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RESUMO

A Raiva é uma antropozoonose viral infecciosa, altamente letal, transmitida por
mamiferos e caracterizada como uma encefalite progressiva. E transmitida ao homem
principalmente pela mordedura de cées infectados, com inoculagdo do virus rabico
presente na saliva. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a infeccdo
cause dezenas de milhares de mortes a cada ano nos paises em desenvolvimento.
No Brasil, o ciclo urbano vem sendo controlado, mas a Raiva ainda € endémica. A
prevencao consiste na aplicacdo da vacina, em pessoas expostas ao contato com o
virus, além da vacinacdo de cées e gatos, principais transmissores da doenca. As
vacinas modernas de cultivo celular sdo altamente eficazes na prevencéo da doenca,
mas, como produtos biolégicos necessitam de rigoroso controle da qualidade antes
do uso. O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é o
Laboratorio Nacional de Controle responsavel pela liberacdo de lotes de
imunobioldgicos, realizado lote a lote, baseado em normas oficiais, pela analise
documental e de ensaios laboratoriais. O controle visa garantir que cada lote
apresente a mesma consisténcia de lotes que demonstraram eficacia. A poténcia das
vacinas contra raiva é avaliada pelo teste NIH, um teste de desafio em camundongos.
Os animais sdo imunizados com diferentes diluicbes da vacina e posteriormente
submetidos a um desafio com virus padrdo. Apos o desafio, a poténcia relativa pode
ser calculada, sendo o requerimento minimo 2,5 Ul/dose. A producéo e padronizacéo
dos lotes de virus desafio sdo fundamentais na garantia da qualidade do ensaio NIH
e devem atender a requisitos estabelecidos pela OMS como um valor de DL50 minimo
de 10%°, homogeneidade e estabilidade. O presente trabalho descreve a padronizacéo
e o controle de um lote de virus trabalho (VT15) e a verificacdo do método de titulacao
do virus. Os ensaios foram realizados seguindo orientacbes da OMS como descrito
no Procedimento Operacional Padrdo (POP) do INCQS. O titulo do lote foi
padronizado como 10712, Apesar das variagdes ocorridas nos valores dos titulos, os
mesmos se mantiveram dentro do requerimento minimo. Os valores dos titulos obtidos
foram lancados em gréficos de controle para realizacdo do controle sistematico do
lote. Observou-se gue apesar da ocorréncia de variacdes e tendéncias ndo aleatorias,
0 virus manteve-se dento dos intervalos de 99% de controle. Os ensaios compendiais
sdo aceitos como validados ndo necessitando ser submetidos a processos de
validacdo, no entanto € necessario realizar uma validacdo reduzida, denominada
verificacdo, para demonstrar que o0 método apresenta as caracteristicas necessarias
ao seu uso. A verificacdo do ensaio de titulagédo do virus rabico foi realizada para os
parametros veracidade e precisdo, visando a demonstracdo de sua confiabilidade.
N&o existem critérios de aceitacao estabelecidos para validacdes de ensaios/produtos
bioldgicos, ja que apresentam alta variabilidade, entretanto, adotamos empiricamente,
a variabilidade maxima de 20% recomendada para ensaios imunoenzimaticos para
veracidade e precisdo. Os resultados demonstraram ser precisos e com veracidade
conforme e apesar das flutuagdes do titulo do virus, eles se mantiveram nos limites
esperados.

Palavras Chave: Raiva. Vacina. Titulagdo Viral



ABSTRACT

Rabies is a highly lethal, infectious viral anthropozoonosis transmitted by mammals,
characterized as a progressive encephalitis. It is transmitted to man mainly by the bite
of infected dogs, with inoculation of the rabies virus present in saliva. The Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estimates that the infection causes tens of thousands of
deaths each year in developing countries. In Brazil, the urban cycle has been
controlled, but rabies is still endemic. Prevention consists in the application of the
vaccine, in people exposed to Rabies virus, in addition to vaccination of dogs and cats,
the main transmitters of the disease. Modern cell culture vaccines are highly effective
in preventing the disease, but as biological products, require strict quality control prior
to use. The Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) is the
National Control Laboratory in charge of release lots of immunobiological, carried out
lot by lot, based on official guidelines, through review of summary protocols and
laboratory tests. The control aims to ensure that each batch presents the same
consistency of batches that have demonstrated efficacy. The potency of rabies
vaccines is evaluated by the NIH test, a challenge test in mice. The animals are
immunized with different dilutions of the vaccine and thereafter submitted to a virus
challenge. After the challenge, the relative potency can be calculated and the minimum
requirementis 2.5 IU/dose. The production and standardization of batches of challenge
virus are critical in ensuring the quality of the NIH assay and must meet WHO
established requirements as a minimum LD50 value of 10%°, homogeneity and stability.
The present work describes the standardization and control of a batch of working virus
(VT15) and the verification of the virus titration method. Assays were performed
following WHO guidelines as described in INCQS Standard Operating Procedure
(POP). The standardized viral titer in LD50 log 107*2. Despite the variations in titers
values, they remained within the minimum requirement. The values of the titers
obtained were ploted in control charts for the systematic control of the lot. It was
observed that despite the occurrence of non-random variations and trends, the virus
remained within the 99% control intervals. The compendial tests are accepted as
validated and do not need to undergo validation procedures, however a reduced
validation, called verification, may be necessary to demonstrate that the method has
the characteristics needed for its use. The verification of the rabies virus titration assay
was performed for the parameters trueness and precision, in order to demonstrate its
reliability. There are no established acceptance criteria for validation of biological
assays / products, since they have high variability, however, we adopted empirically
the maximum variability of 20% recommended for enzyme immunoassays for trueness
and precision. The results presented Trueness and precision in accordance to the
acceptance criteria, and despite fluctuations in the virus titer, they remained within the
expected range.

Key words: Rabies. Vaccine. Viral Titration



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Quadro 1

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

LISTA DE ILUSTRACOES

Mapa mundial demonstrando paises com presenca e auséncia de
raiva humana transmitida POr CAES ............uuuveeieiiiiiiiiiieieieeei e 15

NUmero total de casos de raiva humana no Brasil de 1990 a 2016

Evolucdo da Raiva Humana transmitida por cdes e morcegos no
Brasil, de 1990 @ 2016 .........iieuiiiiiiiieeeeeeee e 17
Crescimento da populagéo canina no Brasil ao longo das décadas

Parametros necessarios para a validacdo de método analitico,
Segundo NAtUrezZa dO ENSAID...........ccccvvriiiiiiiieie e e e e e e e e 24
Esquema de diluicdo do virus trabalho para ensaio de titulagéo

Grafico de controle obtido pelo software SPC Explorer RT
demonstrando o comportamento do virus (tendéncia) com base em
L= I ] (1] o TSR U RSO 38
Gréfico de controle obtido pelo software SPC Explorer RT
demonstrando o comportamento do virus (tendéncia) com base na

média dos titulos de cada um dos sete ensaios ........ccoveeveeeeeeeeennns. 39

Graficos de controle obtidos pelo software SPC Explore RT
comparando o comportamento (tendéncia) do VT15 e VT14 com base

BIM SEU TEUIO et e e 40



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3
Tabela 4

LISTA DE TABELAS

Titulos virais expressos em logaritmo da DL50 por amostra testadas

Titulos virais expressos em logaritmo da DL50 de cada amostra, dos
sete ensaios realizados, médias dos titulos e média do titulo inicial
baseado N0S 3 Primeiros ENSAIOS .........ivieiiieeeiieeeeeeee e 37
Verificagdo - Parametro Veracidade ...........cccccveeeieiniiiiiiiiciiiiinnee, 41
Verificagdo — Pardmetro PreCiS80 ...........cccccvvviviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 41



