos neutralizantes®#*%¢. Os niveis de anticorpos neutrali-
zantes determinados em ensaios clinicos e pré-clinicos durante
o desenvolvimento de uma vacina servem como correlato de
imunogenicidade vacinal. O nivel de anticorpos neutralizantes
presentes em uma amostra de soro é determinado pela capaci-
dade do soro de um determinado individuo impedir a formacao
de placas de lise em células suscetiveis. Este ensaio baseia-se
na reacao do virus infeccioso com o anticorpo especifico, for-
mando o complexo antigeno-anticorpo, este complexo formado
impede a entrada do virus em células permissivas impedindo a
formacéo da placa de lise. Na auséncia de anticorpos, o virus
nao é neutralizado e consequentemente consegue se ligar a
célula, realiza a replicacao viral e forma a lise celular.

Entretanto o Micro-PRNT apresenta uma grande variabilidade nos
seus resultados, devido a natureza da matriz bioldgica analisada
(soro). Neste teste também sao incluidas como fontes de inter-
feréncia a amostragem e o preparo da amostra, ou seja, fatores
operacionais, sendo essas variacdes consideradas aceitaveis pe-
los 6rgaos reguladores?.

Para a aplicacdo dessa metodologia nas pesquisas clinicas de va-
cinas é imprescindivel que a mesma seja submetida ao processo
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de validagao bioanalitica para garantir a confiabilidade dos re-
sultados obtidos e a robustez do estudo’.

Cabe ressaltar que, apesar de todo empenho da comunidade
cientifica, observa-se ainda a falta de orientacdao mais especifica
e pratica sobre a validacdao de métodos bioanaliticos e testes de
poténcia de vacina. Este fato constitui uma barreira para a im-
plementacao, desenvolvimento e aprimoramento de métodos ja
praticados ou novos, principalmente para os métodos aplicados
em pesquisa clinica.

Além disso, o Food and Drug Administration (FDA)®, a Europe-
an Medicines Agency (EMA)° e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa)'®'" apresentam roteiros de validacéo priorizan-
do os métodos cromatograficos. Por outro lado, a United States
Pharmacopeia (USP)'2 e a World Health Organization (WHO)? pos-
suem roteiros de validacao de bioensaios de maneira mais ampla
e essencialmente de carater bioldgico.

Mediante as diferencas de diretrizes e as novas tendéncias para
o controle de qualidade de medicamentos biologicos e produtos
imunobiologicos, este estudo visa discutir e avaliar a pertinén-
cia da RDC n° 27, de 17 de maio de 2012" - Anvisa, aplicada na
pesquisa clinica, para avaliacdo de imunogenicidade de vacinas
virais, e comparar as metodologias utilizadas para a validacao
de métodos imunobioldgicos na literatura cientifica e orgaos re-
guladores. Paralelamente, apresenta um estudo de caso de vali-
dacao do teste de Micro-PRNT para sarampo para ser empregado
na avaliacao da imunogenicidade da vacina combinada, visando
confirmar a aplicabilidade, seletividade e especificidade que
este método proporciona.

METODO

Para avaliacao e verificacdo dos parametros e critérios da vali-
dacéo dos bioensaios utilizados em pesquisa clinica pela comu-
nidade académica e industrial, que comprovem a imunogenici-
dade de vacinas, realizou-se um estudo descritivo, retrospectivo
e comparativo entre os guias, compéndios oficiais e legislacao
vigente sobre o controle de qualidade de vacinas com énfase
nos métodos bioanaliticos. Mais precisamente, as bases deste
estudo foram: (WHO)?(Suica), USP'2(EUA), EMA®, FDA3(EUA) e An-
visa'(Brasil). Paralelamente, foi realizada uma revisao bibliogra-
fica utilizando as bases eletronicas de dados Pubmed, Medline e
o SciFinder, que apresentam as publicagdes cientificas mundiais
indexadas pelo Chemical Abstracts, sem restricao de tempo, mas
priorizando os trabalhos publicados na Gltima década.

Como critérios de inclusao foram utilizadas pesquisas que es-
tivessem diretamente relacionadas com teste de poténcia,
controle de qualidade, pesquisa clinica, vacinas virais, testes
sorologicos, Micro-PRNT, animais de laboratério, confiabilida-
de e precisao.

