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VERIFICAGAO DA APLICABILIDADE DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO NA
DETERMINAGAO DO PERFIL FUNCIONAL DOS ANTICORPOS ANTITETANICOS

EQUINOS PARA USO TERAPEUTICO EM HUMANOS

Gabriela Monteiro Habl

RESUMO

O tétano continua sendo um grave problema de saude publica no Brasil, com média
de 294 casos por ano. A doenca por infecgao pelo bacilo do tétano pode ser doenca
imunoprevenivel por meio da vacina e do soro antitetanico (SAT). Antes de os
imunobiolégicos serem disponibilizados a populagdo, sdo necessarios testes de
controle de qualidade nos lotes para verificar sua seguranga e eficacia. No Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), os ensaios de poténcia sdo
realizados como um dos testes farmacopéicos para avaliar a eficacia dos Soros
Antitetanicos (SAT), exigindo um grande numero de animais de laboratério no Teste
de Neutralizagcdo de Toxinas (TNT). O objetivo deste estudo foi validar o teste de
inibicdo da ligacao de toxinas (ToBl) para substituir o TNT aplicado ao SAT. Os
resultados encontrados indicam que o método proposto possui linearidade,
especificidade e precisdao satisfatorias, sendo um teste confiavel e rapido,
apresentando um bom desempenho em substituicdo a metodologia in vivo. O uso do
meétodo alternativo reduz drasticamente o uso de animais, o tempo de liberagao de

laudos e os custos de controle de qualidade do SAT.

Palavras-chave: Soros antitetanicos, ensaios de poténcia, controle da qualidade,

validacao; teste ToBI .

' Graduanda do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO.
2 Mestre em Vigilancia Sanitaria e Especialista em Analises Clinicas



ABSTRACT

Tetanus remains a serious public health problem in Brazil, averaging 294 cases a
year. The disease by tetanus bacilus infection may be immunopreventable disease
through vaccine and anti-tetanus serum (SAT). Before immunobiologicals being
made available to the population, quality control tests are required on batches to
verify these safety and effectivety. At the National Institute for Quality Control in
Health (INCQS), the potency assays are performed as one of the pharmacopoeial
tests to evaluate the effectiveness of Antitetanic Serums (SAT), demanding a large
number of laboratory animals in the Toxin Neutralization Test (TNT). The aim of this
study was to validate the Toxin Binding Inhibition test (ToBl) in order to substitute the
TNT applied to SAT. The results found indicate the proposed method has satisfactory
linearity, specificity and precision, being a reliable and quick test, presenting a good
performance to replace the in vivo methodology. The use of the alternative method
drastically reduces the use of animals, the time it takes to release reports and the

costs to control the quality of the SAT.

Keywords: anti-tetanus sera, potency assays, quality control, validation; ToBI test .
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1. INTRODUCAO

O tétano é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada pelo bacilo
gram-positivo Clostridium tetani. A bactéria € anaerdbia, resistente ao calor, com
capacidade de esporular. Em sua forma vegetativa, produz as exotoxinas tetanolisina
e tet anospasmina (toxina tetanica), com acado sobre o sistema nervoso central,
provocando a sintomatologia principal da doenga. Etimologicamente, “tétano” tem sua
origem na palavra grega “teinein’, que significa esticar; distender. Hipdcrates
apontava que “todo espasmo seguido a um ferimento, € mortal”. Entretanto, em 1884,
Antonio Carle e Giorgio Rattone inocularam pus de ferimentos humanos no nervo
ciatico de coelhos descobrindo a etiologia da doenca. C tetani é encontrado
normalmente no solo, na poeira e em fezes de animais e humanos, dependendo das
condigdes fisico-quimicas, mas s6 encontrara porta de entrada para infecgao através
de material contaminado, ferimentos ou abrasdes na pele, formando-se as condi¢des
de necrose ideais para a proliferacao dessa bactéria na sua forma vegetativa. Com a
liberacdo da tetanolisina, decorre no aumento local da necrose dos tecidos, o que
favorece a esporulagédo e a propagacgao da infecgdo, juntamente ha lesdo celular. A
neurotoxina  tetanospasmina (TeNT) inibe a agdo do neurotransmissor acido
gama-aminobutirico (GABA) e da glicina, um aminoacido que pode atuar como o
GABA, ocasionando hiperexcitabilidade neuronal descontrolada, influenciando o
sistema motor e o sistema nervoso autbnomo (SNA). Dessa forma, podem ocorrer
casos de taquicardia, espasmos vasculares acompanhados de hipertensao associada
e sudorese profunda filiado a um aumento das catecolaminas plasmaticas. Além
disso, a inibicdo da liberagdo desses neurotransmissores indiretamente condiciona a
uma hiperatividade muscular descontrolada que se traduz em rigidez e espasmos
musculares a classe dos neurénios motores ( YEN & THWAITES, 2019; SOLOMON &
MILNER JR, 2017; VENTURA, 2015; GOMES, 2013; MADIGAN et al., 2009).

Segundo apontamentos do Ministério da Saude (BRASIL,2018), a doenca
apresenta-se em maior quantidade nos paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos. No Brasil, ocorrem em sua maioria entre o sexo masculino,
principalmente em idosos que sdo mais suscetiveis a quedas e usuarios de drogas.
Contudo, a maior incidéncia decorre de objetos perfurocortantes. Os Oobitos

concentraram-se principalmente nas Regides Nordeste e Sudeste. Como profilaxia, a



vacina €& essencialmente preventiva, criando memoria imunoldgica. Os soros
antiteténicos (SAT), muito difundidos no Brasil para casos suspeitos e no tratamento
de pacientes infectados, contém imunoglobulinas especificas contra os antigenos
causadores da sintomatologia. Estes produtos bioldgicos sdo produzidos em equinos
hiperimunizados contra C. tetani e sao integrados por imunoglobulinas heterdlogas,
correspondendo em uma estrutura unica, produzidas por linfocitos B, ligando-se e
neutralizando patoégenos. Os anticorpos sao purificados e tratados por digestdo com
pepsina, perdendo a porg¢ao Fc, de modo que se apresentam em fragmentos unicos
bivalentes F(ab'),. Assim, perde-se a ligagdo inespecifica entre porcdes Fc de
anticorpo e receptores nas células, tornando o anticorpo mais estavel
(OKUMOTO,2018; HEY, 2015; ALBERTS et al., 2014).

