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RESUMO

O setor de reagentes para diagnostico in vitro vem crescendo e tem se tornado de grande relevancia
e inovacdo na ultima década, auxiliando no diagndstico de diversas doencas autoimunes sistémicas
que, em paralelo, aumentam a cada dia e ja afetam mais de 400.000 pessoas em todo o mundo.
Nesse contexto, o presente trabalho objetivou desenvolver um reagente para diagnostico in vitro
visando a quantificacdo de imunoglobulina M (IgM) auxiliando no diagnostico e tratamento de
diversas doengas e comorbidades. Para isso, realizaram-se diversos testes de desempenho e
eficacia do produto visando o registro do reagente para futura comercializa¢do. Dentre as anélises,
realizaram-se os testes de sensibilidade analitica, linearidade, efeito prozona de alta dose, exatidao,
especificade analitica, repetibilidade, reprodutibilidade e estudos de estabilidade. Analisando 0s
resultados obtidos foi possivel constatar que o produto em desenvolvimento atendeu a todos os
critérios de aceitabilidade propostos para cada uma das analises. O produto atingiu uma
sensibilidade analitica de 15,357 mg.dL™, linearidade de 16,72 a 303,04 mg.dL? e ndo houve
ocorréncia de efeito prozona até 549,01 mg.dL™* do analito. Além disso, o reagente demonstrou-
se especifico até as seguintes concentracdes de interferentes: 2000 mg.dL™ de triglicérides, 100
mg.dL! de hemoglobina, 20 mg.dL? de bilirrubina e 150 UL.mL™ de Fator Reumatoide. A partir
da andlise de estabilidade acelerada, o prazo de validade obtido foi de 18 meses e sera confirmado
por meio do acompanhamento em tempo real. Por fim, o produto demonstrou-se eficiente, seguro

e manteve sua capacidade reacional em todos os testes de desempenho.

Palavras chave: Diagnéstico in vitro, Imunoglobulina M, turbidimetria.
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1. INTRODUCAO

O setor de reagentes para diagndstico in vitro vem crescendo e tem se tornado de grande
relevancia e inovacgdo na ultima década, transformando a pratica médica em processos cada vez
mais rapidos e automatizados, possibilitando a reducéo de erros e sendo fundamental na deciséo
sobre o estado de satde ou doenga dos individuos (Gottlieb e Woodcock, 2006). De acordo com
0 “Food and Drug Administration” (2004), as inovagdes tecnologicas das industrias de
dispositivos para diagnostico irdo revolucionar as formas de tratamento existentes,
transformando a distribuicdo e os cuidados na saude radicalmente.

Forsman e Regan, 2006, demonstram que 0s reagentes para diagnostico in vitro
contribuem com até 94% dos dados objetivos de um prontuério clinico e os resultados dos
ensaios laboratoriais sdo responsaveis por embasar mais de 70% das decisdes médicas (do
diagnostico a terapia).

Paralelamente ao desenvolvimento da industria de DIV, o numero de doencas
autoimunes sistémicas cresce a cada dia e ja afeta mais de 400.000 pessoas em todo 0 mundo
(RAMOS-CASALS et al, 2015). Estima-se que esse tipo de enfermidade atinge mais de 3% da
populacdo mundial (BOULON, 2012) e representa a terceira classe mais comum de doencas
nos paises industrializados (FAIRWEATHER, 2007). Além disso, doencas cronico-
degenerativas como a do intestino (doenca de Crohn), a diabetes, a obesidade e a Artrite
Reumatdide estdo diretamente relacionadas com doencas inflamatorias ao passo que 0 processo
inflamatdrio € o elo entre a sindrome metabolica e as doencas autoimunes, cardiovasculares e
obesidade (INCT, 2014)

Nesse contexto, o diagnostico precoce é essencial para se aumentar as chances de
sucesso e cura de uma doenca e/ou enfermidade pois possibilita um rapido inicio de tratamento
da comorbidade. A possibilidade de sucesso com o tratamento aumenta quanto mais precoce o
diagndstico da doenca. Dessa forma, doencas cardiovasculares, da tireoide, do estbmago e do
intestino; até as metabdlicas, depressdo e o cancer, podem ser curadas e tratadas, se forem
diagnosticadas precocemente (URURAHY, 2019).

Para isso, a quantificacdo de imunoglobulinas séricas (1gG, 1gM, IgA e IgE) representa
0 ponto inicial na verificacdo da imunidade humoral e possibilita o diagnostico de deficiéncias
quantitativas de imunoglobulinas como a agamaglobulinemia congénita, a imunodeficiéncia
comum variavel e deficiéncia de IgA, assim como alteracfes humorais associadas a outros
distdrbios, como sindrome de hiper-IgE e a sindrome de hiper-lgM (ROXO-JUNIOR, 2006).
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Assim, o presente trabalho objetivou desenvolver um reagente para diagnostico in vitro
visando a quantificagdo de imunoglobulina M (IgM) de modo a auxiliar o diagnostico e

tratamento de diversas doengas e comorbidades.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A industria de diagnostico in vitro e seus segmentos

Os testes para diagndstico in vitro (DIV) séo ferramentas utilizadas nas praticas clinicas
para o diagnostico e monitoramento de doencas e anomalias, que fornecem prognoéstico e
preveem resposta ao tratamento. Estes recursos possuem papel essencial nos cuidados da satde
e sdo amplamente utilizados para avaliar o potencial risco de desenvolver determinada doenca
ou disturbio e para orientar o manejo do paciente (RAMAN; AVENDANO; CHEN; 2013).

A definicdo de produtos para diagnéstico de uso in vitro de acordo com Anvisa (2015):
“Reagentes, calibradores, padrfes, controles, coletores de amostra, materiais e
instrumentos usados individualmente ou em combinagdo, com intencdo de uso
determinada pelo fabricante, para andlise in vitro de amostras derivadas do corpo
humano, exclusivamente ou principalmente para prover informagdes com propdsitos
de diagnostico, monitoramento, triagem ou para determinar a compatibilidade com
potenciais receptores de sangue, tecidos e 6rgaos;” (ANVISA, 2015, RDC N° 36, de
26 de Agosto de 2015)”.

A indGstria de reagentes para diagnostico € um setor amplo que possui diversos

segmentos e aplica diferentes técnicas e tecnologias (PAIVA, 2009) para que os quadros
clinicos sejam analisados e prescritos. A Tabela 1 apresenta alguns dos principais segmentos e

0s métodos e tecnologias utilizadas.
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Tabela 1. Segmentos da industria de reagentes para diagnostico in vitro, exemplos e
tecnologias associadas a cada método.

Segmento

Descricdo Técnica

Tecnologia(s)

Exemplos
(ensaios)

Quimica clinica

Imunoensaios

Microbiologia

Urinalise

Coagulacéo

Hematologia

Testes laboratoriais
remotos

Gasometria
Diagndstico
Molecular

Monitoramento de
glicose sanguinea

Ensaios que utilizam os processos
bioquimicos para medir os niveis dos
componentes quimicos no sangue.

S4o as técnicas em diagndsticos
relacionadas as interacdes entre
antigenos (Ag) e anticorpos (Ac).

Ensaios para identificagdo de
microrganismos a partir de seu
crescimento em meios de cultura.

Ensaios que utilizam os processos
quimicos para medir 0s niveis dos
componentes quimicos na urina.

Ensaios para avaliar a hemostasia em
pacientes

Ensaios para a contagem de hemacias,
hematdcrito, plaquetas, etc.

S&o ensaios realizados proximo ao
paciente e mais rapidos que 0s
tradicionais

Ensaios voltados para o manejo clinico
de desordens respiratorias e
metabdlicas.

Sédo ensaios para deteccdo e/ou
quantificacéo de acido nucléico.

Ensaios para quantificacdo de glicose
sanguinea (autoteste).

Reac0es
enzimaticas

Enzima-
imunoensaio

Cultura bacteriana

Reac0es
enzimaticas

Polarizacédo de luz
Citometria de

fluxo

Testes rapidos

Eletrodo seletivo

Amplificacéo de
acidos nucléicos

Biosensores

Saodio e Glicose

Diagndstico de
Hepatites

Identificacdo de
Staphylococcus
aureus

Corpos cetbnicos

Tempo de
coagulacéo

Hemograma

Testes rapidos
para urinalise

pH
PCO2

Identificacdo de
HIV

Glicose

sanguinea

Fonte: (PAIVA, 2009)

A quantificacdo de imunoglobulinas (particularmente 1gG, IgA e IgM) comumente é

realizada por meio de imunoensaios ou métodos imunoquimicos dentro os quais encontram-se

principalmente a imunodifusdo radial simples, a nefelometria (taxa ou ponto final), a
imunodifus&o, a eletroimunodifuséo e a turbidimetria (AKCAY; KELES; KIZILTUNGC, 1997).

Tendo em vista que o presente trabalho se utilizou de métodos baseados em espectrofotometria,

a turbidimetria foi 0 método imunoquimico empregado.
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2.2. Turbidimetria

A turbidimetria baseia-se no principio de aglutinacdo e respectivas alteracoes
imunologicas em dispersao a luz. Apresenta resultados semelhantes a imunodifuséo radial e se
utiliza de métodos completamente automatizados, fator muito importante para reducdo do
tempo de analise da amostra (TVARIJONAVICIUTE et al., 2013).

O método turbidimétrico, foi descrito em 1942 por Foster e é utilizado para se avaliar a
concentracdo de particulas grandes como algumas proteinas sericas que ndo podem ser
mensuradas por meio de espectroscopia de absorcdo. Esse método baseia-se na aplicacdo de um
feixe de luz em particulas em suspensdo. Quando um feixe de luz atinge uma particula em
suspensdo, partes da luz séo absorvidas, refletidas ou dispersas pela solugdo. A quantidade de
luz absorvida por uma suspensao de particulas é proporcional a concentracao e ao tamanho das
particulas (CARNEIRO et al, 2017). Neste método, os ensaios sdo baseados no principio de
aglutinacdo cuja reacdo antigeno e anticorpo formam imunoprecipitados insolGveis e provocam

turbidez que pode ser medida e mensurada em espectrofotometro (LIMA et al., 2012).

2.3. Imunoglobulina M

As imunoglobulinas sdo moléculas formadas por 4 cadeias polipeptidicas, sendo duas
cadeias leves (L) e duas cadeias pesadas (H), unidas por pontes dissulfidricas (S-S). Séo
produzidas pelos linfdcitos B e encontram-se no corpo humano sob duas formas: aderidas a
membrana do linfocito ou na circulacio sanguinea (AMBROSIO, 2014).

A IgM é uma molécula pentamérica e é a terceira imunoglobulina mais comum no soro,
representando cerca de 5% a 10% das imunoglobulinas totais circulantes. Por conta de sua
estrutura, € uma boa fixadora do sistema complemento e é muito eficaz na lise de
microrganismos. Além disso, a IgM é a primeira imunoglobulina a ser produzida pelo feto
durante a gestacdo e a primeira Ig a ser produzida por uma célula B virgem quando ha um
estimulo de um antigeno (MAYER, s.d.).

A quantificacdo das imunoglobulinas no soro é de extrema relevancia para o diagnostico
e monitoramento das imunodeficiéncias primaria ou secundaria, € para 0 acompanhamento
clinico do mieloma multiplo. Ademais, disfungdes nas concentracbes de imunoglobulina M,
em especifico, podem estar relacionadas com imunodeficiéncias adquiridas e congénitas,
problemas hepaticos, como a cirrose e a hepatite cronica, infecgdes virais primarias e outras
infeccdes da corrente sanguinea (BIOTECNICA, 2015).
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2.4. Legislagéo

Um dos elementos fundamentais durante o desenvolvimento e registro de um produto
para diagnostico in vitro € atender as exigéncias de Boas Praticas de Fabricacdo e Controle,
estabelecidas pela Resolucédo da Diretoria Colegiada - RDC n° 16, de 28 de marco de 2013. Este
requisito é obrigacdo de toda empresa que fabrica, importa ou comercializa produtos para DIV
no Brasil, conforme estabelece a Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 15, de 28 de marco
de 2014. A comprovacdo do cumprimento de BPF para os produtos suscetiveis a registro €
realizada por meio da inspecdo sanitaria in loco (no proprio local) para obtencéo do Certificado
de Boas Préticas de Fabricacdo e Controle — CBPFC (ANVISA, 2015).

Além da RDC n°16, a resolucdo que rege o desenvolvimento de um produto para
diagnostico in vitro € a RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015. Esta, tem por objetivo estabelecer
a classificacdo de risco, os regimes de controle de cadastro e registro e os requisitos de
rotulagem e instru¢des de uso de produtos para diagndstico in vitro, inclusive seus instrumentos.
A legislacao se aplica ndo s6 aos produtos produzidos no pais, mas também para os importados.