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BPF Boas Préticas de Fabricagéo

CECAL Centro de Criacao de Animais de Laboratorio
CEME Central de Medicamentos

CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais

CVS Challenge Virus Standard

CVv Coeficiente de Variagcao

DE Dose Efetiva

DL50 Dose Letal 50%

DP Desvio Padrao

DR. Doutor

e.g. Exempli Gratia

EPI Equipamentos de Protecao Individual

EUA Estados Unidos da América

FDA Food and Drug Administration

FIOCRUZ Fundacao Oswaldo Cruz

FUNED Fundacao Ezequiel Dias

GC Gréfico Controle

HDCV Vacinas Células Dipléides Humanas

HRIG Imunoglobulina Antirrabica Humana

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

i.C. Intracerebral

ICH International Council for Harmonisation

ICTB Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
IEC International Electrotechnical Commission

ISO International Organization for Standardization

lg Imunoglobulina

INCQS Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
INPP Instituto Panamericano de Proteccion de Alimentos y Zoonosis

kg Quilograma


http://www.cespe.unb.br/concursos/ANVISA_16/
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj_4PufhM7RAhVFgpAKHfw-CxUQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.cecal.fiocruz.br%2F&usg=AFQjCNGLSMfRkr-AsYaupRsowvxOGuoxBg&bvm=bv.144224172,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwivqoWxhM7RAhUGkpAKHTOUB4YQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fportal.fiocruz.br%2F&usg=AFQjCNH2xoO67xttbLS2387ubuOIekMuaw&bvm=bv.144224172,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiNk4ni_c3RAhWCSiYKHX7UCrIQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ibge.gov.br%2F&usg=AFQjCNGuNQz2gH-A3LkAod1HaFm3Qo6FTQ&bvm=bv.144224172,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwix06jFi87RAhVDl5AKHczUAQ4QFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.iso.org%2F&usg=AFQjCNGpo76kUCYLHRrJE75GAgqvqEcs1A&bvm=bv.144224172,d.Y2I

LIC Limite Inferior de Confianca

LSC Limite Superior de Confianga

log Logaritmo

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
mL Mililitro

NR N&o Realizado

MS Ministério da Saude

NIH National Institute of Health

OMS Organizacdo Mundial da Saude

OPAS Organizacdo Pan-Americana de Saude
PCECV Vacinas Purificadas de Embrido de Galinha
Ph. Bras. Farmacopeia Brasileira

PNPR Programa Nacional de Profilaxia da Raiva
POP Procedimento Operacional Padrao

PVCV Vacinas Purificadas de Células Vero

RE Resolucao

SAL Servico de Animais de Laboratorio

SAR Soro antirrabico

TECPAR Instituto de Tecnologia do Parana

TR Tendéncia Relativa

Ul Unidade Internacional

USP United States Pharmacopeia

VERO Célula de Rim de Macaco Verde Africano
VT Virus Trabalho

Vo] Micrograma



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt n et st e ste e essaeanas 14
L L A R AN A e 14
1.2 RAIVA HUMANA NO BRASIL ..o e e 15
1.3 IMUNOBIOLOGICOS PARA RAIVA ..ot 17
1.4 VACINA ANTIRRABICA NO BRASIL ....oooveveeeeeeeeceeeeeee e, 18
1.5 CONTROLE DA QUALIDADE DE IMUNOBIOLOGICOS PARA RAIVA NO
BRASIL . e a e e aa 20
1.6 DETERMINAQAO DA POTENCIA DA VACINA ANTIRRABICA.......c.ccconen.... 21
1.7 LOTE DE VIRUS DESAFIO ..ottt 21
1.8 GRAFICOS DE CONTROLE .....ooivieieeetteeeeeete ettt en e aae s 22
1.9 VALIDACAO DE METODOS ..ottt 23
2 RELEVANCIA ...ttt 26
S OBJIETIVO GERAL ..o 27
3.1 OBIETIVOS ESPECIFICOS .....ooveveeeeecteeeee et st 27
A METODOLOGIA ..o e e e e e e e e e e e e e eeanas 28
4.1 VIRUS TRABALHO LOTE VTL5 ..ot 28
4.2 BIOSSEGURANGA ..ttt eeee s 28
4.3 PREPARO DAS DILUICOES ......ooovieiee et 29
4.4 ANIMALS e e e e e e s 30
4.5 INOCULAGAOD ...t n e, 31
4.6 PERIODO DE OBSEVAGAOQ ...ttt 31
4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO ...ooveeceecte et 31
4.8 DESENHO DO ESTUDO ...t 32
4.8.1 Padronizacao do titulo do lote de virus de desafio ........cccccceeeveeeeeiiiiiiiiinnns 32
4.8.2 Controle sisteméatico do lote — graficos de controle ............cccceeveiiiiiiiiiinnnnn. 33
4.8.3 Verificagao do ensaio de titulagdo viral em camundongos ............cccccee... 33
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....oooviiviecieceeeeeee st 35
5.1 TITULAGAO DO VIRUS ..ottt 35
5.2 CONTROLE SISTEMATICO DO LOTE ...ttt 37



B CONGCLUSAOD .o e ettt 43

6.1 PADRONIZACAO DO TITULODO VT 15 ..o, 43
6.2CONTROLE SISTEMATICO DO LOTE VT15 ..o, 43
6.3 VERIFICACAO DO ENSAIO .....ooviiieeieeeciete ettt 43

REFERENCIAS .. .ottt et 45



14

1 INTRODUCAO

1.1 ARAIVA

A Raiva (rabhas, Séanscrito: cometer violéncia) € uma antropozoonose
infecciosa viral, de carater agudo, quase sempre fatal, caracterizada como uma
encefalite progressiva. E transmitida ao homem pela inoculagdo do virus rabico
presente na saliva de mamiferos infectados, principalmente por meio da mordedura e,
mais raramente, pela arranhadura e lambedura de mucosas e/ou pele lesada
(BRASIL, 2011a).

E uma doenca cosmopolita, sendo encontrada em 150 paises e em todos os
continentes, exceto na Antartida (OMS, 2016a). Embora tenha sido uma das primeiras
doencas humanas a ter uma vacina experimentalmente desenvolvida usada com
sucesso em 1885 (VODOPIJA & CLARCK, 1991), segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), anualmente, a Raiva mata dezenas de milhares de pessoas, a maioria
criancas menores de 15 anos, em paises em desenvolvimento, principalmente na
Africa e na Asia. Diante disso, mais de 15 milhdes de pessoas recebem profilaxia pos-
exposicao todos os anos (OIE, 2016; OMS, 2016b). A OMS estima que 99% dos casos
de raiva humana sejam transmitidos pela mordedura de cées infectados (OMS,
2016c¢). A Figura 1 apresenta a distribuicdo da Raiva transmitida por caes no mundo
no periodo de 2010 a 2014.

Com base na Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), foram
registrados 2.285 casos humanos nas Américas entre 0s anos de 1990 e 2016 (até
novembro) (OPAS, 2016).
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Figura 1 - Mapa mundial demonstrando paises com presenca e auséncia de raiva humana transmitida

por caes.