Na avaliacdo da interacdo entre antigeno-anticorpo, sdo considerados os
parametros de especificidade. O grau de afinidade entre um unico tipo antigénico e
um sitio de um anticorpo especifico, possibilitando uma interagdo estavel, é
caracterizada pela constante de dissociacédo (Kd). A avidez é a forga total de ligagao
dentre diversos epitopos de um antigeno com um anticorpo multivalente. O ponto de
equilibrio dos complexos imunes é representada pela constante de associacao (Ka)
(ROITT et al.,2018). Com base nesses indicadores, testes de poténcia para soros
antitetanicos sao preconizados pela Farmacopéia Brasileira para determinar titulos de
anticorpos e avaliar a capacidade do produto de conferir protecdo contra as toxinas
especificas frente a uma possivel infeccao. Tradicionalmente, esses testes séo
realizados através do método de soroneutralizagdo em camundongos (TNT),
considerado o padrao-ouro, no qual ocorre a analise da capacidade de neutralizagao
de diferentes diluicdes dos anticorpos frente a uma dose de toxina tetanica
paralisante de membro posterior de camundongos. Apds inoculagdo da mistura
antigeno-anticorpo, observa-se por 96 horas a progressao do grau de paralisia nos
animais nas diferentes diluicbes, variando desde o TO (Nenhum efeito) a T5 (a
paralisia total de membro posterior), ou D (morte; do inglés death). Ao final da leitura,
estima-se a dose efetiva capaz de proteger um minimo de 50% dos animais (DE50)
contra a sintomatologia critica do tétano, definida como T2 (paresia da pata a qual foi
inoculada a preparacgao, mantida a fungao locomotora) ou T3 (paralisia da pata a qual
foi inoculada a preparagdo, sem fungao locomotora). A poténcia € obtida da razéo

entre a DE50 de uma preparacao de referéncia de SAT e a DE50 do soro-teste,
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multiplicada pela poténcia do SAT de referéncia, em Ul/mL. Frente as recomendacdes
da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2019), para o doseamento de um unico lote de
SAT s&o usados, no minimo, 70 animais. Entretanto, métodos alternativos in vitro em
substituicdo ao uso de animais de poténcias ja sdo mencionados no compéndio
oficial, como ocorre com o Teste de Inibicdo de Ligagdo da Toxina (ToBl; do inglés,
Toxin Binding Inhibition Test). Trata-se de um ensaio imunoenzimatico semi-funcional,
realizado em duas etapas: a inicial, reagdo de soroneutralizagao; e, em seguida, a
reacao de imunoadsorgao enzimatica (ELISA) (BRASIL, 2019; LAWAL, 2014; WHO,
2013; SONOBE et al.,2007).

Conforme a RDC 166/17 da ANVISA, a validagdo de métodos analiticos
deve atender aos critérios de: seletividade (especificidade do soro na presencga de
componentes semelhantes que possam interferir no desempenho); linearidade (grau
de correlagdo dose-resposta em faixa de trabalho estabelecida); precisdo (avaliagao
de resultados em dias e com analistas independentes do préprio laboratério, com
analise de repetibilidade intra- e interensaios, além da reprodutibilidade); exatidao
(resultados obtidos em relacdo ao valor verdadeiro); limite de detecgdo (menor
quantidade de soro presente em uma amostra a ser detectada mas néao
necessariamente quantificada); limite de quantificagdo (menor quantidade do analito
na amostra a ser detectada quantitativamente pela precisdo e exatidao); intervalo
(faixa entre os limites de quantificagdo superior e inferior) (BRASIL, 2017; HEY,
2015).

Por sua vez, o controle de qualidade, de acordo com a RDC n. 73/2008 da
ANVISA, é o conjunto de atividades destinadas a verificar e assegurar que 0s ensaios
necessarios e relevantes sejam executados e que o produto nao seja disponibilizado
para uso e venda até que cumpra com a qualidade preestabelecida. Nesse sentido, o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é o laboratério oficial
do Ministério da Saude, responsavel pela liberacdo dos soros antitetanicos
produzidos no Brasil para o consumo, adotando as exigéncias regulatérias
pertinentes, sob fiscalizagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2008). Por isso, os testes de poténcia realizados no INCQS devem ser
rigorosamente validados a fim de serem adotados na rotina de liberacédo de lotes de
SAT. Atualmente, o teste ToBI apresenta protocolo padronizado no INCQS, contudo,

sem submeter-se aos critérios oficiais de validagdo. O ensaio in vitro faz analogia
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direta a reacdo de neutralizagdo in vivo, permitindo a redugdo do uso de animais,
diminuicdo de gastos e agilidade aos tramites de controle da qualidade. Assim, a
elaboragcdo de um plano de validagdo se faz necessaria no intuito de verificar a
aplicabilidade do método para uso na rotina das determinacdes de poténcia dos soros
antitetanicos nacionais pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
Esse projeto tem como obijetivo verificar a aplicabilidade do Teste de Inibicdo
de Ligagdo da Toxina (ToBl) na determinagdao do perfil funcional dos anticorpos
antitetanicos equinos para uso terapéutico em humanos. Com foco em estabelecer
um soro antitetanico de referéncia interna para o ensaio imunoenzimatico, determinar
critérios de validade e limites de aceitacdo para os ensaios realizados pelo ToBl e
estabelecer um plano de trabalho para avaliar o método através da seletividade,
linearidade, repetitividade (precisdo intra-ensaio), precisdo intermediaria (precisdo

inter-ensaios) e exatidao (especificidade).