A concessdo do registro é dependente da publicacdo do Certificado de BPF (Boas
Préticas de Fabricacdo) emitido pela ANVISA e ao atendimento aos requisitos indicados na
RDC 36/2015, incluindo o laudo de analise prévia e estudo de desempenho do produto, que
deve contar com resultados satisfatorios. Apds ser deferido, o registro é valido por 10 anos
contados a partir da data de concessdo do mesmo. De acordo com a legislacdo vigente (RDC
36/2015), a revalidacdo deve ser requerida no primeiro semestre do Gltimo ano do quinquénio
de validade (BRASIL, 2015)

2.5. Rastreabilidade Metroldgica

A Rastreabilidade Metroldgica pode ser definida segundo o Vocabulério Internacional
de Metrologia (2008) como a “Propriedade de um resultado de medicéo estar relacionado a uma
referéncia através de uma cadeia ininterrupta e documentada de calibragcBes, cada uma
contribuindo para a incerteza de medigao” (OLIVEIRA, 2009; KONIECKA e NAMIESNIK,
2009). O principal objetivo da rastreabilidade metroldgica em laboratorio clinico é associar 0s
resultados de uma amostra do paciente com um material de referéncia, de forma possibilitar a
comparagdo por meio de um sistema de medicéo, de uma localizacéo e do tempo (VESPER e
THIENPONT, 2009).
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Devido a importdncia da rastreabilidade, a Unido Européia implementou a
obrigatoriedade da rastreabilidade dos dispositivos médicos de DIV, o que gerou impacto a
nivel mundial. (VESPER e THIENPONT, 2009). Segundo Biévre e Gunzler (2003) a
efetividade de um método de medicéo € obtida por uma rigorosa rastreabilidade metroldgica de
resultados, que levam em consideracdo a hierarquia de calibracéo.

A figura 1 adaptada por Tambwekar (2009) da ISO 17511:2003 demonstra a cadeia de

rastreabilidade metroldgica.

Figura 1- Cadeia de Rastreabilidade Metrologica e incerteza de medicéo associada a
cada nivel.
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—  secunddrio

| | |
| 1 |
| I 1
Procedimento | | 1
de medigio de ] l | 1
referéncia 1 I |
primiria 1 Procedimento 1 1
! d“.m’fd]‘;iu ! Procedimento |
1 selecionado pelo | o demedigioda |
1 fabricante | rotina laboratorial |
v | I 1
Calibrador 1 | 1
primario 1 1 1
: Calibrador de : :
trabalho do
v 1 t':ahric:;nl X 1 Amostras de 1 Resultado do
L . -
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Procedimento e ¥ .
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e _Ik‘il_] M 1 controle 1 controle
referéncia I l l I I
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Fonte: Tambwekar (2009).

2.6. Materiais de referéncia, padroes ou calibradores

Os materiais de referéncia internacionais sdo as principais estruturas na cadeia e
hierarquia de rastreabilidade em quimica analitica. Possuem a mais alta qualidade e sdo

desenvolvidos de forma a preservar as caracteristicas naturais dos analitos, manter a
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estabilidade em longo prazo e a comutatividade com as amostras dos pacientes nos diferentes
sistemas de ensaios utilizados para esses analitos (JOHNSON, 2010; ZSCHUNKE, 2000).

Segundo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — NBR/ISO GUIA 30, os
materiais de referéncia podem ser definidos como “‘Material ou substincia, que tem um Ou
mais valores de propriedades que sdo suficientemente homogéneos e bem estabelecidos para
ser usado na calibracéo de um aparelho, na avaliagdo de um método de medicao ou na atribuicéo
de valores a materiais”. Dessa forma, sdo os mais utilizados na especificacdo de valores de
padrdes e calibradores (OLIVEIRA, 2008).

Os padrdes/ calibradores sdo solugdes ou dispositivos de caracteristicas quantitativas /
qualitativas conhecidas (concentracdo, intensidade, reatividade, por exemplo) utilizados para
calibrar, graduar ou ajustar um procedimento de medi¢cdo ou para comparar a resposta obtida
com a resposta de uma amostra (NCCLS, 1997).

Os padrBes podem ser de trés tipos: primarios, secundarios ou internos. O padrdo
primario é aquele determinado por meio de um procedimento de medicdo de referéncia
primario. Dessa forma, possui a mais elevada qualidade metroldgica e seu valor € aceito sem
referéncia de outros padrées (BARWICH et al., 2001; KONIECKA e NAMIESNIK, 2009).
Normalmente sdo formados por substancias quimicas purificadas dissolvidas em solventes
ideais (TAMBWEKAR, 2009). Ja em um padrdo secundario, a concentracdo do analito €
calculada através de uma metodologia de referéncia aceitavel utilizando o padrdo primério
como calibrador (KONIECKA e NAMIESNIK, 2009). O padrdo interno € uma espécie de
referéncia, quimica ou fisicamente semelhante ao analito, que € adicionada a amostras, padroes
e brancos. A concentracdo do analito é determinada pela semelhanca do resultado do analito e
do padréo interno (SKOOG et al., 2006).

Na rotina dos laboratdrios, os mais utilizados sdo os padrdes secundarios, pois estes sdo
solugdes com uma matriz que mimetiza de forma mais precisa as amostras humanas,
diferentemente dos padrBes primarios que sao solucdes aquosas ou alcodlicas com o analito
purificado (RICOS et al., 1999).

2.7. Materiais de controle

Materiais de controle sdo definidos segundo o “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI) como “um dispositivo, solugdo, preparacgdo liofilizada, ou pool coletado de
amostras humanas ou animais, ou ainda material derivado artificialmente, destinados a serem

utilizados no processo de controle de qualidade”.
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As concentragGes dos analitos nos materiais de controle devem ser escolhidos em niveis
relevantes para as decisdes clinicas e/ou limites criticos de desempenho dos métodos analiticos
(duas ou trés concentracdes distintas podem ser necessarias para cada analito), como os limites
superiores e/ou inferiores da linearidade (metodologia utilizada para validacdo do sistema
analitico descrito mais detalhadamente no topico 2.8.5) (QUAM, 2010). Além disso, para o
controle de qualidade a Clinical Laboratories Improvement Amendments (CLIA’88)
recomenda que os laboratdrios recalibrem seus métodos analiticos pelo menos a cada seis meses
(exceto na presenca de alteracdes ou tendéncias quando estes também devem ser recalibrados)
e utilizem pelo menos dois niveis de controle por dia como requisito minimo necessario
(DOOLEY, 2007; TAMBWEKAR, 2009).

2.8. Validacdo de metodologias analiticas ou Estudos de desempenho

Para que um método laboratorial tenha aplicabilidade na rotina clinica, este deve
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos em amostras de pacientes e, para isso, devem
atender a uma série de exigéncias avaliadas a partir parametros de desempenho que analisardo
a eficacia do método e/ou equipamento utilizado (CENTERS FOR MEDICARE & MEDICAID
SERVICES CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2003) (OLIVEIRA
& MENDES, 2010).Segundo a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), “a validacao deve
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicaces
analiticas, assegurando a confiabilidadedos resultados” (ANVISA, 2003).

De acordo com RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015, o dossié técnico do produto para
diagnostico in vitro em desenvolvimento deve conter, quando aplicavel, estudos de desempenho
que envolvem exatiddo de medicdo, precisdo de medicdo (incluindo repetibilidade; e
reprodutibilidade), sensibilidade analitica ou limite de deteccéo, especificidade analitica; efeito
pré-zona de alta dose, intervalo de medicdo ou linearidade e valida¢do do procedimento de

ensaio.

2.8.1. Exatidao

O termo exatidao refere-se a veracidade (certeza) de uma medicéo, ou seja, 0 quao perto
valor medido de um analito se a aproxima de seu valor real (KENKEL, 2003). Para avaliar a
exatiddo entre o produto para DIV em desenvolvimento e o valor real, o Sistema Nacional de
Referéncia para Laboratérios Clinicos americano (NRSCL) recomenda a utilizagdo de uma
ordem de prioridade de meétodos analiticos e de materiais de referéncia que permite definir a
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precisdo do metodo. Essa ordenacéo divide-se em: “método definitivo, método de referéncia,
comparacao entre métodos através de sua média, média de laboratdrios de escolha e média por
grupo para ensaios de proficiéncia”. (OLIVEIRA & MENDES, 2010).

Nessa hierarquia de metodologias, os métodos de referéncia podem ser menos exatos
que os anteriores e assim por diante. Todavia, isto ndo impede que a industria e os laboratorios
de andlises clinicas os utilizem, desde que os resultados possuam rastreabilidade (0 método
referéncia é rastreavel aos métodos definitivos, por exemplo). O ensaio de proficiéncia (EP)
também representa uma maneira de se avaliar a exatiddo em um método laboratorial e consiste
na comparagdo dos valores obtidos em um mesmo material ou amostra, analisados
simultaneamente por diversos laboratdrios, representando um controle de qualidade
interlaboratorial (OLIVEIRA & MENDES, 2010).

2.8.2. Precisao

A estimativa da preciséo, que engloba a repetibilidade e reprodutibilidade de um ensaio,
sdo fundamentais para avaliar a robustez e a transferéncia do método entre laboratdrios, além
de representar uma andlise imprescindivel para o processo de validacdo (CARAGUEL et al.,
2009).

As definicdes de repetibilidade e reprodutibilidade de acordo com a norma americana
ASTM E691 Standard Practice for Conducting an Interlaboratory Study to Determine the
Precision of a Test Method (ASTM, 2016):

Repetibilidade: “é a capacidade de se repetir um resultado em mesmas amostras, ensaiadas no
mesmo local, com mesmos equipamentos e mesmo operador”.
Reprodutibilidade: “é a capacidade de se reproduzir um resultado em mesmas amostras,

ensaiadas em locais diferentes, com equipamentos diferentes e operadores diferentes”.

2.8.3. Sensibilidade Analitica

A sensibilidade de um método esté relacionada com a variagdo minima que é preciso
aplicar a concentracdo que estd sendo medida para se obter uma variagdo significativa do
resultado (MEHTA, 1989). Essa medicdo leva em consideracao o ruido presente nos sinais de
resposta e pode ser representada pela razdo entre a inclinagdo da curva analitica e o desvio
padrdo do sinal analitico (SKOOG et al, 2006). A sensibilidade do método também é
comumente definida pelos limites de detecgédo (LD) e de quantificacdo (LQ) (RIBEIRO et al,
2008).
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O limite de deteccdo (LD) pode ser definido como a menor concentracdo de analito
em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo obrigatoriamente quantificada (Buick et
al., 1990). Outro definicdo comum de LD é, o menor sinal no qual é possivel distinguir a
resposta do sinal do branco (MILLER, 1991).

O limite de quantificacdo (LQ), por outro lado, é definido como a menor concentracao
do analito que pode ser quantificada em uma amostra com preciséo e exatidao (BUICK et al.,
1990).

2.8.4. Efeito prozona de alta dose

O efeito gancho, também chamado efeito prozona, descreve a perda de sinal que pode
ocorrer em imunoensaios na presenca de altas concentrac@es de analito ou excesso de anticorpo.
Este fenbmeno imunoldgico ocorre, pois a eficiéncia dos anticorpos em formar complexos
imunes € prejudicada quando as concentraces de um anticorpo ou antigeno sdo muito elevadas
podendo gerar resultados falsos negativos ou resultados imprecisamente baixos (WU,
HAYDEN , 2018; WARD et al., 2017).

Figura 2. llustracao do efeito gancho ou efeito prozona representada por uma diminuic¢éo
paradoxal do sinal quando as concentragfes do analito comegam a ficar muito elevadas.
Essa perda de sinal se deve ao efeito prozona que pode gerar esses tipos de resultados
imprecisamente baixos.

Apparent response signal
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in same signal

/ Lower concentration resulting
e L
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Fonte: (HEALTH JADE, 2021)
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2.8.5. Linearidade

A linearidade relaciona-se com a capacidade de uma metodologia analitica em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito analisado, dentro de uma
determinada faixa/intervalo. A lineriadade é o parametro que fornecera a faixa operacional no
qual o método/reagente pode ser aplicado e sera representada pelos limites de quantificacdo
inferior e superior do método analitico (BRASIL, 2003). A ANVISA recomenda que a

linearidade seja definida a partir da analise de pelo menos cinco concentracdes diferentes.

2.8.6. Especificidade analitica/ Interferentes

A especificidade de um método analitico € um importante parametro que visa garantir
que a quantificacdo do analito analisado ndo sofra alteragdes provenientes de “metabdlitos,
produtos de degradacgdo, farmacos ou compostos enddgenos” (CASSIANO et al, 2009).

Os mecanismos de interferéncia podem ser oriundos de reac6es cruzadas, de competicao
ou inibicao ou de interferéncias fisicas, como alteracdo da viscosidade, turbidez e forca ibnica
da matriz da amostra (OLIVEIRA & MENDES, 2010). A interferéncia por hemolise, lipemia
e ictericia em laboratorios clinicos sdo as mais preocupantes. Estas alteracdes podem gerar
resultados incorretos e consequentemente diagndésticos inadequados, intervencgdes equivocadas

e desfecho desfavoravel para os pacientes (JI & MENG, 2011).

2.8.6.1 Hemolise

A hemdlise é consequéncia do rompimento da membrana da hemécia que ocasiona a
liberagdo principalmente de hemoglobina no meio que esté inserida. A hemolise é decorrente
de erros na coleta, processamento, transporte ou armazenamento da amostra e caracteriza-se
pela cor avermelhada do soro apds a centrifugacdo do sangue. (BRAUNSTEIN, 2017
OLIVEIRA & MENDES, 2010).

Amostras hemolisadas podem gerar problemas de baixa sensibilidade, seletividade e
resultados inespecificos (SON et al., 2014) que ocorrem pela interferéncia na coloragdo da
reacdo, pela diluicdo dos componentes do soro, alteracdo da turbidez ou interagdo quimica com
os reagentes (ALLEMAN, 1990).
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2.8.6.2. Lipemia

O termo lipemia caracteriza amostras de soro ou plasma com acumulo de particulas de
lipoproteinas, derivado do metabolismo dos lipideos e de outros eventos fisiologicos e
patoldgicos que podem resultar em um soro com caracteristicas turva ou leitosa. (MARTINEZ-
SUBIELA & CERON, 2005; NIKOLAC, 2014). A opacidade gerada pelo excesso de turbidez
pode interferir e gerar prejuizos as analises fotometricas e bioquimicas (KROLL & ELIN, 1994;
KERR, 2003).

