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RESUMO

Produtos bioldgicos, tais como soros hiperimunes e vacinas, podem ser definidos como
produtos derivados ou produzidos a partir de organismos vivos. Isso implica que suas
caracteristicas podem variar de um lote para outro. Consequentemente, um minucioso
controle da qualidade na liberagdo de lotes é requerido para garantir que esses produtos
sejam seguros e eficazes. O ensaio de poténcia com animais € um dos ensaios preconizados
para garantir a qualidade das vacinas e soros hiperimunes. Somente para realizacdo do
ensaio de poténcia para o produto final de vacinas e soros antidiftéricos (SAD) e
antitetanicos (SAT), sdo utilizados no INCQS cerca de 5.000 animais por ano, desses
aproximadamente 4.500 animais s&o utilizados na etapa de soroneutralizacao e o restante na
etapa de imunizacdo. Neste contexto, e baseado nos principios dos 3Rs, 0 objetivo deste
trabalho foi padronizar e validar o método imunoenzimatico de inibicdo da ligacdo da
toxina (ToBl) capaz de avaliar a poténcia de SAD, SAT e de vacinas bacterianas
combinadas: tétano-difteria uso adulto (dT) e uso infantil (DT) e tétano-difteria-pertussis
(DTP), como alternativa da etapa de soroneutralizacdo do ensaio de controle de poténcia.
Os resultados encontrados indicam que o método proposto apresenta linearidade,
especificidade e precisdo (intra e inter-ensaio) satisfatérias e que é um ensaio confiavel,
rapido e conveniente para avaliar a poténcia de componentes diftérico e tetanico presentes
em vacinas e soros hiperimunes. Além disso, reduz drasticamente o numero de animais
usados, o tempo na liberacdo de laudos e os custos associados ao controle da qualidade
destes produtos. O método ToBI apresenta potencial para a substituicdo do ensaio em
animais na determinacdo de poténcia de vacinas e soros antidiftéricos e antitetanicos.
Entretanto, para efeitos regulatorios, se faz necessaria a realizacdo de um estudo
colaborativo, envolvendo laboratérios de diversos segmentos, para conclusdo da validacdo

da metodologia considerando os parametros ja avaliados nessa etapa.
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ABSTRACT

Biological products such as vaccines and hyperimune sera, can be defined as products
derived or produced from living organisms. This implies that characteristics may vary from
one batch to another. Therefore a thorough quality control of lots is required to ensure
safety and effectiveness. The potency test in vivo is one of the tests recommended to ensure
quality of vaccines and sera. For the potency test of bacterial vaccines and sera 5.000
animals approximately are used in INCQS per year. Circa 4.500 of these animals are used
on the neutralization step and the remainder on step of immunization. In this context and
based on the principles of 3Rs, the aim of this study was to implement and to validate the
toxin inhibition binding (ToBlI) test in order to evaluate the potency of antidiphtheric and
antitetanic sera and combined bacterial vaccines: diphtheria-tetanus adult (dT) and children
(DT) use and diphtheria-tetanus-pertussis (DTP), as an alternative to the neutralization step
for potency control. The results indicate that the proposed method shows satisfactory
linearity, specificity and accuracy (intra-assay and inter-assay) and reliability. The ToBlI
test is a fast and convenient way to assess the potency of diphtheria and tetanus components
present in vaccines and sera. In addition, it is a useful tool to reduce the number of animals
used, the time for lot release and financial costs. The ToBI test can be considered suitable
for the replacement of animal testing in the determination of potency of vaccines and
serums for diphtheria and tetanus quality control of biopharmaceuticals. However, for
regulatory purposes, a collaborative study involving laboratories from different segments is

still necessary, considering the parameters already evaluated in this step.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Breve historia da vacina

1.1.1 — Inicio da vacinacao

A histdria da vacinagdo ¢ um dos mais belos e bem sucedidos capitulos da evolugéo
da medicina. A descoberta e aperfeicoamento das vacinas foram impulsionados por muitos
fatores, sendo os de natureza psicossocial, como o terror das epidemias, e econdmica pelos
prejuizos na agricultura e na veterinaria, os mais importantes (MARTINS et al., 2008).

O termo vacinacdo foi citado pela primeira vez como referéncia a vaccinia, o virus
da variola bovina. O adjetivo latino vaccina (de vaca) foi substantivado e adaptado a
diversos idiomas: inglés, vaccine; francés, vaccin; alemdo, vakzine; espanhol, vacuna;
italiano, vaccino; portugués, vacina. Por analogia, passou a designar todo in6culo dotado de
acdo antigénica, independente de sua origem (TEIXEIRA & ALMEIDA, 2003).

Na luta contra a variola, doenca que constituiu verdadeiro flagelo humano até o
século XVIII, os povos orientais utilizavam ha mais de mil anos a chamada "variolizacédo",
que consistia na inoculacdo de material retirado das pustulas de um enfermo, na pele de um
individuo sadio. Este adquiria a forma mais branda da enfermidade do que a adquirida
através do contagio natural. Apesar de sua relativa benignidade, a doenca se manifestava
com todo o seu cortejo sintomatico, deixando, por vezes, cicatrizes no rosto e no corpo das
pessoas inoculadas (FEIJO & SAFADI, 2006).

Em Berkeley, na Inglaterra, o0 médico Edward Jenner revolucionou o método de
prevencdo da variola. Nessa cidade, o gado era acometido com freqliéncia de uma doenca
semelhante a variola humana, conhecida por "cowpox" (variola bovina). As vacas
acometidas por esta doenca apresentavam vesiculas e pustulas no ubere e as pessoas que as
ordenhavam adquiriam a doenca, manifestando lesbes semelhantes nas maos, que
desapareciam espontaneamente. A populacdo rural observava frequentemente que as
pessoas que adquiriam a variola bovina ficavam protegidas da variola humana, conhecida
em inglés por "smallpox™ (TEIXEIRA & ALMEIDA, 2003). Durante 20 anos, Jenner



colecionou pacientemente observac¢des que demonstravam que os individuos previamente
contaminados pela doenca bovina ficavam refratérios a variola. Em maio de 1796 realizou a
sua experiéncia crucial; ele inoculou a linfa retirada de uma vesicula da mao de uma
mulher, que havia adquirido a variola bovina ordenhando vacas doentes, na pele do braco
de um menino. A crianca desenvolveu a conhecida reacdo eritémato-pustulosa no local da
escarificacdo e escassos sintomas gerais. Decorridas 6 semanas, Jenner inoculou o pus da
variola humana na crianga, e esta ndo desenvolveu a doenca. Estava descoberta a vacina
antivariolica (LEV1 & KALLAS, 2002; MARTINS et al., 2008).

Apesar de uma resisténcia inicial da Royal Society em Londres, a vacinacdo
antivariélica difundiu-se por todo o mundo, ganhando credibilidade, principalmente apds a
decisdo de Napoledo Bonaparte de ordenar a vacinacdo do exército francés, tornando-o
imune a variola. Celebrando o sucesso de Jenner, em 1980, menos de 200 anos apés a
descoberta da vacina, a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) declarava que a variola
havia sido erradicada mundialmente (FERNANDES, 1999).

No Brasil, a vacinacdo antivaridlica tornou-se obrigatéoria ainda no século XVIII,
porém era praticada de maneira irregular e a0 mesmo tempo combatida e rejeitada pela
populacdo. Os surtos epidémicos continuaram ocorrendo no século XIX e a vacinagdo sé se
tornou efetiva a partir do século XX, ap6s a campanha iniciada no Rio de Janeiro por
Oswaldo Cruz (TEIXEIRA & ALMEIDA, 2003).

1.1.2 — Pasteur e vacinas atenuadas

Louis Pasteur, além dos famosos estudos com fermentacdo, também dirigiu sua
atencdo para o estudo das doencas animais com importancia econémica (FENO &
SAFADI, 2006).

Pasteur e seus colaboradores dedicados a resolver o problema da colera das
galinhas, cultivaram agentes da célera (Pasteurella multocida). Pasteur verificou que a
inoculacdo de uma cultura envelhecida ndo era capaz de matar 0s animais de
experimentacao, e ainda poderia proteger contra a inoculacéo de culturas virulentas. Assim,
foi descoberta a atenuacgéo de microrganismos em laboratorio, importante ferramenta para o

desenvolvimento de vacinas bacterianas e virais (FERNANDES, 1999).



Em 1890, von Behring e Kitasato deram nova compreensao para 0S mecanismos de
imunidade através da demonstracdo de que o soro de animais previamente imunizados a
difteria, poderia transferir o estado imune a animais ndo-imunizados. Em seguida, varios
pesquisadores demonstraram que o0 soro imune poderia neutralizar e precipitar toxinas ou
lisar e aglutinar bactérias. O agente ativo presumivel dessas acdes foi denominado
antitoxina (MARTINS et al., 2008).

Os séculos XVIII e XIX tiveram dois grandes marcos na histéria da vacinacéo:
Jenner com suas observacdes sobre a inducdo de protecdo contra a variola e Pasteur com as
vacinas atenuadas. Desde entdo o incremento do conhecimento nas areas de imunologia e
biologia molecular propiciaram o crescimento consolidado da diversidade de vacinas
disponiveis a populagdo humana. Dessa maneira, as vacinas tornaram-se ferramentas
indispensaveis ao controle de muitas doencas infecto-contagiosas (ROCHA & PIMENTEL,
2008).

A vacinagao rotineira s6 passou a ser adotada durante a Segunda Guerra Mundial
(1939-1945). A partir de 1943, a vacinagdo com toxdide tetanico e toxodide diftérico passou
a ser compulséria na Franca e posteriormente teve sua utilizacdo universal. Em 1948, os
toxoides tetanico e diftérico passaram a ser preparado em combinacdo com a vacina
antipertussis (DTP), que foi licenciada para uso nos EUA no ano seguinte (CDC, 2000;
ROPER et al., 2007).

1.2 — Programa Nacional de Imunizac¢6es (PNI) no Brasil

O sucesso da Campanha de Erradicacdo da Variola fortaleceu dentro do Ministério
da Saude (MS), uma corrente que defendia maiores investimentos no controle de doencas
infecciosas preveniveis pela imunizacdo. Algumas iniciativas importantes ocorridas no
periodo, que se estende de 1973 a 1980, permitem perceber a construcdo de uma base
técnica, politica e institucional que apenas nas décadas seguintes iria consolidar-se como
importante ferramenta do Estado no controle efetivo de algumas doencas no pais
(TEMPORAO, 2003). Os programas de imunizacio foram se consolidando gradualmente

no Brasil, especialmente entre as décadas de 1970 a 1990 (Quadro 1).



Quadro 1: Acontecimentos marcantes no Brasil de 1969 a 2004 relacionados a vacinagao

ANO EVENTO
1969 Criacdo do sistema de notificacdo de doencas transmissiveis, com prioridade para aquelas evitaveis por vacina através de um Boletim Epidemiolégico
1973 Criacdo do Programa Nacional de Imunizacdo (PNI). Erradicacdo da variola
1976 Criacdo do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-manguinhos/Fiocruz)
1977 Definicdo das vacinas obrigatorias e aprovada a Caderneta de Vacinagdes
1979 Importacéo do concentrado viral para producéo da vacina de sarampo (Fiocruz)
1980 Extingdo da obrigatoriedade de vacinagdo contra variola e elaboragdo do Plano de acéo contra a poliomielite
1981 Inauguracado do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (Fiocruz)
1983 Recomendacao de estratégias de dias nacionais de vacinagdo pela Opas e Unicef.
1986 Criagdo do Zé Gotinha, marca-simbolo da campanha contra poliomielite.
1989 Ultimo caso de poliomielite no Brasil.
1991 Intensificacdo da vacinacéo de recém-nascidos com BCG. Introducdo da vacina contra febre amarela em érea endémica.
1992 Criagdo Plano Nacional de Eliminacdo do Sarampo e inclusdo das vacinas da triplice viral e hepatite B no calendario infantil.
1993 Criacdo dos Centros de Referéncia de Imunobiolégicos Especiais — 0s CRIEs
1994 Vacinagao contra febre amarela passou para a responsabilidade do PNI
1997 Ressurgimento de sarampo no pais. Campanha de Vacina¢do Nacional realizada com 95,82% de cobertura vacinal no pais
1998 Implantacdo da vacina contra Haemophilus influenzae do tipo b (Hib). Informatizacéo do Sistema de Vigilancia de Eventos Adversos Pds-vacinacdo
2000 Criacdo da Comissdo de Peritos do MS para casos de evento adverso grave apos vacinagao contra febre amarela
2001 Iniciacdo da estratégia de vacinagdo para grupo de mulheres que ainda ndo haviam recebido as vacinas contra rubéola e sarampo
2003 Realizacdo da quinta Campanha Nacional de Vacinagdo do Idoso com a cobertura de 82,1% e marcante queda dos casos de ébitos por Hib
2004 Mais dois calendarios foram criados no pais, um destinado aos adolescentes e outro a populagdo adulta e idosa, que se agregaram ao calendério da

crianga

Referéncias: TEMPORAO, 2003; TEMPORAO et al., 2005; MARTINS et al., 2008 e MS, 2003




Em 1973, foi criado o Programa Nacional de Imunizacdes e até hoje ele considerado
como referéncia para a Organizacdo Pan-Americana da Salde (OPAS). Desde as primeiras
vacinacgoes, o Brasil acumulou quase 200 anos de imunizagOes, sendo que somente a partir
da criacdo do PNI, desenvolveu agdes planejadas e sistematizadas. As competéncias do
Programa estabelecidas no decreto n° 78.231 de 12 de agosto de 1976 foram (BRASIL,
1976):

o implantar e implementar as acfes relacionadas com as vacinacdes de

carater obrigatorio;

. estabelecer critérios e prestar apoio técnico a elaboracdo, implantacao,
implementacdo dos programas de vacinacdo a cargo das secretarias de
salde das unidades federadas;

. estabelecer normas basicas para a execucdo das vacinagoes;

. supervisionar, controlar e avaliar a execucdo das vacinag¢fes no territorio
nacional, principalmente o desempenho dos 6rgdos das secretarias de
salde, encarregados dos programas de vacinacao;

o centralizar, analisar e divulgar as informag0es referentes ao PNI.

Diversas estratégias erradicaram a febre amarela urbana em 1942, a variola em 1973
e a poliomielite em 1989, controlaram o sarampo, o tétano neonatal, as formas graves da
tuberculose, a difteria, o tétano acidental e a coqueluche. Mais recentemente,
implementaram medidas para o controle das infec¢des pelo Haemophilus influenzae tipo b,
da rubéola e da sindrome da rubéola congénita, da hepatite B, da influenza e suas
complicacdes nos idosos, também das infec¢cdes pneumocaocicas (MS, 2003).

O objetivo prioritario do PNI era promover o controle da poliomielite, do sarampo,
da tuberculose, da difteria, do tétano, da coqueluche e manter erradicada a variola. Hoje, o
PNI tem objetivo mais abrangente de contribuir para a manutencdo da situacdo de
erradicagdo da febre amarela urbana, poliomielite e sarampo; zerar os casos de tétano
neonatal; manter o controle da tuberculose em suas formas graves, difteria, tétano acidental,
coqueluche, febre amarela silvestre e raiva humana; alcancar e manter o controle da
influenza, infecgdes pneumocdcicas e suas complicagOes, infeccBes por Haemophilus

influenzae tipo b, rubéola e sindrome rubéola congénita, hepatite B e caxumba na



populacdo idosa; contribuir para o controle de doencas imunopreviniveis e suas
complicagdes na parcela populacional portadora de condicdes clinicas especificas e para o
controle de surtos ocasionais de doengas imunopreviniveis e de acidentes por animais
peconhentos (MS, 2003 e TEMPORAO et al., 2005).

Torna-se cada vez mais evidente que a vacina € o Unico meio para interromper a
cadeia de transmisséo de algumas doencas imunopreviniveis. Entretanto, o cumprimento do
calendario de vacinacdo (Tabela 1) e dos critérios de qualidade descritos nas normas
oficiais sdo imprescindiveis para o sucesso da vacinacdo e controle das doengas infecto-
contagiosas (MS, 2003). Com o aumento do quadro vacinal, a combinacao de vacinas para
diferentes doencas tornou-se uma estratégia importante para diminuir os custos e também

alcancar niveis desejados de cobertura.

1.3 — Difteria

A doenca foi descrita no século V a.C. por Hipdcrates e os primeiros relatos
epidemiologicos foram descritos por Arateus, que a denominava de “ulceras sobre as
amigdalas”. No século XIX, a persisténcia da epidemia diftérica causou altos indices de
morbidade e mortalidade entre criancas na Europa e na América do Norte, excedendo 50
por 100,000 anualmente (CDC, 2000; VITEK, 2006). A bactéria foi observada
primeiramente em membrana diftérica por Klebs em 1883 e cultivada por Loffler em 1884.
A orofaringe é o local onde a bactéria se instala e permanece, multiplicando-se e
produzindo exotoxina que inibe a sintese de proteinas celulares e é responsavel pela
distribuicdo local do tecido e formacdo da membrana. A toxina produzida no sitio da
membrana é absorvida pela corrente sanguinea, indo para o miocardio e nervos periféricos.
A transmissdo do bacilo é direta, por intermédio de secrecGes do paciente ou do portador
assintomatico, exigindo contato intimo respiratério ou fisico (CDC, 2000; MIYAJI et al.,
2001; MENDONZA et al., 2009).

A difteria € uma doenca contagiosa, exclusiva de seres humanos, que acomete
predominantemente criangas nas fases pré-escolar e escolar. Trata-se de toxinfecgdo
causada pela exotoxina produzida pelo Corynebacterium diphtheriae que € um bacilo
aerobico Gram-positivo, pleomdrfico, imdvel e ndo formador de esporos (BRASIL, 2008;
MOKROUSOV, 2009).