2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho caracteriza-se como exploratério, a partir de dados laboratoriais
quantitativos, com foco em perspectivas qualitativas na tomada de decisées. No
sentido de verificar a aplicabilidade do teste de Inibicdo da Ligagdo da Toxina (ToBl)
como método alternativo ao uso de animais nos ensaios de poténcia de soros
antitetanicos, foram realizadas etapas de: obtengao e seleg¢do de soros hiperimunes
comerciais para analise, obtengao e titulagdo dos reagentes (anticorpos conjugados,
soros de captura, soros de referéncia e toxinas de referéncia), além do

desenvolvimento dos métodos in vivo e in vitro.

2.1 - AMOSTRAS DE SOROS E REAGENTES

Foram utilizados para o componente tetanico, o soro de referéncia
internacional (SRI) e nacional (SRN), assim como 22 amostras (lotes do ano de 2018
e 2019) de soro equino antitetanico (SAT) de laboratério nacional de produgao
(soros-teste). A toxina tetanica foi fornecida pelo Instituto Butantan e aliquotada no
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) com a concentragao

de 18,0 Lf/mL; uma amostra de soro de captura foi eleita dentre os lotes de SAT
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recebidos pelo INCQS; a preparagao de antitoxina teténica conjugada a peroxidase
(lgG-HRP) foi obtida do Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos,
Biomanguinhos/FIOCRUZ, e titulada no INCQS; a solug&o de substrato TMB (3,3',5,5'
- Tetrametilbenzidina) foi adquirida da SIGMA®.

Soros de referéncia nacional (SRN) e internacional (SRI)

O soro equino de referéncia internacional (SRI), constituido de anticorpos
policlonais antitetanicos inteiros, foi fornecido pelo National Institute for Biological
Standards and Control (NIBSC), de Hertfordshire, United Kingdom, com poténcia em
230 Ul/mL, previamente determinada em estudos interlaboratoriais de diversos
paises. Esse SRI foi acondicionado no INCQS em aliquotas de 10 Ul/mL, utilizado
para calibrar a poténcia do soro de referéncia nacional (SRN). O SRN antitetanico é
uma combinagdo de soros antiteténicos liofilizados de diferentes produtores
nacionais. Para a utilizagédo, o conteudo de cada frasco é ressuspendido com solugao
salina 0,85 % enriquecida com 1% de peptona e 60 % de glicerol, de modo a obter 10
Ul/mL. O SRN tem a sua poténcia periodicamente determinada in vivo apds a afericao
frente ao soro internacional. Assim, a poténcia do soro de referéncia nacional
antitetanico é de 10 Ul/mL. A preparacéo € utilizada na rotina dos ensaios in vivo para
determinar a poténcia relativa do componente tetanico presente em soros e vacinas

no INCQS.

Soro eqiiino hiperimune (Soro hiperimune)

Foram selecionados 22 lotes de soro antitetanico (SAT), dos anos de 2018 e
2019, procedentes de produtores nacionais. Os anticorpos IgG policlonal contra a
toxina tetanica sdo fragmentados por tratamento com pepsina e purificados por
cromatografia, antes de serem envasados. Um conservante adequado é adicionado e
o produto final € apresentado sob forma liquida. O produto liquido é limpido, incolor
ou ligeiramente amarelado, n&o apresentando grumos ou particulas. A preparacao €
distribuida assepticamente em ampolas ou frascos-ampola.

Tais amostras foram analisadas pelo INCQS seguindo os critérios
estabelecidos por normas oficiais. A poténcia foi previamente determinada in vivo pelo

produtor e confirmada pelo INCQS, adotando critério minimo de 1000 Ul/mL.
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Toxina tetinica de referéncia

A toxina tetanica de referéncia € preparada a partir de filtrados estéreis de
sobrenadantes de cultivos liquidos de C. tetani incubados durante cinco a sete dias. O
filtrado deve ser concentrado, purificado por métodos fisicos ou quimicos e liofilizado.
ApOs a reconstituigdo, deve-se adicionar solugdo salina glicerinada e armazenar a
amostra a -20 °C. As toxinas utilizadas no presente estudo sao de obteng¢ao nacional.
Foi estimada a menor dose de toxina capaz de causar paralisia de membro posterior
de 100% dos camundongos (Lp/10; limite paralisante) frente a uma dose de 0,1
Ul/animal de antitoxina de referéncia internacional, em um periodo de 96 horas apés
a inoculagao. A determinagao da Lp/10 é utilizada na realizagdo do ensaio in vivo de
poténcia. Para o teste in vitro, padronizou-se a dose de 0,1 Lf/mL de toxina, conforme
sugere o protocolo da Organizagdo Mundial da Saude para titulagdo de anticorpos na

avaliagcao de atividade imunogénica de vacinas antitetanicas.

2.2 - TESTE DE INIBIGAO DE LIGAGAO DA TOXINA (TOBI)

Principio metodolégico

O ToBI é um ensaio imunoenzimatico semi-funcional que consiste na inibigao
da ligagdo da toxina na microplaca de 96 pogos de fundo chato sensibilizada com
antitoxina especifica. O teste é dividido em duas etapas:

1) Neutralizacdo: Incubacdo da mistura de diferentes concentragdes de
soro teste com a toxina tetanica, em microplacas de 96 pogos de fundo
chato ou redondo.

2) Reacgao Imunoenzimatica: Captura da toxina n&o-neutralizada pelo soro
da fase de neutralizagdo, em uma microplaca sensibilizada com
antitoxina especifica. Em seguida, o anticorpo antitoxina conjugado a
peroxidase € adicionado, a reagao colorimétrica e imunoenzimatica é
obtida com uso de substrato TMB. A reacdo € interrompida e revelada
por espectrofotometria.

Portanto, a deteccao da D.O. no ensaio é inversamente proporcional a poténcia
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do soro hiperimune, ou seja, quanto maior a capacidade de neutralizagdo do soro,
maior sera a poténcia do produto em teste e menor sera a deteccéao final de toxinas

livres na placa de captura.