Posteriormente foi realizado um estudo de caso através da va-
lidacdo do Teste de Micro-PRNT. Foi verificada a pertinéncia da
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RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 da Anvisa, e aspectos relevan-
tes dos demais documentos avaliados, com intuito de garantir
uma validacao da metodologia de maneira robusta e confiavel.
No desenvolvimento e validacdo do método foram utilizados os
seguintes materiais:

Soro padrao in house: O soro padrao preparado in house
utilizado como controle positivo (60/12) foi selecionado
entre as amostras de soros doados pela Secao de
Caracterizacdo Sorolégica, SECAS/Bio-Manguinhos. Este
foi calibrado e padronizado frente a um soro de referéncia
internacional do National Institute for Biological Standards
and Control (NIBSC). O soro padrao foi inativado e estocado
a - 20°C até a realizacao dos testes.

Soro negativo: Soro A15 proveniente de macaco Rhesus
(Macaca mulatta) usado como controle negativo no Laboratorio
de Neuroviruléncia, LANEU/ Bio-Manguinhos.

Soros amostrais: Soros (55/12, 54/12, 56/12 e 02/12), utilizados
no ensaio, foram provenientes da hemorrede nacional, através
do convénio 1.429 da Coordenacao Nacional de Politica de
Sangue e Hemoderivados.

Meio Diluente para o Micro-PRNT de Sarampo: Cada 100 ml
de meio: 10,0% de meio 199 com sais de Earle (10X); 5,0% de
soro fetal bovino inativado, 1,0% de sulfato de gentamicina
(4 mg/ml) e 5,0% de bicarbonato (4,4%).

A cepa viral Schwarz lote Vero 3? passagem (P3), produzida em
25/01/11 foi utilizada para o processamento dos testes. No mo-
mento do uso, uma aliquota viral (mantida a -70°C) foi desconge-
lada rapidamente em agua corrente e procedeu-se com a dilui-
cao viral (em meio diluente para o Micro-PRNT) na concentracao
necessaria para a obtencdo de uma média de 30 placas de lise
por orificio (determinada previamente por titulagao viral).

Células Vero, uma linhagem de rim de macaco verde africano
(ATCC, CCL 81), expandidas a partir do banco de células, foram
mantidas em meio 199 com sais de Earle (10X), tamponado com
bicarbonato de sddio gaseificado (4,4%), suplementado com
soro fetal bovino inativado e antibiético. No momento do uso,
uma suspensao celular foi preparada (em meio diluente para o
Micro-PRNT) na concentracao de 1,6 x 10° células/mL.

0 método de Micro-PRNT de Sarampo foi validado segundo a RDC
n° 27, de 17 de maio de 2012 da Anvisa.

Curva de calibracao: Diluicao seriada (1:2-1:4096/fator 2 de
diluicao) do padrao positivo in house 60/12, concentracao de
3.981 mUl, onde cada diluicao foi testada em sextuplicata e
realizado por um Unico operador em 3 (trés) dias consecuti-
vos. Apds esta etapa de diluicoes seriadas do soro, 50 pL da
suspensdo viral foram distribuidos em todos os pocos das pla-
cas. A coluna 12 de cada placa foi destinada ao controle de
virus; ou seja, somente o virus diluido em meio diluente para
Micro-PRNT. Para a etapa de neutralizacao, as misturas con-
tendo virus e soro foram incubadas por 2 horas na estufa com
5,0% CO, a 37°C. Apés essa incubacao, 50 L de uma suspenséo
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de células foram adicionados a cada orificio da placa e esta foi
incubada novamente por 3 horas a 37°C em estufa com 5,0%
de CO,. Apds esse periodo, o sobrenadante foi completamente
removido e adicionou-se 100 pL de meio semissolido com Ca-
raboximetilcelulose 3,0% (CMC) em todos os orificios da placa.
Finalmente, as monocamadas foram incubadas por sete dias a
37°C em incubadora com 5,0% de CO,.

Apds os sete dias, as monocamadas foram fixadas com 0,2 mL de
formol (10,0%) por, pelo menos, 1 hora a temperatura ambiente.
0 formol foi retirado por inversao vigorosa das placas, seguida
de lavagem das monocamadas formadas em uma cuba com agua
corrente até a completa remocdao do CMC. Em seguida, foram
colocados 100 pL do corante cristal violeta (0,04%) em todos os
orificios da placa, que permaneceu por 30 minutos em tempera-
tura ambiente. Apos fixadas, coradas e secas, as placas de lise
formadas foram fotografadas e contadas no BioSpot (CTL).