2.8.6.3. Ictericia

A ictericia caracteriza-se pela coloracdo amarelada da pele e outras regifes devido a
elevacdo excessiva de bilirrubina circulante no sangue. A ictericia torna-se visivel normalmente
em condigdes de hepatite inflamatoria, obstrucédo biliar e uso de determinados farmacos quando
o nivel de bilirrubinas pode chegar de 2 a 3 mg.dL™? (HERRINE, 2018). A interferéncia pode
ocorrer tanto devido as alteracdes colorimétricas geradas pela bilirrubina quanto a

interacdo/reacdo quimica com os reagentes (PI'YOPHIRAPONG et al., 2010).

2.8.6.4. Fator Reumatodide

O fator reumatoide representa um tipo de anticorpo heterofilo que sdo aqueles
originados em resposta a um antigeno e que podem reagir com outros antigenos ou com a por¢ao
Fc de outros anticorpos, sendo, os mais comuns IgM e 1gG. Dessa maneira, o fator reumatoide
é um interferente que pode estar presente em 30 a 40% das amostras, afetando positiva ou
negativamente as mais variadas rea¢fes quantitativas ou qualitativas (MASSAKASU et al.,
2018).

2.8.7. Estudo de Estabilidade

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na Resolucdo RE 398 (2004),
define testes de estabilidades como o “conjunto de testes projetados para obter informacGes
sobre a estabilidade de produtos farmacéuticos visando definir seu prazo de validade e periodo

de utilizacdo em embalagem e condigOes de armazenamento especificadas”. Os testes de
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estabilidade podem ser divididos em estudo de estabilidade acelerado, estudo de estabilidade
de longa duracéo e estudo de estabilidade de acompanhamento (ANVISA, 2004).

O shelflife (tempo de prateleira) ou prazo de validade, de acordo com o ICH (Guia
QI1A(R2)), “é o periodo de tempo durante o qual um medicamento deve manter-se dentro da

especificacdo, desde que seja armazenado nas condigdes definidas no rétulo do recipiente”.

3. METODOLOGIA

3.1. Preparo do reagente para quantificacdo de Imunoglobulina M

Em respeito & propriedade intelectual interna da empresa e o segredo industrial de
formulacdo, tanto os materiais quanto as propor¢des utilizadas para desenvolvimento da
formula ndo serdo detalhados. Assim, para o desenvolvimento do reagente utilizou-se um
tampé&o (componente A), um catalisador (componente B), um surfactante (componente C) e 0
principio ativo (componente D).

3.2. Equipamento/Analisador bioquimico

Para realizacdo de todas as analises e testes de validacdo do reagente utilizou-se o
analisador bioguimico Smart 200+ da empresa Biotécnica que possui 18 posicOes para
amostras, 26 posicOes refrigeradas para reagente, uma probe para pipetagem dos reagentes e
das amostras e um mixer para homogeneizagdo. Permite uma pipetagem de reagente de 10 a
400uL e de 2 a 50uL para amostras. Além disso, possui software integrado, controle da
temperatura € monitoramento da reacdo e lavagem automatica que possibilita uma maior

preciséo nos resultados.

Figura 3. Analisador bioquimico Smart 200+

Fonte: (BIOTECNICA, 2021)
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3.3. Procedimento de Ensaio para quantificacdo de IgM

A quantificacdo de Imunoglobulina M em amostras foi realizada a partir de reacgdes
turbidimétricas utilizando o analisador bioguimico Smart 200+. Para isso, programou-se 0
equipamento para utilizar o comprimento de onda de 340nm, temperatura de 37 °C, um volume
de amostra/calibrador de 2,5 pL para 250 pL de reagente e um tempo de reacdo da amostra com
o0 reagente de 180 segundos. Apoés esse periodo de tempo a rea¢do chega em um ponto final
pois 0s imunoprecipitados insoluveis ja foram totalmente formados e a turbidez da solucdo pode
ser mensurada por meio da leitura de absorbancia. Esta leitura de absorbancia é proporcional a
concentracdo de IgM na amostra e quando aplicada a curva padrdo preparada e gerada no
analisador bioquimico (item 3.4), retornard a concentracdo de IgM automaticamente pelo

préprio equipamento.

3.4.Curva de calibracéo

A curva de calibracdo foi construida utilizando o Multicalibrador Plus da Biotécnica
(Lote: 02A020) com concentracio de IgM de 431 mg.dL* diluido em NaCl 9 g.L™* conforme o
Quadro 1.

Quadro 1. Diluiges utilizadas para o preparo da curva de calibragéo (6 pontos):

Diluicio 1 2 3 4 5 6
Calibrador(uL) - 10 25 50 75 100

NaCl (uL) 100 90 75 50 25 -

Fator 0 0,1 0,25 0,5 0,75 1

A concentracdo de IgM do calibrador é rastreavel ao Standard Reference Materials ERM
DA470k/IFCC. O analisador bioguimico Smart 200+ calcula automaticamente a concentracédo
do analito em cada amostra e projeta a curva de calibracdo. Na auséncia de analisador
bioquimico, a concentracéo de IgM indicada na instrucéo de uso do Multicalibrador PLUS deve
ser multiplicada pelo fator correspondente para obter a concentracdo de IgM de cada diluicéo.
Visando a validacao da calibragdo e as corridas analiticas utilizou-se os controles quantitativos
Biorad nivel 1 (Lote: 68901), Biorad nivel 2 (Lote: 68902), Controle Multi Médio (L:02C290).
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3.5. Avaliacdo de desempenho do produto / testes para registro do reagente na Anvisa

3.5.1. Sensibilidade

Para se determinar a sensibilidade analitica do método em soro humano utilizou-se um
lote piloto para quantificagdo do analito. Tendo em vista que a sensibilidade é representada
pela determinacdo do Limite de Deteccdo (LoD) e do Limite de Quantificacdo (LoQ), estes
parametros foram calculados.

O LoD foi calculado a partir da dosagem de 01 amostra de branco (sem o analito) em
07 repeti¢Bes por dia, incluindo um controle, durante 03 dias e os resultados aplicados a
Equacéo (1).

LoD = X, + K.og Equagéo (1)

Onde:
X, = média aritmética das 21 determinacdes.

0, = desvio padrdo das 21 determinacdes.
K = 3,3 (para um nivel de confianca de cerca de 99,7% considerando uma distribuicdo normal).

O LoQ foi calculado a partir da dosagem de 01 amostra com concentracdo baixa (13,94
mg.dL?) preparada a partir da diluicdo de 1:8,75 de um soro com concentragdo 122 mg.dL em
07 repeticdes por dia, incluindo um controle, durante 03 dias, e os resultados aplicados a

Equacéo (2):

LoQ = X, + K.o Equacéo (2)
Onde:
X, = média aritmética das 21 determinacdes
0, = desvio padréo das 21 determinagdes
K =10 (correspondente a um Desvio Padrdo Relativo de 10%).

As metodologias e critérios de aceitabilidade adotados para analise dos parametros de
sensibilidade analitica foram realizados segundo INMETRO (2010).

Os resultados obtidos para os controles deverdo estar dentro do intervalo de variacdo
permitido, a variacao percentual (%DIF) entre o valor médio obtido para a amostra baixa e seu
valor teorico deve ser de no méximo +10% e o coeficiente de variagdo (%CV) obtido nas 21

determinacfes deve ser de no maximo 10%.
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A variacdo percentual e o coeficiente de variagdo séo calculados a partir da Equacéo 3

e 4 indicadas abaixo e dos valores de o, e X, obtidos.

%DIF = %x 100 Equacio (3)
0

Cobtido— 5 i ~
%CV = (b”‘—ct) x100 Equacio (4)

tedrico

Em que, Ciesrico € @ CONcentracdo teorica obtida da dilui¢do de 1:8,75 realizada e

Cobtido & @ média das 21 determinacdes.
3.5.2. Lineraridade

Para determinar a linearidade do produto, preparou-se uma amostra com concentracao
proxima ao limite inferior do intervalo operacional desejado — denominada Amostra Baixa (AB)
— e uma amostra com concentragdo proxima ao limite superior do intervalo operacional
desejado — denominada Amostra Alta (AA). A valoracdo dessas amostras foi realizada a partir
da leitura em quintuplicata de cada uma delas, definindo seu valor tedrico. A partir dessas

amostras, preparou-se 11 diluicdes como exposto na Tabela 2.

Tabela 2: Proporcdes de preparo utilizadas para cada uma das 11 dilui¢6es do teste de

linearidade.
DI LUI(;AO PARTES DE AMOSTRA BAIXA | PARTES DE AMOSTRA ALTA

1 (AB) 1,0 0
2 0,9 0,1
3 0,8 0,2
4 0,7 0,3
5 0,6 0,4
6 0,5 0,5
7 0,4 0,6
8 0,3 0,7
9 0,2 0,8
10 0,1 0,9

11 (AA) 0,0 1,0

Tabela 2. *AB refere-se a amostra baixa (amostra diluida ou pouco concentrada) e AA refere-se a amostra alta
(amostra com alta concentragdo do analito). Fonte: Proprio autor

Realizou-se a determinacdo das 11 dilui¢cdes em triplicata, incluindo um controle para

validar a corrida. Com base na proporcionalidade das dilui¢des, determinou-se as concentragdoes
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tedricas para cada diluicdo a partir da concentracéo inicial das amostras AB e AA utilizando a
Equacdo 5. Os volumes foram determinados a partir da pesagem em balanca analitica,
considerando que a densidade é igual a 1,00 para volumes consideravelmente pequenos. O
Desvio da Linearidade (diferenca entre o valor tedrico e o obtido pela média das determinacGes)

para cada diluicdo foi calculado a partir da Equacéo 6.

_ (CaB-VaB +Caa-Vaa)

Cteérico - (Vap+ Vaa) Equa(;éo (5)
Cobtido- 4ri ~
DL% = (M) x 100 Equacéo (6)
teodrico
Onde:

Cag = concentracdo da Amostra Baixa
Vag = volume de Amostra Baixa

Caa = concentracdo da Amostra Alta
Vaa = volume de Amostra Alta

DL% = Desvio da Linearidade

Contido = Média da triplicata de cada diluicéo

Os resultados tedricos e obtidos foram transferidos para uma planilha especifica,
obtendo o gréafico de linearidade, considerando os resultados obtidos no eixo Y e os valores
tedricos no eixo X. Na mesma planilha, obtiveram-se também os resultados do desvio da
linearidade em funcdo da concentracdo tedrica do analito, obtendo o Grafico de Residuos,
considerando 0s DL% no eixo Y e os valores tedricos do analito no eixo X.

Foram adotados o0s seguintes critérios como parametros de aprovacdo da linearidade:

- Coeficiente angular (a): 09 <a<1,1;

- Intercepto (b): | b | < LQ (Limite de Quantificagdo definido no Estudo de Sensibilidade).

- Coeficiente de Correlacao (R): R > 0,990 (R?> 0,9801);

- p-valor < 0,05 (5% de nivel de significancia);

- Desvio da Linearidade (DL) < 35% do Erro Total para o analito, seguindo o método EP6-A
do Clinical And Laboratory Standards Institute(2003). O erro total para o analito (IgM) é de
16,8% (WESTGARD, 2004).



28

3.5.3. Efeito prozona de alta dose

Visando realizar a analise de prozona de alta dose, inicialmente preparou-se uma
solucdo de IgM concentrada, concentrando um pool de amostras de soro humano até uma
concentragio de aproximadamente 600 mg.dL™. Determinou-se a concentracdo de IgM
presente na amostra a partir da média da dosagem, em 5 replicatas, das dilui¢ces de 1:10 e 1:8
multiplicadas pelo seu fator de diluicéo.

Com a solucdo concentrada de IgM preparada, realizou-se uma serie de dilui¢bes

conforme estabelecido na Tabela 3.

Tabela 3. Proporcdes utilizadas nas dilui¢bes para a analise de prozona de alta dose.

Diluicdo | Partes de Solugdo concentrada — P1 | Partes de Agua Purificada — P2
100% 1,000 -
75% 0,750 0,250
50% 0,500 0,500
25% 0,250 0,750
12,5% 0,125 0,875

Anotou-se 0 peso P1, ap6s a adi¢do da Solucdo 1, e o peso P2, apds a adi¢do da agua
purificada. A partir dos pesos obtidos, determinou-se a concentragdo tedrica de IgM presente

em cada uma das dilui¢es utilizando a Equacéo 7.

P;. Concentracio da solugido concentrada

Concentragio do analito = Equacao (7)

Calibrou-se o equipamento, determinou-se um controle em triplicata para validar o teste
e realizou-se a determinacdo da série de diluicdes em triplicata. Por fim, plotou-se um grafico
de dispersdo representando no eixo Y as concentragdes obtidas e no eixo X 0s respectivos
valores tedricos de concentracdo de IgM para as diluicOes.

O critério de andlise do efeito de prozona de alta dose foi definido a partir da maior
concentracdo do analito cuja resposta em concentra¢do, mesmo que falsamente baixa, ainda
seja maior que a concentracao determinada pela linearidade do método. Dessa forma, este valor

sera definido como a concentragéo até a qual ndo ocorre efeito prozona.
3.5.4. Exatidao

Para realizar o estudo de Exatiddo, comparou-se os resultados de leitura de amostras de
soro humano de um lote piloto do produto em desenvolvimento com um kit de referéncia

devidamente regulamentado disponivel no mercado. Para isso, utilizou-se o reagente IgM Plus
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comercializado pela empresa Biotécnica Industria e Comércio LTDA. Em ambos os produtos,
realizou-se a determinagéo de 35 amostras em duplicata, por 3 dias, sendo 17 amostras no
primeiro dia, 8 amostras no segundo dia e 10 amostras no terceiro dia, incluindo pelo menos
um controle por dia.