Titulagao dos anticorpos conjugados a peroxidase

A titulacdo do anticorpo equino antitetanico conjugado a peroxidase depende
apenas da etapa de reacdo imunoenzimatica do teste ToBl, no intuito de obter a
menor concentragdo de anticorpo IgG-HRP com densidades 6ticas proximas de 1,0
UA para o controle positivo e 0,1 UA para o controle negativo, considerando o critério
da razdo Positivo/Negativo maior que 15. A solugdo com anticorpos marcados foi
distribuida em aliquotas de 100uL/frasco ao total abrigo da luz, estocadas de 2-8°C.

A titulagao do anticorpo marcador é imprescindivel para a realizacdo do ensaio
completo de determinacao da poténcia pelo Teste ToBl. Para o procedimento, houve
a sensibilizagdo de uma microplaca ELISA de 96 pogos com 1.0 Ul/ml de soro equino
antitetanico de captura em tampao carbonato sendo coberta com filme adesivo,
incubada de 16-18 horas a 37°C na estufa, em camara umida. No dia subsequente,
foi retirada esta placa, ocorrendo a lavagem em cinco ciclos com a solugdo aquosa a
0,05% de Tween 80 no lavador de placas automatico. Apds, realizou-se o bloqueio da
placa contra ligagdes inespecificas, utilizando 125 pl/pogo da solugdo de 0,5% de
albumina sérica bovina (BSA) em tampdo salino-fosfato (PBS), incubando a
microplaca por 60 minutos a 37°C. Repetiu-se o0 protocolo de lavagem da placa.
Adicionou-se 100uL/pogo de PBS nos 96 orificios, completando os controles positivos
com 40puL/pogo da toxina tetanica diluida em PBS a 0,1 Lf/mL, sucedendo incubagéo
por 2 horas a 37°C. Mais uma vez o protocolo de lavagem das placas foi executado. A
toxina presente na placa foi capturada pelos anticorpos dispostos nos pogos e a
deteccdo do antigeno se deu adicionando 100uL/pogo de diferentes titulos da solugéo
de anticorpos IgG-HRP, diluidos em solugao aquosa com Tween 80 a 0.05% e BSA a
0.5%, sucedendo incubagao por 90 minutos a 37°C. Repetiu-se o protocolo inicial de
lavagem das placas. Para a reacdo enzimatica colorimétrica, adicionou-se 100uL por
poco do substrato 3,3’,5,5" - tetrametilbenzidina (TMB) em cada cavidade, mantida a
temperatura ambiente e sob abrigo da luz por 10 minutos. Em seguida, a reacao foi
interrompida adicionando 100 pl/pogo da solugédo de acido sulfurico a 2M. A leitura

das absorbancias ocorreu em espectrofotdmetro para testes ELISA com comprimento

15



de onda de 450 nm.

2.3 - DETERMINAGAO DA POTENCIA DOS SOROS ANTITETANICOS

Etapa de Neutralizagao

Uma microplaca de 96 pocos de poliestireno de fundo chato ou redondo foi
identificada e 150 ul de solugéo de bloqueio contendo 0,5% de albumina sérica bovina
em PBS foi adicionada em cada pogo com uma pipeta multicanal. A microplaca foi
incubada por 60 minutos a 37°C em camara umida. Em seguida, foram realizados
cinco ciclos de lavagem com solugdo composta por agua com 0,05% de Tween 80.

A diluicao seriada dos soros( Figura 1 ), em PBS, partiu de uma diluicao 1/1600
para soros antitetanicos de referéncia e soros-teste e diluigdo 1/10 para soro-controle
internacional aliquotado a 10 Ul/mL, de modo que todos os pogos com soros
apresentaram volume final de 100uL. Adicionou-se 150uL e 100 yL de PBS nos
pogos do controle negativo e controle positivo, respectivamente, completando os
controles positivos e diluicdes de soros com 40ulL/pogo da toxina tetanica,
previamente diluida em PBS a 0,1 Lf/mL, sucedendo incubacdo de 16-18 horas a

37°C, em camara umida.

Figura 1: Diluicado seriada na etapa de neutralizagao.
SCSR A BSR A B SRA B

11 12

9 _ 3 = 5 B 7 8 g 10
) ) ) () (o ) ) ) o) ) 50 ()

®
®

o

()

DOODDDO
DAOD

T

@

PPDDDDD
PDPDDDD

PPPDRDD
OIIOINIOION)
OINIOININININ
POOOOOE
PP
OLOIIOIOL0X()
POIPDOD
POOEO
GIGIGIOIGI0)

=E

SC: Soro-controle internacional AzAmostra pré-diluida (SAT1) C+: Controle positivo

SR: Soro de Referéncia B:Amaostra pré-diluida (SAT2) C- : Controle negativo

16



Figura 1: Diluicdo seriada na etapa de neutralizagdo. Microplaca de fundo chato com 96 pogos diluida em série
realizando o esquema de distribuicdo dos soros na placa em conjunto com PBS.

Reacao Imunoenzimatica

Em uma microplaca de ELISA de 96 pocos de fundo chato, adicionou-se 100
MI/pogo da solugdo de anticorpo de captura a 1.0 Ul/mL em tampao carbonato. A
microplaca foi vedada e incubada na camara umida em 37°C por 16-18 horas. Em
seguida, lavada cinco vezes com solugédo de lavagem ja descrita. Apos, a placa foi
bloqueada com 125 pl/pogo com solugédo de 0,5% de BSA em PBS, seguida de
incubacgéao por 60 minutos a 37°C em atmosfera umida.