Calculos do Titulo de Anticorpos Neutralizantes: Primeiramen-
te calcula-se o end-point do teste, que é o ponto onde ha uma
reducdo de 50,0% do numero das placas de lise em relacao
ao numero de plaques obtidos no controle de virus. Assim,
o titulo do Micro-PRNT ¢é definido como a reciproca da Gltima
diluicdo do soro que reduz o nimero de placas de lise em
50,0%. O end-point de 50,0% do teste foi determinado multi-
plicando-se a média aritmética do nimero de placas de lise
obtidas no controle de virus por 0,5. A diluicao do soro amos-
tral que reduziu o numero de placas de lise em 50,0% foi cal-
culada através de regressao linear utilizando o Microsoft Excel
2007, por interpolacao das diluicdes correspondentes ao ni-
mero de plaques imediatamente acima e abaixo do end-point
determinado. A concentracao de anticorpos em muUl/mL foi
calculada com relacao aos anticorpos presentes no soro in
house, da seguinte forma: o quociente (o qual chamamos de
constante) da divisao de 3.090 mUI/mL pela sua diluicao cor-
respondente ao end-point é multiplicado pela diluicao do soro
amostral equivalente ao end-point determinado para o teste.
O baseline foi calculado na menor diluicao dos soros (1:5),
pois corresponde ao limite de deteccao do teste.

Analises Estatisticas

Os resultados obtidos do Micro-PRNT foram organizados no
Microsoft Excel 2007. As analises estatisticas (graficos de dis-
persao e o Coeficiente de Correlacao) foram realizadas no
Statistical Package for Social Science V.17.0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apods estudo retrospectivo e comparativo no banco de dados
eletronicos da Anvisa, das legislagdes vigentes, dos guias e dos
compéndios ligados ao tema, verificou-se que ha um consenso
nos diversos orgaos e agéncias reguladoras (Esquema). Que os
métodos bioanaliticos ou bioensaios, que englobam os ensaios
imunoquimicos e sorologicos precisam ser validados para ates-
tar a confiabilidade e comprovar que podem ser utilizados em
substituicdo aos métodos empregando animais, no CQ rotinei-
ro. Estes ensaios apresentam uma grande variabilidade nos seus
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resultados devido a natureza das matrizes, da particularidade
do sistema imunoldgico, dos fatores operacionais como fonte de
interferéncia, da amostragem e do preparo da amostra'#%1,

No Brasil, a quinta edicao da Farmacopeia Brasileira™ deve ser
utilizada como referéncia para testes e ensaios, muito embora
nao contemple os métodos bioanaliticos. Portanto, faz-se neces-
saria a utilizacdo de outros compéndios oficiais. Cabe ressaltar
que os guias sao documentos que sugerem uma linha de trabalho
a ser seguida e sao abertos a discussoes e interpretacoes, poden-
do ser analisadas e adaptadas conforme o método a ser validado.
Por outro lado, as resolucées sao documentos com poder de lei e
devem ser seguidas a risca, obrigatoriamente.

Para a validacdo de um procedimento analitico, varios parame-
tros devem ser analisados'®'* com destaque para: exatidao, pre-
cisao, reprodutibilidade, linearidade, especificidade, limites de
quantificacdo e deteccdo, podendo ou nao ser incluido o teste
de robustez. Entretanto, os guias e resolucoes apresentam dife-
rentes diretrizes dignas de destaque e de ponderacao em rela-
¢ao aos parametros de validacdo de bioensaios (Quadro 1) que
podem ocasionar diferentes interpretacoes.

Abaixo seguem as principais caracteristicas de cada documento
destacando os respectivos pontos negativos e positivos:

1) WHO - Guia de Boas Praticas de Fabricacao? (BPF) Parte 2:
Validacao, 1997.

O guia apresenta abordagens relevantes, que nao sao citadas em
outros documentos referentes a este tipo de validacao, como:

1. A classificacdo dos bioensaios em trés grandes categorias:
ensaios de ligacao, em células e em animais. Estas catego-
rias sao caracterizadas e diferenciadas pelas aplicacoes,
dificuldades, parametros de validacao e critérios de acei-
tacdo. Assim, em cada teste s&o consideradas as possiveis
causas de variacoes, direcionando o estudo de validacao
de maneira especifica, selecionando os parametros perti-
nentes para confirmar que a metodologia esta de acordo
com o uso pretendido.

2. Os critérios de aceitacdo dos bioensaios sdo os que mais
apresentam variacoes: ensaios de ligacdo com coeficiente
de variacao (CV) de 5,0% a 20,0% e ensaios em células e em
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animais com CV que pode ser de até 50,0%. Ja os outros
documentos nao levam em consideracao as variacoes ineren-
tes aos bioensaios e apresentam critérios de aceitacao apro-
priados para métodos fisico-quimicos ou microbioldgicos,
podendo acarretar dificuldades na avaliacao dos resultados
do estudo da validacao.