Q000

Legenda:
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Fonte: Adaptado Organizagdo Mundial da Saude - OMS, 2014,

1.2 RAIVA HUMANA NO BRASIL

No Brasil, a Raiva é ainda considerada endémica e no periodo compreendido
de 1990 a 2016 foram registrados 593 casos de raiva humana, com uma média de
trés casos/ano na década atual. E importante salientar que nos anos de 2004 e 2005,
a regido da Bacia Amazobnica, entre os estados do Para e Maranhdo, vivenciou um

! Disponivel em:
<http://www.who.int/rabies/Presence_dog_transmitted_human_Rabies_2014.png?ua=1>. Acesso em:
dez 2016.


http://www.who.int/rabies/Presence_dog_transmitted_human_Rabies_2014.png?ua=1
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surto de raiva humana transmitida por morcegos, 0 que acarretou na alteracao da
tendéncia da doenca, fazendo com que houvesse o aumento do nimero de casos de
raiva. Entretanto, apds esse periodo a doenca volta a demonstrar uma fase de controle
(Figura 2). A regido Nordeste apresenta uma maior fragilidade a surtos ou casos de
raiva humana, apresentando 56,83% dos casos no pais, enquanto que na regido Sul,
desde 1987 néo existem relatos da doenca (BRASIL, 2016)

Figura 2 — Numero total de casos de raiva humana no Brasil de 1990 a 2016.
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Fonte: Secretaria de Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude — BRASIL, 2016

Até o ano de 2003, a principal espécie transmissora da raiva humana no Brasil
foi 0 cdo. Nos anos de 2004 e 2005 o morcego passou a ser considerado a principal
fonte de transmissdo no pais, devido ao surto de raiva nas regides Norte (Pard) e
Nordeste (Maranhdo). Apds esses anos, observa-se que o cao retorna como O
principal animal transmissor ao homem (Figura 3). De 1990 a 2016 o céao foi
responsavel por 384 casos, representando 64,75%, enquanto que 0s morcegos, 127

casos, representaram 21,42% dos casos da doenca no homem (BRASIL, 2016).
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Figura 3 — Evolucédo da Raiva Humana transmitida por cdes e morcegos no Brasil, de 1990 a 2016.

— 30 == = Morcego

Casos

o

O oot B D
o o o of o o
R Rl Rl

(- s L U T PR =
o b s

I3
L N
.'\?ﬁ -"‘F‘Q d;‘-\.-

PR P P P

Ano

Fonte: Secretaria de Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude — BRASIL, 2016.

No Estado do Rio de Janeiro, o ultimo caso de raiva humana registrado ocorreu
no final de 2006, na zona rural de S&o José do Vale do Rio Preto (Regido Serrana),
sendo transmitida por morcego hematéfago (BRASIL, 2016; OPAS, 2016). O ultimo
caso transmitido por cdo foi em 1985. No entanto o virus continua circulando no
Municipio do Rio de Janeiro, entre os anos de 2001 e 2010, o laborat6rio do Instituto
Municipal de Veterinaria Jorge Vaitsman recebeu 135 morcegos ndo hematofagos
para o diagnéstico da raiva, onde 11 (8,14 %) resultaram positivos para a doenca
(CABRAL et al., 2012).

1.3 IMUNOBIOLOGICOS PARA RAIVA

Quando as novas vacinas produzidas em cultivo celular, como as de Células
Diploides Humanas (HDCV), as Purificadas de Células Vero (PVCV) e as Purificadas
de Embrido de Galinha (PCECV), sao utilizadas apropriadamente, podem prover
100% de protecdo com alto grau de segurancga, independentemente da linhagem
celular utilizada (DRESSEN, 1997).

No entanto, a vacinagao pés-exposicao pode ndo ser suficiente para evitar a

infeccdo, especialmente em casos de exposicdo grave (categoria 3), onde a
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imunizacdo passiva concomitante com Imunoglobulinas (Ig) G é fortemente
recomendavel (OMS, 2007).

O requerimento de poténcia para as vacinas produzidas em cultivo celular,
descrito na Farmacopeia Brasileira (Ph. Bras.), é de 2,5 Ul/dose (FARMACOPEIA,
2010). A dose é de 0,5 ml para a vacina em células Vero tanto para o regime pré-
exposicdo quanto para o poOs-exposicdo. As vacinas contra Raiva induzem uma
resposta imune ativa que inclui a producdo de anticorpos virus-neutralizantes. A
producdo de anticorpos leva aproximadamente de 7 a 10 dias para ocorrer e 0S
anticorpos neutralizantes detectdveis contra o virus rabico podem persistir por varios
anos (VODOPIJA & CLARK, 1991).

No Brasil sdo utilizados dois tipos de IgG contra raiva, as heterélogas ou soro
antirrabico (SAR), na dose 40 Ul/kg de peso, consistindo de fracbes F(ab’)2 altamente
purificadas, produzidas a partir de Ig de origem equina; e as homologas, a Ig
antirrabica humana (HRIG), na dose 20 Ul/kg de peso (OMS, 2016d). A administracéo
de Ig antirrdbica é feita para prover anticorpos virus-neutralizantes durante o tempo
entre a administracdo da vacina e a producao de anticorpos. O uso de imunoglobulinas
antirrabicas prové uma rapida imunidade passiva que persiste por um curto periodo
de tempo (CABASSO et al., 1971). No pais 0 SAR é produzido pelo Instituto Butantan,
pela Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED) e pelo Instituto Vital Brazil e as homélogas séo

importadas, apenas para casos onde haja reacao a Ig equidea (MOURA, 2009).

1.4 VACINA ANTIRRABICA NO BRASIL

A historia da luta contra a Raiva no Brasil é antiga. Em fevereiro de 1888, meses
antes da inauguracdo do Instituto Pasteur de Paris, Dom Pedro Il ja havia fundado o
Instituto Pasteur do Rio de Janeiro, ambos criados com a finalidade de difundir a
vacina contra Raiva (BENCHIMOL, 1999). Em 1903, foi também fundado em S&o
Paulo o Instituto Pasteur, como instituicdo de carater privado, com objetivos cientificos
e humanitarios (INSTITUTO PASTEUR DE SAO PAULO, 2016).

Como a raiva urbana permanecia endémica no Brasil por muito tempo, em

1973, ano de criagdo do Programa Nacional de Imunizac¢des (PNI), foi também criado
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o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR), mediante convénio firmado entre
0s Ministérios da Saude (MS), da Agricultura (atual Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento — MAPA), Central de Medicamentos (CEME) e a Organiza¢cao Pan-
Americana de Saude (OMS-OPAS) com o objetivo de reduzir o nimero de casos de
raiva humana pela aplicacdo de medidas sisteméticas de controle da doen¢a nos
animais domeésticos e profilaxia nas pessoas expostas ao risco de contrair a doenca
(SCHENEIDER et al., 1996).

Apesar de introduzida no Brasil em 1965, a vacina Fuenzalida (FUENZALIDA
& PALACIOS, 1955), somente foi escolhida, dentre as varias vacinas até ent&o
produzidas no Brasil, no ano de 1973 como a melhor que atenderia as exigéncias do
PNPR, sendo produzida, a partir dai, com a adocdo da inativacdo pela
beta-propriolactona e adotando testes e padrbes para o controle da qualidade de sua
producgéo (SILVA et al., 1967; MARKUS et al., 1971). Apesar de toda discusséo a
respeito de efeitos colaterais causados por tal classe de vacina, esta foi utilizada em
grande escala em humanos até 2003 e em cédes e gatos até o inicio da década de
2010, permitindo que a Raiva fosse controlada com éxito na maior parte do Pais
(MOURA, 2009).

A partir do ano de 2000, o estado de S&o Paulo iniciou a utilizagéo da vacina
purificada produzida em células Vero de uso humano (VERORAB, Aventis Pasteur,
Franca). Os demais estados continuaram utilizando a vacina produzida em cérebro de
camundongos lactentes fabricada pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR)
até 2003. Neste ano o Instituto Butantan passou a importar e fornecer a vacina
purificada em células Vero ao MS, como fruto de um acordo de transferéncia de
tecnologia com a Sanofi Pasteur (na época, Aventis Pasteur), produtora francesa da
vacina (MOURA, 2009). Nas figuras 2 e 3 fica evidente a significativa diminuicdo do
namero de casos de raiva humana apés a introducéo da vacina de cultivo celular em
2003, quando néo considerados os casos por morcegos de 2004 e 2005 ocorridos na
Bacia Amazonica.