Subsequentemente, lavou-se a microplaca com solugdo de lavagem e foi
transferido o volume homogeneizado de 100 pl/pogo do conteudo da microplaca da
etapa de neutralizagdo para os respectivos pogos da microplaca de ensaio
imunoenzimatico, seguindo incubagao por 2 horas a 37°C em atmosfera umida. A
seguir, fez-se a lavagem da microplaca e adicionou-se 100 pl/po¢o da solugdo de
antitoxina conjugada a peroxidase, com titulo pré-estabelecido em procedimentos ja
descritos, utilizando solugéo de 0,5% de BSA e 0,05% de Tween 80 em PBS, sendo
coberta e incubada por 90 minutos ao abrigo da luz em 37°C em atmosfera umida.
Apds, foi feito o procedimento de lavagem da placa e adicionado 100 pl/pogo da
solugédo de substrato, sob incubacgado da placa a temperatura ambiente e sob abrigo
da luz por 10 minutos. A reacdo foi interrompida, adicionando-se 100 ul/pogco de
solucéo de acido sulfurico 2 M. Ocorreu a leitura da reacdo em leitor de ELISA a um

comprimento de onda de 450 nm.

2.4- TESTE DE NEUTRALIZAGAO DA TOXINA EM CAMUNDONGOS (TNT)

Determinacgao da dose teste de toxina (Lp/10)

Realizou-se a diluigdo da antitoxina tetanica de referéncia com solugao salina a
0,85% (p/v), e a toxina diluida em solugéo salina peptonada a 1% (p/v). Em tubos de
vidro foram adicionados volumes variados de toxina e um volume constante da
antitoxina de referéncia diluida, igualados com solugdo salina contendo 1% de
peptona, onde cada tubo foi vedado,homogeneizado e incubado a 37 °C por 60

minutos. Em seguida, foram selecionados dez camundongos albino suico de 17g a
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229, para cada dilui¢ao, inoculado-os por via subcutanea um volume de 0,1 Ul/ml de
soro. Observa-se 0s animais em até 96 horas apds a inoculagdo e registra-se a
guantidade dos que apresentam paralisia de membro posterior, conforme preconiza a
monografia para Soros Antitetanicos da Farmacopeia Brasileira. A diluicdo com menor
concentragcao de toxina, que causou a paralisia de todos os animais de um grupo, em

96 horas, foi selecionada para as etapas subsequentes do método in vivo.

Definicao da poténcia do soro antitetanico

Adotou-se um espectro com quatro diluicdes seriadas do soro antitetanico de
referéncia, e trés a seis diluicbes dos soro-teste, com fator de diluicdo de 1,2.
Adicionou-se o volume de 15 Lp/10 da toxina tetanica de referéncia e completou-se
cada preparagdo com salina tamponada contendo peptona a 1% (p/v) em quantidade
suficiente para 3 mL por tubo de ensaio. As misturas de soro-toxina foram
homogeneizadas e incubadas a 37 °C por 60 minutos. Para cada diluicdo de soro,
procedeu-se a inoculagao subcutédnea de 0,2 mL da mistura em dez camundongos
albino-suigo, de 17-22 g, em membro posterior. Observou-se os camundongos por 96
horas, registrando a sintomatologia de TO a T5. A poténcia relativa € determinada por
analise estatistica de probitos para estimativa da dose efetiva de cada soro capaz de

proteger 50% dos animais (DE50); ensaio quantal.

2.5 - ESTABELECIMENTO DO SORO ANTITETANICO DE REFERENCIA PARA O
TESTE IN VITRO

Um dos lotes de soro antitetdnico com poténcia proxima de 1000 Ul/mL,
recebido pelo INCQS entre 2018 e 2019, com validade vigente para o uso, foi
escolhido e aferido pelo TNT em animais, no INCQS, em um minimo de trés ensaios
validos independentes. A combinagéo ponderada (p=0,1) ou semi-ponderada (p<0,1)

dos resultados de diferentes ensaios foi pelo software estatistico CombiStats.

2.6 - PLANO DE VALIDAGAO DO METODO ANALITICO IN VITRO
No intuito de validar o teste ToBIl para uso na rotina dos ensaios de poténcia,
cabe a elaboragédo de um plano de trabalho a ser acompanhado ao longo das

afericbes. Nesse sentido, adotou-se as recomendacbes publicadas pela RDC
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n.166/2017 da ANVISA, na qual constam os critérios de validacdo de métodos
analiticos. As devidas adaptagdes para a rotina de analises do INCQS serdo
devidamente consideradas, utilizando dos itens minimos para a implementacédo do
teste ToBlI, visto que a técnica ja tem um uso difundido para analise de atividade
imunogénica em vacinas antitetdnicas na Europa, com protocolo descrito em
Farmacopeia Europeia, dispensando maior rigor técnico obtido com muitas aferi¢des.
Os critérios que irdo compor o plano de validacao e suas definicdes estdo contidas na
tabela 1. (COUNCIL OF EUROPE,2013).

Tabela 1: Critérios de validagdo de métodos analiticos

Capacidade de identificagdo ou
quantificacdo de amostras com precisao
perante a presenca de componentes
Seletividade

adversos, impurezas e componentes da

matriz

Capacidade de corresponder
proporcionalidade entre as respostas
Linearidade
analiticas a concentracdo de um analito

em uma amostra

Equivaléncia entre os resultados

dentro de um periodo de tempo com o
Repetitividade

mesmo analista e mesma instrumentagao

(preciséo intra-ensaio)
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Precisao intermediaria

(preciséao inter-ensaios)

Expressa pela a aproximacgao
entre os resultados de uma mesma
amostra, num mesmo laboratorio, em pelo
menos dois dias distintos e por dois

analistas diferentes

Limite de Quantificagao

Menor quantidade de analito em
uma amostra que pode ser determinada
com precisao e exatidao aceitaveis sob as

condigdes experimentais estabelecidas

Limite de Deteccéao

Menor quantidade de analito em
uma amostra que pode ser detectado,
porém, nao necessariamente quantificado,
sob as condigdes experimentais

estabelecidas

Exatidao

Concordancia dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagao

ao valor aceito como verdadeiro

Referéncia:BRASIL,2017
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2.7-ESTABELECIMENTO DOS CRITERIOS DE VALIDADE E LIMITES DE
ACEITAGAO PARA OS ENSAIOS REALIZADOS PELO TOBI

Ao longo da realizagdo dos ensaios, diferentes parametros de garantia da
qualidade dos ensaios serdo identificados e acompanhados. Os respectivos dados
serdo registrados em planilhas para analise estatistica, confeccdo de graficos de
controle e avaliagao de tendéncias, a partir de média e desvio-padrdo. Um minimo de
15 afericbes independentes, de ensaios in vitro validos, poderao definir critérios de
validade dos ensaios frente aos parametros de impacto na eficacia final dos

resultados.