Contudo, o desenho de validacao do guia requer o preparo de um
nimero expressivo de amostras teste e amostra padrao, em di-
versas diluicoes, para mimetizar concentracoes distintas, faltando
uma abordagem com foco mais bioldgico. Cabe ressaltar que a
validacdo de ensaios bioldgicos enfrenta um grande limitante re-
ferente ao volume de soro empregado para realizacao dos testes
preconizados na validacdo. O volume necessario muitas vezes su-
pera o disponivel nos laboratdrios. Outro fator relevante é a falta
de material de referéncia para comparar com o material testado.

2) FDA - Guia para IndUstria - Validacdo de Métodos Bioanaliticos, 20018

Anvisa. Resolucao da Diretoria
— Colegiada - RDC no 27,
de 17 de maio de 2012

The United States Pharmacopeial.
Biological Assay Validation. USP, 2010

A WHO guide to good
manufacturing practice (GMP)
requirements Part 2: Validation, 1997

Validacao de Bioensaios

Guidance for Industry - Bioanalytical
Method Validation. FDA, 2001

European Medicines
— Agency - Guidance Bioanalytical
Methods Validation. EMA, 2011

Esquema. Principais guias e compéndios oficiais para uso e validacao de
métodos bioanaliticos.

Quadro 1. Parametros de validacéo para bioensaios utilizados pelas agéncias reguladoras.

Limite de deteccao Estabilidade
Limite de quantificacao -

Robustez o

OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMA, 2011 ANVISA, 2012
Precisao Precisao Precisao Precisao Precisao
Exatidao Exatidao Exatidao Exatidao Exatidao

Seletividade Seletividade Especificidade Seletividade Seletividade
Intervalo Recuperacao Intervalo Curva de calibragao Curva de calibracao

Linearidade Curva de calibracao Estabilidade Estabilidade

Efeito residual Efeito residual

Efeito matriz Efeito matriz

Limite inferior de
Quantificacao
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0 guia recomenda que o desenvolvimento do método bioana-
litico ocorra simultaneamente com a sua respectiva validagao,
especificando os seguintes ensaios:

1. Ensaio fisico-quimico em matriz bioldgica

O documento descreve que os bioensaios devem ser seleti-
vos e sensiveis para a avaliagao quantitativa de farmacos e
seus metabolitos, para a realizacdo da pesquisa pré-clinica
ou clinica. Orienta para a validacdao de bioensaios utiliza-
dos em farmacologia, biodisponibilidade, bioequivaléncia e
farmacocinética aplicando geralmente procedimentos que
utilizam cromatografia e espectrometria de massa para a
determinacdo quantitativa de drogas e ou metabolitos em
matrizes biologicas, como sangue, plasma, soro ou urina.
Também é aplicado em ensaios imunologicos e em outras
matrizes bioldgicas como tecidos e amostra de pele.

2. Ensaios microbiologicos e ensaios de ligacao

O guia menciona que esses ensaios possuem caracte-
risticas Unicas, e apresentam uma alta variabilidade e
possiveis interferéncias ligadas a reatividade cruzada
de metabdlitos, medicamentos concomitantes, e outros.
Quando possivel, estes ensaios devem ser comparados
com um método validado de referéncia, como métodos
cromatograficos, espectrofotometria ou espectrometria
de massa, utilizando as mesmas amostras para comparar
os testes de precisao.

Os pontos mais relevantes e positivos neste guia sao o detalha-
mento dos parametros de validagdo e seus respectivos critérios
de aceitacdo para os bioensaios com caracteristica quimica,
microbiologica e ensaios de ligacdo, com prioridade as metodo-
logias instrumentais como, por exemplo, a cromatografia.

Os pontos negativos estao relacionados a priorizacdo das me-
todologias instrumentais, o que acarreta em um desenho de
validagcao muito direcionado a questao quimica em detrimento
dos bioldgicos, como os ensaios de neutralizacado, de inibicdao
da hemaglutinacdo e imunofluorescéncia, que sdo ensaios
mais relevantes na avaliacdo da resposta imunobiologica.
Outro fato digno de mencao refere-se aos bioensaios que nao
sao classificados em qualitativo ou quantitativo, conforme
o guia da WHO. Neste caso, o analista precisa selecionar os
parametros de validacdo de forma pertinente, previamente.
Os critérios de aceitagao recomendados também nao sao per-
tinentes para ensaios in vivo e ensaios de ligacao (CV + 20,0%),
que é um valor baixo e nao representa a realidade desses tipos
de ensaios. O quantitativo para a realizacao dos testes (amos-
tras e replicatas da curva de calibracdo) também é muito alto,
inviavel para a pesquisa clinica.