Tabela 1: Calendario de vacinacédo da crianca

Ao Hascer BCG- ID doze Unica Formas grave de tuberculoze
“acina contra hepatite b (1) 12 doze Hepatite B

1 més “acina contra hepatite b 28 doze Hepatite B

¥ meses  “acina Tetrawvalente [DTP+Hib) {2} 1% doze Diftera,tétano,coqueluche,

menengite & outras infecogdes
causadas pelo Haemophilus
influenzae tipo b,

YWOP [vacina oral contra palin) 1% doze Paliomelite (paralizia infantil)
WORH (vacina oral de rotavirus humanao) (33 12 dose Ciarréia por Rotavirus
4 meses  Vacina Tetravalente (OTP+Hib) 2% doze Diftera,tétano,coqueluche,

menengite e outras infeccgdes
causadas pelo Haemophilus
influenzae tipo b,

WP [wvacina aral caontra palia) 2% doze Poliomelite [paralisia infantil)
WORH (vacina oral de rotavirus humanao) (4) 2 dose Ciarréia por Rotavirus
6 meses  ‘Vacina Tetravalente (OTP+Hib) Fdoze Diftera,tétano,coqueluche,

menengite e outras infeccgdes
causadas pelo Haemophilus
influenzae tipo b,

WOP (wacina oral contra palin) Jdose Paliomelite [paralizia infantil)
“acina contra hepatite b Jidose Hepatite B
doze
9 meses  “acina contra febre-amarela () inicial Febre amarela
12 meses SRC (triplice viral) doze Unica Sarampo, rubéola e caxumba
15 meses  WOP (vacina oral contra pdlio) reforgo Paliomelite [paralizia infantil)
DTP (triplice bacterana) 1% reforgo Diftera, tétano e cogqueluche
4 -6 anos [TP (triplice bacterana) 2% reforgo Difterda, tétano e cogueluche
SR (tHplice wiral) reforgo Sarampo, rubéola & caxumba
10 anos “Wacina contra febre-amarela reforgo Febre amarela

(1) A primeira dose da vacina contra a hepatite B deve ser administrada na maternidade, nas primeiras 12 horas de vida do
recém-nascido. O esquema bésico se constitui de 03 (trés) doses, com intervalos de 30 dias da primeira para a segunda
dose e 180 dias da primeira para a terceira dose.

(2) O esquema de vacinagao atual € feito aos 2, 4 e 6 meses de idade com a vacina Tetravalente e dois refor¢os com a
Triplice Bacteriana (DTP). O primeiro reforco aos 15 meses e o segundo entre 4 e 6 anos.

(3) E possivel administrar a primeira dose da Vacina Oral de Rotavirus Humano a partir de 1 més e 15 dias a 3 meses e 7
dias de idade (6 a 14 semanas de vida).

(4) E possivel administrar a segunda dose da Vacina Oral de Rotavirus Humano a partir de 3 meses e 7 dias a 5 meses e
15 dias de idade (14 a 24 semanas de vida). O intervalo minimo preconizado entre a primeira e a segunda dose é de 4
semanas.

(5) A vacina contra febre amarela esta indicada para criangas a partir dos 09 meses de idade, que residam ou que irdo
viajar para &rea endémica (estados: AP, TO, MA MT, MS, RO, AC, RR, AM, PA, GO e DF), area de transi¢ao (alguns
municipios dos estados: PI, BA, MG, SP, PR, SC e RS) e area de risco potencial (alguns municipios dos estados BA, ES e
MG). Se viajar para areas de risco, vacinar contra Febre Amarela 10 (dez) dias antes da viagem.

Fonte: Ministério da Salde. Secretaria de atencdo a sadde. Imunizag@es. 2009



Os primeiros sintomas incluem indisposicdo, dor de garganta, anorexia e febre. O
paciente pode se recuperar ou desenvolver prostracoes, palidez, presséo alta, letargia, coma,
podendo morrer entre 6 e 10 dias no caso de alta absorcéo de toxina (CDC, 2000; BRASIL,
2008).

As maiores complicagdes da difteria, incluindo a morte, sdo atribuidas aos efeitos da
toxina. A toxina afeta 6rgéos e tecidos distantes do local da invaséo, as mais frequentes
complicagdes sdo a miocardite e a neurite. O ritmo cardiaco anormal pode ocorrer no inicio
do curso da doenca ou apds algumas semanas, levando a faléncia cardiaca e morte. Quando
0 paciente desenvolve neurite, que afeta mais freqientemente os nervos motores, pode
causar paralisia do palato mole em torno da terceira semana e paralisia dos musculos dos
olhos, membros e diafragma depois da quinta semana. A paralisia do diafragma pode
resultar em pneumonia e faléncia respiratédria. O indice de mortalidade é de 5-10%, sendo
que a predominancia desses casos em pessoas com menos de 5 anos e com mais de 40 anos
de idade (CDC, 2000).

Behring e Kitasato usaram soro antidiftérico como terapéutica e em seguida,
Theobald Smith desenvolveu a primeira vacinagdo com o complexo toxina e antitoxina
(TAT) (PIMENTEL & ROCHA, 2008). O tratamento com antitoxina diftérica em 1890
levou a um decline no nimero de 6bitos na Europa e na América do Norte. Até hoje, o
tratamento baseia-se fundamentalmente, na eliminacdo do agente etiolégico e na
neutralizacdo das toxinas circulantes. A neutralizacdo das toxinas circulantes € realizada
através da administracdo do soro antidiftérico (SAD), um soro heter6logo de origem
equina, que pode ser administrado por via intramuscular e por via intravenosa. No entanto,
a administracdo de antitoxina diftérica, ndo € indicada como profilaxia, somente para o
tratamento da doenca. (CDC, 2000).

Em 1913, foi demonstrado que injecdes com mistura balanceada de toxina e
antitoxina proporcionava uma eficaz imunizagéo. O uso da preparacdo de toxina-antitoxina
(TAT) foi rapidamente adotada em algumas cidades dos Estados Unidos e Europa.
Contudo, ocasionalmente essa preparagdo produzia sérios efeitos adversos devido a
inadequada neutralizagdo da toxina em alguns lotes. Em 1923, Ramon demonstrou que

pequenas quantidades de formaldeido causavam uma diminui¢do da toxicidade da toxina
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diftérica enquanto mantinha sua imunogenicidade, dessa maneira produziu-se o toxoide
diftérico como componente vacinal. O toxoéide diftérico é produzido pelo crescimento
toxigénico da C. diphtheriae, sendo o filtrado incubado com formaldeido para converter
toxina em toxdide. Para a formulacdo da vacina é adsorvido com um sal de aluminio e
preservado com timerosal (CDC, 2000; VITEK, 2006).

A protegdo induzida pelo toxoide diftérico € conferida pela producéo de anticorpos
da classe 1gG (antitoxinas), que neutralizam a toxina produzida pelo C. diphtheriae. N&o se
conhece, rigorosamente, o tempo de duracdo da imunidade conferida tanto pela vacinacéo
com o toxdide quanto pela doencga. Sabe-se que € muito rara a ocorréncia de um segundo
episddio, entretanto, menos de 50% dos convalescentes de difteria apresentam niveis
séricos protetores de anticorpos antitdxicos, motivo pelo qual é indicada a vacinagdo
também desses individuos (PATEL & DAVIDSON, 2007; BRASIL, 2008).

No Brasil, a difteria teve uma significativa reducdo devido as campanhas de
vacinacdo. No periodo de 2000 a 2007, verificou-se tendéncia de declinio das taxas de
incidéncia da difteria, com reducgéo de 91,3% no numero absoluto dos casos confirmados.
Em 2007, verificou-se a reducdo de 55% do numero de casos de difteria em relacdo ao ano
anterior (DATASUS, 2009).

A imunizagdo universal, com o toxdide diftérico, constitui a maneira mais adequada
de prevencdo e controle da doenca. Apesar da vacina ndo proteger contra a infecgéo, a
manutencdo de titulo protetor elevado de antitoxina na populacéo dificulta a proliferacdo de
cepas toxigénicas que, por consequéncia, ndo podem manter-se em niveis altos de
circulacdo. Portanto, havendo uma falha no esquema de vacinacdo, o nimero de pessoas
imunes diminui e a bactéria volta a proliferar.

A vacina contra difteria encontra-se basicamente combinada sob 4 formas: DTP,
DT, dT e DTPa. A DTP esta inserida no Programa Ampliado de Imunizagdes da OMS e faz
parte do esquema béasico de protecdo para criancas abaixo de sete anos de idade (CDC,
2000; PIMENTEL & ROCHA, 2008). Seu uso rotineiro foi introduzido nos Estados Unidos
em 1940, sendo utilizado no mundo inteiro. No Brasil, a vacina DTP foi introduzida na
década de 50 em programas isolados ou em programas de ambito estadual e foi incluida no
Programa Nacional de Imunizac¢@es (PNI) em 1973. A vacina triplice bacteriana comegou a

ser produzida no Brasil pelo Instituto Butantan em 1967. A vacina DTP, usada pelo
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Ministério da Salude, tem como componentes basicos os toxoides diftérico (> 10 Lf ou 2
Ul) e tetanico e células inteiras de Bordetella pertussis em suspensdo inativadas. A DTP
induz protecdo de 50% a 95% contra difteria. A imunidade permanece por até 10 anos, no
entanto, a imunidade tende a diminuir nos primeiros cinco anos apos 0 esquema basico. Por
esse motivo, é necessario aplicar uma dose de reforgo apos esse periodo (MENDOZA et al.,
2009).

A vacina DT (dupla infantil) possui a mesma concentracdo de toxoide diftérico e
tetdnico que a DTP e € indicada para criancas que tenham contra-indicacdes a vacina
pertussis. A vacina dT (dupla adulto) diferencia-se da DT por conter menor concentracdo
do toxoide diftérico (dT < 2 Lf ou 0,5 Ul). Essa vacina € indicada para criancas a partir de 7
anos e adultos devido a hiper-reatividade de individuos ja sensibilizadas ao toxoide
diftérico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004; MENDOZA et al., 2009).

A triplice acelular (DTPa ou DTP acelular) difere da DTP (DTP celular ou DTP de
célula inteira) por ndo conter a bactéria inteira, somente componentes antigénicos da B.
pertussis, geralmente com trés ou cinco componentes altamente purificados e adsorvidos
em fosfato de aluminio. Nao contém timerosal e o conservante utilizado é o 2-fonoxietanol.
Essa vacina foi inserida no calendario de vacinal dos Estados Unidos a partir de 2002,
sendo altamente imunogénica e apresentando menos reacfes adversas, quando comparada
com a DTP cléssica. A DTP acelular vem substituindo, em alguns paises, a DTP celular,
porém, como seu custo ainda é bastante elevado, ndo foi totalmente substituida na maioria
dos paises (CDC, 2000; ROCHA & PIMENTEL, 2008; BAE et al., 2009).
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1.4 —Tétano

O tétano € reconhecido desde a remota antiguidade, havendo descri¢cbes do seu
quadro clinico em papiros egipcios (1.600 a.C.) e nos relatos de Hipdcrates (640 a.C.).
Hipdcrates identificou as duas formas evolutivas da doenca, a localizada e a generalizada
(CDC, 2000; ROCHA & PIMENTEL, 2008).

Os primeiros estudos cientificos mais elaborados sobre tétano comegaram no século
XIX. Em 1884, Carle e Rattone induziram sintomas de tétano em coelhos apds a inoculacéo
de material da pastula de um caso fatal de tétano humano. No mesmo ano Nicolaier
produziu 0 mesmo resultado pela inoculagdo de amostras de solo em animais (ROCHA &
PIMENTEL, 2008). Cinco anos mais tarde, Kitasato fez cultura do agente em laboratdrio e
observou que o tétano resulta da acdo sistémica da toxina tetdnica. Em seguida, com o
auxilio de seus colaboradores iniciou experimentos com antitoxina, produzida apos a
injecdo do agente etioldgico em camundongos, que resultou em 1897 no desenvolvimento
de um soro para uso humano (CDC, 2000; RHEE et al., 2005).

O tétano é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada pelo bacilo anaerébio
Clostridium tetani comumente encontrado na natureza sob a forma de esporo. Os sintomas
clinicos sdo causados pela acdo de poderosa exotoxina (tetanospasmina), liberada pelo
bacilo no local da porta de entrada da infeccdo. A doenca pode ser localizada ou
generalizada e caracteriza-se por contraturas e espasmos dos musculos esqueléticos (CDC,
2000; RHEE et al., 2005; ROPER et al., 2007; BRASIL, 2008; MENDOZA et al., 2009).

O agente etioldgico é o Clostridium tetani, bacilo Gram-positivo e estritamente
anaerobio. Na natureza, em condi¢cdes de aerobiose, o Clostridium tetani apresenta-se na
forma de esporo, medindo de 4 a 10 micra de comprimento, sendo capaz de resistir durante
varios anos as condi¢cdes ambientais. Os esporos podem ser encontrados em espinhos e
pequenos ramos de plantas, pregos, latas enferrujadas e sujas de terra ou areia contaminada,
instrumentos de lavoura e agulhas de injecdo. A bactéria faz parte da microflora intestinal
de alguns animais, sendo frequentemente encontrados em areas contaminadas por fezes
desses animais, podendo ocorrer também em humanos (CDC, 2000; BHATIA et al., 2002;
RHEE et al., 2005; ROGERS & FRYKBERG, 2006; BRASIL, 2008).
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O inicio do processo infeccioso ocorre com a introducdo dos esporos nos tecidos da
area da lesdo. Os esporos, em condi¢des de anaerobiose, se transformam na forma
vegetativa estimulados por varios fatores que diminuem o potencial oxirredutor no local,
tais como: presenca de corpos estranhos (terra, fragmentos metélicos ou de madeira),
gueimaduras, tecidos necrosados e pus (CDC, 2000; ROPER et al., 2007; MENDOZA et
al., 2009).

A principal toxina liberada é a tetanospasmina, uma neurotoxina, responsavel pela
sintomatologia neuromuscular da doenca. Ela é absorvida rapidamente e migra em horas ou
poucos dias do foco da infeccdo até o Sistema Nervoso Central (SNC), através das fibras
dos nervos motores. Ao atingir o SNC, a toxina age na sinapse entre 0s neurénios motores
inferiores e os interneurdnios inibidores de Rushaw, reduzindo ou blogueando a agéo
inibidora entre eles (ROCHA & PIMENTEL, 2008).

A distribuicdo epidemiologica permite definir que o tétano é cosmopolita e
considerado uma das doencas infecciosas de mais alta letalidade. Sua incidéncia esta
associada as condicBes socioecondmicas e a cobertura vacinal da populacdo, sendo um
grave problema de satde publica para muitos paises subdesenvolvidos da Ameérica Latina,
Africa, Asia e Oceania (ROPER et al., 2007; BRASIL, 2008).

No Brasil, o tétano ainda pode ser considerado um sério problema de saude publica,
devido ao numero significativo de casos de tétano acidental e a ocorréncia de tétano
neonatal. No periodo de 2000 a 2007, verificou-se a tendéncia de declinio das taxas de
incidéncia do tétano acidental, com reducdo de 35% no ndmero absoluto dos casos
confirmados. Em 2006, ocorreram 10 casos de tétano neonatal, com maior incidéncia nas
regides Norte (40%) e Nordeste (50%). Em 2007, verificou-se a reducéo de 50% do nimero

de casos de tétano neonatal em relacdo ao ano anterior (DATASUS, 2009).

O tratamento classico do tétano possui diferentes objetivos: erradicar o bacilo do
foco de infeccdo, realizar o tratamento sintomatico do paciente e neutralizar a toxina
tetdnica. Para erradicar o bacilo do foco de infeccdo é realizado o tratamento com
antibioticos e o debridamento do local, com excecdo do coto umbilical. Recomenda-se o
uso prévio de soro antitetanico (SAT) ou imunoglobulina humana antitetanica sistémica

(IGHAT), para neutralizar as toxinas que ainda ndo se fixaram ao SNC (BHATIA et al.,
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2002; ROCHA & PIMENTEL, 2008). O SAT ¢ utilizado na dose de 10.000 a 20.000 Ul,
por via intramuscular ou intravenosa em qualquer idade. A IGHAT ¢ utilizada na dose de
1.000 Ul a 3.000 UlI, por via intramuscular (CDC, 2000; ROGERS & FRYKBERG, 2006;
ROCHA & PIMENTEL, 2008; BRASIL, 2008).

A vacinacdo constitui-se no meio mais eficaz, seguro e econémico de prevencgéo do
tétano. A vacina antitetanica foi descoberta no inicio da década de 1920 e tem como
antigeno o toxdide tetanico, obtido a partir da toxina tetanica inativada pelo formaldeido. O
toxoide tetanico induz a producdo de anticorpos neutralizantes da classe IgG (antitoxina),
sendo altamente imunogénico, seguro e promovendo quase 100% de protecdo apos um
esquema de imunizacdo. O nivel minimo de anticorpos séricos considerado protetor é de
0,01 Ul/ml. A imunidade contra o tétano pode ser avaliada e quantificada por testes de
neutraliza¢do, imunoenzimatico ou hemaglutinacdo passiva (CDC, 2000; MENDOZA et
al., 2009; BRASIL, 2008). No entanto, a medida padrdo da resposta imune ao toxodide
tetdnico é o teste de soroneutralizacdo da toxina (CDC, 2000; BHATIA et al., 2002;
ROGERS & FRYKBERG, 2006; BRASIL, 2008).

As apresentacfes da vacina contra o tétano (TT, DT, dT, DTP e DTPa) utilizadas
atualmente no Brasil, geralmente, contém > 10 Lf (limite de floculacdo’) de toxdide
tetdnico purificado ou > 2 Ul de poténcia (Unidade Internacional), tendo sais de aluminio
como adjuvante (hidréxido ou fosfato). Dependendo da apresentagdo, tem como
preservante o timerosal ou o 2-fenoxietanol. A diferenca entre as vérias apresentacfes da
vacina contra tétano dependera dos demais componentes combinados ao toxdide tetanico
(ROCHA & PIMENTEL, 2008; BRASIL, 2008).

! Limite de floculag&o (Lf): unidade de concentracio da toxina ou toxdide determinada por técnica de Ramon.
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Roper e colaboradores (ROPER et al., 2007) demonstraram recentemente que ao
aplicar doses sucessivas de DTP, o periodo de protecdo aumenta gradualmente e que a
partir da 4* dose, os niveis protetores de anticorpos permanecem pelo menos por 10 anos,

para a maioria das pessoas vacinadas (Figura 1).
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Figura 1: Resposta imune ao toxoide tetanico. Adaptado de ROPER et al., 2007
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1.5 — Controle da qualidade de vacinas

O controle da qualidade de vacinas é uma acdo da Vigilancia Sanitaria de extrema
importancia, uma vez que esse tipo de produto possui a peculiaridade de ser administrado
em pessoas sadias (MIRANDA & HENRIQUES, 2005). Entende-se por Vigilancia
Sanitéria o conjunto de a¢Bes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de
intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo e circulacéo
de bens e da prestacdo de servicos de interesse da satude (BRASIL, 1990). Dessa maneira,
as autoridades sanitarias devem ndo s garantir a disponibilidade, mas também assegurar a
qualidade e eficacia dos imunobioldgicos utilizados no pais, de acordo com as normas
oficiais. Acles de Vigilancia Sanitaria que permitam estabelecer os parametros de
seguranca, qualidade e eficacia dos imunobiologicos sdo atividades prioritarias para as
autoridades sanitarias do pais (MIRANDA & HENRIQUES, 2005).