A endemia de raiva gera um alto custo em assisténcia médica (CALDAS, 2015)
e apesar do status de controle da doenca, este aumento se deve a mudancas em
fatores como o tipo de relacdo homem/céo e ao préprio crescimento das populacdes

humana e canina (Figura 4).
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Figura 4 — Crescimento da populacdo canina no Brasil ao longo das décadas.
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Fonte: Elaborado pela autora com dados da OMS e IBGE sobre populagéo canina e humana, 2016.

1.5 CONTROLE DA QUALIDADE DE IMUNOBIOLOGICOS PARA RAIVA NO BRASIL

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é o 6rgéo
oficial responséavel pelo controle da qualidade dos imunobiolégicos no Brasil, desde a
sua fundacdo em 1983. Esse controle € realizado lote a lote, baseado em normas
oficiais, andlises documentais dos protocolos de producdo e de ensaios laboratoriais.
Tais analises possuem como propésito verificar os requisitos minimos exigidos nas
normas oficias garantindo que cada lote apresente a mesma consisténcia de lotes que
demonstraram eficacia. Somente depois de garantidas sua seguranca, poténcia e
estabilidade, € liberado para uso (NETTO et al., 2011).

Dentre os ensaios biolégicos preconizados para o controle de vacinas
inativadas contra Raiva e soros antirrabicos, 0s mais importantes sdo os ensaios de
poténcia para vacina e soro. Tal importancia se deve ao fato da poténcia das vacinas
e soros estar diretamente ligada a eficacia do produto. Um produto sub potente

aumenta as chances de ocorrerem falhas de prote¢cdo na populacgéo alvo.
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1.6 DETERMINACAO DA POTENCIA DA VACINA ANTIRRABICA

N&o existe um sistema de animais de laboratorio ideal para demonstrar a
eficicia de vacinas contra Raiva administradas ap0s a exposicao. Na auséncia deste
sistema, testes laboratoriais baseados em imunizacdo pré-exposicdo de
camundongos vém sendo utilizados para a determinacdo da poténcia da vacina
antirrabica humana (VODOPIJA & CLARK, 1991).

O ensaio de poténcia NIH desenvolvido no National Institute of Health dos
Estados Unidos da América (EUA) (SELIGMANN, 1966), é recomendado pela OMS
para controle da qualidade de vacinas de uso humano utilizadas pelo MS na
prevencao da Raiva. Esta técnica exige a utilizacdo de uma vacina de referéncia para
calcular de forma relativa a poténcia das vacinas em teste e de um lote de virus
trabalho da cepa CVS (Challenge Virus Standard) com titulo padronizado (OMS,
1992).

Desde 1987, o INCQS avalia a poténcia das vacinas antirrabicas inativadas de
uso humano pelo ensaio NIH. O ensaio consiste em submeter diferentes grupos de
camundongos a duas imunizacdes, com intervalos de sete dias entre elas, com
diluicbes crescentes da vacina teste e da vacina de referéncia. Os camundongos séo
desafiados 14 dias ap6s a primeira imuniza¢do, com uma mesma dose contendo de
10 a 50 dose letal 50% (DL50) (e.g 32 DL50) de virus padrao de desafio (CVS) por via
intracerebral (i.c.). Apos 14 dias do desafio, determina-se a dose efetiva (DE) capaz
de proteger 50% dos camundongos vacinados e a partir desta é possivel calcular a
poténcia relativa (DE50 de uma vacina teste dividida pela DE50 de uma vacina de
referéncia). O requerimento minimo de poténcia é de 2,5 Ul/dose (WILBUR &
AUBERT, 1996; FARMACOPEIA, 2010).

1.7 LOTE DE VIRUS DESAFIO

Para a realizacdo do ensaio de poténcia NIH é necesséria a producédo de um
lote homogéneo de virus rabico da cepa padrdo de desafio — CVS. A produgéo e

padronizacao de lotes de virus desafio sédo consideradas pontos fundamentais na
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garantia da qualidade do ensaio NIH. Assim, para que o virus seja considerado
conforme em sua utilizagcdo no ensaio para o controle da qualidade das vacinas

antirrabicas é necessario que atenda a requisitos estabelecidos pela OMS dentre eles:

e Possuir um titulo minimo de 10° DL50/0,03 mL i.c. em camundongos (WILBUR
& AUBERT, 1996);

e De teste para teste, a variagdo maxima no titulo obtido ndo deve exceder uma
diluicdo decimal, quando o lote for usado (WILBUR & AUBERT, 1996);

e Possuir estabilidade, demonstrando titulo conforme durante o periodo de seu
uso (WILBUR & AUBERT,1996).

1.8 GRAFICOS DE CONTROLE

Graficos de controle (GC) consistem da representacédo de dados (de categoria
atribuida ou variavel) ao longo do tempo. Essa ferramenta permite avaliar o
comportamento de um determinado processo, identificar a presenca de causas
especiais atuando no processo e fundamentar acdes preventivas e/ou corretivas,
guando necessario visando a melhoria do processo (ISO, 2013).

Um processo esta sob controle estatistico, ou simplesmente "sob controle",
quando os resultados de variabilidade s6 ocorrem devido a causas aleatérias. Uma
vez que este nivel de variacao é alcancado, qualquer desvio em relacéo a este nivel
€ assumido como sendo o resultado de causas especiais (atribuiveis) que devem ser
identificadas e eliminadas (ISO, 2013).

A aplicacdo dos GC no controle da qualidade de vacinas foi inicialmente
descrita por BATSON et al. (1951). Um minimo de 20 resultados de dados de cada
parametro da qualidade deve ser obtido e a média, o desvio padrdao (DP), média e +
2 e 3 valores do desvio padrao para esses dados devem ser calculados. No caso de
20 pontos de resultados nédo estarem disponiveis, as tendéncias podem ser avaliadas
usando o numero maximo de pontos de dados/valores disponiveis. Estas estimativas
podem ser revistas em uma base regular ou quando mais dados estiverem disponiveis
e 0s novos valores acumulados puderem ser usados para rever as tendéncias

previamente estabelecidas, até um minimo de 20 pontos de dados/valores estarem
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completos. Posteriormente, todos os valores devem estar dentre estes valores
estabelecidos e os comentéarios devem ser feitos com base neles (ISO, 2006).

Os limites de controle (0,999 = 3 DP) e de alerta (0,975 = 2 DP) para a média
e o DP séo definidos estatisticamente pela probabilidade de um ponto encontrar-se

dentro dos limites quando o processo esta sob controle (ISO, 2006).

1.9 VALIDACAO DE METODOS

Sistemas de garantia da qualidade como as Boas Praticas de Fabricacéo - BPF
(Food and Drug Administration - FDA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ANVISA) e a International Organization for Standardization/International
Electrotechnical Commission (ISO/IEC) determinam que os ensaios utilizados no
controle da qualidade de produtos, devem ser propriamente validados. Na éarea
Farmacéutica, validacdes sdo conduzidas seguindo as orientagées do International
Council for Harmonization ICH Q2 (R1) (ICH, 2005).

O documento ICH Q2 (R1) parte I, afirma que devido a natureza complexa dos
procedimentos analiticos para produtos bioldgicos e biotecnoldgicos, estes podem em
alguns casos ser validados com outras abordagens nao previstas por ele.