O guia encontra-se em revisao desde setembro de 2013,
e esta disponivel para consulta publica, com objetivo de ve-
rificar os avancos da ciéncia e tecnologia relacionados a vali-
dacao de bioensaios. Os pontos de discussao mais relevantes
sdo o0 aumento do critério de aceitacdo para os parametros
da validacéo: - CV de até 20,0% para a CV até 25,0% para o
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limite inferior de quantificacado (LIQ) e CV de até 15,0% para
CV de até 20,0% para as demais concentracédes, a inclusdo no
guia dos compostos endoégenos, dos biomarcadores, de kits
para diagnéstico e informacgdes mais detalhadas sobre méto-
dos cromatograficos.

3) USP - Validacao de Ensaios Biologicos, 2010%

Este compéndio oficial define bioensaios como métodos para
determinar a poténcia do insumo farmacéutico ativo (IFA)
de matriz biolégica que podem ser utilizados para mensu-
rar uma resposta bioquimica ou fisiologica no nivel celular,
as taxas de reacdo enzimatica ou respostas bioldgicas indu-
zidas por interagées imunobiologicas e que também possam
contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos
de origem biologica.

O documento destaca que a validacao de bioensaios deve ser
diferenciada da validacéo analitica, por apresentar uma maior
variabilidade que os métodos quimicos devido aos fatores opera-
cionais e bioldgicos.

Enfatiza abordagens de validacao que fornecem flexibilidade
para adocao de novos bioensaios e que a avaliacao do desem-
penho do bioensaio é um processo continuo, mas a validacao
da metodologia deve ser realizada apds o desenvolvimento
do método.

A validacdo de bioensaios tem como referéncia o teste de
poténcia, sendo este teste baseado na comparacao das res-
postas de uma amostra e um padrao de referéncia, onde o
padrao é atribuido o valor 1 ou 100,0%, e a poténcia é calcu-
lada por comparacao.

Este compéndio oficial apresenta como ponto forte a descricao
de uma validacdo bem delineada para os ensaios de poténcia.
Os parametros de validacdo sdo direcionados de forma coerente
e de facil aplicabilidade, facilitando uma boa interpretacao dos
dados resultantes e uma conclusao bem delineada.

Em relacao aos pontos fracos, o documento descreve apenas o
teste de poténcia como bioensaio e, na realidade, existem ou-
tros tipos, como ensaios de ligacao e ensaios in vivo, tornando-se
limitado e sendo de dificil aplicacéo para os demais tipos de bio-
ensaios. Também nado apresenta o quantitativo dos parametros
de validacao, com excecao do teste de precisao e os critérios de
aceitacao nao sao relatados.

4) EMA - Agéncia Europeia de Medicamentos - Guia de Validacao
de Métodos Bioanaliticos, 2011°.

Este guia define elementos necessarios para a validacao de bio-
ensaios com caracteristica quantitativa, ou seja, mensura a con-
centracao de um determinado IFA em uma dada matriz bioldgica.
Eles sdo utilizados para determinacdes de parametros nos estu-
dos farmacocinéticos e toxicologicos. Assim, a determinacéo das
concentracoes das drogas em matrizes bioldgicas (soro, plasma,
sangue, urina e saliva) é importante para o desenvolvimento de
um medicamento.
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O capitulo sobre os ensaios de ligacdo pode ser considerado
como ponto forte do guia, pois apresenta uma abordagem sepa-
rada e detalhada sobre este assunto. E relatado que o ensaio é
empregado especialmente em macromoléculas, que apresentam
muitos desafios devido as suas caracteristicas inerentes e estru-
turas complexas. Assim, é necessaria uma atencdo especial em
todas as etapas do ensaio, como por exemplo, o processo de
extracao do analito na matriz bioldgica.

A EMA também descreve os desafios relacionados aos padroes
de referéncia destes ensaios. As macromoléculas apresentam
caracteristicas heterogéneas, e sua poténcia e imunorreativi-
dade podem variar, sendo necessaria uma caracterizacdo bem
detalhada e robusta do padrao. E recomendado que os lotes do
padréo de referéncia, empregado para a preparacao de padrées
de calibracao, e das amostras de CQ sejam os mesmos que 0s
utilizados para a dosagem nos estudos clinicos e nao clinicos.
No caso de mudanca de lote, uma caracterizacdo analitica e uma
avaliacao bioanalitica devem ser realizadas antes da utilizacao
para assegurar que as caracteristicas de desempenho do método
nao sejam alteradas.

O paralelismo como ferramenta para detectar o efeito matrize o
uso de kits comerciais como suporte de testes farmacocinéticos
podem ser utilizados, segundo o guia. Esta informacao é muito
aplicada nos ensaios utilizados em pesquisa clinica.

