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RESUMO: O desenvolvimento de vacinas, tdo importantes para a sociedade, combinam métodos in
vitro e o uso de animais de laboratério (testes in vivo) em fases distintas e complementares do processo
de pesquisa e validagdo. Embora os métodos in vitro sejam cruciais para a fase inicial, o uso de animais
ainda se faz uma etapa obrigatdria para garantir a seguranga e eficicia dos testes em humanos. No
entanto, a busca por alternativas ao uso de animais em ensaios de imunogenicidade, seguranca e poténcia
de vacinas tem sido uma constante entre pesquisadores da 4rea. O objetivo deste estudo foi apresentar
uma revisdo integrativa da literatura sobre o uso de teste ELISA (Ensaio Imunoenzimaético) e o Teste
de Inibicdo da Ligagdo da Toxina (ToBI) adaptado para aplicagdo no controle de qualidade ao longo dos
processos de liberacdo de lotes de vacinas virais. Foi realizado um levantamento nas bases de dados
SciELO, PubMed e Google académico. Os estudos identificados foram analisados e comparados com a
pratica profissional do pesquisador. Espera-se que a sintese do conhecimento apresentada contribua para
novas pesquisas e praticas sobre métodos alternativos ao uso de animais nos ensaios de avaliagio de
seguranca e produgio de respostas imunolédgicas de vacinas virais.

Palavras-chave: Métodos alternativos. Processos de vacinas virais. Ensaio imunoenzimatico. Teste de
inibi¢do da ligacdo da toxina.

ABSTRACT: The development of vaccines, which are of great importance to society, combines in vitro
methods and the use of laboratory animals (in vivo testing) in distinct and complementary stages of the
research and validation process. Although in vitro methods are crucial in the initial phase, the use of
animals remains a mandatory step to ensure safety and efficacy before human trials. However, the
search for alternatives to animal use in immunogenicity, safety, and vaccine potency assays has been
ongoing among researchers in the field. This study aimed to analyze and synthesize the available
scientific knowledge regarding the use of the ELISA test (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and
the Toxin Binding Inhibition Test (ToBI), adapted for application in quality control throughout viral
vaccine batch release processes. This study consists of an integrative literature review, a method that
enables the synthesis of multiple studies and approaches for a comprehensive understanding of the
phenomenon. The literature search was conducted in the SciELO, PubMed, and Google Scholar
databases. It is expected that the synthesis of knowledge presented will contribute to new research and
practices regarding alternative methods to animal use in safety evaluation assays and in the production
of immune responses for viral vaccines.

Keywords: Alternative methods. Viral vaccine processes. Enzyme-linked immunosorbent assay. Toxin
binding inhibition test.
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1 INTRODUCAO

Este artigo apresenta uma revisdo integrativa da literatura sobre o uso do Ensaio
Imunoenzimitico (ELISA) e do Teste de Inibi¢io da Ligagio da Toxina (ToBI) Modificado no
controle de qualidade de vacinas virais. O objetivo é identificar o potencial dessas técnicas como
métodos alternativos ao uso de animais de laboratério, além de apontar lacunas cientificas para
direcionar estudos futuros.

Embora os ensaios in vivo ainda sejam amplamente utilizados para avaliar a poténcia,
seguranca e eficicia vacinal, eles enfrentam questionamentos crescentes. H4 uma exigéncia
global por alinhamento aos preceitos dos 3Rs (Substituicdo, Reducio e Refinamento), as normas
de bem-estar animal e 3 legislacdo vigente. Nesse cenério, o ELISA e o ToBI Modificado
destacam-se como alternativas promissoras. O ELISA é uma metodologia consolidada hi
décadas, reconhecida por sua alta sensibilidade e especificidade (ENGVALL; PERLMANN,
1971; PLOTKIN, 2010). J4 0 ToBI, embora mais recente e comumente aplicado a antigenos
bacterianos, oferece uma correlacdo superior com a resposta funcional in vivo.