As autoridades sanitarias exigem que os imunobioldgicos sejam avaliados por testes
de seguranca (Tabela 2) e eficacia (Tabela 3) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004).

Tabela 2: Defini¢des dos testes de seguranca bioldgica

Testes de seguranca

Verificacdo da auséncia de bactérias, fungos e leveduras

Esterilidade _ . _
em insumos farmacéuticos, medicamentos e correlatos
o Determinacdo da reatividade biolégica inesperada e néo
Toxicidade » . _
aceitavel de farmacos e medicamentos
. Deteccdo de endotoxina pelo aumento da temperatura
Pirogénio

corporal de coelhos apos injecdo intravenosa do produto

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004
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Tabela 3: Defini¢cdes dos testes de eficacia

Testes de eficacia

Identificacdo do componente designado no rétulo do

produto, distinguindo-o de qualquer outro componente

Identidade
presente no processo
Capacidade da vacina em manter suas propriedades
Estabilidade quimica, fisica, microbioldgica e bioldgica dentro do
limite de especificacédo
. Avaliacdo da capacidade de um imunobioldgico em
Poténcia

induzir uma resposta imune especifica

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004

Nesse contexto, esta inserido o INCQS, que tem como missdo: “contribuir para a
promoc¢do e recuperacdo da saude e a prevencdo de doencas atuando como referéncia
nacional para as questBes cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle de qualidade de
produtos, ambientes e servigos vinculados a Vigilancia Sanitaria” (INCQS, 2004). Cabe ao
INCQS, analisar a documentacdo de todo o processo de producdo dos imunobiolégicos
emitida pelo produtor e realizar os testes de seguranca e de eficicia das vacinas, antes de

sua liberacdo para o PNI.
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1.6 — Ensaios de poténcia in vivo para os componentes diftérico e tetanico

Poténcia é a capacidade especifica do produto de induzir um organismo a produzir
resposta imunogénica. Em produtos combinados, como a vacina DTP, a poténcia de cada
componente isolado ndo pode ser reduzida pela interacdo com os outros produtos, pois tal
fato comprometeria sua eficdcia em humanos (US FDA, CBER, 1997).

Os testes utilizados para verificar a poténcia dos componentes diftérico e tetanico
em vacinas e soros hiperimunes preconizados na ultima edi¢do da Farmacopéia Brasileira
(2004), baseiam-se nos métodos de desafio (OMS) ou do método de soroneutralizacao
(FDA/NIH). O método de desafio consiste da inoculagdo dos animais com diferentes
diluicbes da vacina teste ou da vacina de referéncia e posterior desafio com a toxina
(diftérica ou tetanica) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004). O método
soroneutralizacdo FDA/NIH é constituido de duas etapas (imunizacdo e soroneutralizacao).
Na primeira etapa, seis cobaias sdo imunizadas para cada lote de vacina e 4 (difteria) ou 6
(tétano) semanas apds a inoculacdo é realizada uma puncdo cardiaca nesses animais para a
obtencéo do soro.

Antes da etapa de soroneutralizacdo (SN), é necessario 0 estabelecimento da
L+/10/50 da toxina utilizada no ensaio. O termo L+/10/50 refere-se & menor concentracao
de toxina que quando misturada a 0,1UI/mL de soro padrdo e inoculada em animais, mata
50% destes. Na etapa de SN é realizada a titulacdo do soro proveniente do animal
imunizado (vacina teste) frente a toxina especifica. O resultado de poténcia da vacina teste
é obtido a partir da comparacdo do desempenho desse soro animal com o do soro padrao,
através da dose efetiva média calculada por analise de probitos. Geralmente, um soro
padrdo de trabalho nacional é produzido e sua poténcia é padronizada e aferida
periodicamente frente a um soro de referéncia internacional (SRI), fornecido pela
Organizagdo Mundial de Saude.

A etapa de SN é a que envolve maior numero de animais, cerca de 80 a 90% do total
utilizado no ensaio. Nesta etapa, para a analise de um Unico lote de vacina sdo utilizados 94
animais (70 camundongos para tétano e 24 cobaias para difteria). Para 0s soros hiperimunes
antidiftérico e antitetanico, apenas é realizada a SN (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2004).
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1.7 — Desenvolvimento de métodos alternativos para avaliacdo de poténcia dos

componentes diftérico e tetanico

Apesar do teste de SN ser usado mundialmente, existem algumas desvantagens
como, o grande nimero de animais utilizados, alto custo, o tempo gasto para executar o
ensaio e a variagdo bioldgica, que incentivam a pesquisa e o desenvolvimento de
metodologias alternativas. VArios testes imuno-quimicos tém sido desenvolvidos, que
podem — completa ou parcialmente — substituir o uso de animais utilizados nos ensaios de
poténcia (Quadro 2), dentre eles estdo o ELISA, Células Vero (linhagem celular derivada
do rim de macaco verde), Hemaglutinacdo e o ToBIl. O método de inibi¢do de ligacdo da
toxina (ToBI-Toxin binding Inhibition) — é um método imunoenzimatico, semelhante ao
ELISA, onde os soros diluidos e misturados a toxina padrdo sdo distribuidos numa placa
de 96 pocos sensibilizada com anticorpo de captura anti-toxina (HENDRIKSEN et al.,
1991).

O método ToBI foi desenvolvido primeiramente para avaliagdo da soroconversdo
em soro humano (HENDRIKSEN et al., 1988 e 1989a) e posteriormente utilizado para
determinar o titulo da antitoxina diftérica no controle da qualidade devido a comprovacgédo
de sua fécil realizacéo, sensibilidade e alta reprodutibilidade (HENDRIKSEN et al., 1989b;
1991). O ToBI para o componente tetanico foi oficialmente validado (HENDRIKSEN et
al., 1994; WINSNES et al., 1999) e incluido na Farmacopéia Européia a partir da 5°
edicdo. Atualmente, o método ToBI é proposto para a substituicdo e reducdo no nimero de
animais de laboratério nas etapas de fabricacdo e controle da qualidade das vacinas
bacterianas contra  tétano por algumas diretrizes internacionais (ECVAM, 2000;
FARMACOPEIA EUROPEIA, 2008; WHO, 1997). O Centro Europeu para a Validacio de
Métodos Alternativos (ECVAM, 2000) declarou que o ensaio imunoenzimatico ToBI pode
ser utilizado nos ensaios do componente tetanico visando liberagdo de lotes pelas
autoridades regulatorias, devido a boa correlagdo com testes in vivo (HENDRIKSEN et al.,
1991; MATOS et al., 2002).
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Apesar de ser validado apenas para a analise do componente tetanico, 0 método
ToBI tem se mostrado adequado também para a andlise da poténcia do componente
diftérico (HENDRIKSEN et al., 1989a; WALORY et al.,, 2000; MARCOVISTZ et al.,
2002; SONOBE et al., 2007).

Quadro 2: Métodos alternativos in vitro utilizados e/ou preconizados para determinacdo da

poténcia de componentes diftéricos e tetanicos

ENSAIO COMPONENTE REFERENCIA
ELISA Tetdnico WHO, 1997: FARMACOPEIA EUROPEIA, 2008
Diftérico

GUPTA etal., 1994. MARCOVISTZ et al., 2002.

Células Vero Difterico FARMACOPEIA EUROPEIA. 2008
Hemaglutinacéo Tgtap Ico Manual de métodos de laboratério (WHO, 1997)
Diftérico
HENDRIKSEN et al., 1988; 1989a; 1989b; 1991;
Tetanico MARCOVISTZ et al., 2002; MATOS et al., 2002;
ToBI Diftérico SONOBE et al., 2007; WALORY et al., 2000;

WHO, 1997: FARMACOPEIA EUROPEIA, 2008
(tétano)
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1.8 — Validagdo de métodos alternativos

O termo validagdo vem do latim valere que significa “ter for¢a”. Para um método
“ter for¢a” o estudo de validagdo deve envolver a confiabilidade ¢ a relevancia do novo
método (BALLS et al., 1990). Entretanto, o conceito de validacdo € considerado confuso e,
dependendo do contexto ou da interpretacdo dos autores pode levar a diferentes conclusdes
(METZ et al., 2002).

O objetivo de uma validacdo é demonstrar que o método é apropriado para a
finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003a).
A validacdo de uma metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formularios
oficiais devidamente reconhecidos pela ANVISA deve respeitar 0s seguintes parametros:
especificidade; linearidade; intervalo; precisao; limite de quantificacdo; exatidao e robustez
(Tabela 4) (BRASIL, 2003a).

A fim de implementar o método ToBI no INCQS, serd necessario um estudo de
validacdo do método para o componente diftérico e um outro para o componente tetanico,
antes de serem implementados na rotina do controle de vacinas e substituir os tradicionais

métodos in vivo.

Com a realizacdo das validagdes, esses métodos poderdo ser utilizados ndo somente
para a liberacdo de lotes de imunobioldgicos destinados ao PNI, como também durante o

processo de producao.

Como o ToBI é um método analitico, que ainda ndo esta descrito na Farmacopéia
Brasileira, para sua validacdo devem ser determinadas a especificidade, linearidade,

intervalo, precisao, limite de quantificacdo, exatidao e robustez.
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Tabela 4: Parametros de validacdo de um método analitico

Definigéo

Especificidade

capacidade de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas,

produtos de degradacédo e componentes da matriz

Linearidade

capacidade de uma metodologia em demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro de um

intervalo especificado

Intervalo

faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior

de um método analitico

Repetitividade
(preciséo intra-ensaio)

concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista e mesma

instrumentacao

Precisdo intermediaria

(preciséo inter-ensaios)

concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio,
mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes

Reprodutibilidade (precisao
inter-laboratorial)

concordancia entre os resultados obtidos em laboratorios
diferentes como em estudos colaborativos, geralmente
aplicados a padronizacdo de metodologia analitica, por

exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopéias

Limite de Quantificacdo

menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as

condicOes experimentais estabelecidas

Exatidao

proximidade dos resultados obtidos pelo método em

estudo em relacéo ao valor verdadeiro

Robustez

medida de sua capacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variacfes dos parametros analiticos, indicando

sua confiabilidade durante o uso normal

Referéncia: BRASIL, 2003a
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1.9 — Justificativa

Os grupos de defesa animal e aqueles que argumentam a favor da abolicdo da
experimentacdo animal tém encontrado um significativo suporte na Europa e Estados
Unidos, e suas idéias tém se expandido por todo mundo. A necessidade da realizacdo de
ensaios utilizando animais tem sido seriamente questionada por diversos setores da
sociedade, seja no &mbito politico, social, ético ou cientifico. Neste quadro, pode-se dizer
que as industrias quimicas e farmacéuticas, ou mesmo Orgdos governamentais de
regulamentacdo e controle da qualidade, estdo sob crescente pressdo para substituir a
experimentacao animal por métodos que nao utilizem animais (METZ et al., 2002).

Esta tendéncia internacional vem se tornando crescente também no Brasil, que
busca seguir o principio dos 3Rs (Replacement, Reduction e Refinement), introduzidos por
Russel e Burch em 1959, onde: Substituicdo (replacement) refere-se a substituicdo de
animais superiores conscientes por materiais inanimados ou insensiveis. Reducédo
(reduction) significa a diminuicdo de animais utilizados para se obter informagdes com
guantidade e precisdo adequadas. Refinamento (refinement) refere-se a qualquer
diminuicdo da incidéncia de severidade de procedimentos desumanos aplicados a animais
que ainda tenham que ser utilizados (RUSSEL & BURCH, 1959).

Nas décadas recentes, 0 uso do principio dos 3Rs também tem sido reconhecido
pelos o6rgdos reguladores (como a Farmacopéia Européia e FDA) e varias autoridades
internacionais, tendo sido incorporado em monografias e normas. Varios testes com
relevancia questionavel foram removidos das monografias da Farmacopéia Européia ou sdo
realizados apenas durante o processo produtivo.

O INCQS é um 6rgdo publico federal de carater técnico-cientifico, que atua em todo
territério nacional atendendo ao Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNSV) e
interage com organizagdes internacionais vinculadas a qualidade de produtos ofertados a
populacéo atraves da analise documental do registro, processo de producdo e da realizagédo
de testes de seguranga e eficacia em imunobiolégicos (BRASIL, 2003b).

Para determinar a poténcia dos componentes diftérico, tetanico e pertussis presentes
em vacinas e soros hiperimunes como preconizado pela Farmacopéia Brasileira, o Setor de
Vacinas Bacterianas (SVB) do INCQS utilizou no periodo de 2005 a 2008 cerca de 20.000
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animais (Tabela 5). Nesse periodo foram recebidos 754 lotes, dentre eles soro antidiftérico
e antitetanico e vacinas duplo adulto (dT), duplo infantil (DT), triplice bacteriana (DTP),
tetravalente (DTP Hib), pentavalente (DTP-Hepatite B-Hib) e DTP acelular. As vacinas
DTP Hib (54%), dT (18%), DTP (13%) e o soro antitetanico (11%) representaram 0 maior
percentual de produtos analisados (Figura 2). Dentre eles, 242 foram efetivamente testados

através de ensaio in vivo, devido a alguns produtos estarem no sistema de aleatoriedade?.
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Figura 2: Namero de lotes de produtos analisados pelo Setor de Vacinas Bacterianas entre
2005 e 2008

Como o ToBI ja é utilizado em instituicbes internacionais e preconizado pela
Farmacopéia Européia para controle de poténcia do componente tetanico
(FARMACOPEIA EUROPEIA, 2008), com a possibilidade de ser aplicado também ao
componente diftérico (HENDRIKSEN et al., 1989b; MARCOVISTZ et al., 2002;
SONOBE et al., 2007; WALORY et al., 2000), a padroniza¢do dessa metodologia no
INCQS, além de permitir a consonancia com as metodologias internacionais, também ira
satisfazer algumas das atividades de desenvolvimento tecnolégico, como o
desenvolvimento, validacdo e/ou implantacdo de novas metodologias analiticas através de
organizacéo, coordenacdo e padronizacdo de programas interlaboratoriais e estabelecimento

de materiais de referéncia (INCQS, 2004). Uma vez que o INCQS é reconhecido

2 O sistema de aleatoriedade foi determinado através do consenso do INCQS, ANVISA e produtor, baseado
na homogeneidade dos resultados e auséncia de reprovagédo ao longo dos anos, podendo ser suspensa quando
houver reprovacdo de amostra.
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internacionalmente como o Unico centro de referéncia em validacdo de métodos

alternativos ao uso de animais na Ameérica Latina (ALTWEB, 2010).

Tabela 5: Numero de lotes ensaiados e animais utilizados para andlise de poténcia dos

componentes diftérico e tetanico entre 2005 e 2008 no Setor de Vacinas

PRODUTO 2005 2006 2007 2008

DTP lotes 8 9 9 3
camundongos 560 630 630 210

cobaias 192 216 216 72

dT lotes 4 2 9 12
camundongos 280 140 630 840

cobaias 96 48 216 288

DT lotes 1 1 1 1

camundongos 70 70 70 70

cobaias 24 24 24 24

DTP Hib lotes 20 14 19 28
camundongos 1400 980 1330 1960

cobaias 480 336 456 672

DTP acelular lotes 6 0 3 2
camundongos 420 0 210 140

cobaias 144 0 72 48

DTP Hepatite B Hib lotes 1 0 1 0

camundongos 70 0 70 0

cobaias 24 0 24 0

Soro Antidiftérico lotes 4 1 2 0

cobaias 96 24 48 0

Soro Antitetanico lotes 18 9 10 44
camundongos 1260 63 700 3080

Total lotes analisados 62 36 54 90
Total animais utilizados 5116 2531 4696 2404
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Nesse contexto, a substituicdo do método de rotina pelo ToBIl permitiria uma
reducdo de 90% do nimero de animais utilizados (Tabela 6) e, conseqientemente, menor
custo e maior agilidade na liberacdo de lotes. Dessa maneira, 0 presente estudo pode
contribuir para a adocdo das metodologias alternativas aos testes in vivo, atualmente
empregados no laboratério oficial de controle da qualidade de imunobioldgicos, e pelos
produtores nacionais. Assim como, permitira sua posterior incorporacdo na Farmacopéia

Brasileira.

Tabela 6: Numero de animais utilizados por ensaio
IN VIVO ToBlI

Imunizagdo  Soroneutralizagdo | Imunizagéo Soroneutralizagéo

Difteria 6 cobaias 24 cobaias 6 cobaias 0
Tétano 6 cobaias 70 camundongos 6 cobaias 0
Total 6 animais* 94 animais 6 animais* Nenhum animal

Fonte: ECVAM, 2000; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004; FARMACOPEIA
EUROPEIA, 2008; WHO, 1997. * Os mesmos animais podem ser utilizados para a analise

de poténcia de difteria e tétano.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Padronizar e validar o método in vitro de inibicao de ligacdo da toxina (ToBl) para
reduzir o numero de animais utilizados nos ensaios de controle de poténcia dos

componentes diftéricos e tetdnicos em amostras de vacinas e soros hiperimunes.