Os critérios de aceitacdo apresentados neste guia juntamente
com o guia da WHO de 19977, s&o os que mais chegam préximos a
realidade de um ensaio de ligacao, pois citam as possiveis causas
de interferéncias e aceitam que estas interferéncias ndo com-
prometem a confiabilidade dos resultados encontrados.

5) Anvisa - Resolucao da Diretoria Colegiada - RDC n° 27, de 17
de maio de 2012. Guia de validacdo de métodos bioanaliticos'

No Brasil, a Anvisa regulamenta a validacdo de métodos bioana-
liticos através da Resolugao - RDC n° 27, de 17 de maio de 2012,
na qual sao descritos os requisitos minimos para serem utiliza-
dos em estudos para registro e pos-registro de medicamentos
no Brasil.

Entretanto, esta RDC apresenta uma abordagem pouco dire-
cionada aos bioensaios, como os ensaios de ligacdo. Os para-
metros de validacdo apresentam caracteristicas direcionadas
para métodos bioanaliticos com foco na determinacao quan-
titativa de analitos em matrizes bioldgicas e métodos croma-
tograficos para separar o analito de outros componentes da
amostra e quantifica-lo. Para os bioensaios, sugere metodologia
fisico-quimica, como os ensaios cromatograficos, havendo uma
insuficiéncia de informacdes para a avaliacdo do desempenho
da metodologia para os demais bioensaios.

O roteiro dos testes de validacdo é rigido e ndo especifico.
Os parametros efeito residual e efeito matriz sdo pertinentes
a ensaios cromatograficos e ndo sao passiveis de execugdo nos
ensaios de ligacao.
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A principal deficiéncia desta legislacao envolve os ensaios de
ligacao, essenciais para a comprovagao da imunogenicidade
de vacinas.

6) Controle de Qualidade das vacinas

Embora em muitos artigos e em documentos de orientages ofi-
ciais existam discussoes sobre procedimentos de CQ propondo
testes para conferirem a capacidade das vacinas em gerar imuni-
dade protetora, ha uma necessidade de revisdo e aprimoramen-
to dos compéndios e guias em relacdo a validacdo bioanalitica
pertinentes a esses testes, garantindo assim a comprovacao da
finalidade pretendida dos testes, assegurando a confiabilidade
dos dados obtidos, como por exemplo, o estudo da imunogeni-
cidade vacinal. Principalmente, adotando a tendéncia mundial
e o progresso cientifico que utilizam testes in vitro para avaliar
determinados parametros imunologicos em substituicdo aos mo-
delos in vivo®.

O teste de poténcia também é fundamental para comprovar
a eficacia clinica de vacinas individuais ou combinadas. Dife-
rentes métodos de ensaio, tais como, ensaios de propriedades
fisico-quimicas, antigenicidade, infectividade e protecao con-
tra a infeccao ou doenca sao utilizados para medir a poténcia’.
A sua aplicacdo depende da natureza dos antigenos da vacina
e do objetivo do ensaio. Os tipos gerais de testes de poténcia'”
utilizados pelos fabricantes de vacinas incluem: (1) a titula-
cdo de organismos vivos (in vitro, mas ocasionalmente in vivo);
(2) ensaios in vitro tais como ensaios de imunoabsorcao ligados
a enzima (ELISA) ou outros métodos de quantificacdo de antige-
no; (3) Métodos in vivo que envolvem a imunizacao de animais
pequenos de laboratorio (como por exemplo, porquinhos da in-
dia, ratos e camundongos), seguido por testes de desafio com
toxina/virus ou bactérias/titulacdo de soros imunes para medir
a resposta de anticorpos’®.

Os ensaios fisico-quimicos™ e de anti genicidade podem ser uti-
lizados de forma independentes ou em paralelo para controlar o
fabrico e a consisténcia da formulacéo da vacina, mas a correla-
cao destes ensaios com a eficacia protetora é muitas vezes dificil
de estabelecer.