Apesar do volume de publicagdes sobre o ELISA e testes de neutralizagio in vitro, a
literatura é fragmentada e carece de uma sintese atualizada que consolide a aplicabilidade, as
limitacdes e o real potencial substitutivo dessas técnicas em vacinas virais. Essa dispersdo de
dados dificulta a andlise do estdgio de maturidade metodolégica, limitando decisdes regulatérias
e industriais (GON et al., 2023; FOSSALUZA, 2024).

A revisio integrativa da literatura se alinha aos objetivos propostos, uma vez que se
propdem a identificar as publicacdes relevantes nas bases de dados especificas descrevendo o
panorama atual do conhecimento e analisar criticamente as evidéncias disponiveis Ao combinar
estudos com diferentes abordagens metodolégicas, o trabalho contribui para uma visio
abrangente do tema, permitindo discutir as implica¢des dos achados para o avanco da pesquisa
cientifica e para o aprimoramento das préticas laboratoriais no contexto do desenvolvimento de
vacinas. Espera-se que este estudo gere contribuicdes significativas tanto no campo tedrico
quanto no pratico, ao oferecer subsidios para a formulagio de recomendacdes e diretrizes
baseadas em evidéncias cientificas (ALVES et al., 2020; ENDO, 2021).

Os resultados poderio contribuir para a orientagdo futuras pesquisas, incentivo a
validacdo e a padronizagio de métodos alternativos, como o ELISA e o TOBI-Test Modificado,
e apoiar a transi¢do para praticas mais éticas, eficientes e sustentdveis no controle de qualidade

de vacinas virais, reduzindo a dependéncia do uso de animais de laboratério.

Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacio. Sio Paulo, v. 12, n. 11, nov. 2026.
ISSN: 2675-3375



. Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias ¢ Educacio — REASE

2 METODOS

Esta revisdo integrativa da literatura foi desenvolvida em etapas consecutivas de
planejamento, busca, selecdo e anélise critica do referencial teérico.

Na primeira etapa, a partir de uma delimitacdo do tema centrado em métodos
alternativos ao uso de animais nos ensaios de seguranca e de resposta imunolégica de vacinas
virais selecionadas, formulou-se a seguinte pergunta norteadora: Como a literatura
especializada aborda o emprego do teste ELISA Direto e do TOBI-Test Modificado nos ensaios
de avaliagdo de poténcia e seguranca de vacinas virais na fase clinica, bem como sua relagio com
a indugdo de respostas imunolégicas e a possibilidade de proposi¢do de métodos alternativos ao
uso de animais?

Na segunda etapa, o levantamento foi realizado nas bases de dados SciELO, PubMed,
Google Académico, utilizando a combinagio das palavras-chave “ELISA direto”, “ToBI-test
modificado”, métodos alternativos e os descritores controlados “técnicas in vitro”, “Ensaio
Imunoenzimitico” e “vacinas virais”. A busca restringiu-se a producdes cientificas publicadas
no recorte temporal entre 2006 e 2026, nos idiomas portugués, inglés e espanhol.

Na terceira etapa, os critérios de elegibilidade foram estabelecidos para garantir o
alinhamento com o objetivo do estudo. Nesse sentido, definiu-se que o acervo de anélise seria
constituido de artigos originais completos e dissertacdes que abordassem a temética da pesquisa.
Foram excluidos capitulos de livros, estudos duplicados entre as bases, trabalhos que nio
tangenciassem o tema central e investigacdes sem relagio com métodos alternativos ao uso de
animais. Apés a aplicagio dos critérios de selecio e a triagem de titulos e resumos, o acervo final
foi constituido por 31 estudos (29 artigos originais e 2 dissertagdes).

Com o acervo consolidado, procedeu-se a leitura integral dos textos selecionados e &
extragio sistemética dos dados por meio de uma matriz de categorizagio (BARDIN, 2011)
previamente estruturada, visando responder a pergunta norteadora desta revisio.