2.2 - Objetivos Especificos

)] titular os reagentes utilizados no teste ToBl para determinar as

concentragdes Otimas ao teste;

i) estabelecer os limites de confianca através dos graficos de controle de

processo para os controles positivo e negativo do ToBlI;
iii) avaliar a variabilidade do teste através da determinacdo da especificidade,
linearidade, precisdo (intra-ensaio e inter-ensaio), limites de quantificacdo e

deteccao;

iv)  avaliar possivel interferéncia de componentes do soro de cobaias utilizado

no ensaio;

V) determinar poténcia do componente tetanico presente em vacinas utilizando

amostra de soro animal colhido na quarta semana ap0s a imunizagéo;

vi) correlacionar resultados de poténcia determinados pelo teste ToBI com 0s

determinados pelo produtor em testes in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

A avaliacdo da variabilidade do teste ToBIl para determinar a poténcia dos
componentes diftérico e tetanico presentes em vacinas e soros antidiftéricos e antitetanicos
foi conduzida através de diferentes etapas: obtencédo e selecdo de soros de cobaias e equino
(imunoglobulina purificada) a serem analisados, obtencdo e titulacdo dos reagentes
(anticorpos conjugados, soros de captura, soros de referéncia e toxinas), padronizacdo das
diferentes etapas do método, célculo dos limites de confianca para os controles positivo e

negativo e determinacdo dos parametros de validacéo.

3.1 — Amostras de soros, toxinas e reagentes

Foram utilizados para cada componente (diftérico e tetanico), os soros de referéncia
internacional (SRI) e nacional (SRN), soro equino antidiftérico (SAD) ou antitetanico
(SAT) e soro de cobaias imunizadas com vacinas dT ou DTP Hib (soro teste).

As toxinas foram fornecidas pelo Instituto Butantan com concentracdes de 100
Lf/mL (diftérica) e 1380Lf/mL (tetdnica), os conjugados e os soros de captura foram
fornecidos por Biomanguinhos, o0 TMB e o peroxido adquiridos da SIGMA®.

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

Os soros de referéncia internacional antidiftérico e antitetanico foram fornecidos
pelo NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control — Hertfordshire,
United Kingdom) com poténcia previamente determinada em estudos interlaboratoriais de
diversos paises. Os SRN antidiftérico e antitetanico s@o os soros de trabalho utilizados nos
ensaios in vivo para determinar a poténcia dos componentes diftérico e tetanico presente
em soros e vacinas no INCQS e foram usados como padrdes nos ensaios in vitro.

Os soros de referéncia nacionais foram produzidos no INCQS, a partir de um pool

de soros comerciais de diferentes produtores nacionais, sendo acondicionados em frascos

29



com poténcia de 1000 Ul/mL e posteriormente liofilizados. Para a utilizacdo, o conteddo
de cada frasco € ressuspendido com solucdo salina 0,85 % enriquecida com 1% de peptona
e 60 % de glicerol, de modo a obter 10 Ul/mL. O SRN tem a sua poténcia periodicamente
determinada in vivo apés afericdo frente ao soro internacional. A poténcia do soro de

referéncia nacional antidiftérico é de 9,8 Ul/mL e do soro antitetanico é de 10 Ul /mL.

3.1.2 - Soros equinos hiperimunes (Soro hiperimune)

Para avaliar a capacidade do método em detectar anticorpos especificos presente
em soro purificado, foram selecionados quatro lotes de soro antitetanico (SAT) e quatro
lotes de soro antidiftérico (SAD) procedentes de produtores nacionais. Esses soros sao
purificados a partir do plasma de equinos hiperimunizados e contém anticorpos especificos
contra toxina tetanica e toxina diftérica, respectivamente. A poténcia minima de cada soro
preconizada pela Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia Brasileira, 2004) é de 1000 Ul/mL.
Devido a alta poténcia desse material quando comparado aos demais produtos, fez-se
necessario realizar uma diluicdo prévia (1:500) para ajusta-lo a poténcia induzida pelas

vacinas (em torno de 2 Ul/mL).

3.1.3 - Soro de animais imunizados com as vacinas dT e DTP Hib

3.1.3.1 - Animais

Na etapa de imunizacdo foram utilizadas cobaias (Cavia porcellus) com massa
entre 450 e 550¢, preferencialmente do mesmo sexo, procedentes do Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério/FIOCRUZ e aclimatados no Servico de Animais de
Laboratorio/INCQS por um periodo de pelo menos 24 horas. A licenga para 0 uso desses
animais esta registrada no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - FIOCRUZ) sob o
namero P. 0135/02.
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3.1.3.2 - Amostras testadas

Para avaliar a capacidade do método em detectar anticorpos especificos presente em
soro de cobaias imunizadas, foram testados dois lotes de vacinas dT e dois lotes de vacina
DTP Hib de dois produtores nacionais (Biomanguinhos e Instituto Butantan). Essas
amostras foram liberadas para o uso pelo PNI seguindo os critérios estabelecidos por
normas oficiais. A poténcia foi previamente determinada in vivo pelo produtor e pelo
laboratério nacional de controle (INCQS). A poténcia minima preconizada pela
Farmacopéia Brasileira do componente tetanico é de 2,0Ul/mL para todas as vacinas
bacterianas e para o componente diftérico é 0,5 Ul/mL para a vacina dT e 2,0 Ul/mL para a

vacina DTP Hib (Farmacopéia Brasileira, 2004).

3.1.3.3 - Imunizacgdo das cobaias e obtencdo de soro (componente diftérico e
tetanico)

A imuniza¢do das cobaias seguiu o preconizado pela Farmacopéia Brasileira para
determinacdo da poténcia dos componentes tetanico e diftérico, presentes nas monografias
“VACINA ANTIDIFTERICA E ANTITETANICA ADSORVIDA USO INFANTIL (DT)
Vaccinum diphtheriae et tetani adsorbatum” ¢ TOXOIDE TETANICO ADSORVIDO
Toxoidum tetanicum adsorbatum” (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004).

Para cada lote de vacina testada, foram inoculadas 6 cobaias com a metade da dose
total humana (0,75 mL) por via subcutanea (SC), utilizando seringa de 1 mL e agulha 13 x
4,5 mm. Ao final de quatro (difteria) e seis (tétano) semanas, pelo menos 4 cobaias que
apresentaram ganho de peso foram previamente anestesiadas utilizando éter e sangradas
através de puncdo cardiaca utilizando seringa de 10 mL e agulha 40 x 1,2 mm. O sangue
foi depositado em tubos 13 x 100 mm e incubado a 37+0,5°C por 60 minutos para a
coagulacdo e retracdo. Apds a incubacdo, o sangue foi centrifugado a 2.000 r.p.m. por 10
minutos e o pool dos soros dos animais de cada lote foi estocado separadamente a
temperatura de -20°C. Esses soros foram utilizados para a determinagdo de poténcia

através da SN in vivo e pelo método ToBI.
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3.1.4 — Toxina tetanica e toxina diftérica

As toxinas utilizadas no presente estudo sdo de fabricacdo nacional. Para cada
toxina foi realizada a determinacdo da L+/10/50, ou seja, a dose capaz de matar 50 % dos
animais em até 96 horas quando misturada com 0,1 Ul de soro referéncia internacional.
Essa dose é utilizada para a realizacdo do ensaio in vivo, mas também serviu para
determinar o intervalo a ser testado durante a etapa de titulacdo do método ToBI. A partir
desse intervalo foi realizada, durante a etapa de titulagdo, uma curva dose-resposta da
toxina e foi definida a diluicdo da toxina (controle positivo) que apresentava uma

densidade 6ptica (D.0O.) préxima a 1,0 para os ensaios subsequentes.

3.1.4.1 - Estabelecimento da L+/10/50 da toxina diftérica

Para o estabelecimento da L+/10/50 da toxina diftérica foram utilizadas 4 cobaias
(250 a 350q) por diluicdo. Foram distribuidos em tubos 13x100mm volumes variados (fator
de diluicdo aproximado 1,3) de toxina diftérica e volumes constantes de soro padréo
antidiftérico (LUI/mL), de modo que cada animal fosse injetado com 0,1Ul/mL de soro. O
volume dos tubos foi igualado para 5,0 mL com solugéo salina contendo 1% de peptona e
em seguida incubados a 37+0,5°C por aproximadamente 60 minutos. Em cada cobaia foi
administrado por via SC um volume de 1 mL de cada diluicdo, utilizando seringa de 1mL e
agulha de 13 x 4,5. Os animais foram observados durante 96 horas e 0 nimero de animais
sobreviventes em cada mistura foi registrado. A menor quantidade de toxina, que causou
50% de mortalidade nos grupos de animais em 96 horas, foi escolhida para as etapas

subsequientes.

3.1.4.2 - Estabelecimento da L+/10/50 da toxina tetanica

Para o estabelecimento da L+/10/50 da toxina tetdnica foram utilizados 10
camundongos (Mus musculus), com massa entre 17 a 22g, por dilui¢do. Foram distribuidos
em tubos 13 x 100mm volumes variados (fator de diluicdo aproximado 1,05) de toxina
tetanica e volumes constantes de soro padrdo antitetanico (LUI/mL), de modo que cada

animal fosse injetado com 0,1UI/mL de soro. O volume dos tubos foi igualado para 3,0 mL
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com solucdo salina contendo 1% de peptona e em seguida incubados a 37+0,5°C por
aproximadamente 60 minutos. Em cada camundongo foi administrado por via SC um
volume de 0,2 mL de cada diluicéo, utilizando seringa de 1mL e agulha de 13 x 4,5mm. Os
animais foram observados durante 96 horas e o0 numero de animais sobreviventes em cada
mistura foi registrado. A menor quantidade de toxina, que causou 50% de mortalidade nos

grupos de animais em 96 horas, foi escolhida para as etapas subsequentes.

3.2 — Teste de inibicdo de ligacédo da toxina - ToBI (Toxin Binding Inhibition)

O ToBI é um ensaio imunoenzimatico desenvolvido para estimar a quantidade de
antitoxinas diftérica ou tetanica em amostras de soro. O ToBI se divide em duas etapas: a)
soroneutralizacdo (Fase 1) — incubacdo da mistura de soro teste em diferentes
concentracdes e toxina em placas de 96 pocos; b) reacdo imunoenzimatica (Fase 2) —
captura da toxina ndo neutralizada pelo soro na fase anterior (soroneutralizagéo), em uma
nova placa sensibilizada com antitoxina especifica. Em seguida, o anticorpo antitoxina
conjugado a peroxidase é adicionado e a reacdo é revelada. Dessa maneira, a leitura em DO
é inversamente proporcional a poténcia de vacinas e soros hiperimunes, ou seja, quanto

menor a capacidade do soro em neutralizar a toxina, maior a DO.

3.2.1 - Titulagdo cruzada dos reagentes (diftérico e tetanico)

A titulacdo de reagentes se faz necessaria para determinar as concentraces de soro
de captura, de anticorpo conjugado e de toxina adequadas ao teste.

O anticorpo de captura antidiftérico ou antitetanico foi diluido para 20 pg/mL em
tampdo carbonato com 0,02 % de azida sodica (pH 9,6). Com o auxilio de uma pipeta
multicanal, foi adicionado 100 pl/pogo dessa solucéo em todos os 96 orificios de uma placa
de poliestireno de fundo chato. Em seguida, esta placa foi coberta com filme adesivo e
incubada a temperatura de 2 a 8°C por cerca de 18 horas.

No dia seguinte, a placa foi lavada duas vezes com tampéo de lavagem, composto
de salina tamponada com fosfato (PBS) e 0,05% de Tween 20, em lavador de placas

automatico (Bio-Tek ELx50). Foi efetuado bloqueio de sitios inespecificos através da
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adicdo de 200 pl/pogo da solucao de albumina sérica bovina (BSA) a 1% em PBS (pH 7,2).
A placa foi coberta e incubada a 37°C por 60 min.

Em paralelo, foi preparada uma solugdo de toxina diftérica ou tetdnica na
concentracdo de 0,5 Lf/mL em PBS (pH 7,2) e realizadas diluicdes seriadas (fator 2) a partir
desta. Ap0s a lavagem da placa foram distribuidos 100 ul das diferentes diluigdes de toxina
em cada pogo. A placa foi novamente coberta com filme adesivo e incubada a 37°C por 90
min.

O anticorpo antitetanico e antidiftérico, ambos conjugados a peroxidase, foram
diluidos 1:500 a 1:16000 (fator 2) em solucdo PBS com 0,1% de BSA e 0,05% de Tween
20. Apos a lavagem das placas, foram adicionados 100 pl/poco das diluigdes do anticorpo
conjugado, a placa foi coberta e incubada a temperatura ambiente sob abrigo da luz por 2
horas.

Em seguida, a placa foi lavada e 100 ul da solugdo de substrato (tampéo acetato de
sodio a 0,011 M - pH 5,5, 1,67 % de tetrametilbenzidina - TMB 0,025M em etanol
absoluto p.a. e 0,03 % de peroxido de hidrogénio-H,O,) foi adicionada em cada cavidade.
A placa foi mantida a temperatura ambiente e sob abrigo da luz por 15 minutos e entdo a
reacdo foi interrompida adicionando-se 100 pl/pogo de solucéo de acido sulfurico a 2 M. A
leitura das absorbancias foi realizada em leitor de ELISA (Bio-Tek ELx 800) a um

comprimento de onda de 450 nm.

3.2.2 - Método ToBI

3.2.2.1 - Soroneutralizagédo (FASE 1)

Apbs a identificacdo de uma microplaca de poliestireno de fundo redondo, foram
adicionados 200 pl de solucdo de bloqueio (BSA 1% em PBS - pH 7,2) em cada pogo. A
placa foi incubada por 60 minutos a 37°C em camara Umida e em seguida foi lavada duas
vezes em lavador de placas com solugéo de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20).

Como demonstrado na figura 3, foi distribuido 100 pl de PBS (pH 7,2) nos pocos
das linhas B até G e 200 pl dos diferentes soros na linha A. Em seguida, foi realizada uma

diluicdo seriada (fator 2) até a linha G, de onde foram descartados 100 ul para igualar os
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volumes. Em todos os pocos, com exce¢ao aos da linha H, foram adicionados 100 ul de
toxina (diftérica ou teténica) diluida em PBS (pH 7,2), na concentracdo de 0,125 Lf/mL. Os
pocos da linha H (1-6) contendo somente PBS foram reservados para o controle negativo e
0s pocos H (7-12) contendo somente a toxina (0,125Lf/mL) foram reservados para o
controle positivo (100% de absorbancia). A placa foi incubada por 37°C durante 60

minutos e em seguida foi colocada na geladeira (4°C) por no minimo 12 horas (figura 4).

SRI SRN Soro 1 Soro 2 Soro 3 Soro 4

Al1/8 |18 |1/8 |1/8 |18 (18 |1/8 |1/8 |1/8 |(1/8 |1/8 |1/8

B|1/16 |1/16 [1/16 |1/16 |1/16 |1/16 |1/16 |1/16 |1/16 |1/16 |1/16 |1/16

C|1/32 |1/32 |1/32 |1/32 |1/32 |1/32 ||1/32 |1/32 |1/32 |1/32 |1/32 |1/32

D|1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64 |1/64

E [1/128|1/1281/128 |1/128]1/128 | 1/128|1/128 | 1/128]1/128 | 1/128]1/128 | 1/128

F |1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/256

G|1/512|1/512[1/512 |1/5121/512 | 1/512||1/512 | 1/5121/512 | 1/512 | 1/512 | 1/512

H |- - - - - - + + + + + +

SRI: Soro Referéncia Internacional; SRN: Soro de Referéncia Nacional;
Controle negativo (-): PBS puro; Controle positivo (+): toxina a 0,125Lfm/L

Figura 3: Esquema de distribuicdo dos soros na placa
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3.2.2.2 - Reacdo Imunoenzimatica (FASE 2)

Uma placa de 96 pogos de fundo chato foi revestida com 100 pl/pogo de antitoxina
(diftérica ou tetanica) a 20 pg/mL e incubada a 4°C por no minimo 12 horas em camara
umida. Apos incubacdo, a placa foi lavada duas vezes com solucédo de lavagem (PBS com
0,05% de Tween 20) e bloqueada com 200 pl/poco de BSA 1% em PBS (pH 7,2) durante
60 min a 37°C em atmosfera Umida.

Posteriormente, a placa foi lavada duas vezes e 100 pl da mistura da placa da Fase 1
(SN) foram transferidos para os respectivos pogos desta placa que continha anticorpo de
captura fixado. Esta placa foi incubada por 90 minutos a 37°C em atmosfera Umida.

Apos a lavagem das placas, foram adicionados 100 pl/pogo da solugdo do anticorpo
conjugado diluido 1:4000 (difteria) ou 1:2000 (tétano) em PBS com 0,1% de BSA e 0,05%
de Tween 20. A placa foi coberta e incubada a temperatura ambiente sob abrigo da luz por
120 minutos.

Em seguida, a placa foi lavada e 100 ul da solugdo de substrato (tampdo acetato de
sodio 0,011 M - pH 5,5, 1,67 % de tetrametilbenzidina - TMB 0,025M em etanol absoluto
p.a. € 0,03 % de perdxido de hidrogénio-H,0,) foram adicionados em cada cavidade. A
placa foi mantida a temperatura ambiente e sob abrigo da luz por 15 minutos e entdo a
reacao foi interrompida adicionando-se 100 ul/pogo de solugao de acido sulftrico a 2 M. A
leitura das absorbancias foi realizada em leitor de ELISA (Bio-Tek ELx 800) a um

comprimento de onda de 450 nm (Figura 4).
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Figura 4: Esquema resumido do procedimento do teste ToBI
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3.3 — Limites de Confiancga para os Controles Positivo e Negativo

Os limites de confianga (ou de controle) foram estabelecidos a partir do célculo de 3
DP e os limites de alerta, em 2 DP, ap0s a realizacdo de 20 ensaios como definidos pela
OMS (WHO, 1997). Esses graficos de controle foram confeccionados e os testes de
performance realizados utilizando o programa SPC Explorer RT, versdo 5.21 (Quality
America Inc.)

Os eixos dos graficos foram formados pelo tempo (abscissa) e pela absorbancia
(ordenada). As linhas horizontais do grafico consistem da média das absorbancias do
controle positivo e negativo e dos limites superiores e inferiores, calculados a partir da
média adicionada de 2 desvios-padrdo (DP) e média mais 3 DP. Os limites inferiores
foram calculados a partir da média subtraida de 2 DP e 3 DP. As médias, 0os desvios-
padrdo e, consequentemente os limites foram calculados a partir de 20 ensaios. Os limites
de 2 DP séo considerados limites de alerta e os de 3 DP, limites de rejei¢do do ensaio.
Apo6s cada ensaio, os valores foram imediatamente adicionados ao grafico e submetidos

aos testes de performance.

Os testes de performance verificaram a ocorréncia de:
a) um valor além dos limites de confianga superior ou inferior (3DP);
b) nove valores consecutivos no mesmo lado da média;
c) seis valores consecutivos ascendentes ou descendentes;
d) dois de trés valores consecutivos além dos limites de alerta superior
ou inferior (2 DP).