As titulacBes de virus apresentam problemas de variagdo comuns a todos 0s
sistemas de ensaios biolégicos (ICH, 1999). E sendo assim para garantir a
confiabilidade dos resultados é necesséario seguir alguns parametros para serem
validados (OMS, 1997).

A variacdo pode surgir dentro de um ensaio como resultado de erros de
diluicdo, efeitos estatisticos e diferencas dentro do sistema de ensaio que séo
desconhecidos ou dificeis de controlar. Estes efeitos sdo provavelmente maiores
guando comparados diferentes corridas de ensaio (variacdo entre ensaios) do que
quando sdo comparados resultados dentro de uma corrida de ensaio Unico (variacao
intra ensaio) (ICH, 1999).

A validacdo consiste em uma avaliacdo sistematica, experimental e
documentada, de uma metodologia analitica com o intuito de demonstrar que a

mesma atende as necessidades de sua aplicagdo. Deve garantir que seja


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwix06jFi87RAhVDl5AKHczUAQ4QFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.iso.org%2F&usg=AFQjCNGpo76kUCYLHRrJE75GAgqvqEcs1A&bvm=bv.144224172,d.Y2I
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reprodutivel, exata para a finalidade a que se pretende e garantir a confiabilidade de
seus resultados (OMS, 2006; BRASIL, 2011b).

As metodologias descritas em farmacopeias ou formularios oficiais,
reconhecidos pela ANVISA, sdo consideradas validadas, no entanto, uma validacao
reduzida, entdo denominada verificagdo, deve ser realizada para garantir que o
método apresenta confiabilidade e relevancia adequadas. As metodologias analiticas
nado compendiais, s6 poderdo ser utilizadas ap6s um estudo de validacdo mais
completo, avaliando os parametros adequados a natureza de ensaio como descrito
no Quadro 1 (BRASIL, 2003).

Quadro 1 - Pardmetros necessérios para a validacdo de método analitico, segundo natureza do

ensaio.
| Testes Il Testes quantitativos ou
quantitativos ensaio limite para a
paraa determinagio de
determinagdo | impurezas e produtos de
Parametro do principio degradacédo em produtos lll Testes de IV Teste de
Categoria ativo em farmacéuticos e matérias- | performance | identificacéo
produtos prima
farmacéuticos .
ou matérias- | Quantitativo IIE_?;?::
prima
Especificidade 5im Sim Sim * 5im
Linearidade 5im Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
Precisédo : : - . o
Repetibilidade Sim Sim N&o 5im Néo
Preciséo . - - - -
Intermediaria Néo Nao
Limite de = u - R i
deteccéo MN&o N&o Sim N&o
Limite de = , - . u
quantificacéo Néo Sim N&o Néo
Exatidédo 5im Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim Né&o N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico
** se houver comprovacao da reprodutibilidade nédo € necesséria a comprovacgéo da Precisdo
Intermediéaria.

Fonte: Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003

Neste processo € necessario a utilizacado de substancias de referéncia oficiais
(Ph. Bras., Farmacopeia Americana - USP ou outros codigos autorizados) e na

auséncia destas, é possivel o uso de padrdes de trabalho, desde que a identidade e
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o teor sejam adequadamente comprovados. Outro fator importante para garantir a
qualidade analitica dos resultados € que os equipamentos utilizados na validacao
estejam calibrados adequadamente e os analistas treinados e qualificados (BRASIL,
2003).
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2 RELEVANCIA

A Raiva é endémica no Brasil e a ocorréncia da doenca em cdes em regides
de fronteira, nesta década, tem resultado em uma meédia de 48 casos em cdes/ano e
cerca de dois casos humanos transmitidos por cdo/ano. Além disto, a raiva esta
presente em todo territorio nacional em animais silvestres e em animais de producao
(CALDAS, 2015).

A endemia gera um alto custo em assisténcia médica. Segundo informacdes
do Gerente da Unidade Técnica de Vigilancia de Zoonoses, Dr. Eduardo Caldas, no
periodo de 2009 a 2013 houve uma média de 592 mil atendimentos/ano para profilaxia
da raiva. De 2013 até o presente, foram gastos aproximadamente R$ 80 milhdes/ano
(CALDAS, 2015).

Apesar do status de controle da doenca, este aumento se deve a mudancas
em fatores como o tipo de relacdo homem/cdo e ao proprio crescimento das
populacées humana e canina, sendo estimado na década de 1970 que a propor¢cao
era de um cao para cada 10 humanos, como preconizado pela OMS (OMS, 1990), ja
em 2016 podemos estimar uma populacéo canina de 53 milhdes no Brasil, o que, em
relacdo a populacdo humana da época, representaria uma relacdo de um céo para
aproximadamente quatro humanos, havendo pelo menos um cao em 44,3% dos lares
brasileiros (BRASIL, 2015).

E de suma importancia o controle da qualidade das vacinas distribuidas para a
rede de saude visando auxiliar a garantia da qualidade e eficacia dos protocolos de
imunizacao. Um dos fatores para garantir a qualidade da vacina € a avaliacédo de sua
poténcia pelo ensaio NIH (teste de protecdo em camundongos). Assim sendo, é
importante que o virus desafio seja devidamente padronizado e possua um titulo
conhecido e estavel, atendendo os requisitos minimos exigidos pela OMS e desta
forma possa garantir a aceitacdo dos ensaios de NIH utilizados no controle da

qualidade das vacinas antirrabicas.
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3 OBJETIVO GERAL

Padronizar o titulo do lote de Virus Trabalho VT15 que sera utilizado como virus
desafio no ensaio de poténcia NIH para vacina antirrabica, seguindo as orientagcfes

da OMS.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar estudo para padronizacao do titulo do lote de virus de desafio (VT15).
e Realizar o Controle Sistematico dos resultados do titulo do virus utilizando
graficos de controle.

e Verificar o método de titulacdo do virus rabico em camundongos.
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4 METODOLOGIA

Os ensaios foram realizados seguindo orientagbes da OMS (WILBUR &
AUBERT, 1996) descritos no Procedimento Operacional Padrdo (POP) numero
65.3430.015 (INCQS, 2013). O ensaio esta inserido no protocolo da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) P172016-1 sendo previsto sua utilizagcdo na rotina
laboratorial. Todos 0s ensaios seguiram 0s principios éticos do uso de animais de
experimentacdo, aplicando tratamento humanitario, evitando estresse excessivo,
minimizando a dor e o desconforto durante os procedimentos (ANDERSEN et al.,
2004). Os procedimentos foram realizados com equipamentos calibrados, por equipe

devidamente treinada e imunizada contra raiva.

4.1 VIRUS TRABALHO LOTE VT15

O lote VT15 foi produzido pela inoculagédo de 50 camundongos com 1000 DL50
de virus rabico fixo semente da cepa CVS originario do Instituto Panamericano de
Proteccion de Alimentos y Zoonosis (INPPAZ, Argentina), 6rgdo de referéncia da
OMS/OPAS. Foram obtidos 79 criotubos com 0,5 mL de uma suspenséo a 20% de
cérebros de camundongos infectados, produzido em Unico processo, com composicao
uniforme e mantidos em freezer a -70 °C £1°C. Foram utilizados no estudo 25
criotubos para a realizacdo de 25 ensaios, em sete corridas independentes, que

ocorreram em dias distintos.

4.2 BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos foram realizados seguindo medidas adequadas de
biosseguranga. Utilizou-se Equipamentos de Protec&o Individual (EPI) como jaleco,

luvas e mascara. A area de trabalho foi limpa com alcool 70% e utilizou-se materiais
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esterilizados e/ou descartaveis estéreis. O material utilizado foi descartado em
solucao viricida (hipoclorito de sodio a 1%) e os procedimentos de diluicdo do virus

foram realizados em cabine de seguranca bioldgica classe Il tipo B2.