Os resultados obtidos foram analisados a partir do gréafico de correla¢do, considerando o
lote em teste no eixo Y e o referéncia no eixo X. Para isso, encontrou-se o coeficiente angular
(inclinacdo) e o intercepto da reta, 0 R (coeficiente de correlacdo) e realizou-se um teste de
significancia da correlacdo. Por meio da equacdo de regressdo, determinou-se também a
porcentagem de erro metodoldgico (%DIF) em trés niveis de decisdo, sendo X o valor esperado
e Y o valor calculado.

Para o teste de exatiddo adotou-se 0s seguintes critérios de aceitabilidade: Coeficiente
angular (a): 0,9 < a < 1,1, Intercepto (b): | b | < LoQ (Limite de Quantificacdo definido no
Estudo de Sensibilidade), Coeficiente de Correlacdo (R): R > 0,990 (R2 > 0.9801), p-valor <
0,05 (5% de nivel de significancia) e a porcentagem encontrada para 0s niveis de decisdo
escolhidos (%DIF), em modulo, deve ser menor que o erro total para o analito (16,8% para a

IgM utilizando Westgard (2004) como referéncia).

3.5.5. Especificade Analitica

Para o estudo da especificidade analitica, utilizou-se um lote piloto do produto e
realizou-se a determinag&o do analito em amostras com incremento de interferentes endégenos

potenciais: triglicérides, hemoglobina e bilirrubina e fator reumatoide.
3.5.5.1. Preparo das amostras com o interferente Triglicérides
a) Preparo da dilui¢do concentrada do interferente

Inicialmente realizou-se a diluicdo da solugdo concentrada do interferente. Para isso,
utilizou-se uma solugdo comercial a 20%. Esta solucdo mostra uma turbidez que é
aproximadamente equivalente a de uma concentracdo de Triglicérides em soro de 49.463

mg.dLL. Dilui-se a solugéo Lipidica para 40.000 mg.dL™.
b) Preparo do soro base

O soro base é um pool de soros que contenha o analito. Os soros selecionados para

compor o pool ndo podem apresentar-se visualmente hemolisados, lipémicos nem ictéricos.
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c) Preparo das dilui¢des do interferente
Preparou-se as seguintes solucdes:

- Soro base sem interferente (s/i): 4,75 mL de soro base + 0,25 mL de agua.
- Soro base com interferente (c/i): 4,75 mL de soro base + 0,25 mL da diluicdo concentrada do
interferente.

As concentracgdes de triglicérides de interesse foram obtidas pela mistura dos soros base
com e sem interferente, c/i e s/i, respectivamente, conforme indicado na Tabela 4:

Tabela 4. DiluicGes preparadas em diferentes concentragdes de triglicérides a partir de
soro base com e sem o interferente.

Diluicao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Soro base s/i (mL) | 0,500 | 0,462 | 0,412 | 0,375 | 0,325 | 0,275 | 0,250 | 0,187 | 0,125 | 0,000
Soro base c¢/i (mL) | 0,000 | 0,038 | 0,088 | 0,125 | 0,175 | 0,225 | 0,250 | 0,313 | 0,375 | 0,500
Triglicérides (mg/dL) 0 150 | 350 | 500 | 700 | 900 | 1000 | 1250 | 1500 | 2000

3.5.5.2.Preparo das amostras com o interferente Hemoglobina
a) Preparo da diluicdo concentrada do interferente

Mediu-se 5 mL de sangue total em EDTA e centrifugou-se por 10 minutos a 3000 rpm.
Eliminou-se o plasma e ressuspendeu-se o precipitado com 10 mL de solucdo isotonica salina
(NaCl 154 mmol/L). Homogeneizou-se por inversdo. Centrifugou-se por 10 minutos a 3000
rpm e descartou-se o sobrenadante. Repetiu-se o processo de lavagem com solu¢édo salina mais
2 vezes. Apls a lavagem, ressuspendeu-se as células centrifugadas com 2,5 mL de agua
purificada e misturou-se por inversdo. Congelou-se a -20°C por no minimo 12 horas.
Descongelou-se e homogeinizou-se. Centrifugou-se por 30 min a 3000 rpm para eliminar os
estromas celulares. Recuperou-se o sobrenadante hemolisado. Mediu-se a concentracdo de
hemoglobina no sobrenadante empregando o método de Drabkin. Ajustou-se a concentracao a
100 g/L de hemoglobina utilizando como diluente agua purificada.

b) Preparo do soro base

O soro base é um pool de soros que contenha o analito. Os soros selecionados para

compor o pool ndo podem apresentar-se visualmente hemolisados, lipémicos nem ictéricos.
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c) Preparo das dilui¢des do interferente
Preparou-se as seguintes solucdes:

- Soro base sem interferente (s/i): 4,75 mL de soro base + 0,25 mL de agua.
- Soro base com interferente (c/i): 4,75 mL de soro base + 0,25 mL da diluicdo concentrada do
interferente.

As concentragOes de hemoglobina de interesse foram obtidas pela mistura dos soros
base com e sem interferente, c/i e s/i, respectivamente, conforme indicado na Tabela 5.

Tabela 5. Dilui¢des preparadas em diferentes concentracoes de hemoglobina a partir de
soro base com e sem o interferente.

Diluicao 1 2 3 4 5 6
Soro base s/i (mL) 0,500 | 0,450 | 0,400 | 0,350 | 0,300 | 0,250
Soro base c/i (mL) 0,000 | 0,050 | 0,100 | 0,150 | 0,200 | 0,250
Hemoglobina (mg/dL) 0 100 200 300 400 500

3.5.5.3.Preparo das amostras com o interferente Bilirrubina
a) Preparo da diluicdo concentrada do interferente

Pesou-se 10 mg de bilirrubina ndo-esterificada e dissolveu-se em 500 pL de NaOH 0,1
mol/L, protegendo a solucdo da luz e mantendo a 2-8 °C e utilizando em um periodo maximo

de 24 horas. A concentragdo final da solugdo é 2000 mg.dL™ (13,68 mmol/L).
b) Preparo do soro base

O soro base é um pool de soros que contenha o analito. Os soros selecionados para

compor o pool ndo podem apresentar-se visualmente hemolisados, lipémicos nem ictéricos.
c) Preparo das diluicdes do interferente
Preparou-se as seguintes misturas:

- Soro base sem interferente (s/i): 4,75 mL de soro base + 0,25 mL de &gua.
- Soro base com interferente (c/i): 4,75 mL de soro base + 0,25 mL da diluicdo concentrada do
interferente.

As concentracOes de bilirrubina de interesse foram obtidas pela mistura dos soros base

com e sem interferente, c/i e s/i, respectivamente, conforme indicado na Tabela 6.
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Tabela 6. Diluicdes preparadas em diferentes concentracgdes de bilirrubina a partir de
soro base com e sem o interferente.

Diluigéo 1 2 3 4 5 6 7
Soro base s/i (mL) 0,500 | 0,487 | 0,475 | 0,450 | 0,400 | 0,350 | 0,300
Soro base c/i (mL) 0,00 | 0,013 | 0,025 | 0,050 | 0,100 | 0,150 | 0,200
Bilirrubina (mg/dL) 0 2,5 5,0 10 20 30 40

3.5.5.4.Preparo das amostras com o interferente Fator Reumatoide
a) Preparo da dilui¢do concentrada do interferente

Pelo método imunoturbidimétrico foi realizada a determinacao da concentracéo de Fator

Reumatoide de uma amostra concentrada. A concentracao obtida foi: 560 Ul/mL
b) Preparo do soro base

O soro base é um pool de soros com reacdo negativa para o analito em questdo. Os soros

selecionados ndo podem apresentar hemdlise, lipemia ou ictericia sob inspecéo visual.
c) Preparo das diluicdes do interferente

- Soro base sem interferente (s/i): 0,278 mL de soro base + 0,327 mL de &gua.

- Soro base com interferente (c/i): 0,278 mL de soro base + 0,327 mL da amostra de Fator
Reumatoide

- Preparar a continuacao das dilui¢cdes de cada interferente de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7. Dilui¢des preparadas em diferentes concentragdes de fator reumatoide a partir
de soro base com e sem o interferente.

Diluicao 1 2 3 4 5
Soro base s/i (UL) 200 | 166,6 | 133,3 | 100 66,6
Soro base c/i (uL) 0 334 | 66,7 100 | 1334
Fator Reumatoide (Ul/mL) 0 50 100 150 200

3.5.5.5. Determinacéo do analito nas amostras

De acordo com o procedimento de uso do produto e com protocolo especifico do
equipamento, realizou-se com a determinacdo do analito em cada uma das dilui¢Oes preparadas.
Analisou-se as dilui¢cdes de forma aleatoria e na mesma série analitica, incluindo um controle
para validar a corrida. Para cada interferente, calculou-se a porcentagem de interferéncia (%lInt),

em todas as dilui¢Ges, utilizando a Equacéo 8.
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Cqa—Cj

1

%Int = ( )xlOO Equacéo (8)

Em que:

Cq: Média dos valores das concentracdes obtidas para cada diluigdo com interferente.
C1: Média da concentracdo obtida para a dilui¢do 1 (s/i).

Foram adotados como parédmetros de andlise da Especificidade Analitica: o limite
maximo de variacdo permitido pela acdo do interferente é de £10% seguindo a metodologia de
Ji e Meng (2011).

3.5.6. Repetibilidade

Os testes de repetitibilidade foram realizados durante 10 dias com uma corrida por dia,
sendo utilizado um lote piloto e trés amostras de diferentes concentracGes (alta, média e baixa).
Em cada corrida, realizou-se a determinacéo de cinco aliquotas de cada amostra, incluindo um
controle para validar a corrida. Foi adotado o seguinte critério como parametro de aprovacgédo
da repetibilidade: Coeficiente de Variacdo (CV%): < 5%, seguindo a Resolucdo n° 899, de 29
de maio de 2003.

3.5.7. Reprodutibilidade

Os testes de reprodutitibilidade foram realizados durante 5 dias com uma corrida por
dia, sendo utilizado trés lotes pilotos, trés amostras de diferentes concentracdes (alta, média e
baixa) e um diferente analisador bioquimico (BS-240). Em cada corrida, realizou-se a
determinacdo de cinco aliquotas de cada amostra, incluindo um controle para validar a corrida.
Foi adotado o seguinte critério como parametro de aprovacgdo da repetibilidade: Coeficiente de
Variacdo (CV%): < 5%, seguindo a Resolugdo n° 899, de 29 de maio de 2003.

3.5.8. Estabilidade

3.5.8.1. Estabilidade Acelerada

O Estudo de Estabilidade Acelerada foi realizado com base no principio de que as
reacOes quimicas obedecem a equacdo de Arrhenius, a qual prevé que, em um processo
homogéneo, um incremento de 10°C na temperatura resulta em dobrar a velocidade de
degradacdo quimica (RUSSEL, 1994). Neste estudo, o produto foi submetido a uma elevagéo
de temperatura por um periodo de tempo pré-determinado e avaliado quanto a capacidade de

manter o seu desempenho. Por meio do estudo foi possivel estimar a validade do produto, a
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qual sera comprovada pelo Estudo de Estabilidade em Tempo Real. O prazo de validade
estimado foi obtido pela equagéo:

2(T2-T1)/10

Prazo de validade estimado = Periodo estudado (dias) - Equacdo (8)

Em que:
T2 = Temperatura do Estudo
T1 = Temperatura de Armazenamento do Produto

Para isso, utilizou-se trés lotes do reagente e realizou-se a avaliacdo periodica dos trés
lotes nos seguintes periodos: Inicial, 14 dias, 21 dias, 28 dias e 35 dias. O produto permaneceu
armazenado em temperatura de 45°C e retirado apenas no momento da realizacdo dos testes.
Em cada periodo referido, realizou-se a inspecdo visual e a dosagem de controles. Todos 0s
resultados obtidos para os controles devem estar dentro dos intervalos de variacdo estabelecidos

e 0 reagente deve permanecer como um liquido claro e transparente.

3.5.8.2.Estabilidade em Tempo Real

Para determinar a validade do produto por meio do estudo de estabilidade em tempo
real, utilizou-se trés lotes pilotos, acondicionados em frasco de vidro ambar e armazenados em
temperatura de 2 a 8°C. Realizou-se a avaliacdo periddica de cada um dos lotes a cada trés
meses no primeiro ano de estudo e, em seguida, a cada seis meses até o vencimento. Em cada
periodo referido, realizou-se a inspecao visual e a dosagem de controles. Todos os resultados
obtidos para os controles devem estar dentro dos intervalos de variagdo estabelecidos e 0
reagente deve permanecer como um liquido claro e transparente. As datas programadas para
realizacdo dos testes em Tempo Real estdo indicadas no Quadro 2. Estas mesmas datas serdo

utilizadas para realizacao das estabilidades em Transporte, Uso e Bulk.

Quadro 2. Datas de realizacdo da estabilidade em tempo real até a conclusdo dos 18
meses a serem avaliados.