Os ensaios que produziram valores acima do limite superior de 3DP ou abaixo do

limite inferior de 3DP foram considerados invalidos e ndo foram utilizados para as demais

etapas de validacéo do presente estudo.
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3.4 — Parametros de Validagao

3.4.1 — Especificidade

A especificidade demonstra a capacidade de selecdo entre compostos com estruturas
semelhantes e pode ser determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras
contaminadas e amostras ndo contaminadas. Os resultados da amostra ndo podem ser
afetados por esses materiais. Nesse estudo, a especificidade foi avaliada através da
comparagdo da soroneutralizacdo de soro e toxina especifica® com a soroneutralizacio de
soros e toxina especificos na presenca de uma toxina inespecifica®, para comprovacio da
ligagdo somente da toxina especifica (Figura 5). A diferenca entre os grupos foi analisada
através do método estatistico ANOVA (p>0,05).

SRI SEIN S0ro Toxina
. " " \ " \ especifica
1/8 OOOOOOOOOOOO Toxinas
e | COOOICOOOOC OO0 | 7 aneric
1132 | COOCICOOOOO0O 0O © tetamica
1w | O OOOCOOO0 OO0
M2 | OOOOCICOOCO OO0
V256 |\ S OOOICOOOOO0O0
W21 OO TCIOOTIO OO0
S| CCOOCOOI0O0 00O | fon

Figura 5: Distribuicdo dos diferentes soros na placa com 2 condic¢des de toxina:

somente a toxina especifica (diftérica ou tetanica) e as duas toxinas misturadas

Especifica: toxina diftérica, se a placa de captura estiver sensibilizada com soro antidiftérico; ou toxina
tetanica, se a placa de captura estiver sensibilizada com soro antitetanico.

4 e . e . - S .
Inespecifica: toxina diftérica, se a placa de captura estiver sensibilizada com soro antitetanico; ou toxina
tetanica, se a placa de captura estiver sensibilizada com soro antidiftérico.
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Para comprovar a auséncia de ligacdo inespecifica, foram realizados também dois
ensaios para o componente diftérico e dois para 0 componente tetanico utilizando toxina
inespecifica como controle negativo e comparando seu resultado com o controle negativo
(PBS). As diferencas entre os grupos foram analisadas através do método estatistico
ANOVA (p>0,05).

3.4.2 — Linearidade

Para a determinacdo da linearidade foram realizadas 11 dilui¢Ges sucessivas dos SRI
e 15 diluicBes do SRN. O coeficiente de correlagdo foi determinado através do gréfico da
absorbancia (eixo das ordenadas) pelo log (eixo das abscissas) da diluicdo. Além disso, a
linearidade e o paralelismo foram avaliados em cada ensaio, sendo considerados quesitos

para verificar a validade dos resultados.

3.4.3 — Precisao

A precisdo de um método é avaliada de diferentes maneiras: andlise da
repetitividade, da precisdo intermediaria e da reprodutibilidade e pode ser expressa como
coeficiente de variagdo percentual (CV%).

A repetitividade (precisdo intra-ensaio) foi avaliada para cada um dos 3 dias de
ensaios e para as diferentes amostras. O CV% foi calculado a partir de 7 diluicdes seriadas
e em duplicata para cada amostra, dentre elas: um soro de referéncia internacional (SRI),
um soro de referéncia nacional (SRN), quatro soros hiperimunes de diferentes lotes (SH) e
quatro soros de animais imunizados com diferentes lotes de vacina (SA). O CV% foi obtido
a partir da razdo entre a raiz da média das variancias pela média das dilui¢bes multiplicada
por 100. Os valores de precisdo devem ficar abaixo dos limites considerados aceitaveis,
tanto precisdo intra-ensaio (CV<10%) quanto preciséao inter-ensaio (CV<20%), para indicar
boa repetitividade do método segundo agéncias regulatorias (AOAC, 2000).

A precisdo intermediaria (precisdo inter-ensaios) foi analisada tendo como variavel
além do dia de ensaio (n = 3), o analista do ensaio (n=2). Para cada amostra testada (SRI,
SRN, quatro lotes de SH e quatro lotes de SA) foi avaliado 0 CV% em trés dias de ensaios.
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O CV% foi obtido a partir da razdo entre a raiz da média das variancias (entre os 3 dias)
pela média obtida nos diferentes dias multiplicada por 100.

3.4.4 - Limite de Deteccédo

O limite de deteccdo (LD) foi estabelecido por meio da andlise de concentracbes
conhecidas e decrescentes do analito até o menor nivel detectdvel pelo ensaio. Esse
parametro foi calculado conforme guias oficiais (AOAC, 2000) para cada componente
(difterico e tetanico) a partir do valor médio do controle negativo (PBS) adicionado de 3
desvios padrdo (DP) em 30 ensaios.

LD = Média do controle negativo + 3 DP

3.4.5 - Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) foi estabelecido por meio da analise de
concentragOes decrescentes do analito até o menor nivel determinavel com precisdo e
exatiddo. Esse parametro foi calculado conforme guias oficiais (AOAC, 2000) para cada
componente (diftérico e tetdnico) a partir do valor médio do controle negativo (PBS)
adicionado de 10 desvios padrdo (DP) em 30 ensaios. O LQ foi determinado também para
cada componente.

LQ = Média controle negativo + 10 DP
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3.5 - Avaliacéao da possivel interferéncia de componentes do soro animais

Com o objetivo de descartar a possibilidade de algum componente no soro desses
animais interferir em algum tipo de ligacdo ao longo das etapas. Foram realizados quatro
ensaios com soro de animais ndo imunizados em diferentes dias com diluicdo de 1:2 para o
soro animal e oito dilui¢des seriadas das toxinas com fator de diluicdo de 1,2 partindo da
concentra¢do de 0,20 LF/mL. Os dois controles positivos do componente diftérico e o0s
outros dois para 0 componente tetanico foram distribuidos de maneira que um controle de
cada componente foi diluido em PBS e o outro controle foi diluido em soro de animal ndo
imunizado. Além disso, foram distribuidos dois controles negativos, sendo um o PBS e 0
outro soro de animal ndo imunizado conforme figura 6. Os resultados de DO foram

analisados através do método estatistico ANOVA (p>0,05).

C + Tox. C + Tox. C-
diftérica tetanica

et Yamten Wl et Vet UF e Wt

QOO O0O0CO00 00O Diluentes:
OO0OO0OOOOOOCO

OO OO0OO0OO0OOO —A— SoroAnimal
OO0 O00O0OLOO0 TR
OOOO0O0O0OOOCOOO
OOOOO0OO0O0O0OOOO
OOOOI0OOOOLOOO

Figura 6: Distribuicdo dos controles positivos das duas toxinas e do controle

negativo em dois tipos de diluentes (PBS e soro animal ndo imunizado)

42



3.6 — Unica sangria para poténcia diftérica e tetanica

E preconizado pela Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2004) a utilizacdo de soro animal de sangria feita 4 semanas apds imunizacdo para
componente diftérico (primeira sangria) e 6 semanas ap0s imuniza¢do para componente
tetdnico (segunda sangria). Dessa maneira é necessario que 0s animais permanecam mais
duas semanas apds a primeira sangria para que uma outra puncdo seja realizada. Nesse
experimento foi avaliada a possibilidade de utilizar soro de uma mesma sangria para
determinar poténcia de ambos componentes (diftérico e tetanico).

Foi realizado ensaio ToBI sendo que na etapa de soroneutralizagdo (fase 1) foram
utilizadas cinco amostras de soro animal de primeira sangria (4 semanas apds a
imunizacdo) em contato com toxina tetanica. O resultado foi comparado com o mesmo
ensaio utilizando cinco amostras de soro animal de segunda sangria (6 semanas apds a
imunizacdo) através do método estatistico ANOVA (p>0,05). Este experimento foi repetido

em cinco diferentes dias.

Cabe ressaltar que a utilizacdo do método estatistico ANOVA somente é possivel
caso o0s resultados apresentem distribuicdo normal. A normalidade dos resultados foi
testada pelo método Kolmogorov-Smirnov.

3.7 — Correlagdo entre os resultados de poténcia do ensaio ToBI com o
produtor

Para correlacionar os resultados de poténcia dos componentes diftéricos e tetanicos
do ensaio ToBI com os valores de poténcia fornecidos pelo produtor, foram realizados seis
ensaios com quatro amostras de vacina diftérica e nove amostras para componentes
tetanicos. A poténcia de cada amostra em cada ensaio foi determinada por analise de linhas
paralelas, utilizando o software Combstat® v.4.0. A média aritmética de cada amostra entre
os seis dias foi calculada e correlacionada com os respectivos valores de poténcia do
produtor, utilizando o software Minitab® v.14 para calcular o coeficiente de correlacdo de

Pearson.
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4. RESULTADOS

4.1- Determinacédo da L+/10/50 in vivo

4.1.1- Toxina Diftérica

A determinagdo da L+/10/50 ° da toxina diftérica foi realizada através da mistura de
diferentes volumes da toxina diluida frente ao soro de referéncia 0,1 Ul/mL. O resultado de
L+/10/50 foi obtido apds quatro experimentos realizados em diferentes dias. A média
desses experimentos, calculada por probitos, foi 0,313 Lf/mL para a toxina diftérica
(Tabela 7).

4.1.2- Toxina Tetanica

A determinagdo da L+/10/50 da toxina tetanica foi realizada a partir do resultado
obtido em cinco experimentos realizados em diferentes dias. A média desses experimentos
foi 0,487 Lf/mL (Tabela 7).

Tabela 7: Valores de L+/10/50 das toxinas diftérica e tetdnica no ensaio de

soroneutralizagéo in vivo

Toxina Concentracéo Diluicdo prévia Valor médio de
inicial L +/10/50
Diftérica 100 Lf/mL 1:30 0,313 +£0,000 Lf/mL
(n=4)
Tetanica 1380 Lf/mL 1:80 0,487 £ 0,017 Lf/mL
(n=5)

n — ndmero de experimentos realizados para cada toxina. Valores de L+/10/50 expressos como média dos
experimentos realizados +desvio padréo

>Conforme mencionado anteriormente, L+/10/50 refere-se a menor concentragdo de toxina que quando
misturada a 0,1Ul/mL de soro padréo e inoculada em animais, mata 50% destes.
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4.2 - Titulagdo dos reagentes para ToBI

4.2.1 - Componente diftérico

O anticorpo antidiftérico conjugado a peroxidase foi titulado nas dilui¢des de 1:500
a 1:8000 frente a concentracdo de soro de captura antidiftérico de 20 pg/mL (Figura 7). O
manual de métodos laboratoriais da OMS (WHO, 1997) preconiza para o teste de poténcia
de vacinas, que os valores mé&ximos de absorbancia estejam entre 0,6 e 1,5. Como
observado na figura 7 a maior diluicdo de conjugado que melhor se ajustou a esse critério
da OMS foi a de 1:8000.

Paralelamente a titulacdo do anticorpo conjugado, foram testadas concentracfes de
toxina diftérica proximas ao valor encontrado na etapa de estabelecimento da L+/10/50
(tabela 7). As concentracbes de toxina diftérica (0,125 e 0,500 Lf/mL) ndo mostraram
diferencas significativas quanto aos valores de absorbancia obtidos (Figura 7). Dessa

maneira, a menor concentracdo (0,125 Lf/mL) foi escolhida para as etapas da validacao.

2,0

1,8 -— —
© 16 - — = . .
2 ’ Anticorpo Conjugado
8 1,4
\e) —n
o 1,2 ) g
2 1,0 - ——500
._% 0.8 - —— 1000
S 0.6 - 2000
0 04 —=—4000

0,2 1 =—+=38000

0,0 . .

0,125 0,500

Toxina diftérica (Lf/mL)

Figura 7: Titulacdo da toxina diftérica e do anticorpo conjugado a peroxidase utilizando

soro de captura antidiftérico (20 png/mL)
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4.2.2 - Componente tetanico

O anticorpo antitetanico conjugado a peroxidase foi titulado nas diluicdes de 1:500
a 1:16000 frente a concentracdo de anticorpo de captura antitetanico de 20 pug/mL (Figura
8). Como podemos observar, a maior diluicdo de conjugado que melhor se ajustou aos
critérios da OMS (WHO, 1997) foi a de 1:4000.

As concentracOes de toxina tetanica também foram testadas concomitantemente a
titulacdo do anticorpo conjugado, baseando-se nos valores encontrados na etapa de
estabelecimento da L+/10/50. As concentragBes (0,125, 0,250 e 0,500 Lf/mL) néo
mostraram diferencas significativas quanto aos valores de absorbancia obtidos. Da mesma
maneira que para a toxina diftérica, foi escolhida a menor concentragéo (0,125 Lf/mL) para

as etapas da validacdo (Figura 8).

2,0

18 A - —

16 - e
s L4
2 ‘—/_‘——_‘ . R
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S 10 - D—— =500
3 —=—1000
g 081 —4—2000
0 06 - "5 —%—4000

014 i - PY —e —=—8000

@ —e—16000
0,2 -
0,0 ; ‘
0,125 0,250 0,500

Toxina tetanica (Lf/mL)

Figura 8: Titulacdo da toxina tetanica e do anticorpo conjugado a peroxidase utilizando

soro de captura antitetanico (20 ug/mL)
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4.3 — Avaliacéo dos parametros de validacgéo do ToBlI

Para utilizacdo do método estatistico ANOVA nas etapas de validacdo foi
necessario verificar se os resultados apresentavam distribuicdo normal. Apds anélise da
normalidade dos resultados — testada pelo método Kolmogorov-Smirnov — foi observado
que todas as amostras ficaram dentro do nivel de significancia (0,05), caracterizando
distribuicdo normal dos resultados (dados ndo apresentados), possibilitando assim, o uso do
método ANOVA.

4.3.1 — Especificidade

A anélise da especificidade do ToBIl para o componente diftérico foi realizada
através da comparacdo dos valores de absorbancia de pocos contendo toxina especifica
(toxina diftérica a 0,125 Lf/mL) com pocos contendo a toxina especifica (diftérica 0,125
Lf/mL) misturada com toxina inespecifica (tetanica a 0,125 Lf/mL) na proporcéo de 1:1. A
comparacdo dos resultados ndo demonstrou diferencas significativas (ANOVA p>0,05),
indicando que a presenca da toxina inespecifica ndo interfere na neutralizacdo ou deteccéao
da toxina especifica presente nas amostras de soro (Tabela 8).

O mesmo esquema experimental foi realizado para avaliar a especificidade do ToBI
para 0 componente tetanico, sendo que nesse ensaio a toxina diftérica (0,125 Lf/mL) foi
utilizada como inespecifica. Como demonstrado na tabela 8, a presenca da toxina
inespecifica (diftérica) ndo alterou significativamente a deteccdo do ensaio (ANOVA
p>0,05).

Tabela 8: Avaliacdo da especificidade do ToBI para componente diftérico e tetanico*

Difteria Tétano
Soro de referéncia internacional 0,9789 0,9774
Soro de referéncia nacional 0,9416 0,9638
Soro hiperimune antidiftérico 0,9997 -
Soro hiperimune antitetanico - 0,9949

*Resultados representam valores de significAncia de cada amostra utilizando sete
diluigdes em duplicata.
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Esses resultados demonstrando a especificidade do ToBl para ambos 0s
componentes, foram confirmados em um segundo experimento, realizado com dois ensaios,
onde foram distribuidos dois controles negativos, um com PBS (diluente) e o outro com
toxina inespecifica, além do controle positivo com a toxina especifica. Como podemos
observar nas tabelas 9 e 10, os valores de absorbancia obtidos pelo controle negativo com
toxina inespecifica ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados aos
obtidos pelo controle negativo com PBS, ou seja, o controle com a toxina inespecifica ndo
apresenta sinal de ligacdo com a placa de captura, tal qual o controle PBS, comprovando

que este teste é especifico para a toxina de interesse (ANOVA p>0,05).

Tabela 9: Valores de absorbancia (por poco) do controle negativo utilizando PBS e do
controle negativo utilizando toxina inespecifica obtidos no ToBl para o componente

diftérico

Meédia de dois ensaios*

Controle negativo Controle negativo
PBS toxina tetanica
0,057 0,063
0,058 0,060
0,055 0,060
0,055 0,061
0,056 0,059
0,055 0,061

ANOVA: valor-P 0,816
*Média de dois dias de ensaio. Cada controle foi
distribuido em 6 pogos.
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Tabela 10: Valores de absorbancia do controle negativo utilizando PBS e do controle
negativo utilizando toxina inespecifica obtidos no ToBI para o componente tetanico

Meédia de dois ensaios

Controle negativo Controle negativo
PBS toxina diftérica
0,056 0,070
0,058 0,065
0,061 0,065
0,057 0,064
0,058 0,062
0,057 0,067

ANOVA: valor-P 0,856
*Média de dois dias de ensaio. Cada controle foi
distribido em 6 pocos.

4.3.2 — Linearidade

A linearidade do ToBI para cada componente foi determinada utilizando 11
diluicdes do SRI. O coeficiente de correlacdo foi obtido através do grafico do log da
diluicdo pela absorbancia. Os resultados apresentaram coeficiente de correlagdo de r= 0,96
para o componente diftérico (Figura 9) e r=0,96 para o componente tetanico (Figura 10), o

gue demonstra boa linearidade do método.

49



SRI y =0,3393x + 0,0507

R? =0,9195
r =0,96

1,2

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Log diluigéo

Figura 9: Coeficiente de correlacdo do SRI para o componente diftérico

SRI y = 0,2401x + 0,0093
R? = 0,9281
r=0,96

1,2

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Log diluigéo

Figura 10: Coeficiente de correlacdo do SRI para 0 componente tetanico
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5.3.3 — Preciséo (intra-ensaio e inter-ensaio)

Para avaliacdo da repetitividade (precisdo intra-ensaio) foram calculados os
coeficientes de variacdo, em percentual (CV%), das absorbancias obtidas por sete diluicdes
seriadas de 10 diferentes amostras para componente diftérico (Tabela 11) e 10 diferentes
amostras para componente tetanico (Tabela 12).