Os resultados desta anélise foram confrontados com a experiéncia profissional da
pesquisadora e dessa forma, foi possivel identificar evidéncias relevantes, lacunas do
conhecimento, delimitar prioridades para estudos futuros e perspectivas quanto a substitui¢do

de modelos animais por métodos alternativos no contexto dos imunobiolégicos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste artigo estd sendo apresentada a sintese dos dados que constituiu uma analise
qualitativa do acervo identificado. Por meio da organizagio e anilise dos estudos foi possivel
identificar importantes avancos relacionados ao desenvolvimento de vacinas virais, aos
métodos de avaliagio imunolégica e ao emprego de metodologias alternativas aplicadas ao
controle de qualidade de imunobiolégicos. Os trabalhos selecionados permitiram a compreensio
da evolugio na protecdo induzida pelas vacinas e das principais técnicas laboratoriais utilizadas
para avaliacdo de poténcia, seguranca, estabilidade e imunogenicidade.

Identificou-se uma crescente tendéncia cientifica e regulatéria voltada a substituigido
parcial ou total do uso de animais em ensaios biolégicos, principalmente por meio de métodos
in vitro como ELISA. Entretanto, evidenciou-se uma lacuna cientifica relacionada i escassez de
estudos acerca do tema ToBI-teste modificado.

A partir desses achados, ser4 apresentada a anélise dos resultados obtidos tendo como
referéncia oito categorias de base identificadas: desenvolvimento de vacinas e estratégias
vacinais; resultado imunolégico; eficicia vacinal; seguranca e imunogenicidade wvacinal;
desenvolvimento e validacio do método ELISA; epidemiologia; métodos alternativos; e
comparacio de métodos imunolégicos.

Os estudos sobre criacio e evolugio das vacinas evidenciam a importincia da
imunizag¢io no controle de doengas infecciosas e no desenvolvimento da satde ptablica mundial.
Colocam em destaque a introdugdo da vacina contra a variola por Edward Jenner como um
marco cientifico ao demonstrar que a exposicdo prévia ao agente infeccioso conferia protecio.
Posteriormente, os estudos de Louis Pasteur consolidaram os principios da imunizagio ao
desenvolver vacinas utilizando microrganismos atenuados, contribuindo significativamente
para a microbiologia e imunologia moderna (ABBAS, LICHTMAN; PILLAI, 2019; ALVES et
al., 2020).

Outro ponto de destaque refere-se a evolucdo tecnolégica das vacinas para o
desenvolvimento de diferentes plataformas imunizantes, classificadas em vacinas de primeira,
segunda e terceira geracio. As vacinas de primeira geracio, compostas por microrganismos
vivos atenuados ou inativados, apresentam elevada capacidade imunogénica devido & ampla
estimulacio do sistema imune. Algumas limitacdes relacionadas i seguranca permanecem
relevantes, principalmente em individuos imunocomprometidos, j4 as vacinas de segunda

geracdo, baseadas em proteinas purificadas e subunidades antigénicas, apresentam maior
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seguranga bioldgica, porém frequentemente necessitam de adjuvantes para potencializar a
resposta imunolégica (CASTINEIRAS; MARTINS; PEDRO, 2022). Os avancos da
biotecnologia permitem o desenvolvimento das vacinas de terceira geracdo utilizando
tecnologias de DNA recombinante, RN A mensageiro e vetores virais (LIMA, GATTI, SILVA,
2023).

H4 um destaque para as plataformas vacinais desenvolvidas durante a pandemia de
COVID-19, periodo em que houve aceleragio sem precedentes na producio de imunizantes.
Alves et al. (2020) e Endo (2021) afirmam que as vacinas de mRNA representam um importante
avanco cientifico devido a rapidez de desenvolvimento, elevada especificidade antigénica e
possibilidade de adaptacdo frente as variantes virais emergentes. As vacinas de vetor viral
também apresentam relevincia durante a pandemia, principalmente pela capacidade de induzir
resposta humoral e celular robusta. Fica evidente que as vacinas virais continuam representando
uma das estratégias mais eficazes para a prevencdo de doencas infecciosas, principalmente pela
capacidade de estimular respostas imunolégicas especificas.

A literatura selecionada revela, ainda, que os avancos das plataformas vacinais
ocorreram paralelamente ao desenvolvimento da imunologia e da biotecnologia molecular
permitindo a ampliacdo das tecnologias utilizadas na produ¢io de imunobiolégicos. Autores
como Abbas, Lichtman, Pillai (2019) e Lima, Gatti e Silva (2023) indicam que a evolugio das
vacinas tradicionais para as plataformas mais modernas possibilitou maior especificidade
antigénica, reducdo de riscos bioldgicos e otimizacdo dos processos produtivos.