4.3 PREPARO DAS DILUICOES

A solucéo de albumina a 0,75% foi utilizada como diluente para virus, sofrendo
adicdo de antibioticos (200 Ul penicilina e 200 pg estreptomicina), com o objetivo de
evitar infeccdes decorrentes da inoculacéo.

Os tubos foram identificados com as diluicbes 10! a 108, sendo distribuidos
2,7 mL da solucdo albumina em cada um desses, a partir do tubo 102, enquanto nos
tubos 101 foram adicionados 0,3 mL do diluente. Os tubos foram mantidos em banho
de gelo.

Os criotubos contendo o VT15 foram descongelados sob dgua corrente, com o
auxilio do agitador de tubos, sendo cada tubo retirado do freezer e descongelado
somente no momento de sua dilui¢édo. Foi adicionado 0,3 mL do virus no tubo 10 que
foi homogeneizado com pipeta e agitador por 5 segundos. Uma aliquota de 0,3 mL da
diluicdo 107 foi transferida para o tubo seguinte que continha 2,7 ml de diluente.
Realizou-se 0 mesmo procedimento de transferéncia de 0,3 ml até chegar a Ultima
diluicdo (10®) como demonstrado na Figura 5. As diluicGes de 107 a 10 foram
descartadas nos ensaios 1, 2, 3 e 7, enquanto nos ensaios 4, 5 e 6 foram descartadas,
também, a diluicdo 10, pois verificou-se nos ensaios iniciais que, tal diluicdo, causava

mortalidade de 100% dos animais, assim como na diluicdo seguinte.
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Figura 5 — Esquema de dilui¢céo do virus trabalho para ensaio de titulagéo.

0,3 ml

0.3 0.3 0,3 0.3 0,3 0,3 0.3 ml

Fonte: Adaptado POP INCQS 65.3430.015.

4.4 ANIMAIS

Para a titulacdo do VT 15, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss
Webster, fémeas e machos, de aproximadamente 3 semanas de vida e com peso
variando entre 11 e 14 gramas. Os animais utilizados eram provenientes de colonia
convencional outbreed, fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos (ICTB, antigo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério - CECAL) da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, separados por sexo, no
Servigo de Animais de Laboratério (SAL), com ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de
escuridao, temperatura média de 23°C +3°C, umidade 50% + 20% e com agua e racao
a vontade (INCQS, 2015).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj_4PufhM7RAhVFgpAKHfw-CxUQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.cecal.fiocruz.br%2F&usg=AFQjCNGLSMfRkr-AsYaupRsowvxOGuoxBg&bvm=bv.144224172,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwivqoWxhM7RAhUGkpAKHTOUB4YQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fportal.fiocruz.br%2F&usg=AFQjCNH2xoO67xttbLS2387ubuOIekMuaw&bvm=bv.144224172,d.Y2I
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4.5 INOCULACAO

A etapa de inoculagéo foi realizada no infectorio de raiva, localizado no bloco 6
do INCQS. Os animais foram separados em grupos de 10 animais do mesmo sexo e
alocados em uma mesma gaiola de acordo com a diluicdo que receberia.

Nos ensaios 1, 2, 3 e 7 inoculou-se pela via i.c., com o auxilio de uma seringa,
0,03 mL das diluicGes 10° a 108, enquanto que nos ensaios 4, 5 e 6 as diluicbes
inoculadas foram 10® a 10®. Cada diluicdo foi inoculada em um grupo de 10 animais,
comecando-se pela maior diluicdo (10®). Os animais foram colocados em gaiolas
devidamente etiquetadas contendo informa¢des como: nimero da gaiola, quantidade

de animais e diluicdo inoculada, e foram reposicionadas na estante.

4.6 PERIODO DE OBSEVACAO

Os animais foram observados por 14 dias registrando-se os dados de evolucao
de sinais em protocolo padronizado. Foi registrado o nimero de mortes por raiva
depois dos primeiros cinco dias. Mortes ocorridas antes do 5° dia ndo foram
computadas, pois ocorrem devido a outras causas, como traumas durante a
inoculacao. Foram utilizados desfechos humanitarios, sendo os animais submetidos a

eutanasia assim que 0s sinais de raiva estivessem estabelecidos.

4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

A relacdo de mortos/inoculados para cada diluicéo foi inserida no programa de
analise estatistica de ensaios biologicos CombiStats - versdo 5.0 (European
Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare — Council of Europe), sendo

obtido os resultados para o titulo do virus testado, expresso em logaritmo da
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DL50/0,03 mL via i.c. em camundongos, que foi calculado pela aplicagdo do modelo
estatistico de analise de Probitos, utilizando o mesmo programa. Para o calculo dos
parametros de verificacdo (veracidade e precisdo), os dados obtidos foram inseridos
em planilha de Excel produzida e validada frente ao capitulo <1033> da United States

Pharmacopeia (USP) para validacédo de bioensaios (USP, 2010).

4.8 DESENHO DO ESTUDO

4.8.1 Padronizacao do titulo do lote de virus de desafio

Foram testadas 25 amostras do lote de virus, sendo trés amostras em cada um
dos ensaios 1, 2 e 3 e quatro amostras em cada um dos ensaios 4, 5, 6 e 7. Cada
amostra foi tratada como uma amostra independente, passando por todo 0 processo
desde o descongelamento até a diluicdo e finalmente a inoculacéo.

Decorridos os 14 dias de observacédo dos animais, ap6s a inoculacgéo, foi obtido
a relacdo mortos/inoculados que foi inserida no programa CombiStats. O programa foi
utilizado para a obtencéo dos valores dos titulos de cada amostra, para combinar os
valores de titulos obtidos nos ensaios e assim obter as médias ponderada e a semi-
ponderada como recomendado pela Farmacopeia Europeia (COUNCIL OF EUROPE,
2016) e para avaliar a homogeneidade dos resultados. O valor central determinado
correspondeu ao titulo do lote de Virus.

N&do ha uma regra restringindo qual dos modelos de combinacdo deve ser

usado, mas a seguinte regra pode ser usada (EDQM, 2016):

a) Se o valor de p para homogeneidade é maior que 0,1, os intervalos de confianca
séo suficientemente homogéneos para usar a combinacéo ponderada;
b) Se o valor de p € menor que 0,1, o intervalo de confianca tende a ser heterogéneo

e serd melhor usar a combinagdo semi-ponderada.
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4.8.2 Controle sistematico do lote — graficos de controle

No presente trabalho os titulos obtidos foram inseridos no programa SPC
Explorer RT, versdo 5.21 (Quality América Inc.) para a elaboracdo de graficos de
controle e avaliacdo do comportamento do virus ao longo dos ensaios (controle

sistematico).

4.8.3 Verificacdo do ensaio de titulacdo viral em camundongos

Para a verificacdo do método de ensaio, foram avaliados os seguintes

parametros:

Veracidade: é a estimativa do erro sistematico, foi expressa como a tendéncia
(do inglés Bias) — que é a diferenca entre o valor medido obtido a partir de maltiplas
medicdes repetidas com a mesma amostra e o valor de referéncia - é a expressao
guantitativa da veracidade. Para estimar a veracidade, o titulo obtido nos trés
primeiros ensaios foi considerado como o valor de referéncia e utilizado no célculo da
Tendéncia Relativa (TR). Adotamos empiricamente, o critério de aceitacao

recomendado para ensaios imunoenzimaticos para veracidade + 20% (EMA, 2011).