Periodo de teste Data de realizacao
Inicial jul/20 (realizada)

3 meses out/20 (programado)

6 meses jan/21(programado)

9 meses abr/21(programado)

12 meses jul/21(programado)

18 meses jan/22(programado)
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3.5.8.3.Estabilidade em Transporte

Com intuito de verificar a capacidade reacional do produto apds ser submetido a
condi¢des simuladas de transporte, uma unidade denominada ‘“transporte” do produto em
andlise foi mantida por 7 dias a 37°C, retornando ap6s esse periodo ao armazenamento em
temperatura de 2 a 8°C. Em paralelo, uma unidade denominada “referéncia” do mesmo lote do
produto em analise foi mantida em temperatura de 2 a 8°C. Para verificar o impacto da condicao
de transporte sobre o desempenho do produto, realizou-se a determinacdo de pelo menos um
controle e duas amostras de soro com as unidades transporte e referéncia nos periodos: inicial,
3 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses, 18 meses. Ao final de cada teste, analisou-se os resultados
obtidos evidenciando as porcentagens de variacdo entre as determinacdes das amostras obtidas
pela unidade “transporte” frente a “referéncia”. Foram adotados 0s seguintes critérios como
parametros de aprovacgéo do estudo de estabilidade do produto em transporte: o resultado obtido
na dosagem do controle para as unidades de “referéncia” e “transporte” deve estar dentro do
intervalo de variacdo estabelecido, validando a corrida analitica, e o percentual da diferenca
(%DIF) entre os resultados obtidos para as amostras de soro com a unidade “transporte” em

relacdo a unidade “referéncia” ndo deve ultrapassar +£10%.

3.5.8.4. Estabilidade em Uso

Para verificar a capacidade reacional do produto em uso (estabilidade do produto ap6s
aberto), separou-se uma aliquota de um lote piloto do reagente em frasco de vidro ambar e
acondicionou-se em temperatura de 2 a 8°C. Realizou-se a avaliagdo periddica do produto a
cada trés meses no primeiro ano de estudo e em seguida, a cada 6 meses até o vencimento
pretendido. O reagente permaneceu armazenado em temperatura de 2 a 8°C e foi retirado apenas
no momento da realizacdo dos testes. Em cada periodo referido, realizou-se a inspecdo visual e
a dosagem de controles. Todos os resultados obtidos para os controles devem estar dentro dos
intervalos de variacdo estabelecidos e o reagente deve permanecer como um liquido claro e

transparente.
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3.5.8.5. Estabilidade em Bulk

Para realizar o estudo de estabilidade do produto em bulk, acondicionou-se o reagente
em um boeco transparente de boro 3,3 de 250 mL em temperatura de 2 a 8°C. Realizou-se a
avaliacdo periodica do produto a cada trés meses no primeiro ano de estudo e, em seguida, a
cada seis meses até o vencimento pretendido. O reagente permaneceu armazenado em
temperatura de 2 a 8°C e foi retirado apenas no momento da realizacdo dos testes. Em cada
periodo referido, realizou-se a inspecdo visual e a dosagem de controles. Todos os resultados
obtidos para os controles devem estar dentro dos intervalos de variacdo estabelecidos e o

reagente deve permanecer como um liquido claro e transparente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sensibilidade

A calibracéo do teste foi realizada e o controle utilizado para a analise de sensibilidade
(Controle Multi Médio) apresentou-se dentro dos intervalos de referéncia exigidos durante os
3 dias, validando as corridas analiticas, conforme ilustrado no Quadro 3 e a Figura 4.

Figura 4. Curva de calibracao do teste de sensibilidade

Sigla ‘IgMS ‘ Nome ‘\QMZJ ‘ [ Cod. Barra ] I Iniciais

N. de CAL El Replica
Calibrag&o Spline

Lote |Multical L: 02A020

Validade 28/06/2021 -
I~ Diluic&o
S
RO P00 | e
111.91 2 325.19 130} a cuntréri
calibrac
1 2 3 4 5 6 o
:
Posicdo ‘1 ‘ ‘2 ‘ ‘3 | |4 ‘ |5 ‘ ‘6 |
P | (177 ] [iret | pre7e | feste | sto || Saver ¢

Valor

padrao @
oD ‘—D,OOBB ‘ ‘0,0903 ‘ ‘0,2169 | |0,4ooa ‘ |05433 HDGTBS | i Histd

Figura 4. Na imagem da calibracéo resultante gerada pelo equipamento é possivel se observar a densidade ética
ou absorbancia (OD) e o valor de concentracdo de IgM (mg.dL?) obtida em para cada uma das 6 diluicdes
preparadas para a calibracdo do teste de sensibilidade. A curva padrdo gerada é indicada pela linha verde e 0s
parametros da equagdo associada estdo indicados a direita pelas letras a,b, c.




37

Quadro 3. Relatério de controles utilizados durante os 3 dias de teste de sensibilidade
contendo lote, validade, intervalo de variacdo permitido e as leituras obtidas em triplicata

para o controle.

Dia 1: 13/07/2020

Intervalo de Variagéo

Controle Lote Validade Min Max Obtido (mg.dL™)
Controle Multi Médio | 02C290 set/21 117,38 164,78 150,10 148,96 149,13
Dia 2: 14/07/2020
Controle Lote Validade Inte,rvalo de Varia,lgao Obtido (mg.dL™)
Min Max
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,78 159,00 157,87 154,27
Dia 3: 15/07/2020
Controle Lote Validade Inte,rvalo de Varie}géo Obtido (mg.dL™?)
Min Max
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,78 152,52 157,42 152,04

A partir das 21 determinagdes, realizadas durante 3 dias, no branco e na amostra com

concentragéo baixa, obteve-se o limite de deteccdo (LoD) e o limite de quantificacdo (LoQ) do

método, apresentados no Quadro 4.

Quadro 4. Média aritmética (Xo), desvio padréo (oo), LoD e LoQ resultantes das 21

determinac0es realizadas durante os 3 dias de analise.

LoD (mg/dL) LoQ (mg/dL)
Dia 1l Dia2 | Dia3 Dial Dia2 | Dia3
0,28 0,00 0,00 14,01 14,08 | 14,46
0,13 0,06 0,00 14,02 14,09 | 14,15
0,87 0,00 0,00 14,16 14,01 | 14,15
0,16 0,00 0,00 13,96 14,16 | 14,12
0,17 0,05 0,00 14,14 14,07 | 14,20
0,33 0,00 0,27 13,99 13,80 | 13,97
0,39 0,18 0,19 14,10 14,02 | 14,16
Xo = 0,147 Xo = 14,087
60 = 0,208 60 = 0,127
K= 3,3 K= 10
LoD =Xo+K x o0 LoQ =Xo+K x o0
LoD = 0,832 LoQ = 15,357

Analisando a variacdo percentual (%DIF) entre o valor médio obtido para a amostra
baixa (14,087 mg.dL), seu valor tedrico (13,940 mg.dL™) e o coeficiente de variagdo (%CV)

das 21 determinacGes, obtivemos a porcentagem de 1,052 % e 0,902%, para a variagéo
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percentual e para o coeficiente de variacdo, respectivamente. Ambos os resultados apresentam
um valor dentro do critério de aceitabilidade proposto na metodologia de até 10%, indicando
um resultado positivo para o teste de sensibilidade.

Também é importante ressaltar que o limite de quantificagdo obtido (15,357 mg.dL™)
apresenta uma margem significativa abaixo ao limite inferior da faixa de referéncia da
imunoglobulina M que ¢é de 40 a 230 mg.dL™ (GONZALEZ-QUINTELA et al., 2007) o que
garante mais seguranca e precisdo nos diagnosticos, principalmente nos casos de caréncia do

anticorpo.

4.2 Linearidade

A calibracdo do teste foi realizada e o controle utilizado para a analise de linearidade
(Bio Rad nivel 2, L:68902) apresentou-se dentro dos intervalos de referéncia exigidos,
validando as corridas analiticas, conforme demonstra o Quadro 5 e a Figura 5.

Figura 5. Calibracao do teste de linearidade
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Figura 5. Na imagem da calibracéo resultante gerada pelo equipamento é possivel se observar a densidade ética
ou absorbancia (OD) e o valor de concentragdo de IgM (mg.dL™?) obtida para cada uma das 6 diluigdes preparadas
para a calibracdo do teste de linearidade. A curva padréo gerada ¢ indicada pela linha verde e os parametros da
equacdo associada estdo indicados a direita pelas letras a,b, c.

N
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Quadro 5. Relatério de Controle utilizado para validacdo da calibracdo no teste de
linearidade contendo lote, validade, intervalo de variacao permitido e as leituras obtidas
em triplicata para o controle.

. Intervalo de Variacéo .
Controle Lote Validade . - Obtido (mg.dL™)
Min Max
BioRad2 | 68902 out/20 88,40 132,00 11142 | 11466 | 11317

A Tabela 9 ilustra o valor tedrico das 11 dilui¢Bes do teste de linearidade calculados a
partir da valoragdo da amostra baixa e da amostra baixa (Tabela 8), os valores obtidos da

triplicata da leitura de cada diluicdo e o desvio da linearidade.




Tabela 8. Valoracdo da Amostra Baixa e da Amostra Alta a partir de leituras em

quintuplicata.

Amostra Baixa (mg/dL) Amostra alta (mg/dL)
Replicata 1 16,95 Replicata 1 309,82
Replicata 2 16,48 Replicata 2 301,18
Replicata 3 17,04 Replicata 3 304,49
Replicata 4 16,72 Replicata 4 300,97
Replicata 5 16,40 Replicata 5 298,73

Média 16,72 Média 303,04
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Tabela 9. Valor tedrico, valor obtido e desvio da linearidade obtido para cada uma das
11 diluicbes preparadas.

Valores tedricos

Amostras (mg/dL) Valores obtidos (mg/dL)

- Rep. 1| Rep. 2 | Rep. 3| Média | Erro (%)
Amostra Baixa 16,72 15,76 | 16,02 | 15,97 | 15,92 -4,8
0,1AA+09AB 45,87 48,52 | 48,07 | 48,13 | 48,24 5,2
0,2AA+0,8AB 75,62 76,88 | 76,43 | 78,29 | 77,20 2,1
0,3AA+0,7AB 105,79 111,89| 107,82 | 108,74 | 109,48 3,5
0,4 AA+0,6 AB 131,88 133,18 | 133,43 | 130,64 | 132,42 0,4
05AA+05AB 161,13 163,76 | 160,70 | 158,61 | 161,02 -0,1
0,6 AA+0,4AB 191,04 190,18 | 187,19 | 186,84 | 188,07 -1,6
0,7AA+0,3AB 216,52 206,60 | 212,46 | 215,17 | 211,41 -2,4
0,8 AA+0,2AB 246,53 243,40 | 244,84 | 245,03 | 244,42 -0,9
09AA+0,1AB 275,00 281,06 | 276,81 | 270,30 | 276,06 0,4

Amostra Alta 303,04 312,48 | 315,63 | 313,37 | 313,83 3,6

Por meio do Grafico 2, pode-se observar que nenhum erro associado as determinacées

realizadas ultrapassou o erro permitido (%DL) para a analise de linearidade. Ainda, por meio

da regresséo linear exposta no Grafico 1 e Tabela 11, pode-se verificar que 0s parametros da

equacdo obtida atendem aos critérios de aceitabilidade pré-estabelecidos e os valores tedricos

apresentam boa correlagdo com os valores obtidos (R? = 0,9982). Por fim, observando que o p-

valor obtido foi inferior ao nivel de significancia pré-determinado (< 0,05), confirmou-se a

linearidade do produto em teste. Assim, o intervalo operacional estabelecido para o lote em
estudo ¢ de 16,72 a 303,04 mg.dL ™.
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Gréfico 1. Regressdo Linear obtida para o teste de linearidade.
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Tabela 10. Teste de significancia da correlacéo

Parametros Obtido
Coeficiente angular (a) 1,0066
Intercepto (b) -0,2445
Coeficiente de Correlagéo (R) 0,9991
Numero de amostras (n) 11
Graus de Liberdade (GL) 9
Nivel de significancia () 5%
t0 69,70631
p-valor 1,3E-13

Graéfico 2. Grafico de Residuos (desvio da linearidade das 11 diluicdes).
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Gréfico 2. As linhas avermelhadas representam o limite maximo permitido para o desvio da linearidade ( 35%do
erro total do analito = £+ 5,88%) e os pontos em azul o erro obtido em cada uma das diluigdes.

4.3.Efeito prozona de alta dose
A calibracéo do teste foi realizada e os controles utilizados para a analise de prozona de
alta dose (Bio Rad nivel 1, L:68902 e Controle Multi Médio L:02C290) apresentaram-se dentro
dos intervalos de referéncia exigidos, validando as corridas analiticas, conforme demonstra o

Quadro 6 e a Figura 6.



Figura 6. Calibracao do teste de prozona de alta dose
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Figura 6. Na imagem da calibracdo resultante gerada pelo equipamento é possivel se observar a densidade 6tica
ou absorbancia (OD) e o valor de concentragdo de IgM (mg.dL?) obtida em para cada uma das 6 diluices
preparadas para a calibracdo do teste de prozona. A curva padréo gerada é indicada pela linha verde e os pardmetros

da equacéo associada estdo indicados a direita pelas letras a,b, c.

Quadro 6. Relatério de Controles utilizados para validacdo da calibracdo na anélise de
prozona, contendo lote, validade, intervalo de variacdo permitido e as leituras obtidas em

triplicata para o controle.

Intervalo de Variacéo
Min Max

Controle Lote |Validade

Obtido ( mg.dL?)