Para avaliar a preciséo inter-ensaio, foram calculados os CV% das absorbancias
obtidos a partir das 7 dilui¢des dos soros em duplicata nos 3 distintos dias de experimento
(Tabelas 11 e 12). Como € possivel observar, os valores de precisdo intra-ensaio (CV<10%)
e de precisdo inter-ensaio (CV<20%) encontram-se abaixo dos limites considerados
aceitaveis por agéncias regulatérias (AOAC, 2000), indicando boa repetitividade do

método.

Tabela 11: Avaliacdo da precisdo intra-ensaio (CV% intra) e inter-ensaio (CV% inter) do
ToBI para o componente diftérico através dos coeficientes de variacdo (CV%) entre as

absorbéancias obtidas para cada amostra

CV% intra CV% intra CV% intra

Amostras Dial Dia 2 Dia 3 CV% inter
SRI 1,85 4,72 2,10 12,97
SRN 2,82 2,05 2,09 15,47
SH1 1,90 4,50 1,36 14,99
SH2 1,69 4,34 1,85 13,42
SH3 1,93 3,46 0,52 13,97
SH4 1,35 1,62 1,01 11,88
SAl 1,75 2,54 2,55 10,97
SA2 1,99 1,54 1,21 10,65
SA3 2,14 1,55 1,96 17,70
SA4 2,09 2,94 4,68 12,39

SRI: Soro Referéncia Internacional; SRN: Soro Referéncia Nacional; SH: Soro
Hiperimune; SA: Soro Animal
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Tabela 12: Avaliagdo da preciséo intra-ensaio (CV% intra) e inter-ensaio (CV% inter) do
ToBI para o componente tetanico atraves dos coeficientes de variacdo (CV%) entre as

absorbancias obtidas para cada amostra

CV% intra CV% intra CV% intra

Amostras Dial Dia 2 Dia 3 CV% inter
SRI 8,95 5,82 2,15 8,08
SRN 4,56 1,93 2,20 5,65
SH1 6,67 5,29 2,31 6,67
SH2 7,45 2,39 3,16 7,59
SH3 4,62 5,21 5,56 5,19
SH4 3,59 2,73 5,28 4,76
SAl 3,12 3,06 3,55 12,15
SA2 4,69 5,10 8,65 7,90
SA3 4,13 2,72 5,54 12,14
SA4 3,30 2,93 4,80 10,36

SRI: Soro Referéncia Internacional; SRN: Soro Referéncia Nacional; SH: Soro
Hiperimune; SA: Soro Animal

Para avaliar melhor a precisdo intermediaria (inter-ensaio) o CV% foi calculado
considerando como variavel além do dia (n = 3), o analista do ensaio (n=2). Nas tabelas 13
e 14 encontram-se os valores de CV% para cada produto nos trés dias de ensaio dos
diferentes analistas. Podemos observar que todos os valores encontram-se abaixo dos
limites considerados aceitaveis (AOAC, 2000), dentro de um mesmo dia (CV<10%) e
também em diferentes dias ou analistas (CV<20%), o que indica uma boa precisao

intermediaria do método.
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Tabela 13: Avaliacdo da precisao intra-ensaio (CV% intra) e inter-ensaio (CV% inter) do ToBI para o componente diftérico através dos

coeficientes de variacdo (CV%) entre as absorbancias obtidas para cada amostra em ensaios realizados por analistas diferentes

ANALISTA 1 ANALISTA 2
CV%intra CV%intra CV% intra  CV% intra CV% intra CV% intra
Amostras Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 CV% inter
SRI 9,61 1,36 1,18 1,79 4,30 8,22 17,13
SRN 1,50 5,76 2,49 2,29 4,61 1,78 15,18
SH1 2,34 2,72 1,19 2,86 2,83 4,37 16,36
SH2 1,96 1,96 2,36 1,11 1,91 3,56 12,05
SH3 1,98 2,76 0,48 2,13 1,43 3,05 18,44
SH4 1,88 1,94 2,21 2,46 2,34 2,54 18,25
SAl 0,73 2,52 3,35 2,60 2,85 2,61 12,36
SA2 2,12 1,44 4,14 2,52 3,91 1,40 18,89
SA3 1,62 2,13 2,55 2,79 2,45 2,93 15,36

SRI: Soro Referéncia Internacional; SRN: Soro Referéncia Nacional; SH: Soro Hiperimune; SA: Soro Animal
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Tabela 14: Avaliacdo da precisao intra-ensaio (CV% intra) e inter-ensaio (CV% inter) do ToBI para o componente tetanico através dos

coeficientes de variacdo (CV%) das absorbancias obtidos em ensaios realizados por analistas diferentes

ANALISTA 1 ANALISTA 2
CV% intra CV% intra CV% intra CV% intra CV% intra CV% intra
Amostras Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 CV% inter
SRI 5,64 3,09 3,49 5,66 0,43 2,47 10,53
SRN 2,27 4,65 2,94 4,13 1,03 0,80 18,77
SH1 3,60 2,77 2,24 2,47 2,22 2,97 7,21
SH2 3,35 3,85 4,26 1,99 1,37 3,17 17,13
SH3 2,83 1,20 5,97 2,07 1,20 2,65 18,25
SH4 2,70 3,14 0,99 1,10 1,54 1,83 17,13
SAl 2,16 1,53 1,22 1,22 1,69 2,16 10,43
SA2 4,73 2,99 1,74 2,99 1,74 2,05 3,85

SRI: Soro Referéncia Internacional; SRN: Soro Referéncia Nacional; SH: Soro Hiperimune; SA: Soro Animal
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Para confirmar a precisdo intermediaria, além de calcular coeficiente de variacao
dos resultados dos diferentes analistas, também foi realizada a andlise de variancia
(ANOVA). Como podemos observar nas tabelas 15 e 16 (componente diftérico e tetanico,
respectivamente) os resultados ndo diferiram, comprovando que ndo existe diferenca entre
analistas (ANOVA p>0,05).

Tabela 15: Andlise de variancia (ANOVA) do ToBI para componente diftérico de ensaios

realizados por analistas diferentes

AMOSTRAS valor-P
SRI 0,99974
SRN 0,99998
SH1 0,99988
SH2 0,97796
SH3 0,98809
SH4 0,99327
SA1 0,98736
SA2 0,88505
SA3 0,99698

SRI: Soro Referéncia Internacional; SRN: Soro Referéncia

Nacional; SH: Soro Hiperimune; SA: Soro Animal
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Tabela 16: Analise de variancia (ANOVA) do ToBI para componente tetanico de ensaios

realizados por analistas diferentes

AMOSTRAS valor-P
SRI 0,99999
SRN 0,99998
SH1 1,00000
SH2 1,00000
SH3 0,99999
SH4 0,99999
SAl 0,96064
SA2 0,99999

SRI: Soro Referéncia Internacional; SRN: Soro Referéncia

Nacional; SH: Soro Hiperimune; SA: Soro Animal

5.3.4 — Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)

Conforme mencionado anteriormente, os limites de deteccdo foram calculados a

partir das médias das absorbancias do branco em 30 ensaios e a elas foram somados trés

desvios padrdo (DP). Em paralelo, os limites de quantificacdo foram calculados através da

média da absorbancia do branco de 30 ensaios somando 10 DP. A tabela 17 apresenta 0s

limites de deteccdo e de quantificacdo expresso em absorbancia para cada componente.

Tabela 17: Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)

Componente diftérico

Componente tetanico

LD
LQ

0,076
0,121

0,082
0,130
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5.4 — Determinacéo dos Limites de Confianca

Os limites de confianca foram determinados através dos graficos de controle em
que os limites de desvios foram calculados a partir dos 20 primeiros valores de
absorbancia em ensaios contendo um controle positivo (toxina especifica) e um controle
negativo (PBS) de cada componente (diftérico e tetanico).

As figuras 11 e 12 mostram, respectivamente, os graficos com os valores do
controle negativo e positivo obtidos no ToBI para o componente diftérico. Os ensaios para
difteria considerados validos possuem valores de absorbancia dentro dos limites
preconizados pela OMS (WHO, 1997), identificados no grafico pela linha verde, para o
controle negativo (0,010 e 0,100) e positivo (0,6 e 1,5).

Entretanto, observa-se que quatro ensaios foram considerados invalidos (um para o
controle negativo e trés para o positivo) por encontrarem-se fora dos limites de trés desvios-
padrdo (DP). Os ensaios invalidos estdo destacados no grafico por um quadrado dentro de
um circulo. Estes ensaios invalidos, que representam aproximadamente 11% do total, ndo
foram utilizados para avaliacdo dos parametros de validag&o.

No grafico da figura 11, dois resultados foram marcados por um circulo, 0 que
demonstra que esses valores sinalizam um erro sistematico nos testes de performance
realizados pelo Software, que nesse caso, a ocorréncia de nove valores consecutivos no
mesmo lado da média. Esses ensaios (de nimero 25 e 26) ndo foram invalidados, mas a
partir deles, aumentou-se a vigilancia no processo. Na figura 12, alguns valores estdo
envoltos por um circulo, que se encaixam no requisito “nove valores consecutivos no
mesmo lado da média”, entretanto, dois outros também estdo envoltos por um circulo
(ensaios de numero 16 e¢ 22) e indicam um outro critério “dois valores consecutivos além
dos limites de alerta superior ou inferior (2DP)”. Quatro resultados do controle positivo
(figura 12) foram consideradas invalidos, pois apresentam-se abaixo do limite de controle
(3DP). Esses resultados também se mostram fora dos limites preconizados pela OMS,
sinalizado pela linha verde. Esses dados demonstram a importancia do acompanhamento
através dos graficos de controle, pois identifica a necessidade de aumento da vigilancia de

modo a minimizar causas especiais de variagdo no processo.
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Figura 11: Limites de confianca dos valores de absorbancia obtidos pelo controle

negativo utilizado no ToBI para determinacdo de poténcia do componente diftérico.
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Figura 12: Limites de confianca dos valores de absorbancia obtidos pelo controle

positivo utilizado no ToBI para determinacéo de poténcia do componente diftérico

As figuras 13 e 14 mostram, respectivamente, os graficos com os valores de
absorbancia do controle negativo e positivo obtidos nos ensaios com o componente
tetanico. Nos ensaios para tétano ndo foram encontrados valores fora dos limites
preconizados pela OMS para o0s controles negativo e positivo. No gréfico da figura 13 ndo
foi sinalizado nenhum ensaio fora dos limites de controle (3DP) ou limites de alerta (2DP).

O gréfico do controle positivo (figura 14) aponta um ensaio (17) sinalizado pelo

critério “dois valores consecutivos além dos limites de alerta superior (2 DP)”, dois ensaios
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(33 e 34) pelo critério “nove valores consecutivos no mesmo lado da média” e trés outros

com resultado invalido por apresentar valores fora dos limites de trés desvios-padréo (DP).
Da mesma maneira que para 0s ensaios para difteria, os ensaios invalidos ndo foram

utilizados no processo de validacdo do componente tetanico e apds a observacao desses

alertas, procedeu-se ao aumento da vigilancia no ensaio para 0 componente tetanico.
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Figura 13: Limites de confianca dos valores de absorbancia obtidos pelo controle

negativo utilizado no ToBI para determinacéo de poténcia do componente tetanico
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Figura 14: Limites de confianca dos valores de absorbancia obtidos pelo controle

positivo utilizado no ToBI para determinacao de poténcia do componente tetanico.

5.5 — Avaliacao da possivel interferéncia de componentes do soro de animais

Para estabelecer o valor de poténcia de vacinas, grupos de animais sdo imunizados e
apos o periodo de imunizacdo sdo sangrados e o soro é separado para titulacdo de
anticorpos.

A avaliagdo de um possivel interferente foi realizada através de comparacdo do
controle positivo contendo toxina diftérica diluida em PBS com o controle positivo
contendo toxina diftérica diluida em sora de animal ndo imunizado. O mesmo foi realizado

para 0 componente tetadnico. Foram realizados quatro ensaios em diferentes dias com
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diluicdo de 1:2 para o soro animal oito diluigdes seriadas das toxinas com fator de dilui¢éo
de 1,2 partindo da concentracdo de 0,20 LF/mL. Também foi estabelecida comparacéo
entre controle negativo contendo somente PBS com o controle negativo contendo somente
soro animal ndo imunizado. A comparacdo dos resultados ndo demonstrou diferencas
significativas conforme demonstrado na tabela 18 (ANOVA p>0,05), indicando que a
presenca de outros componentes no soro animal ndo interfere no resultado do ensaio in

vitro.

Tabela 18: Comparacédo dos controles diluidos em PBS com os controles diluidos em soro

animal ndo imunizado.

CONTROLES valor-P

Positivo diftérico 0,95

Positivo tetanico 0,96
Negativo 0,72

ANOVA entre quatro ensaios em diferentes dias

5.6 — Comparacdo dos resultados do soro obtido apds 4 e 6 semanas de

imunizacéo no ToBI para o componente tetanico

Na quarta e na sexta semana apds a imunizacdo os animais foram sangrados e 0
titulo de antitoxina tetanica foi avaliado pelo ToBIl. Foram realizados 3 ensaios em
duplicata em diferentes dias, utilizando 7 diluicbes por amostra. Os resultados de cada
amostra foram comparados através da anélise de variancia demonstrada na tabela 19
(ANOVA p>0,05).
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Tabela 19: ANOVA entre ToBI utilizando primeira e segunda sangria para

componente tetanico

AMOSTRAS valor-P
SAL (1° e 2° sangria) 0,95
SA2 (1° e 2° sangria) 0,90
SA3 (1° e 2° sangria) 0,85
SA4 (1° e 2° sangria) 1,00
SAD5 (1° e 2° sangria) 0,86

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados utilizando
soro animal de primeira sangria quando comparados com 0s resultados de soro animal de
segunda sangria para determinacdo de antitoxina tetanica pelo ToBIl, comprovando a

possibilidade de Unica sangria.

5.7 — Correlacéo entre os resultados in vivo do laboratério produtor e do ToBI

(in vitro)

Os valores de poténcia utilizados na confec¢do dos graficos sdo derivados da média
aritmética dos seis ensaios apresentados na tabela 20 para o componente diftérico e na
tabela 21 para o componente teténico. Os resultados apresentaram coeficiente de correlacéo
de r=0,97 com valor de p =0,005 para vacinas diftéricas (Figura 15) e r=0,97 com valor de
p <0,005 para amostras de tétano (Figura 16), o que demonstra boa correlacdo entre os

resultados.
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Tabela 20: Valor de poténcia estimado pelo ensaio ToBI para componente diftérico

Amostras  Valor poténcia* (Ul)

SRN 11,0
SAl 2,8
SA2 2,7
SA3 2,8
SA4 2,6

SRN: Soro Referéncia Nacional; SA: Soro Animal

*Média entre seis ensaios

Tabela 21: Valor de poténcia estimado pelo ensaio ToBI para componente tetanico

Amostras Valor poténcia* (Ul)

SRN 10,00
SAl 4,60
SA2 2,88
SA3 8,9
SA4 10,2
SH1 5,6
SH2 3,7
SH3 3,6
SH4 3,9

SRN: Soro Referéncia Nacional; SA: Soro
Animal; SH: Soro Hiperimune

*Média entre seis ensaios
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Figura 15: Correlacdo dos resultados de poténcia obtidos no ensaio in vivo

(laboratério produtor) e pelo ToBI (in vitro) do componente diftérico
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Figura 16: Correlacdo dos resultados de poténcia obtidos no ensaio in vivo (laboratorio

produtor) e pelo ToBI (in vitro) do componente tetanico
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foram realizadas algumas etapas de validacdo do teste ToBI,
desenvolvido com a finalidade de reduzir ou substituir os animais no controle de poténcia
de vacinas de difteria e tétano e soros hiperimunes.

Previamente a validacdo do ToBlI, foi necessaria uma etapa de titulacdo de alguns
reagentes (soro de captura, toxina e anticorpo conjugado a peroxidase) através de um
ensaio imunoenzimatico simples de deteccdo da toxina. Essa titulacdo permitiu a
determinacédo das concentracfes mais adequadas de reagentes para que 0 ensaio obtivesse
valores de absorbancia ideais. A concentracdo do soro de captura que melhor se ajustou ao
ensaio foi a de 20 pg/mL, para ambos os componentes (dados ndo apresentados).
Utilizando essa concentracdo de soro de captura, foram realizadas as titulacbes das toxinas
e dos anticorpos conjugados.

A titulacdo das toxinas foi realizada nas concentragdes de 0,125, 0,25 e 0,5 Lf/mL.
Como néo houve diferenca significativa dos valores de absorbancia entre as concentracdes
testadas, a menor (0,125 Lf/mL) foi selecionada. Alguns testes soroldgicos para
determinacdo de poténcia de vacinas contra difteria e tétano ja demonstraram resultados
dependentes da quantidade de toxina utilizada no ensaio, onde concentracfes elevadas
poderiam aumentar o titulo do soro analisado (GUPTA et al., 1994). Dessa maneira,
Vandenberg e colaboradores (1999) realizaram um experimento para comparar a
interferéncia de diferentes concentrages de toxina sobre os valores de poténcia obtidos
por diferentes metodologias: o teste com células Vero, o ELISA e o ToBIl. Esses
experimentos demonstraram que o ToBI foi 0 Unico teste onde a concentracdo de toxina
ndo interferiu com o titulo de anticorpo (VANDENBERG et al., 1999).

As diluigdes dos anticorpos antitoxina conjugados a peroxidase consideradas ideais
foram as que obtiveram valores de absorbancia préximos a 1,0 na etapa de titulacdo que
foram as dilui¢bes de 1:8000 para o componente diftérico e de 1:4000 para o teténico.

As concentracdes de toxinas (0,125 Lf/mL) e de anticorpos conjugados (1: 8000

para o antidiftérico e 1:4000 para antitetanico) consideradas adequadas na titulacdo foram
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utilizadas na validacdo do ToBI. Entretanto, ao realizarmos o teste ToBl, os valores de
densidade optica (DO) diminuiram cerca de 50% em relacdo aos encontrados durante a
titulacdo, para ambos os componentes. Por isso, foi necessaria uma nova titulacdo dos
anticorpos conjugados, dessa vez no teste ToBI propriamente dito. Nessa condicdo, 0s
valores considerados adequados para o anticorpo conjugado antidiftérico passou a ser de
1:4000 e para o antitetanico de 1:2000. Essa diminuicdo dos valores de DO pode ser
explicada pelo fato da titulagdo ter sido realizada em um Unico dia, quando uma placa
sensibilizada com soro de captura recebeu diferentes concentracdes de toxina, 0 anticorpo
conjugado e o substrato em seguida. JA& no ToBIl existe uma etapa adicional de
soroneutralizagdo onde a mistura de amostra e toxina é incubada por 18 horas antes do
inicio do teste. Provavelmente essa diferenca dos valores de DO obtidos nas etapas de
titulacdo e do ToBI ocorreu devido a realizacdo da soroneutralizacdo que ndo foi realizada
durante a titulagéo.