3. RESULTADOS

DETERMINACAO DOS TIiTULOS DO ANTICORPO EQUINO ANTITETANICO
CONJUGADO A PEROXIDASE

Foram determinados os titulos de anticorpos antitetdnicos conjugados a
peroxidase no ano de 2019 (ensaio 1) e no ano de 2020 (ensaio 2), pelo método
ELISA, com foco em densidades éticas (D.O.) do controle positivo em torno de 1,000
e do controle negativo inferiores a 0,100, considerando a razao Positivo/Negativo =
15. No ensaio 1 (Tabela 2) foi realizado uma titulacdo considerando diluigbes de
1/8000 a 1/256000, com fator de diluicao 1,5, com resultados esperados na diluigao
1/27000. No ensaio 2 (Tabela 3) realizou-se uma titulagdo entre as diluigcbes 1/12000
a 1/121500, com fator de diluicdo 1,5, apresentando desempenho satisfatério de
valores D.O para os controles positivo e negativo, na maior diluicdo de conjugado que
melhor se ajustou aos critérios da OMS (WHO, 1997) foi a diluicao 1/40500.

Tabela 2: Titulagdo do Anticorpo Conjugado no ensaio 1, sendo confirmada a adequagao da
diluicao de 1/27000 para o anticorpo de revelacao.

Controle Controle Desvio Desvio Coef. de Coef. de P/N
Positivo Negativo Padrao Padrao variacao variacao

(D.O) (D.O) (DP +) (DP-) (CV%+) (CV%-)

1,021 0,047 0,071 0,001 7% 3% 21,40

Tabela 2: Titulagdo do Anticorpo Conjugado no ensaio 1, sendo confirmada a adequagio da diluigao de
1/27000 para o anticorpo de revelagao.Representacdo dos resultados da microplaca em determinar a titulagao
dos anticorpos antitetanicos conjugados a peroxidase em uma janela de diluigdes, com fator de diluicdo 1,5.
Efetuando uma média aritmética dos critérios indispensaveis sendo a D.O e a razao P/N.
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Tabela 3: Titulagdo do Anticorpo Conjugado no ensaio 2, sendo confirmada a adequagao da
diluicao de 1/40500 para o anticorpo de revelagao.

Controle Controle Desvio Desvio Coef. de Coef. de P/N
Positivo Negativo | Padrao Padrao variagéo variagéo

(D.O) (D.O) (DP +) (DP-) (CV%+) (CV%-)

1,172 0,048 0,034 0,001 3% 2% 24,40

Tabela 3: Titulagdo do Anticorpo Conjugado no ensaio 2, sendo confirmada a adequagao da diluigdo de
1/40500 para o anticorpo de revelagao.Representagdo dos resultados da microplaca em determinar a titulagdo
dos anticorpos antitetanicos conjugados a peroxidase em uma janela de diluicdes, com fator de diluigdo 1,5.
Efetuando uma média aritmética dos critérios indispensaveis sendo a D.O e a razédo P/N.

ESTABELECIMENTO DE UM SORO ANTITETANICO DE REFERENCIA INTERNA
PARA O ENSAIO IMUNOENZIMATICO

Para o estabelecimento da referéncia interna do soro antitetanico foram
utilizados dez animais por diluigdo do SAT frente a uma dose Lp/10 da toxina (limite
paralisante por 10). Apds avaliar a estabilidade da dose efetiva média (DE50) do soro
de referéncia em quatro afericbes do SAT, em dias distintos, obteve-se poténcia
meédia de 995 Ul/mL( Tabela 4), através do software CombiStats como ferramenta de
calculo da poténcia, respeitando os critérios do Método dos Minimos Quadrados
(MMQ), dos quais ndao devem ocorrer desvios significativos de paralelismo e
linearidade(Figura 2), com regressao significativa, para a = 0,05 e intervalo de

confianca de 95%.

Tabela 4 : Poténcias da amostra, tituladas pelos ensaios in vivo.

Estabelecimento do soro antitetanico |
de referéncia

Dia 1 1031 Ul/mil
Dia 2 1043 Ulf/mil
R 954 Ul/ml
925 Ul/r
Dia 4 925 Ui/ml
Média final Qg5 Ulfml

Tabela 4 : Poténcias da amostra, tituladas pelos ensaios in vivo. Resultado do soro antitetanico de referéncia
interna estabelecido por média de quatro dias distintos, efetuado pelo Teste de Neutralizagdo da Toxina em
camundongos.
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Figura 2 : Curva de dose-resposta da amostra de soro antitetanico de referéncia interna em
diferentes dias pelo método de inibigdo da ligagao da toxina in vitro.
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Figura 2 : Curva de dose-resposta da amostra de soro antitetanico de referéncia interna em diferentes dias
pelo método de inibicao da ligagao da toxina in vitro. Representagao grafica de dias distintos, realizado pelo
programa excel, da variagdo de absorbancias, que s&o o eixo das ordenadas a medida que aumenta as diluicdes
do soro que corresponde ao eixo das abscissas .

DETERMINAGAO DOS CRITERIOS DE VALIDADE E LIMITES DE ACEITAGAO PARA 0OS
ENSAIOS REALIZADOS PELO TOBI

O principal parametro de validade do teste ToBlI foi adotado dos manuais da
OMS, que estabelece limites superiores e inferiores de absorbancia para os controles
positivo e negativo do ensaio. Por meio de graficos de controle e tendéncia, adotou-se
como validos os ensaios com controle positivo entre 0,600 e 1,500 unidades de
absorbancia. Para controle negativo, os valores de absorbancia n&do deveriam estar
acima de 0,100.