Por sua vez, as vacinas de virus atenuados permanecem entre as plataformas mais
imunogénicas, principalmente pela capacidade de mimetizar a infec¢do natural. A replicacio
controlada do virus no organismo favorece a ativa¢io simultinea da imunidade humoral e
celular, promovendo uma resposta imunolégica prolongada. Castifieiras, Martins e Pedro (2022)
revelam que algumas formula¢ées administradas por via intranasal apresentam capacidade
adicional de induzir imunidade de mucosa considerada importante frente as infec¢des
respiratdrias virais, mas afirmam também que apesar da elevada eficicia apresentam limitagdes
importantes que estio relacionadas com a seguranca principalmente em individuos
imunocomprometidos.

Entre os principais riscos associados as vacinas atenuadas destaca-se a possibilidade de
reversio de atenuagido viral. Yao et al. (2022) identificaram que virus vacinais de RNA podem

sofrer mutagdes durante o processo replicativo, recuperando parcialmente caracteristicas de
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viruléncia, neste estudo o fendmeno foi particularmente observado em variantes derivadas da
vacina oral contra poliomielite, responsdveis por surtos em populacdes com baixa cobertura
vacinal. A literatura em questdo reforca a necessidade de monitoramento epidemiolégico
continuo, controle rigoroso da produgio e manutencio de altas taxas de imunizacio coletiva.

Lima, Gatti e Silva (2023) apontam que as vacinas de virus inativados possuem como
principal vantagem o elevado perfil de seguranca biolégica, visto que o virus perde sua
capacidade de replicagdo. A literatura em questio aponta que essa caracteristica amplia sua
utilizagdo em grupos vulnerdveis, incluindo gestantes e individuos imunossuprimidos.
Contudo, os resultados revelam que a auséncia de replicacdo viral reduz a intensidade da
resposta imunoldgica, tornando necesséria a administragio de doses de reforco para manutencio
de titulos protetores de anticorpos. Alguns estudos relataram respostas inflamatdrias
exacerbadas associadas a utiliza¢do de virus inteiros inativados incluindo eosinofilia e reacdes
de hipersensibilidade (CASTINEIRAS, MARTINS E PEDRO, 2022).

No estudo de Alves et al. (2020) as vacinas de vetor viral surgem como uma alternativa
intermediéria entre seguranca e imunogenicidade, o presente estudo revela que essa tecnologia
utiliza virus geneticamente modificados para transportar genes do patégeno até as células do
hospedeiro, promovendo a produgio intracelular de antigenos virais e estimulando respostas
celulares e humorais robustas.

Lima, Gatti e Silva (2023) apontam diferencas importantes entre vetores virais
replicantes e ndo replicantes, sendo que os ndo replicantes apresentam maior seguranca, por nio
se multiplicarem apéds a infeccdo celular, caracteristicas que favoreceu sua ampla utilizagio em
vacinas humanas recentes. Em contrapartida, os vetores replicantes promovem maior
amplificagdo antigénica e respostas imunes mais duradouras, embora possam apresentar
limitacées de seguranca em individuos imunocomprometidos.

No que se refere as vacinas de mRINA, os estudos revelam elevada imunogenicidade
humoral e celular, com produgio significativa de anticorpos neutralizantes. Alguns autores
abordam as vantagens relacionadas a produgio em larga escala e 4 auséncia de risco infeccioso
associado ao agente vacinal. No entanto, os estudos de Lima, Gatti e Silva (2023) demonstram
que a instabilidade do RNNA ainda representa um desafio importante, exigindo sistema de
encapsulamento lipidico e condi¢des especificas de armazenamento.