Bio Rad 1 68901 | out/20 49,79 69,90 57,44 | 57,25

57,85

Controle Multi Médio |02C290| set/21 | 117,38 164,79 146,74 | 139,81

145,68

A valoragédo da amostra com alta concentracdo de IgM calculada a partir das dilui¢es

del:8 e 1:10 é representada na Tabela 11, resultando em uma concentragdo de 549,01 mg.dL*

de IgM. A partir desta valoracdo obteve-se os valores tedricos e obtidos (reais) da curva de

diluicdo do teste de prozona de alta dose, conforme ilustrado na Tabela 12

Tabela 11. Leituras em quintuplicata em duas diferentes dilui¢fes para valoracao da

amostra com alta concentracdo de IgM.
Diluicdo | Concentracao(mg/dL)

51,22

53,62

1:10,43 51,45

51,65

52,20

65,32
65,66
67,70
65,83
66,57

1:8,39
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Tabela 12. Valores tedricos e obtidos em cada ponto da curva de dilui¢do preparada
para o teste de prozona de alta dose.
Curva de Diluicéo

Diluicdo | P1 (mg) P2 (mg) Fator de Diluicdo | Valor Tedrico (mg/dL)

12,50% 27,3 174,8 0,14 74,16
25% 57,8 149,1 0,28 153,37
50% 102,2 100,5 0,50 276,81
75% 149,3 50,9 0,75 409,43
100% 200 0 1 549,01

Concentracao das Amostras

Diluicao Triplicatas (valor obtido) Media

12,50% 74,37 74,66 75,86 75,26
25% 162,52 161,48 163,09 162,29
50% 269,16 263,83 260,93 262,38
75% 405,10 394,82 400,69 397,76
100% 473,56 477,18 472,86 475,02

Tabela 12. *P1: Partes de Solugfo concentrada (em mg) e P2: Partes de Agua Purificada (em mg).

Analisando as respostas em absorbancia de IgM, podemos observar que até o valor de
concentracio de 549.01 mg.dL™, as respostas em concentragdo, mesmo que falsamente baixas,
mostraram-se maiores que a resposta em concentracdo da linearidade do reagente (303,04
mg.dL?), efeito que pode ser melhor analisado por meio do Gréafico 3. Assim, definiu-se que,
para o lote em estudo, ndo ha ocorréncia de efeito prozona de alta dose até concentracdes de
549.01 mg.dL* de IgM, todavia, é possivel observar que em altas concentragdes a medida que
se aumenta a concentracdo tedrica da amostra de IgM, menor é a concentracdo obtida,
sinalizando o efeito prozona.

Graéfico 3. Tendéncia de surgimento do efeito prozona a medida que se eleva a
concentracéo do analito
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Gréfico 3. A linha alaranjada representa o limite superior da linearidade e a linha azul a curva gerada plotando-se
a concentracao teorica versus a concentracdo obtida dos pontos de diluicdo preparados. Pode-se observar uma
diminuicéo do sinal ocorre a medida que as concentragdes do analito comecam a ficar muito elevadas. Quando
essa perda de sinal se torna elevada o suficiente para que a curva representada em azul cruze a linha da linearidade
(linha laranja), falsos resultados podem ser obtidos dentro da faixa de linearidade indicando a ocorréncia do efeito
prozona ou efeito gancho.
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Considerando o limite superior da faixa de referéncia da imunoglobulina M que € de 40
a 230 mg.dL! (GONZALEZ-QUINTELA et al., 2007), podemos considerar o valor de 549,01
mg.dL para o teste de prozona como um valor aceitavel por representar um valor bem alto de
IgM, representando quase o dobro do limite superior da linearidade (303,04 mg.dL™). E valido
ressaltar que na rotina laboratorial, amostras cujas concentragdes estdo acima da linearidade do
reagente devem ser diluidas visando obter um resultado preciso (BIOTECNICA, 2015).

Analisando o gréafico 3, é possivel observar que resultados ainda melhores podem ser
obtidos tendo em vista que o Gltimo ponto da linha azul (549 mg.dL™) ainda se encontra acima
da linha alaranjada, possibilitando a comprovagdo de ndo ocorréncia do efeito prozona até
niveis mais elevados de IgM. Todavia, o elevado custo para obtencdo de amostras altamente
concentradas e purificadas com o analito tornam o processo inviavel economicamente se
comparado ao beneficio que tal resultado retornaria, tendo em vista que 549 mg.dL? ja é

considerado um valor aceitavel para o teste de prozona.

4.4. Exatidao

A calibracéo do teste foi realizada e o controle utilizado, durante os 3 dias, para o teste
de exatiddo(Bio Rad nivel 2, L:68902) apresentou-se dentro dos intervalos de referéncia
exigidos, validando as corridas analiticas, conforme demonstra o Quadro 7 e a Figura 7

Figura 7. Calibracdo do teste de exatidao
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Figura 7. Na imagem da calibracdo resultante gerada pelo equipamento é possivel se observar a densidade 6tica
ou absorbancia (OD) e o valor de concentracdo de IgM (mg.dL™?) obtida em para cada uma das 6 diluices
preparadas para a calibracdo do teste de exatiddo. A curva padrdo gerada é indicada pela linha verde e os
pardmetros da equacgdo associada estdo indicados a direita pelas letras a,b, c.
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Quadro 7. Relatorio de Controles utilizados para validacdo da calibracdo na analise de
exatidao do produto em desenvolvimento e do kit de referéncia (IgM Plus), contendo lote,
intervalo de variacdo permitido e as leituras obtidas em triplicata para o
controle durante os 3 dias de analise.

validade,

BioTeécnica
Data das
corridas | Controle | Lote | Validade | Intervalo de Variagdo | Obtido (mg.dL™?)
Min Max
15/07/2020 | Bio Rad 2| 68902 |01/10/2020| 88,4 132 115,93 | 115,14 112,85
16/07/2020 |BioRad 2| 68902 |01/10/2020| 88,4 132 113,05 | 112,88 | 111,94
17/07/2020 |BioRad 2| 68902 |01/10/2020| 88,4 132 114,18 | 110,29 | 109,45
IgM Plus - BioTécnica
Data das
corridas | Controle | Lote | Validade | Intervalo de Variacdo | Obtido (mg.dL™)
Min Max
15/07/2020 |BioRad 2| 68902 |01/10/2020| 88,4 132 109,59 | 110,01 |113,21
16/07/2020 | Bio Rad 2| 68902 |01/10/2020| 88,4 132 108,54 | 109,27 | 104,62
17/07/2020 |BioRad 2| 68902 |01/10/2020| 88,4 132 112,04 | 111,17 110,93

Os resultados de leitura de amostras de soro humano utilizando-se um lote piloto do

produto em desenvolvimento com um kit de referéncia devidamente regulamentado disponivel

no mercado € ilustrado no Quadro 8.
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Quadro 8. Leitura de amostras de soro humano de um lote piloto do produto em
desenvolvimento (BioTécnica) em comparacdo com um Kit de referéncia (IgM Plus). O
quadro apresenta o lote e validade dos reagentes, a identificagdo de cada amostra de soro
humano (sequéncia de letras) e a diferenca de leitura entre os reagentes (%DIF).

1° Dia - 15/07/2020

IgM Plus — BioTécnica BioTécnica
Lote: 06H030 Validade: | out/21 Lote: IgMal507 | Validade: | jan/22 %DIF
Amostra | Replicata 1 | Replicata 2 | Média | Amostra | Replicata 1 | Replicata 2 | Média
JARG 106,58 106,52 106,55 | JARG 106,01 105,31 105,66 | -0,8
IRS 116,89 111,44 114,17 IRS 111,84 113,70 112,77 | -1,2
SGA 107,20 104,09 105,65 | SGA 103,39 103,68 103,54 | -2,0
DDAN 70,24 68,72 69,48 | DDAN 64,10 62,14 63,12 | -9,2
LBS 75,10 78,65 76,88 LBS 73,52 73,53 73,53 | -4/4
RSF 79,69 76,56 78,13 RSF 81,19 78,76 79,98 2,4
DCT 264,49 262,10 263,30 DCT 245,44 262,57 254,01 | -3,5
LMR 185,22 181,55 183,39 | LMR 176,35 176,61 176,48 | -3,8
WHC 235,07 238,10 236,59 | WHC 228,66 238,93 233,80 | -1,2
ooB 17,69 17,00 17,35 OO0OB 17,42 17,07 1725 | -0,6
ACMS 15,30 14,78 15,04 | ACMS 13,56 13,60 1358 | -9,7
JLS 29,02 28,64 28,83 JLS 30,51 29,32 29,92 3,8
RDSC 30,19 29,70 29,95 | RDSC 28,02 28,14 28,08 | -6,2
SAB 156,16 153,65 15491 | SAB 150,13 147,80 148,97 | -3,8
AOG 71,50 71,30 71,40 | AOG 68,97 69,90 69,44 | -2,8
AAS 212,94 215,10 214,02 | AAS 209,04 207,23 208,14 | -2,7
MCSR 235,10 233,73 234,42 | MCSR 233,89 233,96 233,93 | -0,2
2° Dia - 16/07/2020
EO 58,94 56,89 57,92 EO 51,59 52,33 5196 | -10,3
DJS 130,48 129,69 130,09 DJS 101,31 101,79 101,55 | -21,9
JET 246,82 246,93 246,88 | JET 208,42 204,60 206,51 | -16,4
ACG 121,69 120,30 121,00 | ACG 107,38 108,40 107,89 | -10,8
MCSR 56,56 57,51 57,04 | MCSR 54,60 54,69 54,65 | -4,2
LRMS 33,61 34,81 34,21 | LRMS 34,07 34,05 34,06 | -0,4
CLS 111,65 110,29 110,97 | CLS 112,16 111,69 11193 | 0,9
NNR 36,12 36,60 36,36 NNR 30,81 31,13 30,97 | -14,8
3° Dia - 17/07/2020
PHL 210,45 214,13 212,29 | PHL 213,48 206,51 210,00 | -1,1
MIRC 200,42 206,64 203,53 | MIRC 196,29 204,93 200,61 | -1,4
JJP 157,66 158,80 158,23 JJP 149,09 142,59 14584 | -7,8
JRGR 32,83 31,97 32,40 | JRGR 25,78 25,49 25,64 | -20,9
DMPO 76,55 74,09 75,32 | DMPO 67,82 66,14 66,98 | -11,1
TMSO 233,18 229,08 231,13 | TMSO 240,66 238,09 239,38 | 3,6
ISM 114,88 114,14 114,51 ISM 121,65 121,11 121,38 | 6,0
AHS 34,37 34,36 34,37 AHS 34,31 33,67 3399 | -11
MDM- 156,61 158,87 157,74 | MDM- 147,01 147,65 147,33 | -6,6
AAMO 30,94 29,52 30,23 | AAMO 31,31 30,91 31,11 2,9

Quando 8. * A unidade das duplicatas e das média encontradas é mg.dL™.
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O grafico de correlacdo entre o lote do produto em desenvolvimento e o kit comercial
(IgM Plus) comparando as 35 amostras foi gerado e o teste de significancia foi realizado a partir
dos parametros obtidos pela reta, conforme ilustrado no Gréafico 4 e Tabela 13.

Grafico 4. Grafico de Correlacéo
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Gréfico 4. O gréfico plota as concentragfes obtidas pelo reagente em desenvolvimento versus as concentragdes
obtidas com a reagente referéncia gerando uma correlacao entre eles e a equagdo da reta. Enquanto mais préximo
de 1 o coeficiente angular e enquanto mais proximo de 0 o coeficiente linear melhor sera a exatiddo do método e
a correlagdo entre os reagentes.

Tabela 13. Analise dos parametros obtidos em comparacdo com os critérios de aceitabilidade
estabelecidos.

Parametros Critério de aceitabilidade Obtido
Coeficiente angular 09-11 0,9464
Intercepto < LoQ 0,2748
R >0,9901 0,9934

p-valor <0,05 1,39E-32

Analisando os pardmetros obtidos da equacdo da reta péde-se observar que todos
critérios de aceitabilidade foram aprovados. Além disso, observou-se que o p-valor obtido foi
inferior ao nivel de significancia pré-determinado, confirmando a correlagdo do produto em
teste frente ao produto referéncia.

Utilizando a equacdo da reta obtida no Grafico 3, o erro inerente ao sistema para
diferentes niveis de decisdo foi calculado. Encontrou-se um erro metodoldgico total estimado
de -4.7% para um nivel de 40 mg.dL™, -5.2% para um nivel de 230 mg.dL™ e -5.3% para um
nivel de 300 mg.dL™. Estes resultados demonstram que os erros encontrados foram menores
que o erro total para o analito que € = 16,8% (WESTGARD, 2004).
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4.5. Especificidade Analitica

A calibracdo do teste foi realizada e o controle utilizado para a analise de interferentes
(Controle Multi Médio L:02C290) apresentou-se dentro dos intervalos de referéncia exigidos,

validando as corridas analiticas, conforme demonstra o Quadro 9 e a Figura 8.

Figura 8. Calibracéo do teste de especificidade analitica
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Figura 8. Na imagem da calibracéo resultante gerada pelo equipamento é possivel se observar a densidade ética
ou absorbancia (OD) e o valor de concentracdo de IgM (mg.dL'l) obtida em para cada uma das 6 diluicGes
preparadas para a calibracéo do teste de especificidade analitica. A curva padréo gerada é indicada pela linha verde
e 0s parametros da equacdo associada estdo indicados a direita pelas letras a,b, c.

Quadro 9. Relatorio de Controles utilizados para validacdo da calibracdo na analise de
interferentes, contendo lote, validade, intervalo de variagdo permitido e as leituras obtidas

em triplicata para o controle.

Intervalo de Variacéo
Min Max
Controle Multi Médio | 02C290 | set/21 117,38 164,79 | 147,15 \ 142,46 \144,35

Obtido (mg.dL™?)

Amostra Lote |Validade

A média de concentracdo de IgM obtida para cada diluicdo preparada para 0s
interferentes analisados bem como a porcentagem de interferéncia gerada em cada diluigdo é

ilustrada no Quadro 10.
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Quadro 10. Concentracdo média de IgM obtida e porcentagem da interferéncia gerada em
cada diluicdo preparada a medida que se aumenta a concentracgao de diferentes interferentes
(Triglicérides, Hemoglobina, Bilirrubina e Fator Reumatoide).