Titulo Médio Referéncia — Titulo Médio Experimental
TR% = - — — x 100
Titulo Médio Referéncia

% R . Titulo Médio Experimental 100
0 RECUPETALA0 = T hitilo Médio Referéncia
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Preciséo: expressa a proximidade de concordancia (grau de disperséo) entre
uma série de medi¢cdes obtidas a partir da avaliagdo multipla da mesma amostra
homogénea nas condic¢des prescritas. A precisdo pode ser considerada em trés niveis:
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (entre laboratérios).

No presente estudo foram avaliadas a repetibilidade e a precisdo intermediaria,
que foram expressas como Coeficiente de Variacao Percentual (CV%). Para o calculo

do CV%, os desvios padrbes foram obtidos como a raiz quadrada de:

a) variancia da repetibilidade, calculada entre os resultados das diferentes amostras
em cada ensaio;

b) da variancia entre-ensaios, calculada utilizando os resultados obtidos nas diferentes
corridas de ensaios;

c¢) da variancia intermediéria, pela soma das variancias intra e entre-ensaios.

N Desvio Padrio
Z(x - x)z 0f =
2= % Titulo Médio 100

n—1

Adotamos empiricamente, o critério de aceitacdo recomendado para ensaios
imunoenziméticos para precisdo < 20% (EMA, 2011). Também foi avaliada a
variabilidade seguindo a recomendacdo do ICH para lotes de virus utilizados em
estudos com produtos bioldgico/biotecnolégicos que considera homogéneo, o lote
com uma variacdo maxima de 0,5 logaritmo (log) de desvio padréo, de teste para teste,
no titulo do virus (ICH, 1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho foi uma extensao da rotina de padronizacdo de lotes de
virus efetuada no Laboratério de Vacinas Virais-Raiva quando um novo lote €&

produzido.

5.1 TITULACAO DO VIRUS

A variabilidade do titulo do virus rabico € um ponto critico para a realizacao do
ensaio NIH no controle da qualidade das vacinas antirrabicas. Sendo assim, todo lote
de CVS trabalho produzido deve ser submetido a um estudo de padronizacdo de seu
titulo, para que se verifique a viabilidade do lote (BRASIL, 2008).

A Tabela 1 apresenta os resultados de titulo de cada amostra de virus (criotubo)
testado, expresso em logaritmo da DL50 e os limites inferiores e superiores de

confianca de 95%.
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Tabela 1
Titulos virais expressos em logaritmo da DL50 por amostra testada.

Amostra / Ensaio LIC DL50 LSC
01/01 6,87 7,38 7,88
02/01 7,10 7,62 8,14
03/01 7,10 7,62 8,14
04 /02 6,66 7,15 7,64
05/02 7,22 7,76 8,29
06 /02 7,34 7,89 8,44
07 /03 5,87 6,35 6,83
08/03 6,96 7,47 7,98
09 /03 7,10 7,62 8,14
10/ 04 6,23 6,75 7,27
11/04 6,25 6,76 7,26
12 /04 6,36 6,87 7,38
13/04 6,56 7,07 7,59
14 /05 6,70 7,19 7,74
15/05 6,79 7,21 7,65
16 /05 6,96 7,44 8,17
17 /05 7,52 7,80 8,08
18 /06 5,17 6,32 6,82
19/06 5,17 6,42 6,97
20/ 06 6,14 6,68 7,13
21/06 6,05 6,30 6,55
22 /07 6,65 7,20 16,41
23/ 07 6,65 7,20 16,41
24 | 07 6,69 7,00 7,31
25/ 07 6,92 7,20 7,48

Legenda: LIC - Limite Inferior de Confianca de 95%; LSC - Limite Superior de Confianca de 95%
Fonte: Adaptado CombiStats - versao 5.0, 2016.

Os valores obtidos, para os titulos virais em logaritmo da DL50, variaram entre
6.30 e 7.89 (10%3% e 107:8%). Apesar das variacdes ocorridas nos valores dos titulos, os
mesmos se mantiveram dentro do requerimento minimo de 108, estabelecido pela
OMS.

Quando avaliada a diferenca entre cada amostra, que nao pode ser maior do
que uma diluicdo decimal (WILBUR & AUBERT, 1996), houve apenas trés (amostras
7, 8 e 18) onde esta diferenca foi maior que uma diluicéo.

A Tabela 2 agrupa os valores dos titulos obtidos por amostra, a média de cada
ensaio e a média geral dos ensaios. Os trés primeiros, permitiram estimar a média do
titulo inicial que foi tomado como valor de referéncia para os demais ensaios

realizados, para assim realizar a verificagéo e selecionar as diluigdes que forneceriam
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as 32 DL50 convencionalmente utilizadas no ensaio NIH (reflete o arredondamento
do logaritmo da média do intervalo 10 a 50 DL50 = 30; log 30 = 1,47 =1,5) .

Tabela 2

Titulos virais expressos em logaritmo da DL50 de cada amostra, dos sete ensaios realizados, médias
dos titulos e média do titulo inicial baseado nos 3 primeiros ensaios.

Corridas Média Titulo
Ensaios Média Inicial /
nl n2 n3 n4 Referéncia
01 7,38 7,62 7,62 7,54
02 7,15 7,76 7,89 NR 7,60 7,43
03 6,35 7,47 7,62 7,15
04 6,75 6,76 6,87 7,07 6,86
05 7,19 7,21 7,44 7,80 7,41
06 6,32 6,42 6,68 6,30 6,43
07 7,20 7,20 7,00 7,20 7,15
Média Néao
Ponderada 713
Média Ponderada p=0,000 7,10
Média Semi-
Ponderada 712

Legenda: NR - Nao Realizado
Fonte: Elaborado pela autora com dados obtidos no CombiStats, 2016.

Uma vez que os intervalos de confianga dos ensaios foram considerados
heterogéneos, com valor de p menor que 0,1, na andlise efetuada pelo CombiStats
para combinac¢éo dos dados, o titulo final (DL50) do lote de virus VT15 foi estabelecido

como a média semi-ponderada de 7,12 (107:%?).

5.2 CONTROLE SITEMATICO DO LOTE

Os valores dos 25 titulos obtidos foram langcados em graficos de controle para
realizar o controle sistemético do lote e estdo representados por cada ponto do gréafico
da Figura 6. Os ensaios 4 e 6, representados pelos pontos de 10 a 13 e de 18 a 21,

respectivamente, apresentaram titulos mais baixos, o que pode indicar a ocorréncia
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de fontes de variacdo assinalaveis como a saude dos animais, pH das solugfes
diluentes, entre outras.

Na figura 6, cada ensaio foi identificado por seu numero de ordem e separado,
por um traco vermelho, para uma melhor visualizacdo do processo. Entre os ensaios
4 e 5 podemos notar uma tendéncia ndo aleat6ria transitoria (com a presenca de oito
pontos consecutivos aumentando no gréfico), indicando que a média do processo se

alterou, sendo necessario aumentar a supervisdo do mesmo.

Figura 6. Grafico de controle obtido pelo software SPC Explorer RT demonstrando o comportamento

do virus (tendéncia) com base em seu titulo.
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Legenda: UCL - limite superior de controle, UWL - limite superior de alerta, LWL — limite inferior de
alerta, LCL - limite inferior de controle.
Fonte: SPC Explorer RT, 2016.

Esse gréfico permitiu 0 acompanhamento das variacdes nos titulos virais em
cada amostra dos ensaios, avaliando se os mesmos encontravam-se dentro dos
limites de controle. Observou-se que apesar da ocorréncia de variacdes e tendéncias
nao aleatérias o virus manteve-se dento dos intervalos de 99% de controle.