Sobre a vacinas de DNA, os estudos analisados revelam que essa plataforma se destaca

pela estabilidade estrutural dos plasmideos e pela capacidade de inducdo de respostas celulares
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mediadas por linfécitos T citotéxicos. No artigo de Alves et al. (2020) o mecanismo consiste na
introducdo de plasmideos contendo genes virais no organismo, permitindo que as préprias
células sintetizem os antigenos imunizantes. Observa-se, a partir da anélise deste artigo, que se
evidenciam vantagens relacionadas ao menor custo de producdo e & maior estabilidade fisico-
quimica quando comparadas as vacinas de mRINA. Porém, as vacinas de DNA ainda enfrentam
limitacdes importantes relacionadas a baixa eficiéncia de transferéncia plasmidial e as
preocupacdes referentes a integragio genética no genoma hospedeiro, segundo Castifieiras,
Martins e Pedro (2022). Embora representem uma plataforma promissora, a literatura evidencia
a necessidade de estudos adicionais voltados para a seguranca, eficicia clinica e padronizagio
tecnoldgica.

A literatura demonstra que a producio de imunobiolégicos envolve etapas biolégicas e
farmacéuticas rigorosamente controladas, incluindo cultivo viral, purificagio antigénica,
validagio de processos e ensaios pré-clinicos e clinicos (MOTA, BATISTA, GONCALVES,
2022). Os avangos recentes da biotecnologia permitiram significativa redug¢io do tempo de
desenvolvimento vacinal, especialmente durante emergéncias sanitarias globais, sem eliminar
a necessidade de avalia¢Ges rigorosas de qualidade e seguranca.

O estudo de Endo et al. (2021) revelam que os ensaios clinicos continuam sendo
fundamentais para a validagio da eficicia viral. As fases I, II e III permitem a avaliagio
progressiva da seguranca, imunogenicidade e efetividade em populagdes cada vez maiores,
enquanto a fase IV permanece responsivel pela farmacovigilincia pés comercializagio e
identificacio de eventos adversos raros em condicdes reais de uso. Este monitoramento
continuo tornou-se essencial diante da rdpida implementacdo de novas plataformas vacinais nos
ultimos anos.

No contexto da experimentacdo animal, os resultados evidenciam forte dependéncia
histérica dos modelos in vivo no controle de qualidade de vacinas. Os estudos apontam que
aproximadamente 80% dos animais utilizados pela indtstria farmacéutica sdo empregados em
ensaios de seguranga e poténcia para liberacdo de lotes vacinais. Moreira et al. (2020) afirmam
que essa utilizagdo permanece associada a necessidade regulatéria de avaliar respostas bioldgicas
complexas ainda dificeis de serem completamente reproduzidas por métodos alternativos.

E possivel perceber um crescimento significativo dessas discussdes éticas relacionadas
ao uso de animais em pesquisa. A legislacdo brasileira, especialmente apés a criagdo da Lei

Arouca e do CONCEA, fortalece mecanismos de regulamentagio e incentivo a implantacio de
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métodos alternativos alinhados aos principios dos 3Rs: redugio, refinamento e substituicio.
Santos et al. (2021) indicam que a consolidagio dessas politicas vem estimulando o
desenvolvimento de metodologias in vitro mais sensiveis, padronizadas e reprodutiveis.

Os estudos de Gon et al. (2023) e Morgeaux et al. (2017) consolidam o método ELISA
como ferramenta aplicada ao controle de qualidade de vacinas virais que representa um dos
avancos mais relevantes na modernizacio dos métodos imunolégicos utilizados na producdo de
imunobiolégicos. Demonstram que a técnica evoluiu de um método inicialmente voltado a
deteccdo de anticorpos para uma plataforma multifuncional empregada na quantificagio
antigénica, monitoramento de imunogenicidade e avaliagio da consisténcia produtiva de
vacinas. Além disso, a viabilidade e a confiabilidade do método ELISA para avaliagio de
poténcia de vacinas virais favorecem a padronizagio dos processos de produgio e liberacdo de
lotes. Essa ampliagio de aplicabilidade acompanha o desenvolvimento biotecnolégico das
vacinas modernas e a crescente necessidade de métodos mais répidos, padroniziveis e
eticamente sustentdveis, principalmente diante das discussdes sobre redu¢io do uso de animais
em ensaios laboratoriais.