A partir dessas observacgdes, pode-se estimar que a titulagdo deve ser realizada
simulando todas as etapas do ToBI, incluindo a etapa prévia de soroneutralizagdo. Alguns
autores utilizam concentracfes de toxina e de conjugado no ToBI bastante distintas das
encontradas durante a titulacdo de nossos reagentes. Essas diferencas nas concentracdes
utilizadas estdo listadas na tabela 22 e podem ocorrer devido a diversos fatores como
procedéncia e lote dos reagentes, equipamentos e analista envolvidos. O nosso estudo teve
como base as informacg6es contidas nos estudos da literatura para iniciar a padronizacdo do
ToBI. Todavia muitas das concentracdes de reagentes e condi¢cdes de ensaio propostas por
esses estudos ndo se mostraram adequadas as condi¢des do nosso laboratério.

Nesse contexto o estudo estabelece um protocolo para ser utilizado em um estudo
colaborativo a ser realizado em conjunto com os laboratérios produtores como uma

préxima etapa na validacdo do método (reprodutibilidade).

67



Tabela 22: Comparacgdo das concentragdes dos reagentes utilizados e das caracteristicas das diferentes etapas do ToBI encontrados na literatura.

Referéncia

(componente analisado)

Diluig¢des do soro
de referéncia

Concentracao
toxina

Tempo e
temperatura de
incubacédo SN

Concentracéao
soro captura

Concentracédo do anticorpo
conjugado e temperatura
de incubacéo

Farmacopéia Européia
(tétano)

WHO, 1997
(tétano)

Hendriksen et al.
1988 (tétano); 1989
(difteria)

Marcovistz et al., 2002
(difteria)

Matos et al., 2002
(tétano)

Protocolo Butantan
(difteria e tétano)

INCQS
(difteria e tétano)

N&o especifica

Parte de 50Ul

1UI até 0,0039UI

5UI até 0,156Ul

10UI até 0,156Ul

5Ul até 0,04Ul

1,25U1 até 0,02Ul

0,04 Lf (tétano)

0,04 Lf

0,008 Lf (difteria)
0,01 Lf (tétano)

1Lf

1Lf

0,5 Lf

0,125 Lf/mL (dif)
0,125 Lf/mL (tét)

37°C minimo
12 horas

37°C minimo
12 horas

37°C minimo
12 horas

90 min. 37°C e
4°C minimo 12 horas

90 min. 37°C e
4°C minimo 12 horas

90 min. 37°C e
4°C minimo 12 horas

90 min. 37°C e
4°C minimo 12 horas

N&o especifica

1 Ul/ml

1 Ul/ml

20pg/ml

20pg/ml

20pg/ml

20pug/ml

1:4000 (tétano)
37°C

1:4000
temperatura ambiente

1:2000 (difteria)
1:5000 (tétano)
temperatura ambiente

1:2000 (difteria)
temperatura ambiente

1:2000 (tétano)
temperatura ambiente

1:1000
temperatura ambiente

1:2000 (tétano)
1:4000 (difteria)
temperatura ambiente

SN - soroneutralizacgéo
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Além de fatores como procedéncia e lote dos reagentes, que podem impactar nos
resultados, existem variacOes inerentes aos testes bioldgicos in vivo ou in vitro, que devem
ser bem analisadas e controladas de modo a garantir a qualidade dos resultados obtidos. A
utilizacdo de materiais de referéncia certificados e com poténcia aferida € uma importante
ferramenta que assegura a qualidade dos testes biologicos. Além disso, 0 acompanhamento
adequado do material de referéncia pode alertar para variagdes anormais no processo. No
contexto dos testes utilizados para liberacdo de lotes de produtos para uso humano, esse
controle do processo € ainda mais necessario, uma vez que pode impactar importantes
politicas de saude publica, como a vacinagéo.

A OMS recomenda o uso de gréficos de controle dos materiais de referéncia para
andlise de tendéncias dos resultados e variagcdes no processo de producdo (WHO, 1997;
2009). As variacbes podem ocorrer por alteracdo da atividade do material de referéncia,
mas também do proprio método ou de outros fatores envolvidos, como linhagens celulares,
animais, reagentes e técnicos (WHO, 2009). Os graficos de controle determinam limites de
controle, como os intervalos de confianca de 2 (2DP) e 3 desvios-padréo (3DP) e permitem
a realizacdo de testes de performance (WHO, 1997; 2009). Dependendo do resultado, é
recomendado o aumento da supervisdo ou a invalidacdo do ensaio.

Durante a padronizacdo do ToBl, a confeccdo de graficos de controle permitiu
monitorar os controles negativo (PBS) e positivo (toxina especifica). Dessa maneira foi
possivel prevenir que ensaios com valores de absorbancia fora dos limites fossem
considerados validos e utilizados indevidamente para calculo de poténcia. Por isso, esses
resultados ndo foram usados no processo de validacdo. Nos graficos confeccionados para o
componente diftérico, cinco ensaios foram considerados invalidos, pois em um ensaio 0
controle negativo encontrava-se fora dos limites de controle (3DP) e em outros quatro
ensaios, o controle positivo. No grafico do controle positivo de difteria foi possivel
observar que a partir do ensaio de nimero 19 houve uma tendéncia de diminuicdo dos
valores de absorbancia, alertando para a necessidade de supervisdo e andlise critica do
processo, evitando uma futura invalidacdo de ensaios. J& para 0 componente tetanico, trés
ensaios foram considerados invalidos, pois os valores do controle positivo encontravam-se
acima dos limites de controle. As principais causas especiais de variagdo para os dois

componentes foram os reagentes e solugdes utilizados. Em diversos momentos desse estudo
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foi possivel identificar que o TMB, o perdxido de hidrogénio e o tampéo acetato devem

encontrar-se exatamente nas concentracoes e/ou valor de pH especificados no protocolo.

5.1 Validagdo do ToBI

A validagdo € uma etapa necessaria para a aceitacdo do ToBI nos testes de rotina
para avaliagcdo de poténcia dos componentes diftérico e tetanico. O termo validagdo vem do
latim valere que significa “ter forga”. Para um método “ter for¢a” o estudo deve avaliar a
confiabilidade e a relevancia do novo método (BALLS et al., 1990).

A confiabilidade do ToBI como teste para avaliacdo de poténcia foi determinada a
partir da avaliagdo dos parametros de validacdo preconizados na RE 899 da ANVISA de
2003. Ja a sua relevancia fundamenta-se em sua capacidade de determinar a poténcia de
vacinas e soros hiperimunes e distinguir titulos altos e baixos (HENDRIKSEN et al., 1991).

A especificidade do ToBI para os componentes diftérico e tetanico foi determinada
verificando se havia interferéncia de uma toxina inespecifica com o anticorpo conjugado
e/ou com o soro de captura. Essa verificacdo foi realizada comparando os valores de
absorbancia dos pogos com toxina inespecifica e com PBS (controle negativo). Os
resultados mostraram que ndo houve diferengas significativas (p>0,05 ANOVA) dos
valores de DO obtidos nos pogos com PBS ou com a toxina inespecifica, comprovando que
ndo ocorreu ligacdo inespecifica com o conjugado ou o soro de captura.

Para avaliar a linearidade, foram realizados ensaios para os componentes diftérico e
tetdnico utilizando soro de referéncia internacional (SRI). No ToBI a absorbancia €
inversamente proporcional a concentracdo de anticorpos presentes nos soros, ou Seja,
aumentando a diluicdo a absorbancia aumenta proporcionalmente. 1sso ocorre porque a
medida que se dilui mais o soro, a neutralizacdo da toxina se torna incompleta e é
caracterizada pelo aumento da absorbancia (DO). Por outro lado, a completa inibigdo da
ligagdo da toxina resulta em valores baixos de DO, semelhantes ao controle negativo.
Consequentemente, uma amostra de soro que tenha maior poténcia apresentara valores de
absorbancia mais baixos do que aqueles que tenham poténcia menor. Para 0s dois
componentes, a linearidade s6 pode ser analisada em uma determinada faixa de diluicdo,

pois em concentragcBes mais altas 0 soro neutraliza praticamente toda a toxina presente na
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mistura, apresentando valores abaixo do limite de deteccdo. Entretanto, em concentracfes
mais baixas, 0 soro quase ndo € capaz de neutralizar toxina, resultando em valores
proximos ao controle positivo (toxina especifica).

A avaliacdo da repetitividade foi realizada a partir de célculo de coeficiente de
variacdo, em percentual (CV%), das absorbancias para cada componente. Durante a
avaliacdo da precisdo intra (repetitividade) e inter-ensaio (intermediéria) do ToBI
observamos que os coeficientes de variacdo (CV) encontravam-se dentro dos critérios das
normas oficiais (US FDA-CBER, 1997; AOAC, 2000). Os valores de repetitividade
estavam abaixo de 10% (CV<10%) e os valores de precisao intermediaria abaixo de 20%.

Para avaliar melhor a precisdo intermediaria (inter-ensaio), o CV% foi calculado
considerando como variavel além do dia (n = 3), o analista do ensaio (n=2). Os valores de
precisdo intermediaria encontram-se também abaixo dos limites preconizados, quando 0s
ensaios eram realizados em diferentes dias ou analistas (US FDA-CBER, 1997; AOAC,
2000). Esses achados demonstram que ndo existem variagOes significativas dos resultados
quando os testes sdo realizados no mesmo dia ou em dias diferentes e por analistas
diferentes.

Os limites de detec¢édo obtidos para os componentes diftérico e tetdnico demonstram
que valores de absorbancia abaixo de 0,076 e 0,082, respectivamente, ndo podem ser
diferenciados do controle negativo. Ja os limites de quantificacdo de 0,121 para difteria e de
0,130 para tétano mostram que somente valores maiores ou iguais a esses podem ser
quantificados com confiabilidade.

Como a determinacdo de poténcia das vacinas é realizada em amostras de soro de
cobaias imunizadas, foi avaliada a possivel interferéncia de componentes do soro de
cobaias no ensaio. Para isso, foram comparados os valores de absorbancia de dois
controles positivos para cada componente, de modo que em um controle a toxina
especifica foi diluida em PBS e no outro controle positivo a toxina foi diluida em soro de
animal ndo imunizado. Também foi comparada a absorbancia de dois controles negativos,
um com PBS puro e 0 outro com soro de animal ndo imunizado. Os valores de DO obtidos
do controle negativo com o soro de cobaias ndo imunizadas foram semelhantes aos obtidos
com o controle negativo de PBS. Da mesma maneira, o controle positivo com a toxina

especifica diluida em soro de cobaia ndo imunizada, apresentaram valores de DO
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semelhante ao controle positivo com toxina especifica diluida em PBS. Esses resultados
comprovam que ndo houve reducdo do sinal através de ligaces dos componentes do soro
de animais ndo imunizados com a toxina especifica na fase de soroneutralizacdo e nem
potencializagdo do sinal com possiveis ligacbes inespecificas do soro de animais nao
imunizados na segunda placa sensibilizada com soro de captura antitoxina. Este
experimento demonstra a capacidade do ToBI em detectar somente ligacdes especificas
entre antitoxina/toxina e que outros componentes do soro animal néo interferem no ensaio,
indicando que o ToBI, pode ser aplicavel tanto no controle de soro hiperimune purificado

quanto soro de cobaias imunizadas com vacinas de difteria e tétano.

Outro fato importante na validacdo do teste é a comparacdo dos resultados de
poténcia do ToBI com o teste farmacopéico in vivo. Entretanto, foram observadas algumas
diferencas nas metodologias de célculo preconizadas ou utilizadas por diferentes fontes
(Tabela 23). Algumas das fontes consultadas (HENDRIKSEN et al., 1988; 1989b; WHO,
1997; MARCOVISTZ et al., 2002; MATOS et al., 2002) primeiramente calculam a DOs; €,
em seguida, calculam a poténcia através da analise por linhas paralelas. Entretanto, o
préprio célculo da DOsg varia entre 0s autores consultados (Tabela 23).

Segundo Hendriksen e colaboradores o titulo de um soro desconhecido é
determinado pelo estabelecimento da diluicdo I+ de ambos soros (referéncia e teste). A
diluicdo I+ é definida como a menor diluicdo de antitoxina que, ao ser misturada com 0,01
Lf/ml de toxina, inibe incompletamente a ligacdo de toxina na placa sensibilizada com
antitoxina especifica (HENDRIKSEN et al. 1988; 1989b). Essa incompleta inibicdo €
expressa pelo aumento da densidade dptica. Desse modo, a poténcia relativa pode ser
calculada pela comparacdo da diluicdo I+ do soro em teste com a diluicdo I+ do soro de
referéncia.

Diferentemente de Hendriksen, o manual da OMS (WHO, 1997) calcula a DOs, de
cada placa aplicando a seguinte formula: (média da absorbancia do controle positivo + a
média da absorbancia do controle negativo)/2. Posteriormente determina o escore para cada
amostra de soro, que representa a diluicdo referente ao ultimo poco com um valor de
absorbancia abaixo da DOsy. Em seguida, a poténcia € determinada pelo célculo de linhas
paralelas (WHO, 1997).
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Ja a Farmacopéia Européia é sucinta com relacdo ao calculo de poténcia pelo ToBl,
informando apenas que a comparacdo deve ser realizada por andlise de linhas paralelas, ndo
citando nada sobre como interpretar os dados nem valores de poténcia minimos
preconizados para cada produto (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2008).

Tabela 23: Variacao de calculo de poténcia para o ensaio ToBI entre diferentes autores

Referéncia Célculo de poténcia

Calculo da poténcia relativa através da determinacdo da
HENDRIKSEN et al. I+ (menor diluicdo de antitoxina que, ao ser misturada
1988 (tétano) com 0,01 Lf/ml de toxina inibe incompletamente a

ligacdo de toxina)

Determinacdo da 1+ como em Hendriksen et al. 1988 OU
HENDRIKSEN et al.

o DOsp: Diferenga entre média da DO do controle positivo
1989Db (difteria)

pela média da DO do controle negativo dividido por 2

) Calculo da DOsy: média da absorbancia do controle
WHO, 1997 (tétano e

o positivo + a média da absorbancia do
difteria)

controle negativo)/2.

MARCOVISTZ et al.,
2002 (difteria); MATOS

Calculo da DOsgy: Metade da média da DO do controle

et al., 2002 (tétano) positivo
FARMACOPEIA
EUROPEIA, 2008 Andlise de linhas paralelas
(tétano)
INCQS

o ) Analise de linhas paralelas (Combstat®)
(difteria e tétano)

DO - densidade optica; DOsy — densidade Optica média.
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Em nosso estudo seguimos a Farmacopéia Européia que preconiza o calculo de
poténcia pelo método de anélise por linhas paralelas utilizando o programa Combstat®.
Além disso foi realizada a comparacdo dos resultados de poténcia obtidos no ToBI com os
fornecidos pelos produtores dos soros e vacinas, determinados através do ensaio in vivo de
soroneutralizacdo, através do coeficiente de correlagcdo de Pearson.

A correlacéo foi estabelecida a partir dos valores de poténcia do produtor e a média
aritmética dos valores de poténcia entre diferentes dias de ensaio in vitro (n=6) para cada
amostra.

Foram calculados os valores de poténcia de quatro amostras de vacina diftérica e
nove amostras para componentes tetanicos (cinco vacinas e quatro soros hiperimunes). Os
resultados apontaram boa correlagéo tanto para amostras de difteria (r= 0,97) quanto para
tétano (r=0,97). Esses dados sugerem que o ensaio ToBI possui uma boa correlagdo com o
modelo oficial de teste para determinacdo de poténcia, uma vez que o produtor libera
laudos através de ensaios in vivo. Cabe lembrar que para realizar a correlacdo do
componente diftérico somente foi possivel utilizar amostras de quatro vacinas diftéricas,
uma vez que os soros analisados possuiam valores imprecisos de poténcia, especificados
pelo produtor apenas como maior que 1200 Ul/mL, impedindo o estabelecimento de
coeficiente de correlagdo de Pearson.

Os produtos analisados nesse estudo possuem 0s seguintes critérios de aprovacao
segundo a Farmacopéia Brasileira: a) minimo de 2 Ul/mL dos componentes diftérico e
tetanico para as vacinas de uso infantil (DT, DTP, DTP Hib etc); b) minimo de 0,5 Ul/mL
do componente diftérico e no minimo 2 Ul/mL do componente tetdnico para a vacina de
uso adulto (dT); ¢) minimo 1000 Ul/mL para os soros hiperimunes antitetanico e
antidiftérico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004). Todos os produtos analisados foram
aprovados pelo INCQS através do método de soroneutralizacao.

A etapa de validacéo foi realizada através de diversos pardmetros com excecdo do
estudo inter-laboratorial. Essa Ultima etapa so é possivel quando todos 0s outros parametros
de validacdo sdo atendidos, como apresentado no presente estudo. Entretanto, a maior
dificuldade de realizacdo de estudo inter-laboratorial é a selecdo de laboratorios

participantes interessados no estudo, principalmente porque no Brasil s6 existem dois
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laboratdrios produtores de vacina para difteria e tétano que poderiam participar de um
estudo colaborativo.

Com a validacdo do ensaio ToBlI torna-se possivel a substituicdo da etapa de
soroneutralizacdo in vivo no controle da poténcia de componentes diftéricos e tetanicos
presentes em soros e vacinas, mas além da substituicdo este estudo também propGe um
possivel refinamento do ensaio tradicional. A Farmacopéia Brasileira preconiza a utilizacao
de soro animal obtido 4 semanas (primeira sangria) apds a imunizagdo para 0 componente
diftérico e 6 semanas (Ssegunda sangria) apds imunizagdo para componente tetanico
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004). Dessa maneira é necessario que 0s animais
permanecam mais duas semanas até que outra puncao seja realizada.