TRIGLICERIDES

Diluicao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Triglicérides (mg/dL) 0 150 | 350 500 700 900 | 1000 | 1250 | 1500 | 2000
Meédia Obtida (mg/dL) | 177,97 |175,30|174,98| 175,69 | 173,05 | 175,25 |175,96 | 175,50 | 167,61 | 175,97

% Interferéncia 0 -1,50 | -1,68 | -1,28 | -2,76 | -0,03 | 0,56 | -0,11 | -3,14 | 0,41
HEMOGLOBINA
Diluigéo 1 2 3 4 5 6 7
Hemoglobina (mg/dL) 0 50 100 | 150 200 | 300 | 500
Média Obtida (mg/dL) 160,79 | 163,24 |173,87|177,17| 183,36 | 189,33 | 212,68
% Interferéncia 0 152 | 8,13 | 10,19 | 14,04 | 15,98 | 22,32
BILIRRUBINA
Diluicéo 1 2 3 4 5 6 7
Bilirrubina (mg/dL) 0 2,5 5 10 20 30 40
Média Obtida (mg/dL) 114,17 | 115,37 | 117,00 | 120,39 | 123,00 | 134,40 | 145,42
% Interferéncia 0 105 | 248 | 545 | 7,73 | 16,49 | 24,29
FATOR REUMATOIDE
Diluicéo 1 2 3 4 5
Fator reumatoide (Ul/mL) 0 50 100 150 200
Média Obtida (mg/dL) 191,17|192,75| 200,98 | 209,65 | 213,84
% Interferéncia 0 0,83 | 513 | 9,67 | 11,86

Tendo em vista, o limite maximo de variacdo permitido pela presenca do interferente de
+10%, foi possivel demonstrar que o lote testado do reagente em desenvolvimento é especifico
até as seguintes concentragdes de interferentes: 2000 mg.dL* de triglicérides, 100 mg.dL* de
hemoglobina, 20 mg.dL? de bilirrubina e 150 Ul.mL™ de fator reumatoide.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas (SBAC) (2016), o nivel
desejado de triglicérides no soro é menor 150 mg.dL com jejum ou menor que 175 mg.dL*
mg.dL? sem jejum, dessa forma, é possivel observar que o reagente em desenvolvimento
conseguiu performar bem mesmo em niveis de triglicérides extremamente elevados (2000
mg.dL™).

A hemolise ocorre devido a presenca para a hemoglobina livre em concentra¢fes acima
de 30 mg.dL™?, o que confere uma tonalidade avermelhada ao soro (LIPPI, et al., 2008; DAVES,
et al., 2012). Assim, o valor de 100 mg.dL"* obtido garante que mesmo em casos de erros de
coleta ou manipulacdo, o reagente opere sem interferéncias.

Ja a ictericia torna-se evidente quando a concentracdo plasmatica de bilirrubina

encontra-se acima de 2,5 a 3,0 mg.dL"* (MARTELLI, 2012). Dessa forma, o diagndstico para
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pessoas ou pacientes com problemas hepaticos, biliares ou outras enfermidades que alterem os
niveis de bilirrubina ndo sofrera alteragdo tendo em vista que o reagente atingiu um nivel de
n&o interferéncia até 20 mg.dLde bilirrubina.

Em casos de pessoas com artrite reumatoide/vasculite reumatdide que podem apresentar
concentracdo de fator reumatoide de até trés vezes o limite superior da normalidade (20 Ul.mL"
1Y (PECLY et al., 2015) foi possivel demonstrar que o reagente em desenvolvimento apresentou

boa performance sendo especifico até a concentracdo de 150 Ul.mL™* de fator reumatoide.
4.6. Repetibilidade
A calibracdo do teste foi realizada e o controle utilizado, durante os 10 dias, para o teste
de repetibilidade (Controle Multi Médio, L:02C290) apresentou-se dentro dos intervalos de

referéncia exigidos, validando as corridas analiticas, conforme demonstra o Quadro 11.

Quadro 11. Relatorio de Controles utilizados para validacéo da calibracao na analise de
repetibilidade durante os 10 dias em mg.dL .

Intervalor de Variacdo ( Min:117,38 - Max: 164,79)
1° DIA 2° DIA 3° DIA 4° DIA 5° DIA
Data 21/07/2020 | 22/07/2020 [ 23/07/2020 | 24/07/2020 | 27/07/2020
Replicata 1 135,45 136,54 138,55 136,90 136,84
Replicata 2 134,74 137,44 136,90 135,32 137,94
Replicata 3 133,98 137,73 136,21 135,45 136,56
6° DIA 7° DIA 8° DIA 9°DIA 10° DIA
Data 28/07/2020 | 29/07/2020 {30/07/2020 | 31/07/2020 | 03/08/2020
Replicata 1 137,21 138,52 135,98 138,63 136,35
Replicata 2 138,10 136,83 135,71 135,70 136,49
Replicata 3 136,49 135,57 136,05 137,85 135,16

O resultado obtido para as aliquotas das amostras alta, média e baixa, durante os 10 dias

de anélise, encontra-se exposto no Quadro 12.
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Quadro 12. Concentracao de IgM obtida em quintuplicata durante 10 dias para as
aliquotas das amostras alta, média e baixa preparadas.

Resultados em mg/dL Resultados em mg/dL

AB AM AA AB AM AA
1°DIA 63,15 145,70 261,93 6° DIA 63,58 146,41 266,00
21/07/2020 62,14 145,81 258,70 |28/07/2020| 63,42 146,69 262,46
62,12 145,20 258,43 64,03 145,43 263,11
62,21 145,18 260,14 63,88 146,24 260,16
63,35 145,04 258,07 63,88 147,32 262,92
2°DIA 62,70 145,73 260,46 7°DIA 63,66 144,99 262,80
22/07/2020 62,48 146,25 258,49 |29/07/2020| 63,73 146,52 263,12
62,38 145,72 261,43 63,12 144,66 263,47
62,72 144,71 259,87 63,56 146,15 262,56
62,69 146,52 258,10 64,54 145,99 262,07
3°DIA 63,79 145,24 259,86 8° DIA 64,68 147,02 264,46
23/07/2020 64,25 145,92 260,59 |[30/07/2020( 63,33 145,21 262,02
63,29 146,16 259,32 64,37 145,92 263,81
63,74 146,52 260,56 64,82 145,10 261,74
62,78 147,79 261,11 64,78 145,48 262,47
4°DIA 64,41 145,58 260,89 °DIA 64,62 146,87 264,67
24/07/2020 64,43 146,54 261,01 |[31/07/2020( 65,49 145,71 264,16
63,97 146,64 259,04 64,79 148,62 264,93
63,89 146,70 259,33 64,93 146,11 263,82
63,53 148,50 258,84 64,16 148,26 263,94
5°DIA 63,91 147,05 261,81 10° DIA 63,88 147,13 268,50
27/07/2020 63,74 148,32 257,64 |03/08/2020| 64,13 143,08 263,44
63,33 147,24 260,84 64,21 146,13 265,57
63,72 147,40 262,59 64,25 146,54 263,89
64,12 146,70 260,18 64,75 147,80 263,22

AB = Amostra Baixa, AM = Amostra Média, AA = Amostra Alta

Analisando o Quadro 11, podemos observar que o método apresentou a capacidade de

repetir um resultado nas mesmas amostras, ensaiadas no mesmo local, com mesmos

equipamentos e mesmo operador. O coeficiente de variagdo e o desvio padrdo da media total

de cada amostra, ilustrados na Tabela 14, demonstram a precisdo intraensaio do método e que

este atendeu aos critérios de aceitabilidade estabelecidos (CV <5%).




51

Tabela 14. Coeficiente de variacéo e o desvio padrao obtido da média total de cada

amostra resultante dos 10 dias de analise.

Parametros Amostra Baixa Amostra Média Amostra Alta
Média Total 63,75 146,27 261,77
DP Total 0,79 1,09 2,34
%CV 1,2% 0,7% 0,9%

Tabela 14. *DP = Desvio Padrdo e CV = Coeficiente de Variacdo

4.7. Reprodutibilidade

A calibracéo do teste foi realizada e o controle utilizado, durante os 5 dias, para o teste

de reprodutibilidade (Controle Multi Médio, L:02C290) apresentou-se dentro dos intervalos de

referéncia exigidos, validando as corridas analiticas, conforme demonstra o Quadro 13.

Quadro 13. Relatorio de Controle utilizado para validacao da calibracdo na analise de
reprodutibilidade durante os 5 dias em mg.dL* com os 3 pilotos.

Controle Multi Médio (L:02C290)
Intervalor de Variacao

Min: 117,38 | Max: | 164,79

Piloto Piloto 1 | Piloto 2 | Piloto 3

Dia 1 134,68 | 133,22 | 134,15
ia

91/07/2020 134,09 | 133,28 | 135,84

135,02 | 135,18 | 135,36

Dia 2 134,87 | 136,96 | 137,58
ia

22/07/2020 134,77 | 137,47 | 137,37

136,2 | 136,57 | 137,79

Dia 3 136,24 | 135,76 | 136,00
ia

93/07/2020 135,85 | 136,93 | 135,82

135,73 | 137,10 | 135,48

Dia 4 137,19 | 135,70 | 135,10
ia

94/07/2020 135,62 | 136,25 | 131,42

134,15 | 135,37 | 135,57

Dia s 136,18 | 135,52 | 135,15
ia

97/07/2020 135,42 | 135,88 | 136,72

135,96 | 135,32 | 136,49

O resultado obtido para as aliquotas das amostras alta, média e baixa, durante os 5 dias

de analise, € ilustrado no Quadro 14.
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Quadro 14. Concentracao de IgM obtida durante 5 dias de analise para as aliquotas das
amostras alta, média e baixa em trés diferentes pilotos.

Resultados em mg/dL
Amostra Baixa Amostra Média Amostra Alta

Datas Piloto 1 | Piloto 2 | Piloto 3 | Piloto 1 | Piloto 2 | Piloto 3 | Piloto 1 | Piloto 2 | Piloto 3

10 DIA 63,10 61,26 61,71 145,37 | 145,69 | 145,29 | 257,18 | 263,14 | 257,24
21/07/2020 61,90 61,37 61,61 | 145,13 | 145,45 | 144,88 | 257,43 | 262,36 | 258,12
62,17 61,28 60,81 | 144,44 | 145,35 | 145,62 | 260,79 | 263,47 | 256,06

2 DIA 61,91 61,68 62,55 | 145,10 | 145,84 | 146,11 | 262,43 | 262,79 | 258,62
29/07/2020 61,95 61,90 63,40 | 143,77 | 14559 | 145,22 | 258,17 | 265,18 | 255,92
61,53 61,56 63,60 | 144,92 | 145,99 | 145,56 | 258,96 | 262,36 | 259,46

2 DIA 62,76 62,56 63,27 | 143,74 | 146,47 | 147,20 | 260,90 | 261,27 | 259,06
93/07/2020 62,77 62,49 63,36 | 143,46 | 145,27 | 146,79 | 261,41 | 263,52 | 260,66
62,94 62,97 62,71 | 144,37 | 144,97 | 146,64 | 260,74 | 264,69 | 260,70

2 DIA 62,72 62,36 63,80 | 145,11 | 145,70 | 145,38 | 260,78 | 263,81 | 259,36
24/07/2020 63,06 62,36 63,85 | 144,74 | 146,84 | 146,63 | 258,56 | 265,76 | 258,43
62,60 62,73 63,20 | 144,87 | 147,66 | 147,13 | 259,83 | 261,80 | 262,24

50 DIA 62,52 62,03 64,38 | 145,15 | 147,01 | 147,26 | 262,12 | 262,18 | 260,50
27/07/2020 62,96 62,72 63,63 | 145,67 | 146,06 | 146,71 | 263,50 | 262,99 | 260,20
62,65 62,38 63,85 | 145,66 | 146,88 | 147,88 | 264,08 | 261,23 | 259,69

Analisando o Quadro 13, podemos observar que 0 método demonstrou a capacidade de

reproduzir um resultado nas mesmas amostras, com equipamentos diferentes, utilizando trés

lotes diferentes e operadores diferentes. O coeficiente de variagdo e o desvio padrdo da média

total de cada amostra, ilustrados na Tabela 15, demonstram a precisao interensaio do método e

que este atendeu aos critérios de aceitabilidade estabelecidos (CV <5%).

Tabela 15. Coeficiente de variacéo e o desvio padrédo da média total resultante de cada
amostra durante os 5 dias de analise.

Parametros Amostra Baixa Amostra Média Amostra Alta
Média Total 62,55 145,70 260,88
DP Total 0,80 1,03 2,41
%CV 1,3% 0,7% 0,9%

Tabela 15. DP = Desvio Padréo e CV = Coeficiente de Variacdo
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4.8. Estudo de Estabilidade

4.8.1. Estabilidade Acelerada

Apobs 35 dias, o teste de estabilidade acelerada foi finalizado para os trés pilotos
avaliados e o resultado dos controles podem ser visualizados nos Quadros 15, 16 e 17.
Quadro 15. Dosagem de diferentes controles utilizando o Piloto 1 ao longo de 35 dias de

estabilidade acelerada contendo lote, validade, intervalo de variacdo permitido e as
leituras obtidas em triplicata para o controle.