Sem divida, os ensaios de neutralizacdo de reducdo de placas
(Plaque Reduction Neutralization Test - PRNT), de inibicao da
hemaglutinacédo (lH), de imunofluorescéncia indireta (IFA) e en-
saio imunoenzimatico (ELISA) sdo os mais valiosos para verificar
e comprovar a eficacia da vacina e para diagnosticar pacientes
doentes. Ha, porém, um consenso da comunidade cientifica que
0 Micro-PRNT é o método mais seguro (método de ouro) sendo
amplamente utilizado no CQ de vacinas virais, como de febre
amarela, rubéola, caxumba, sarampo e variola considerado, in-
clusive, um método especifico podendo ser utilizado no CQ de
vacinas combinadas*¢20:21:2223 A aplicacao do uso do Micro-PRNT
no processo de CQ depende da validacdo bioanalitica. A valida-
¢do inclui uma avaliacdo completa da adequacdo do método para
a sua finalidade e uma avaliacdo completa de uma série de pa-
rametros de ensaio. Realizacao de estudos de validacao no inicio
do ciclo de vida de desenvolvimento de produto pode ajudar a
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estabelecer a coeréncia entre os lotes utilizados em ensaios de
eficacia e lotes de producéo reais. Para testes de poténcia, os
parametros criticos de ensaio incluem a exatidao, precisao, li-
nearidade, intervalo, especificidade, e robustez, de acordo com
a WHO e Conferéncia Internacional sobre as orientacées de har-
monizacao (ICH)?. Além disso, as justificacdes cientificas e esta-
tisticas sdo necessarias para definir as especificacdes adequadas
para a liberacao pelo CQ e de produtos. Outro ponto importante
é que quando testes de poténcia de componentes individuais ja
estdo aprovados para uso em produtos licenciados, é necessario
mostrar que eles ainda produzem informagdes validas quando
aplicados a uma vacina combinada.

Nesse novo guia para bioensaios em pesquisa clinica, propde-se
que devam ser contemplados:

» Desenhos experimentais de validacao adequados aos diver-
sos tipos de bioensaios;

« Critérios de aceitacdo que levem em consideracéo a variabi-
lidade dos bioensaios;

« Padronizacao dos resultados, como a transformacao em es-
cala logaritmica.

Estudo de Caso: Validacado do teste de Micro-PRNT para sarampo
e avaliacdo da imunogenicidade da vacina combinada

Para o desenvolvimento deste estudo foram considerados os pa-
rametros de validagdo e os respectivos critérios de aceitacao
preconizados pela RDC n°27, de 17 de maio de 2012 da Anvisa
(curva de calibracao, exatidao, precisao e seletividade) e inclu-
ido o LIQ com o objetivo de verificar a sensibilidade do méto-
do. Porém devido as caracteristicas do teste de neutralizacao,
os parametros efeito matriz e o efeito residual foram exclui-
dos por ser tratar de um método manual?®. Cabe ressaltar que
a WHO, a EMA, o FDA e a USP nao incluem estes parametros
especificos para este bioensaio em seus documentos.

Neste estudo, as amostras teste foram submetidas a diluicao
seriada em uma placa de 96 pocos segundo metodologias des-
critas na literatura?®?2%, O primeiro ensaio consistiu na cons-
trucdo da curva de calibracao através de uma diluicao seriada
(1:2-1:4.096/fator 2 de diluicao) do padrao positivo in house
60/12, concentracao de 3.981 mUL, na qual cada diluicao foi
testada em sextuplicata e os ensaios realizados por um Unico
operador em trés dias consecutivos.

Conceitualmente, a curva de calibracao tem por objetivo repre-
sentar a relacao entre a resposta de um determinado instrumen-
to com a concentracao conhecida do analito. Nesta metodologia
em questao foi avaliada a capacidade do ensaio em detectar
concentracoes distintas do analito e definir a faixa de diluicao.

A partir deste ensaio, foram definidas as concentracées de anti-
corpos necessarias para a validacdo do teste:

1. Limite inferior de quantificacao (LIQ): menor concentracao
do analito na curva de calibracao preparada na matriz;
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2. Amostra de controle de qualidade de baixa concentracao
(CQB): amostra de matriz adicionada do analito em concen-
tracdo até trés vezes o LIQ do método;

3. Amostra de controle de qualidade de média concentracédo
(CQM): amostra de matriz adicionada do analito em concen-
tracdo proxima a média entre os limites inferior e superior
de quantificacao;

4. Amostra de controle de qualidade de alta concentracao
(CQA): amostra de matriz adicionada do analito em concen-
tracao entre 75,0% (setenta e cinco) e 85,0% (oitenta e cinco
por cento) da maior concentracao da curva de calibracao; e;

5. Amostra de controle de qualidade de diluicao (CQD): amos-
tra de matriz adicionada do analito em concentragao acima
da maior concentracao da curva de calibracao.

0 titulo de anticorpos neutralizantes foi definido como a reci-
proca da Gltima diluicdo do soro que reduz o nimero de placas
de lise em 50,0% em relacdo ao numero de placas de lise obtidas
no controle viral?'.

A curva de calibracao definiu as concentracdes de anticorpos ne-
cessarias para a validacao do teste, no qual anticorpos com titulo
na reciproca da diluicdo de 1:5 seriam considerados como LIQ, 1:15
como CQB, 1:100 como CQM, 1:300 como CQA e como 1:640 CQB.