Outros limites de aceitacdo foram avaliados uma vez que o soro de referéncia
interno foi estabelecido. O soro de referéncia internacional (NIBSC 60/013) foi
utilizado como amostra-controle, uma vez que seu desempenho € conhecido no
método in vitro. Nesse sentido, as estabilidades da inclinacdo da curva (slope)
dose-resposta, bem como da dose efetiva média (DES0) do SAT internacional foram
controladas. Os mesmos critérios passaram a ser observados para 0 soro de
referéncia interno.

A correlacdo da dose resposta para cada um dos soros de referéncia nao
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deveria estar abaixo de 0,95, de modo a preservar a linearidade e as doses em torno
da dose efetiva média.

Uma vez que os critérios de aceitagao foram atendidos, o calculo de poténcia
dos soros considerou fixar a inclinagdo da curva dose-resposta do soro de referéncia
interna como recurso adicional para a obtencado de paralelismo com a curva da

amostra-teste.

AVALIACAO DOS PARAMETROS DE VALIDACAO DO TOBI
Seletividade

Através de teste T de Student para médias pareadas, foram comparados os
valores de absorbancia de pocos contendo diluicbes dos soros antitetdnicos de
referéncia interna e internacional sem contaminagdao e contaminados com soro
antidiftérico na proporgéo de 1:2 por pogo, para comprovagao da ligagdo somente da
toxina teténica. A presenga do soro inespecifico ndo alterou significamente a
capacidade de neutralizagdo ou de detecgao da toxina especifica frente as doses de
soro antitetanico em 7 pogos observados, ndo modificando o desenho e inclinagédo da
curva dose-resposta dos materiais de referéncia e das amostras de soro, sem efeitos

diferenciais na poténcia ( p 0,050) ( Tabela 5).

Tabela 5:Analise do sinal, avaliando a seletividade do ToBl para componente tetanico, na

presenga de uma toxina inespecifica e somente a toxina especifica.

Soro de referéncia internacional puro 0,5911
Soro de referéncia internacional contaminado 0,5409
Soro de referéncia nacional puro 0,2997
Soro de referéncia nacional contaminado 0,298

Soro hiperimune antitétanico puro 0,2416
Soro hiperimune antitétanico contaminado 0,2586

Tabela 5: Andlise do sinal, avaliando a seletividade do ToBl para componente tetidnico, na presenca de
uma toxina inespecifica e somente a toxina especifica. A representacdo do desempenho do método em razéo
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de pogos com outros componentes, indicando que a presenga nao interfere na neutralizagdo ou detecgcédo da
toxina especifica presente nas amostras de soro.

Linearidade

A linearidade foi aferida com o minimo de 5 diluigdes para o soro de referéncia
internacional (SRI) e do soro de referéncia nacional establecido (SRN). O coeficiente
de correlagdo foi obtido através do grafico de logaritmo da diluicdo frente a
absorbancia, resultando numa correlagédo de r=0,9953 para o SRI ( Figura 3) de
r=0,9917 para o SRN (Figura 4), o que demonstra uma satisfatoria linearidade do
método.

Figura 3: Coeficiente de correlagido do SRI

SRI r=0,9953

R

Figura 3: Coeficiente de correlagdo do SRI. Determinado através do grafico do log da diluigdo pela

absorbancia,realizado por 5 diluigdes, junto ao paralelismo sendo quesitos necessarios para validar os resultados
do soro de referéncia internacional( NIBSC), obtendo valores maiores de 0,990 para o coeficiente de correlagao.
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Figura 4: Coeficiente de correlagao do SRN

SRN r=09917

RESFOSTA [DO)

Figura 4: Coeficiente de correlagdo do SRN. Determinado através do grafico do log da diluicdo pela
absorbancia,realizado por 5 dilui¢des, junto ao paralelismo sendo necessario para validar os resultados do soro de
referéncia nacional, determinando - se valores maiores de 0,990 para o coeficiente de correlagao.

Repetitividade (Precisao Intra-ensaio)

Foram calculados os coeficientes de variagcdo (CV%) das poténcias para
avaliar a repetitividade do teste ToBI, utilizando sete diluigbes seriadas de 3 amostras
com baixa, média e alta concentracio, respectivamente, aferidas em triplicatas em
um mesmo dia (Tabela 6). Nesse estudo, os resultados foram obtidos
independentemente por dois analistas. E possivel observar que os valores (CV<10%)
abaixo encontram-se abaixo satisfatorios para os paradmetros da AOAC (2000),
conforme adotado pelo INCQS, resultando em uma boa repetitividade para resultados

obtidos por ambos os analistas independentes.
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Tabela 6: Avaliagdo da precisao intra- ensaio do ToBI.

Analista 1 Analista 2
Concentragcdo ALTA BAIXA ALTA BAIXA
Réplica 1 (Ul/mL) 1354 955 837 1327 1007 743
Réplica 2 (Ul/mL) 1346 973 772 1388 1136 830
Réplica 3 (Ul/mL) 1298 930 800 1307 941 824
Media asttmetea (NTRA Sy g25 953 803 1341 1028 799
(UymL)
Desvio padréo (Ul/mL) 30 22 33 42 99 49
Coeficiente de Variacdo 2,3% 2,3% 4,1% 3,1% 9,6% 6,1%

Tabela 6 :Avaliagao da precisao intra- ensaio do ToBl. Calculado a partir de 7 diluigbes em triplicata dentre
elas trés soros hiperimunes de diferentes lotes em um mesmo dia, realizada a partir do calculo de coeficiente de
variagdo (CV%) no qual é obtido a partir da raz&o entre a raiz da média das variancias pela média das diluigbes,
os resultado devem ficar abaixo de 10% (CV<10%) em cada concentragéo.

Precisao intermediaria (Preciséo Inter-ensaio)

Para avaliar a precisdo intermediaria, foram calculados os CV% das
poténcias, com o uso de sete diluigcbes dos soros em triplicata em dois dias distintos,
comparando o desempenho do teste por dois analistas, em trés amostras de baixa,
meédia e alta concentracdo, respectivamente. Observa-se que os valores de poténcia
entre diferentes analistas, em dias distintos (CV<20%), indicaram boa precisao
intermediaria do método (Tabela 7) (AOAC,2000).