Os resultados observados evidenciam que a elevada sensibilidade analitica do ELISA
est4 diretamente relacionada 2 especificidade das interacdes antigeno-anticorpo e a estabilidade
das condigdes experimentais utilizadas. Analisando a obra de Pereira (2019) nota-se que a
formacdo do complexo imune depende ndo apenas da quantidade de anticorpos presentes nas
amostras, mas também da afinidade molecular envolvida e da adequada exposicdo dos epitopos
antigénicos. Este aspecto possui grande relevincia no contexto vacinal, pois vacinas contendo
antigenos desnaturados, degradados ou parcialmente modificados podem apresentar reducio
significativa na capacidade de ligagio imunolégica, comprometendo a confiabilidade do ensaio.

Na anélise dos estudos relacionados ao ToBI, evidencia-se que o método vem adquirindo
importincia crescente no contexto do controle de qualidade de imunobiolégicos que utilizam
antigenos bacterianos, principalmente pela possibilidade de redugio parcial ou substitui¢do de
ensaios tradicionalmente realizados em animais. Em contrapartida, o método ToBI modificado
para vacinas virais se mostra limitado e pouco explorado na literatura cientifica. Gon et al.
(2023) revelam-se que o ToBI se consolidou como um ensaio funcional capaz de avaliar
indiretamente a atividade biolégica de antigenos e antitoxinas por meio da capacidade de
bloqueio de interacdo toxina-anticorpo, caracteristica que aproxima o método da resposta

imunolégica observada in vivo. O ensaio passou a ser discutido nio apenas como técnica
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laboratorial alternativa, mas também como estratégia alinhada as exigéncias contemporineas
relacionadas aos principios éticos dos 3Rs e & necessidade de modernizagio dos processos
regulatérios aplicados aos imunobiolégicos.

Matos et al. (2002) indicam que a principal contribuicdo do ToBI est4 associada ao seu
cardter funcional. Diferentemente de métodos exclusivamente quantitativos, o ensaio avalia a
capacidade de neutraliza¢do mediada por anticorpos, permitindo inferir a atividade biolégica do
sistema toxina-antitoxina. Essa abordagem aproxima o método das condicSes fisioldgicas
relacionadas 4 protecdo imunoldgica, uma vez que a légica do ensaio se baseia justamente na
inibi¢do da ligacdo da toxina ao seu alvo biolégico. Esta caracteristica explica por que vérios
estudos apontam melhor correlagio do ToBI com ensaios de neutralizacio em animais, que
utilizam antigenos bacterianos quando comparado a determinados formatos de ELISA baseados
apenas na deteccdo antigénica.

Outro aspecto importante observado refere-se 4 simplicidade operacional do método. O
ToBI utiliza principios técnicos parecidos aos empregados em ensaios de imunoenziméticos
convencionais, incluindo placas sensibilizadas, etapas de bloqueio e incubacdo controlada. A
principal diferenca estd na interpretacdo funcional da intera¢io imunolégica controlada.
Embora o ensaio seja considerado relativamente simples do ponto de vista metodolégico, sua
implementa¢io em rotina laboratorial exige rigor na defini¢do das condi¢des analiticas para
evitar varia¢Ses experimentais significativas.

Na perspectiva de Sobrinho et al. (2014), 0 método ToBi demonstrou alta sensibilidade
e forte correlagdo entre a absorbincia e a concentragio de toxoide épsilon, sendo capaz de
detectar diferentes concentracdes do antigeno quando comparado ao ensaio in vivo, indicando
potencial para aplica¢do no controle de qualidade de imunobiolégicos.