PILOTO 1 - INICIAL
. Intervalo de Variagéo .
Controle Lote Validade - - Obtido (mg/dL)
Min Max
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 139,95 141,75 137,55
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 92,66 91,10 92,20
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 168,37 164,50 166,70
Randox 3 566LPC dez/22 203,00 305,00 242,38 244 56 233,10
14 DIAS
Controle Lote Validade Inter)/alo de Varla}(;ao Obtido (mg/dL)
Min Max
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 143,14 140,73 139,68
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 55,97 54,26 55,44
Biorad 2 68902 out/20 88,40 132,00 113,81 110,19 111,86
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 83,16 83,05 84,07
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 158,97 169,76 159,77
Randox 3 566LPC dez/22 203,00 305,00 235,30 228,97 236,38
21 DIAS
Controle Lote | Validade —niervalo de Variacao Obtido  (mg/dL)
Min Max
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 84,53 80,61 83,43
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 163,19 167,01 159,06
28 DIAS
Controle Lote | Validade —niervalo de Variacao Obtido  (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 50,52 50,27 49,98
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 150,67 150,78 150,59
35 DIAS
. Intervalo de Variagéo .
Controle Lote Validade - - Obtido (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 55,15 55,73 55,33
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 157,51 152,46 153,88
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Quadro 16. Dosagem de diferentes controles utilizando o Piloto 2 ao longo de 35 dias de
estabilidade acelerada contendo lote, validade, intervalo de variacdo permitido e as
leituras obtidas em triplicata para o controle.

PILOTO 2 - INICIAL

Intervalo de Variacgéo

Controle Lote Validade Min Max Obtido (mg/dL)
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 148,01 146,20 143,74
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 94,84 92,61 93,40
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 173,98 171,89 175,18
Randox 3 566LPC dez/22 203,00 305,00 245,23 | 242,80 | 238,09
14 DIAS
Controle Lote |Validade | Nwervalo de Variagao Obtido  (mg/dL)
Min Max
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 142,43 141,05 142,00
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 56,02 53,51 55,18
Biorad 2 68902 out/20 88,40 132,00 109,41 107,65 109,69
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 83,95 83,75 83,21
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 164,86 167,33 165,39
Randox 3 566LPC dez/22 203,00 305,00 234,63 | 236,46 | 237,37
21 DIAS
Controle Lote | Validade —0tervalo de variacao Obtido  (mg/dL)
Min Max
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 77,01 76,50 75,91
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 170,40 168,88 167,99
28 DIAS
Controle Lote Validade Inter,valo de Varlzfu;ao Obtido (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 53,42 54,76 53,42
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 156,65 153,24 152,41
35 DIAS
Controle Lote | Validade —Ntervalo de variacao Obtido  (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 54,43 55,64 54,56
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 151,26 150,27 153,75
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Quadro 17. Dosagem de diferentes controles utilizando o Piloto 3 ao longo de 35 dias de
estabilidade acelerada contendo lote, validade, intervalo de variacdo permitido e as
leituras obtidas em triplicata para o controle.

PILOTO 3 - INICIAL

Controle Lote Validade Inter}valo de Varlz,;u;ao Obtido (mg/dL)
Min Max
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 153,76 152,29 151,97
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 94,02 94,12 94,35
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 172,27 167,43 170,23
Randox 3 566LPC dez/22 203,00 305,00 242,46 | 239,84 | 238,78
14 DIAS
Controle Lote |Validade | Nwervalo de Variacao Obtido  (mg/dL)
Min Max
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 143,40 143,10 142,68
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 55,66 53,71 54,68
Biorad 2 68902 out/20 88,40 132,00 112,33 110,70 111,03
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 85,24 81,61 84,26
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 166,96 162,74 160,41
Randox 3 566LPC dez/22 203,00 305,00 236,90 | 238,17 234,22
21 DIAS
Controle Lote | Validade — micrvalo de variagao Obtido (mg/dL)
Min Max
Randox 1 506LPC nov/21 70,60 106,00 78,47 76,01 78,78
Randox 2 526LPC jun/21 143,00 215,00 153,51 154,65 157,02
28 DIAS
. Intervalo de Variagéo .
Controle Lote Validade ” 2 Obtido (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 52,18 52,44 51,10
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 151,53 150,09 152,42
35 DIAS
. Intervalo de Variagéo .
Controle Lote Validade - y Obtido (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 56,46 56,45 55,55
Controle Multi Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 160,69 157,47 157,54

Observando os resultados da estabilidade acelerada, foi possivel concluir que os trés
lotes analisados mantiveram sua capacidade reacional, seguranca e eficacia ap6s serem
expostos a temperatura de 40°C acima da temperatura de armazenamento (2-8°C) durante 35
dias, uma vez que todos os controles ficaram dentro do intervalo de variagcdo permitido.
Aplicando a equacdo de Arrenhius, chegou-se a uma validade de 18 meses em geladeira (35

dias x 2%), validade que sera definida ao final do Estudo de Estabilidade em Tempo Real.
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4.8.2. Estabilidade em Tempo Real

Os resultados do acompanhando em tempo real dos trés pilotos do reagente em
desenvolvimento é ilustrado no Quadro 18. As analises de 3, 6, 9, 12 e 18 meses estdo
programadas e serdo realizadas nas datas especificas conforme indicado na metodologia.
Quadro 18. Dosagem inicial de diferentes controles utilizando os trés pilotos para

avaliacdo da estabilidade em tempo real contendo lote, validade, intervalo de variacao
permitido e as leituras obtidas em triplicata para o controle.

PILOTO 1 - INICIAL

Intervalo de
Controle Lote Validade Variagao Obtido (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 61,15 60,91 60,84

Controle Multi. Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 146,02 145,41 142,76
PILOTO 2 - INICIAL

Intervalo de
Controle Lote Validade Variagéo Obtido (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 55,32 56,71 55,52

Controle Multi. Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 145,53 146,98 144,84
PILOTO 3 - INICIAL

Intervalo de
Controle Lote Validade Variagéo Obtido (mg/dL)
Min Max
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 57,10 57,98 55,76

Controle Multi. Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 148,59 148,47 146,75

Compilados os resultados, foi possivel concluir que os lotes analisados atenderam a
todos os critérios de aceitabilidade e mantiveram sua capacidade reacional, seguranca e eficacia
em seu teste inicial quando armazenado em frasco de vidro ambar fechado e mantido em

temperatura de 2 a 8°C.
4.8.3. Estabilidade em Transporte

A comparagao entre a unidade denominada “transporte” e a unidade “referéncia” apos
7 dias a 37°C utilizando pelo menos um controle e duas amostras de soro séo ilustradas no
Quadro 19 e 20. As analises de 3, 6, 9, 12 e 18 meses estdo programadas e serdo realizadas nas

datas especificas conforme indicado na metodologia.
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Quadro 19. Dosagem inicial de diferentes controles para avaliacdo da estabilidade em
transporte contendo lote, validade, intervalo de variagdo permitido e as leituras obtidas
em triplicata para o controle.

INICIAL
Controle Lote |Validade Inter,valo deVarlz,:u;ao "Referéncia™ (mg/dL) | "Transporte'™ (mg/dL)
Min Max
Controle
oo | 02C290 | set/21 1174 164,8 146,74 | 139,81 | 145,68 | 144,57 | 140,63 | 140,60
Multi Médio
Biorad 1 68901 out/20 49,8 69,9 57,44 | 57,25 | 57,85 | 58,54 | 59,56 | 58,09

Quadro 20. Dosagem inicial duas amostras de soro para avaliacdo da estabilidade em
transporte comparando a leitura da amostra do reagente “referencia” com o

“transporte”.
AMOSTRA 1 AMOSTRA 2
Resultados Obtidos Resultados Obtidos
(Trggs]ss(,)) "Referéncia" | ""Transporte" Va(r(;;\ )an ;rnig;eps(,)) "Referéncia™ | ""Transporte" Va(rolj)tggao
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
INICIAL 93,57 95,30 1,85 0 99,16 98,21 -0,96

O resultado obtido demonstra que o lote em estudo manteve a sua capacidade reacional,

seguranca e eficacia em seu teste inicial, mesmo tendo sido exposto a temperatura de 37°C

durante 7 dias, tendo em vista que ambos os controles se mantiveram dentro do intervalo

especificado e porcentagem de varia¢do nas amostras foi de no maximo 1,85%.

4.8.4. Estabilidade em Uso

Os resultados do acompanhando inicial do reagente em uso (ap6s aberto) utilizando o

piloto 1, é ilustrado no Quadro 21. As analises de 3, 6, 9, 12 e 18 meses estdo programadas e

serdo realizadas nas datas especificas conforme indicado na metodologia.

Quadro 21. Dosagem inicial de diferentes controles utilizando o piloto 1 para avaliacéo da
estabilidade em uso contendo lote, validade, intervalo de variacdo permitido e as leituras
obtidas em triplicata para o controle.

PILOTO 1 - INICIAL

Controle Lote Validade Inter,valo de Var!agao Obtido (mg/dL)
Min Méax
Biorad 1 68901 out/20 49,79 69,90 61,15 | 60,91 60,84
Controle multi. Médio 02C290 set/21 117,38 164,79 146,02 | 145,41 | 142,76
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E possivel observar que o lote analisado atendeu a todos os critérios de aceitabilidade e
manteve sua capacidade reacional, seguranca e eficacia em seu teste inicial em uso quando

armazenado em frasco de vidro ambar e mantido em temperatura de 2 a 8°C.
4.8.5. Estabilidade em Bulk

Os resultados do acompanhando inicial do reagente em bulk utilizando o piloto 1, é
ilustrado no Quadro 22. As andlises de 3, 6, 9, 12 e 18 meses estdo programadas e serdo
realizadas nas datas especificas conforme indicado na metodologia.

Quadro 22. Dosagem inicial de diferentes controles utilizando o piloto 1 para avaliagio da

estabilidade em bulk contendo lote, validade, intervalo de variacédo permitido e as leituras
obtidas em triplicata para o controle.

PILOTO 1 - INICIAL

Controle Lote | Validade |\Ntervalodevariacao Obtido  (mg/dL)
Min Max

Biorad 1 68901 | ow20 | 4979 | 6990 | 61,15 | 60,91 | 60,84

Controle Mult. Médio | 02C290 | set2l | 117,38 | 16479 | 146,02 | 14541 | 142,76

A partir do lote analisado pode-se observar que este atendeu a todos os critérios de
aceitabilidade e manteve sua capacidade reacional, seguranca e eficacia em sua analise inicial
qguando armazenado em boeco transparente de boro 3.3 fechado e mantido em temperatura de
2 a8°C.

5. CONCLUSAO

O setor de reagentes para diagnostico in vitro vem crescendo e tem se tornado de grande
relevancia e inovacdo na Ultima década, auxiliando no diagndstico de diversas doencas
autoimunes sistémicas. Nesse contexto, o presente trabalho possibilitou o desenvolvimento de
uma formulacdo para diagnostico e quantificacdo in vitro de imunoglobulina M, a
principal imunoglobulina de resposta primaria aos antigenos e a primeira a se elevar na fase
aguda dos processos imunoldgicos. Para isso, realizou-se todos os estudos de desempenho
exigidos pela Anvisa, contidos na Resolugéo - RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015, dentre 0s
guais encontram-se as analises de linearidade, sensibilidade, exatiddo, precisdo, especificidade
analitica, efeito prozona de alta dose e estabilidade. Verificou-se que o reagente desenvolvido
apresentou boa performance quando os resultados foram analisados junto a faixa de referéncia
da IgM (40 a 230 mg.dL™) e aos critérios de aceitabilidade impostos. O produto atingiu uma

sensibilidade analitica de 15,357 mg.dL™?, possibilitando a analise de amostras de soro de forma
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precisa mesmo em concentragdes muito baixas do analito. A faixa operacional (linearidade)
obtida de 16,72 a 303,04 mg.dL™! permitiu ao reagente englobar toda a faixa de referéncia da
imunoglobulina M com uma margem significativa importante de trabalho para analise de
amostras com concentracdo maiores ou menores que a faixa de referéncia. Comprovou-se
também a ndo ocorréncia do efeito prozona até pelo menos 549,01 mg.dL? do analito,
impedindo que amostras com concentragdes “falsamente baixas” dentro da linearidade possam
surgir e gerar diagnosticos incorretos. Além disso, o reagente demonstrou-se especifico até as
seguintes concentracdes de interferentes: 2000 mg.dL™ de triglicérides, 100 mg.dL? de
hemoglobina, 20 mg.dL™ de bilirrubina e 150 Ul.mL™ de Fator Reumatoide, o que possibilita
mais seguranca e confiabilidade para os diagnosticos, considerando que o reagente suportou
elevadas concentragcdes dos principais interferentes da turbidimetria. O produto também se
demonstrou apto nos testes de precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade), conseguindo
reproduzir os resultados tanto em ensaios no mesmo local, com 0s mesmos equipamentos e o
mesmo operador quanto utilizando locais, equipamentos e operadores diferentes. De acordo
com os resultados de estabilidade acelerada, o reagente apresentou um bom prazo de validade
préxima ou superior a maioria dos Kits comerciais, com “shelflife” de aproximadamente 18
meses. Todavia, é de suma importancia que o produto continue sendo acompanhado em tempo
real, em transporte, em uso e em bulk por 18 meses, visando comprovar a validade prevista pela
equacdo de Arrhenius e estes resultados sejam atualizados na Anvisa a medida que sdo
realizados.

Assim, a formulacdo desenvolvida do reagente para diagndstico in vitro de
imunoglobulina M mostrou-se eficiente, segura e manteve sua capacidade reacional em todos
os testes de desempenho exigidos para registro do produto na Anvisa. Pode-se observar que o
produto atendeu a todos os critérios de aceitabilidade e parametros estatisticos exigidos e, dessa

forma, a solicitacdo de registro do reagente pode ser requerida.
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