Tabela 7: Avaliagao da precisao inter- ensaio do ToBI.

Concentragédo ALTA BAIXA
Replicatas (n) 3+3 3+3 3+3

Média aritmética

(INTER) 1337 Ul/mL 990 Ul/mL 801 Ul/mL
Desvio padrido 33 Ul/mL 76 Ul/mL 37 Ul/mL
Coeficiente de 2,5% 7.7% 4,6%

Variagdo

Tabela 7:Avaliagdo da precisao inter- ensaio do ToBI. Calculado a partir de 7 diluigdes em triplicata dentre elas
trés soros hiperimunes de diferentes lotes em dias distintos, realizada a partir do calculo de coeficiente de variagado
(CV%) no qual é obtido a partir da razéo entre a raiz da média das variancias (entre os 2 dias) pela média obtida
nos diferentes dias, os resultado devem ser abaixo de 20% (CV<20%) em cada concentragéo.
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Exatidao

A exatidao é obtida pela aproximacao dos valores entre resultados avaliados
de forma individual do método em estudo a um valor aceito como verdadeiro,
associado aos erros sistematicos. Essa etapa da validagdo avalia, no minimo, 9
determinagdes de poténcia, utilizando amostras de trés concentragdes (baixa, média
e alta), aferidas em triplicata por nivel, sendo os soros preparados de forma
independente (Tabela 8 ). A variagao de poténcia nao foi considerada prejudicial para
o carater de exatiddo do método, de modo que o método nao necessita do
estabelecimento de um novo valor de corte para determinagdo de amostras
conformes e nao-conformes, ainda que as concentracdes médias e baixas retornem

poténcias inferiores as obtidas pelo teste in vivo.

Tabela 8: Avaliagao da exatiddo do método ToBI.

Analista 1 Analista 2
Concentragcdo ALTA BAIXA ALTA BAIXA
Combinagao pelo
COMBISTATS (UljmL) 1343 955 807 1330 1024 825
Mediy atmslcalNIRA 529 953 803 1341 1028 799
(UlfmL)
Desvio padrao (Ul/mL) 30 22 33 42 99 49
Coeficiente de Variagdo 23% 2,3% 4,1% 3.1% 9,6% 6,1%
Recuperagdo
(frente a0 PRODUTOR) 93% 82% 80% 93% 88% 80%
Recuperagdo
(frente a0 INCQS) 114% 92% 95% 115% 99% 95%

Tabela 8: Avaliacdo da exatiddo no método ToBi. Afericdo em triplicata de diversas concentragdes afim de se
obter o grau de concordancia, sendo expressa pela relagdo percentual de recuperagdo, entre os resultados
individuais e do produtor, devendo - se ser calculado o desvio padréao para cada concentragéo.

4. DISCUSSAO

Neste estudo, a validacao foi determinada a partir da avaliagdo dos parametros
preconizados na RESOLUCAO RDC N° 166, ANVISA de 2017. A validagéo é uma
etapa necessaria para a aceitacdo do teste ToBl no INCQS, resultando em grandes

avancgos com a possibilidade no uso do método para determinar a poténcia de soros
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hiperimunes antitetanicos, de modo a minimizar e até substituir o0 uso do animal em
testes in vivo (BRASIL,2017). Estima- se que, para realizar somente o teste de
poténcia para vacinas e soros, sdo utilizados no INCQS em média cerca de 4.500
animais por ano, na etapa de soroneutralizagdo. Por isso, um relatério favoravel ao
uso do método alternativo € um objetivo muito esperado pela comunidade cientifica,
uma vez concluida a validacao.

O material de referéncia que se utiliza no ensaio de soroneutralizagdo em
camundongos n&o apresenta resultados paralelos aos obtidos pelas amostras,

devido a sensibilidade do método para pequenas variagdes na estrutura dos
anticorpos. Como no ensaio in vivo o material de referéncia € composto de anticorpos
inteiros e as amostras sao fragmentadas, o perfil de inclinacdo das curvas varia entre

os tipos de soro, dificultando o uso de um mesmo material de referéncia em ambos os
ensaios. Assim, para o método ToBlI, elegemos uma amostra de soro comercial

aferida no método in vivo como a referéncia de trabalho e adotamos o material de
referéncia do método in vivo como soro-controle, pois sabemos como é sua agao na
placa e sua inclinacdo frente o espectro da diluigdo da amostra, com o intuito de
validar o ensaio. Portanto o estabelecimento de uma referéncia para o teste in vitro foi
necessario para revelar paralelismo e linearidade entre as amostras.

A validacéo foi positiva em todos os aspectos, demonstrando que a utilizagao
do método no INCQS pode ser uma pratica confiavel na rotina de liberagao de soros
hiperimunes antitetdnicos nos requisitos de poténcia, sem a demanda de
estabelecimento de novo valor de corte para classificar soros antitetanicos, com uma

faixa de trabalho bem estabelecida nos ensaios realizados.

5. CONCLUSAO

O presente estudo nos permite concluir que foi de extremo necessario os
graficos de controle expondo os ensaios valido e invalidos, realizando médias para
obter um resultado unico e certeiro. O estabelecimento de um soro antitetanico de
referéncia interna para o ensaio imunoenzimatico nos mostrou eficaz, tendo uma
excelente resposta apds a ligacdo na placa. A comparagdo dos meétodo in vivo e in

vitro mostrou o6timos resultados nédo fugindo ao padrdao estabelecido pela
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Farmacopéia Européia, sendo possivel a substituicdo dos testes. Concluimos que o
método ToBl apresenta linearidade, especificidade, exatiddo e preciséo (intra e
inter-ensaio) satisfatérias e que € um ensaio confiavel, rapido e conveniente para

avaliar a poténcia de componente tetanico presentes em soros hiperimunes.
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