Corroborando esses achados, Nundes et al. (2022) evidenciaram que o ToBI ganhou
relevincia por representar uma alternativa concreta frente aos testes de poténcia
tradicionalmente dependentes de modelos animais. Historicamente, a avaliagio de soros e
vacinas esteve associada a ensaios de soroneutralizacdo e desafio biolégico em camundongos e
cobaias, principalmente para imunobiolégicos relacionados a toxinas bacterianas. Contudo,
com o avanco das discussdes éticas e regulatérias, métodos capazes de reproduzir parcialmente
respostas funcionais in vitro passaram a receber maior atencdo cientifica. Nesse contexto, a
incorporagio do ToBI a Farmacopeia Europeia representou um importante reconhecimento

regulatério do potencial do método para aplicagdes laboratoriais e industriais.
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Os resultados analisados revelam que a ado¢io de métodos alternativos como o ToBI
possui impacto direto na redu¢io do uso de animais de laboratério. No estudo de Gon et al.
(2023) revela que testes de poténcia representam uma das principais fontes de utilizagio de
animais na rotina de produ¢io de imunobiolégicos. A substitui¢io parcial destes ensaios por
metodologias soroldgicas in vitro contribui nio apenas para atender exigéncias éticas, mas
também para reduzir custos operacionais, tempo analitico e variabilidade biolégica associada
aos modelos animais.

Dentro desse cenério de evolu¢do metodolégica, o ToBI modificado apresenta potencial
para ampliar as possibilidades de aplicacdo de ensaios de poténcia e seguranga em vacinas virais,
especialmente considerando as intimeras vantagens demonstradas na literatura.

A partir dos estudos analisados é possivel afirmar que o método apresenta alta
sensibilidade, boa correlacio com os ensaios in vivo, elevado potencial de padronizac¢do, menor
tempo de execu¢io e menores custos operacionais, além da diminui¢io do uso de animais em
testes de controle de qualidade. Entretanto, os a literatura disponivel sobre o tema ainda é
limitada e concentra-se, predominantemente, em imunobiolégicos que contém antigenos
bacterianos, indicando a necessidade de novas pesquisas voltadas 4 adaptacdo e validacdo do

método ToBi modificado para ser utilizado em ensaios de poténcia em vacinas virais.

4 CONCLUSAO

A anilise dos estudos revelou que o avango biotecnolégico no desenvolvimento vacinal
ampliou significativamente a complexidade dos sistemas de controle de qualidade, tornando
necessaria a adog¢do de metodologias capazes de monitorar com maior precisio parimetros como
poténcia, identidade, estabilidade antigénica e respostas imunolégicas. Diante disto, verificou-
se que os ensaios in vitro apresentam vantagens importantes em relagio aos testes tradicionais
in vivo, sobretudo pela reducio da variabilidade biolégica, maior rapidez na obtengio dos
resultados e possibilidade de padroniza¢io metodolégica entre laboratérios e lotes produtivos.

Dentre os métodos analisados, o ELISA revelou ampla aplicabilidade no monitoramento
de antigenos e anticorpos relacionados as vacinas virais. Sua elevada sensibilidade,
especificidade e versatilidade metodolégica, por meio das diferentes modalidades do ensaio
(direto, indireto, sanduiche e competitivo), tornam esse método altamente adaptivel as
necessidades laboratoriais e industriais, além disso, por se tratar de uma técnica tradicional,

amplamente utilizada e padronizada ao longo dos anos. Observa-se que o ELISA pode ser
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aplicado tanto nas etapas de desenvolvimento vacinal quanto no controle em processo, estudos
de estabilidade e avaliacio de imunogenicidade, contribuindo para anélises quantitativas
confidveis, reprodutiveis e adequadas ao controle de qualidade.

A revisio revelou que embora o ELISA apresente elevado potencial substitutivo, sua
utilizagdo isolada ainda encontra limitagSes importantes quando o objetivo envolve inferir
protecdo imunoldgica efetiva. Em vérios estudos nota-se que a quantificacio antigénica nem
sempre se correlaciona diretamente com a funcionalidade imunolégica ou com a capacidade
neutralizante dos anticorpos produzidos. Torna-se evidente que a interpretagio dos resultados
deve considerar aspectos imunolégicos mais amplos incluindo correlatos de protecio e resposta
funcional do sistema imune. No entanto, a aplicagio do ELISA depende da modalidade
escolhida, uma vez que cada formato apresenta caracteristica especificas e desenho analitico,
devendo ser considerados os objetivos dessa anilise.