Adeterminac&o dos titulos foi calculada por regressao linear e o re-
sultado dado em log, ;mUl/mL. Esta operacdo foi adotada seguindo
recomendacao da USP visando proporcionar a uniformizacao dos
dados que nao apresentam um comportamento linear, decorrente
do tipo de metodologia. Do ponto de vista estatistico, qualquer
transformacdo que corrija as variagoes intrinsecas da metodolo-
gia, permitindo a conformidade dos resultados é aceitavel®.

O parametro de precisdo intra e intercorrida foi realizado em cinco
réplicas de cada uma das concentracdes e os resultados estdo dentro
do critério de aceitacdo quando apresentados em log (Quadro 2).

A RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 da Anvisa solicita que para
analise de exatidao seja realizado o calculo de CV% para cada con-
centracao estipulada na curva de calibracdo. Porém, a RE n° 899,
de 29 de maio de 2003 da Anvisa® é mais adequada a metodologia
empregada. O calculo é realizado por meio da correcéo da diluicéo
de cada concentracao e comparado com o valor nominal do padrao
in house. A exatidao média foi de 102,3%, comprovando que o bio-
ensaio quantifica os anticorpos neutralizantes para o virus sarampo
de maneira satisfatoria. Neste caso, a variagdo permitida para o
parametro de exatidao é de + 15%, ou seja, 85,0% a 115,0%.

A sensibilidade do teste é representada pelo LIQ, que, no caso do
Micro-PRNT, representa a menor diluicdo da amostra capaz de neu-
tralizar o virus desafio. E importante ressaltar que a sensibilidade
do teste esta abaixo do ponto de corte (1/25), demonstrando que
as diluicoes sao adequadas para a realizacdo do estudo clinico,
e asseguram a classificacdo de positividade ou negatividade do soro®.

Para vacinas combinadas, como a triplice viral (sarampo, caxumba e
rubéola), as amostras de soro de pacientes imunizados apresentarao
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Quadro 2. Sumarios dos parametros de precisao intra e intercorrida*.

Figueiredo ER et al. Bioensaios aplicados a pesquisa clinica de vacinas

Precisao intracorrida

Log,,(LIQ) Log,,(CQB)
Coeficiente de variacao (%) -- 5,20
Precisao intercorrida

Log,,(LIQ) Log,,(CQB)
Coeficiente de variacao (%) -- 4,55

Log,,(CQM) Log,,(CQA) Log,,(CQD)
4,93 4,03 0,90
Log,,(CQM) Log,,(CQA) Log,,(CQD)
4,11 3,77 2,22

*Critério de aceitacdo: CV < 20,0% em relacdo a concentracdo nominal para os padroes de LIQ e desvio < 15,0% para as demais concentragoes.

anticorpos para os trés virus. E de suma importancia que o Micro-
-PRNT apresente seletividade para o virus em estudo. Para este pa-
rametro, o experimento foi realizado com as seguintes amostras:
controle positivo sarampo (padrao in house 60/12), controle ne-
gativo sarampo (A15), amostra positiva caxumba (SIH142 - amos-
tra humana obtida no estudo “soro in house”), controle negativo
caxumba (AA61),e todas as amostras foram aplicadas em triplicata.
Aanalise dos dados demonstrou que o Micro-PRNT para sarampo foi
seletivo para o anticorpo de sarampo e nao houve reacao cruzada
com o anticorpo de caxumba. O resultado comprovou que o teste
quantifica inequivocamente o anticorpo de interesse, confirmando
os resultados da imunogenicidade produzida pela vacina.

CONCLUSOES

Sao visualmente claras as diferencas entre as diretrizes dos di-
versos oOrgdos e legislacdes relativos ao CQ de vacinas. Como,
também, a falta de um roteiro uniforme e especifico para bioen-
saios utilizados na verificacao de imunogenicidade.

No caso da RDC n°27, de 17 de maio de 2012 da Anvisa, que ¢ a le-
gislacdo mandatoria no Brasil, sugere-se uma adaptacao do contetido
para validacdo de métodos bioanaliticos, contemplando testes mais
aplicaveis a realidade e as caracteristicas inerentes de imunoldgicos.
Neste contexto, deveriam ser incluidas, além das metodologias fisico-
-quimicas, testes mais especificos voltados para os estudos do carater
bioldgico de vacinas como os ensaios soroldgicos e imunoquimicos.

Nesta reavaliacdo, deveriam ser incluidos os ensaios de
Micro-PRNT, IH, IFA e ELISA. Entretanto, cada parametro requerido
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