Para diminuir o tempo de duracdo do ensaio e a permanéncia e sofrimento das
cobaias, foi realizado um experimento que avaliou a possibilidade de utilizar o soro da
primeira sangria (4 semanas) para determinar a poténcia também do componente tetanico
no teste ToBIl. N&o foram encontradas diferencas significativas quando os resultados dos
ensaios que utilizaram soro animal da primeira sangria foram comparados com o0s
resultados com soro animal da segunda sangria. Dessa maneira, foi possivel propor uma
Unica sangria a ser realizada para determinar a poténcia in vivo e in vitro dos componentes
diftérico e tetanico. Essa constatacdo representa um refinamento do ensaio ndo sé pelo fato
de evitar o sofrimento prolongado dos animais ao eliminar a segunda puncao cardiaca, mas
também por representar a reducdo de tempo em até duas semanas na liberacdo de lotes de
vacinas em andlise, assim como a reducdo no custo da manutencdo dos animais por mais

duas semanas.

75



5.2 Relevancia do ToBI para o controle de poténcia de soros e vacinas

A grande vantagem e explicagdo para a correlagdo do ToBI com resultados in vivo
reside no fato dele mimetizar a neutralizacdo da toxina por anticorpos produzidos durante a
imunizacdo e impedindo sua ligacdo com as células alvo (HENDRIKSEN et al., 1989b). O
ToBI foi desenvolvido baseado nos efeitos farmacocinéticos das toxinas liberados pelos
patdgenos causadores da difteria e do tétano no organismo hospedeiro. Sabe-se que a toxina
tetanica produz seus efeitos deletérios devido a sua ligacdo a componentes da membrana
neuronal e a toxina diftérica a receptores de superficie celular (ZIMMERMAN &
PIFFARETTI, 1977 apud HENDRIKSEN et al., 1988).

Produtos bioldgicos, tais como soros hiperimunes e vacinas, podem, resumidamente
ser definidos como derivados ou produzidos por organismos vivos. Isso implica que suas
caracteristicas podem variar de um lote para outro. Consequentemente um minucioso
controle de qualidade na liberagcdo de lotes é requerido para garantir que esses produtos
sejam seguros e eficazes (HENDRIKSEN, 2002).

Estima-se que no mundo, mais de 10 milhdes de animais sejam utilizados
anualmente no desenvolvimento, producdo e controle da qualidade somente para

imunobioldgicos. Estes animais sdo utilizados em testes que podem ser divididos em duas
categorias, 0s testes de seguranca e os de poténcia para o controle da qualidade e
consequentemente liberacdo dos lotes. Cerca de 80% destes animais sdo utilizados em
testes rotineiros de controle da qualidade para liberacdo de lotes (HENDRIKSEN, 2002).

Somente para realizacdo do ensaio de poténcia para o produto final de vacinas e
soros antidiftéricos e antitetanicos, sdo utilizados no INCQS cerca de 5.000 animais por
ano, desses aproximadamente 4.500 animais sdo utilizados na etapa de soroneutralizacéo e
0 restante na etapa de imunizacao.

Além de necessitar de um grande nimero de animais, o teste in vivo oferece outras
desvantagens como grandes variacbes nos resultados entre laboratérios, muito

provavelmente devido a diferengas genéticas dos animais utilizados (METZ et al., 2002).

Inicialmente o ToBI foi desenvolvido para avaliar a ocorréncia de soroconversao
apos a vacinacgdo de seres humanos (HENDRIKSEN et al., 1988; 1989). A partir disso, e
baseado nos principios dos 3 Rs, foi avaliada a possibilidade desse método determinar 0s
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titulos de antitoxina diftérica (ZUCKER & MURPHY, 1984) e tetdnica em soros de
animais ou humanos previamente imunizados (HENDRIKSEN et al., 1989a; 1991). O
ToBI mostrou-se um teste de facil realizacdo, sensivel e altamente reprodutivel, de modo
que o processo de validacdo teve inicio em 1994 com Hendriksen e colaboradores
(HENDRIKSEN et al., 1994; VAN DER GUN et al., 1996; LENSING et al., 2002) e em
2005 foi incluido na Farmacopéia Européia (5° edicdo) para o controle de poténcia de
tétano. No entanto, o método alternativo proposto pela Farmacopéia Européia para o
componente diftérico é o método de células Vero (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2008).
A Farmacopéia Brasileira menciona que métodos sorologicos podem ser utilizados,
desde que devidamente validados (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004). Nesse
contexto 0 nosso estudo se mostrou importante pois teve como objetivo a validagdo do
ToBI para se tornar um método oficial de controle de poténcia dos componentes diftérico e
tetanico. Uma vez que a determinacdo da poténcia de vacinas de difteria e tétano pelo
método de soroneutralizacdo requer a imunizacdo de cobaias, 0 ToBI representaria uma
reducdo do uso de animais. J& para o controle da poténcia de soros hiperimunes
antitetanico e antidiftérico, o ToBI representaria a substitui¢cdo dos animais utilizados.
Alguns estudos tém relatado que o teste ToBI demonstra ser especifico, preciso,
sensivel, simples e menos varidvel em relacdo aos testes preconizados in vivo
(HENDRIKSEN et al., 1988, 1991). O teste ToBI apresenta algumas vantagens em relacéo

ao teste de soroneutralizacdo (in vivo), como mostrado no quadro 3.
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Quadro 3: Vantagens e desvantagens do teste ToBI (in vitro) e do teste de soroneutralizagéo (in vivo)

ToBlI

Método de soroneutralizacdo in vivo (método FDA)

Substituicdo da etapa SN ou o desafio
Dados quantitativos (titulo de anticorpo)

Facil monitoramento de consisténcia de producao

Método oficial da Farmacopéia Brasileira

Vantagens _ ) _ ) o
Baixo custo e Capacidade de realizar uma resposta imunoldgica complexa
Possibilitar ensaios com muitas amostras
Maior agilidade
e Utiliza grande nimero de animais
e Alto custo
e Impossibilita ensaios com muitas amostras
] o L e Diferencas entre espécies podem nao reproduzir a resposta
Necessitar de animais na etapa de soroneutralizacao ) o o
Desvantagens imunoldgica na espécie-alvo (seres humanos)

N4o esta incluido na Farmacopéia Brasileira

¢ Baixa reprodutibilidade dos resultados inter- e intra-
laboratérios
e Elevado nimero de ensaios invalidos

e Maior tempo de liberagéo dos lotes
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Atualmente existem grupos de pesquisa interessados em métodos que se
enquadram no conceito dos 3Rs no campo do controle da qualidade de vacinas. As
razbes para o crescimento dessas pesquisas sdo diversas e vdo alem do bem-estar
animal. Fatores econdémicos, aspectos de seguranca, relevancia cientifica e unificacdo de
metodologias séo igualmente importantes.

A diferenca essencial entre o teste ToBI e outras op¢Ges de métodos alternativos
para 0 ensaio de poténcia reside no fato deste ser um teste imunoenzimatico simples,
mas capaz de quantificar anticorpos neutralizantes especificos que inibem a agdo da
toxina.

A resposta imunoldgica durante o processo de imunizacdo envolve um
mecanismo complexo, que vai desde a apresentacdo de antigeno até a proliferacdo de
plasmécitos e producdo de anticorpos. Essa complexidade ndo pode ser facilmente
mimetizada em sistemas in vitro, levando a dificuldade de desenvolvimento de testes de
poténcia que ndo utilizem animais. No caso do ToBI essa dificuldade é transposta, uma
vez que 0s componentes da resposta imunoldgica, ou seja, anticorpos neutralizantes, sao
analisados ex vivo.

O ToBI tem a grande vantagem de combinar um ensaio in vitro com a
complexidade inerente ao sistema imunolodgico através de uma etapa de imunizagéo in
vivo. No ToBlI a poténcia € determinada através da quantificacdo indireta de toxina nao
neutralizada por anticorpos formados em cobaias imunizadas com vacina. Além disso, o
ToBI possui outra grande vantagem pois nédo requer infra-estrutura sofisticada e onerosa
como as necessarias para a manipulacgdo de cultura de células.

Os primeiros estudos que mostram o desenvolvimento do ToBI, foram
realizados pelo grupo do Prof. Coenraad Hendriksen com o objetivo de titular
anticorpos em soro humano em 1988 e 1989 (Tabela 24). Inicialmente os autores
realizaram a comparagédo da titulacdo de anticorpos tetanicos obtida com os testes de
soroneutralizacdo (SN) in vivo e os testes in vitro, ELISA e ToBl (HENDRIKSEN et
al., 1988). A comparacgdo para titulacdo de anticorpos diftéricos e tetanicos, também foi
realizada entre o teste de SN in vivo, o teste com ceélulas Vero e o ToBI
(HENDRIKSEN et al., 1989a). Nos dois estudos foi demonstrado que, dentre 0s tipos
de teste analisados, o ToBI foi a melhor alternativa in vitro tanto para titulacdo de
anticorpos diftéricos quanto para tetanicos presentes em soros humanos, apresentando

alta correlacdo entre o ToBI e o teste oficial de SN in vivo.
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Ainda no ano de 1989 foi publicado um estudo propondo a aplicacdo do ToBI
para o controle de poténcia do componente diftérico presente em amostras de vacinas.
Hendriksen e colaboradores (HENDRIKSEN et al., 1989b) aplicaram o ensaio ToBlI
para estimar o titulo de antitoxina diftérica em soro de camundongos imunizados com
12 lotes de vacinas DTP-polio e DT-polio, demonstrando boa correlagdo entre o ToBl e
o teste de células Vero, o metodo in vitro aceito oficialmente no instituto onde o estudo
fora conduzido.

Em 1991 Hendriksen e colaboradores (1991) propuseram que 0 ensaio ToBlI
fosse utilizado no controle da qualidade para determinagéo de poténcia do componente
tetanico presente em vacinas de DTP-polio e DT-polio. Mais uma vez, o ensaio ToBI
demonstrou boa correlacdo quando comparado com os testes de SN e de desafio, ambos
in vivo.

A aplicacdo do ToBI para determinacdo da poténcia do componente tetanico
presente em vacinas veterinarias, também foi avaliada (HENDRIKSEN et al., 1994).
Esse trabalho comparou alguns ensaios in vitro, dentre eles o ToBI, o ELISA e o teste
de hemaglutinacdo, com o teste de SN in vivo. Os estudos concluiram que o ToBl e 0
ELISA apresentaram melhor correlagdo com o teste in vivo e que sdo apropriados para

avaliar poténcia de toxoide tetanico em vacinas de uso veterinario.
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Tabela 24: Estudos que utilizaram o ToBI para avaliagdo de soroconversdo ou da

poténcia de imunobioldgicos de uso humano

REFERENCIAS APLICACAO DO ToBI

TIPO DE AMOSTRA

Avaliar a soroconversdo apds a vacinagao
HENDRIKSEN

de seres humanos; comparagao com o teste
et al. 1988; 1989a

de SN in vivo.

Determinacdo de poténcia de componente
HENDRIKSEN et

diftérico; comparacdo com o teste de
al. 1989b

SN in vivo.

Determinacdo de poténcia de componente
HENDRIKSEN et

tetanico; comparacdo com os testes de SN e
al. 1991

desafio in vivo.
Validacdo do ensaio ToBI para

VAN DER GUN et . .
determinagdo de poténcia do componente

al. 1996 . ..
tetanico; comparagdo com o desafio in vivo.
HONG et al. Soroconversao para vacinas de difteria e
1996 tétano no Vietnam.
Comparacéo entre 0s ensaios in vitro
VANDENBERG  (ELISA, TOBI e Células Vero) e desafio
et al. 1999 in vivo para determinacdo de componente
diftérico.
Correlagéo entre desafio in vivo e ensaios in
WINSNES et al. _ ) _
vitro para determinacéo de poténcia de
1999 . .
vacinas tetanicas.
WALORY etal.  Comparagio de métodos soroldgicos para
2000 deteccgdo de anticorpos antidiftéricos.
Correlacgdo entre teste de SN in vivo e ToBI
MATOS et al., ) _
para determinagdo de poténcia do
2002 .
componente tetanico.
Correlacgdo entre teste de SN in vivo, ToBl e
MARCOVISTZ
teste com células Vero, para determinacédo
et al., 2002 . el
de poténcia do componente diftérico.
ToBI modificado para utilizacdo de
SONOBE et al.,
anatoxina no lugar da toxina; comparacéo
2007

com teste de SN in vivo.

Soro humano

Soro de camundongos

imunizados

Soro de camundongos

imunizados

Soro de camundongos

imunizados

Soro humano

Soro de camundongos,
cobaias e coelhos

imunizados

Soro de cobaias

imunizadas

Soro humano

Soro de cobaias
imunizadas com

vacinas dT e DTP
Soro de cobaias

imunizadas

Soro de cobaias

imunizadas
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Em 1996 foi publicado o primeiro estudo de validacdo do ensaio ToBl para
avaliacdo de poténcia do toxdide tetdnico em vacinas para uso humano (VAN DER
GUN et al., 1996) como alternativa ao teste de desafio in vivo. Esse trabalho utilizou
amostras de soro de camundongos imunizados com as vacinas DTP, DT e TT (toxdide
tetanico). O estudo mostrou boa correlagdo com excecdo de dois lotes, onde o ToBlI
superestimou os valores de poténcia, o que pode ter sido explicado pelo efeito adjuvante
da toxina pertussigena na poténcia de tétano. Entretanto, o estudo de Matos e
colaboradores (2002) verificou que os valores de poténcia do ToBI foram superiores aos
obtidos pelo teste oficial in vivo, para o soro de cobaias imunizadas com as vacinas dT e
DTP.

Winsnes e colaboradores em 1999 correlacionaram os resultados de ensaio in
Vivo e ensaios in vitro para determinacdo de poténcia de vacinas tetanicas para uso
humano. Os resultados demonstraram boa correlagédo entre o teste de soroneutralizacdo
in vivo e 0 ELISA (r= 0,93) e o ToBI (r= 0,97). Nesse estudo os autores também
verificaram a possibilidade de determinar a poténcia diftérica e tetdnica na mesma
amostra de soro animal.

Walory e colaboradores em 2000 publicaram um estudo de comparacdo de
métodos soroldgicos para deteccdo de antitoxina diftérica em soro humano. Os melhores
resultados de correlacdo com o ensaio de SN in vivo foram o ELISA (r=0,81) e o ToBlI
(r=0,93)

No Brasil, foram publicados alguns estudos demonstrando boa correlagdo do
ToBI com o método in vivo de SN, para os componentes diftérico (MARCOVISTZ et
al, 2002), tetanico (MATOS et al, 2002) e uma modificacdo do teste utilizando toxdide
em vez de toxina (SONOBE et al., 2007).

Entretanto o INCQS teve dificuldades para implementar o ToBI na rotina de
liberacdo de lotes a partir dos protocolos e estudos disponiveis na literatura. Alem disso,
informacdes mais precisas quanto aos parametros de validacdo avaliados nos estudos, na
maioria das vezes ndo estavam disponiveis de forma clara.

Por outro lado, dos estudos encontrados na literatura, poucos avaliaram a
poténcia dos componentes diftérico e tetanico no ToBI em soro de cobaia e nenhum em
soro hiperimune.

No nosso estudo também foram levantadas algumas questdes importantes e que
ndo havia sido previamente pesquisada sobre fatores que poderiam interferir nos

resultados de poténcia do ToBI. Alguns deles foram: a interferéncia de componentes do
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soro de cobaia, a especificidade do método e a possibilidade de reacfes cruzadas, o0s
critérios de validacdo de ensaio através da confeccdo de graficos de controle e a
metodologia utilizada para o calculo de poténcia.

O desenvolvimento de um protocolo e a validacdo do ToBI pelo INCQS sédo de
extrema importancia para a introducdo do ToBI nas etapas de controle de poténcia dos
componentes diftérico e tetanico de alguns imunobiolégicos e sua posterior inclusdo na
Farmacopéia Brasileira. Como descrito na sua missdo, o INCQS deve ser uma
“referéncia nacional para as questdes cientificas e tecnologicas relativas ao controle da
qualidade de produtos, ambientes e servicos vinculados a Vigilancia Sanitaria”, além
disso, cabe aos laboratérios de controle nacionais estimular a padronizagdo de novas
metodologias no controle da qualidade de imunobiologicos, repassa-las aos laboratorios
produtores e promover estudos colaborativos (METZ et al., 2002).

Consideramos que com o presente estudo algumas etapas preliminares para
padronizacdo do ToBI foram vencidas e a partir dele torna-se possivel seguir rumo ao
estudo interlaboratorial e propor sua inclusdo nas monografias da Farmacopéia

Brasileira.
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6. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo nos permite concluir, que:

1 — Os graficos de controle foram considerados uma importante ferramenta
para identificar ensaios invalidos. Cerca de 10% dos ensaios diftéricos e 7%
dos ensaios tetanicos foram considerados invalidos segundo graficos de

controle;

2 — A presenga de outros componentes do soro animal ndo interfere no

resultado do ensaio in vitro;

3 — Concluimos que € possivel determinar a poténcia diftérica e tetanica na
amostra de soro colhida na quarta semana. Essa constatagdo representa um

refinamento do teste;

4 — A comparacao dos resultados do produtor (in vivo) com dados preliminares
do ToBI (in vitro) demonstrou uma boa correlacdo tanto para 0 componente

diftérico quanto para 0 componentes tetanico;

5 — Concluimos que o método ToBI apresenta linearidade, especificidade e
precisdo (intra e inter-ensaio) satisfatorias e que é um ensaio confidvel, rapido
e conveniente para avaliar a poténcia de componentes diftérico e tetanico

presentes tanto em vacinas como em soros hiperimunes.
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7. PERSPECTIVAS

* Estabelecer a correlagdo entre os valores de poténcia determinados pelo
método ToBI com os valores determinados pelo modelo atual in vivo de

rotina com maior numero de amostras de vacinas e soros hiperimunes;

* Verificar a necessidade de determina¢ao de um novo valor minimo de

poténcia preconizado pelo ToBI para cada componente e cada produto;

» Avaliar a reprodutibilidade dos ensaios de poténcia de componentes
diftéricos e tetanicos de soros e vacinas, através de realizacdo de estudos

colaborativos com laboratérios produtores;
* Propor a inclusdo do método in vitro ToBIl a Farmacopéia Brasileira

nas monografias de teste de poténcia de vacinas e soros antidiftéricos e

antitetanicos.
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