No caso do ToBI e de suas adaptacdes metodolégicas, os resultados encontrados
mostraram importante potencial no contexto do controle de qualidade de imunobiolégicos,
principalmente por seu cariter funcional. Diferentemente de métodos exclusivamente
quantitativos, o ToBI permite inferir a atividade funcional dos anticorpos ao avaliar a
capacidade de inibicio da ligacdo entre toxinas, antigenos e anticorpos especificos. Essa
caracteristica aproxima seus resultados das respostas obtidas nos ensaios de neutralizagdo in
vivo, reforcando sua relevincia cientifica e regulatéria. Apresentando, inclusive, desempenho
superior ao ELISA direto modificado, o0 método demonstrou ser capaz de detectar pequenas
concentragdes do analito, além de apresentar boa precisio e reprodutibilidade dos resultados,
reforcando seu potencial para aplicacdo no controle de qualidade de imunobiolégicos.

As adaptacdes do ToBI-Teste tradicional para o ToBI modificado evidenciaram avangos
significativos relacionados a estabilidade metodolégica, padronizacio experimental e a
capacidade discriminatdéria entre amostras e lotes vacinais, mostrando-se particularmente
promissor para avaliagdes de poténcia e consisténcia produtiva.

Ainda que o ToBi apresente um conjunto expressivo de vantagens, aproximando-se de
forma relevante resultados obtidos em ensaios de neutralizac¢do in vivo, a producio cientifica de
estudos dedicada a aplicagdo desse método ainda é limitada, especialmente em antigenos virais.
Neste cenério, observa-se uma lacuna metodolégica importante na literatura cientifica,

evidenciando a necessidade de maior padronizacgio, reprodutibilidade e validacio do ensaio.
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Diante disso, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de novos estudos que sustentem sua
validagdo e ampliem sua aplicagdo em testes de poténcia de vacinas virais.

Outro fator relevante identificado ao longo do desenvolvimento do presente trabalho foi
a crescente incorporagio dos métodos alternativos nas discussdes regulatérias nacionais e
internacionais. Nota-se que 6rgdos reguladores e farmacopeias internacionais vém
progressivamente reconhecendo ensaios in vitro como ferramentas validas para complementar
ou substituir determinados testes baseados em animais, especialmente quando adequadamente
validados. Portanto, os estudos também revelaram que ainda existem desafios relacionados
harmonizacdo regulatéria, validagdo multicéntrica e estabelecimento de parimetros
universalmente aceitos para liberagio de lotes vacinais.

A literatura analisada revelou que a implementacio de métodos alternativos apresenta
beneficios que transcendem a dimens3o ética. Além da redugio de sofrimento animal, nota-se
potencial para diminuic3o de custos operacionais, otimizac¢do do tempo de anélise, aumento da
produtividade laboratorial e melhoria da reprodutibilidade dos resultados. Alguns aspectos
tornam esses métodos particularmente relevantes para Laboratérios Produtores Oficiais e para
a inddstria farmacéutica, sobretudo em cendrios de alta demanda por imunobiolégicos, como
epidemias e pandemias.

Ainda que os resultados sejam promissores, verificou-se que a substitui¢do completa dos
testes in vivo ainda ndo representa uma realidade plenamente consolidada para todos os tipos de
vacinas virais. Em virios contextos, permanece necesséria a associagdo entre métodos in vitro e
ensaios bioldgicos tradicionais para garantir seguranga, eficicia e confiabilidade regulatéria.
Desta forma, o fortalecimento de pesquisas voltadas a validagcio analitica, correlagio
imunoldgica e padronizac¢io internacional revela-se necessdrio para ampliar a aceitagdo desses
métodos no futuro.

Conclui-se que o ELISA e o ToBI-Test modificado representam ferramentas
estratégicas no processo de modernizacio de controle de qualidade de vacinas virais,
configurando importantes alternativas cientificas ao uso de animais em experimentacio. A
continuidade dos investimentos em pesquisa, validacdo e tecnoldgica regulamentacdo poderd
favorecer uma transi¢io progressiva para modelos laboratoriais mais éticos, eficientes e
sustentéveis, fortalecendo simultaneamente a qualidade dos imunobiolégicos e o compromisso

cientifico com praticas experimentais responsaveis.
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