N&ao foi possivel identificar a causa dessas tendéncias, mas provavelmente,
foram devidas ao desenho do estudo onde varias amostras foram testadas em um
mesmo ensaio, sendo o tempo entre a realizacdo da diluiciho de cada amostra e a
inoculacdo, um fator que afetou os titulos. Fica evidente que a primeira amostra de

cada ensaio apresenta titulo menor que a ultima. Tal perda deve ser decorrente da
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espera em diluir as demais amostras e isto gerou tendéncias intra ensaios, tendo os
resultados intra ensaios apresentado-se menos dispersos quando comparados aos
demais, desta forma, apresentaram uma variagao intra ensaios menor que a variacao
entre ensaios.

Quando lancadas as médias de cada um dos ensaios no grafico de controle
(Figura 7), é possivel observar que o lote VT15 encontra-se sob controle, mostrando
homocedasticidade. Entretanto tal grafico deve ser alimentado com mais dados para

gue forneca uma maior significancia estatistica.

Figura 7. Gréfico de controle obtido pelo software SPC Explorer RT demonstrando o comportamento

do virus (tendéncia) com base na média dos titulos de cada um dos sete ensaios.
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Legenda: UCL - limite superior de controle, UWL - limite superior de alerta, LWL — limite inferior de
alerta, LCL - limite inferior de controle.
Fonte: SPC Explorer RT, 2016.

A Figura 8 apresenta os graficos de controle dos lotes VT15 e VT14, seu
antecessor. Os resultados do lote VT15 apresentam uma variabilidade maior, no
entanto os resultados se referem somente a ensaios de titulacdo do virus onde mais
de uma amostra foram testadas e o do lote VT14 apresenta dados do ensaio NIH, em
sua maioria, que tendem a ser mais homogéneos por ser utilizado apenas um frasco

por ensaio.



40

Figura 8. Gréficos de controle obtidos pelo software SPC Explore RT comparando o comportamento

(tendéncia) do VT15 e VT14 com base em seu titulo.
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Legenda: UCL - limite superior de controle, UWL — limite superior de alerta, LWL — limite inferior de
alerta, LCL - limite inferior de controle.
Fonte: SPC Explorer RT, 2016

5.3 VERIFICACAO DO ENSAIO DE TITULACAO VIRAL EM CAMUNDONGOS

Em geral ensaios compendiais séo aceitos como validados n&o necessitando
ser submetidos a processos de validagédo extensos (BRASIL, 2003), no entanto pode
ser necessario realizar uma validacao reduzida, neste caso, denominada verificacéo,
para demonstrar que o método apresenta as caracteristicas necessarias ao seu uso.
Com afinalidade de exercitar tal procedimento, foi realizada uma verificacdo do ensaio
de titulagdo do virus rabico para os parametros veracidade e precisdo, visando a
demonstracao de sua confiabilidade.

A veracidade de um método analitico é o grau de concordancia entre a média
de um grande numero de resultados de um ensaio e o valor de referéncia. Para
determinar a veracidade ndo precisamos saber o valor verdadeiro, mas precisamos
saber um valor de referéncia, que nesse caso, foi obtido como a média dos resultados
dos trés primeiros ensaios. E expressa como a TR% que é a diferenca entre o valor
medido obtido a partir de multiplas medicdes repetidas com a mesma amostra e 0
valor de referéncia (ISO, 2006).

A recuperacdo mede a tendéncia total do procedimento analitico e, portanto, é
uma expressdo de sua veracidade (BRASIL, 2011b). A Tabela 3 apresenta a

verificagdo do método, segundo o parametro veracidade.



41

Tabela 3
Verificacdo - Parmetro Veracidade.
Ensaio Titulo Titglo % Tendéncia Critério de % Recuperaco
Esperado Obtido Relativa Aceitacao

01 7,43 7,54 + 1,48 101,48
02 7,43 7,60 + 2,29 102,29
03 7,43 7,15 - 3,77 96,23
04 7,43 6,86 - 7,67 92,33
05 7,43 7,41 - 0,27 +20% 99,73
06 7,43 6,43 - 13,46 86,54
07 7,43 7,15 - 3,77 96,23

Média Geral 7,43 7,16 - 3,63 96,37

Fonte: A autora, 2016.

Todos os resultados obtidos para a TR% foram inferiores ao critério de
aceitacdo de + 20% e os Recuperacdo % ficaram dentro dos 80% a 120%, como
estabelecido como critério de aceitacdo, indicando que o ensaio de titulacdo viral em
camundongos € capaz de determinar o titulo de suspensdes de virus rabico com
veracidade conforme.

A precisdo de um método pode ser avaliada pela dispersdo dos resultados
analiticos em relacdo a sua média. Define-se como sendo o grau de concordancia
entre os valores de uma série repetida de ensaios analiticos, que pode ser expressa
como CV% (ISO, 2006). Pode ser avaliada pela repetibilidade (CV intra ensaios), CV
entre ensaios e Precisdo intermediaria (EMA, 2011).

A Tabela 4 apresenta os resultados do parametro precisdo realizado para a
verificacdo do ensaio e mostram que os resultados apresentaram conformidade com

o critério de aceitacdo adotado.

Tabela 4
Verificacdo — ParAmetro Preciséo.

Critério de Aceitacao
CV Intra ensalps 4,24% <20%
Precisio CV Entre ensaios 577%
Precisao Intermediaria 10,05%
Desvio Padrdo Intra/Entre 0,30/0,41 <0,5

Fonte: A autora, 2016.

Vale ressaltar que ndo existem critérios de aceitacdo estabelecidos para

validacbes de ensaios/produtos biologicos, que apresentam alta variabilidade.
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Entretanto, adotamos empiricamente, a variabilidade maxima recomendada para

ensaios imunoenziméaticos para veracidade (+ 20%) e preciséo (< 20%) (EMA, 2011).
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6 CONCLUSAO

6.1 PADRONIZACAO DO TiTULO DO VT 15

O titulo do lote VT 15 de CVS para desafio no ensaio de poténcia para vacinas
contra raiva manteve-se com no minimo 108 DLso /0,03 mL i.c. em camundongos ao
longo dos sete ensaios, sendo considerado conforme, atendendo ao requerimento
minimo preconizado pela OMS (WILBUR & AUBERT, 1996). O titulo foi padronizado

como 10712,

6.2 CONTROLE SISTEMATICO DO LOTE VT15

Apesar das flutuagdes do titulo do virus, ele se manteve nos limites esperados.
O ensaio de titulacdo viral esta sob controle (todos resultados dentre os limites de
99%), no entanto foi possivel detectar uma tendéncia ndo aleatéria transitoria, ndo
tendo sido possivel identificar as causas, provavelmente sendo devidas ao desenho
do estudo onde vérias amostras foram testadas em um mesmo ensaio.

Ao comparar o comportamento do VT15 com seu antecessor, o0 VT14, ainda
em uso, o lote apresentou maior variabilidade.

Ha indicios de que o desenho experimental diferente do procedimento realizado
no ensaio NIH e que isso tenha influenciado, pois houve homogeneidade

maior intra grupos e marcadas micro tendéncias tempo-dependentes.

6.3 VERIFICACAO DO ENSAIO

N&o existem critérios de aceitacdo estabelecidos para validacdo de ensaios
biolégicos, entretanto os valores de variabilidade maxima se mantiveram abaixo dos

20% adotado empiricamente para o estudo. Os resultados foram precisos e com
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veracidade conforme, de acordo com o preconizado pela OMS e sao considerados
homogéneos, ou seja, desvio padrdo < 0,5 log, como recomendado pela ISO
(1S0O,1999).

A variacao obtida para o lote foi acima do esperado, no entanto, o desenho de
estudo difere do padrdo de utilizagcdo do virus, por isto, sera instrutivo realizar trés
ensaios NIH completos utilizando o lote VT15 para o desafio como estudo suplementar

ao estabelecimento do virus.
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