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RESUMO

Um lote de soro antirrabico foi produzido na forma liofilizada pelo Instituto Butantan
(Séo Paulo — BR) e doado ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS/Fiocruz - Rio de Janeiro — BR) como candidato para estabelecimento de um
novo padrdo nacional de referéncia. O presente estudo foi desenvolvido para
padronizar a poténcia virusneutralizante do lote candidato para o virus rabico,
utilizando cultivo de células. O teste utilizado para determinar a poténcia do soro foi
o Ensaio de Potencia de Neutralizacdo Viral (EPNV) em células BHK-21 em placas
de 96 pocos. Foram realizados quatro ensaios em dias diferentes. Os soros
candidatos foram testados frente ao 2° padrdo internacional de imunoglobulina
antirrabica (NIBSC — UK), todos diluidos para conter aproximadamente 1 Ul/mL, em
quatro diluicdes cada e em trés replicatas. Os resultados foram calculados utilizando
o software CombiStats do European Directorate for the Quality of Medicines and
HealthCare (EDQM) para obtencédo da dose efetiva 50% (DEso) e da poténcia em
unidades internacionais (Ul/frasco). Os resultados foram combinados para obtencao

da média semi ponderada que foi considerada o titulo do produto.

Palavras-Chave: Raiva. Poténcia. Neutralizagéo.



ABSTRACT

A batch of rabies antiserum was produced in the lyophilized form by the Butantan
Institute and donated to the National Institute of Quality Control in Health (INCQS /
Fiocruz - Rio de Janeiro — BR) as a candidate for establishment as a new national
reference standard. The present study was conducted to standardize the batch using
virus-neutralizing potency test in cell culture. The test used for potency determination
was the Virus Neutralization Potency Assay (VNPA) in BHK-21 cells in 96-well plates.
Four assays were performed on different days. The candidate serum was tested
against the 2n¢ International Standard of rabies Immunoglobulin (NIBSC - UK), all
diluted to contain approximately 1 IU/mL, in four dilutions each and in three
replicates. The results were calculated using the CombiStats software from the
European Directorate for the Quality of Medicines and HealthCare (EDQM) to obtain
the effective dose 50% (EDso) and the potency in international units (IU/vial). The
results were combined to obtain the mean that was considered the title of the

candidate.

Key words: Rabies. Potency. Neutralization.
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1 INTRODUCAO

1.1 O virus

O \virus rabico (RABV) pertence a ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Atualmente é subdividido em 11 gendtipos
(Tabela 1), todos sdo conhecidos e suspeitos de causar doencas semelhantes a
raiva. O responsavel por causar a raiva humana € o genotipo 1, protétipo do género
(HATZ; KUENZIL; FUNK, 2012).

Tabela 1 - Gendtipos do género Lyssavirus.

GENOTIPO VIRUS IDENTIFICADO EM PRINCIPAL

HOSPEDEIRO

1 RABV* Todo o mundo Cao e morcego

2 Lagos Africa Morcego

3 Mokola Nigéria Morcego

4 Duvenhage Africa Morcego

5 EBLV-1** Europa Morcego

6 EBLV-2** Europa Morcego

7 Australian bat Australia Morcego

8 Aravan Quirguistao Morcego

9 Khujand Tajiquistao Morcego

10 Irkut Asia Morcego

11 West Caucasian Europa Oriental Morcego

bat virus

* Virus da Raiva **European Bat Lyssavirus.
Fonte: (Adaptado de HATZ; KUENZIL; FUNK, 2012).

O RABYV é envelopado, sendo sensivel a detergentes e solventes lipidicos. E
inativado por luz solar, calor e dessecacao (YOUSAF et al., 2012). O virion possui
didmetro de aproximadamente 75 nm, comprimento entre 100 e 300 nm e formato
caracteristico de projétil. Este apresenta-se como um cilindro constituido pelo
genoma e envolto pela nucleoproteina (proteina N), formando um nucleocapsideo
helicoidal (BATISTA, 2007).
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Todos o0s Lyssavirus, virus rabicos ou aparentados, possuem acido
ribonucleico (RNA) de fita simples, polaridade negativa, linear, ndo segmentado,
com 11.932 nucleotideos e peso molecular (PM) = 4,6 x 10° Quilodaltons (BRASIL,
2008a). O genoma codifica cinco proteinas, sdo elas: nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P antes M1), proteina da matriz (M antes M2), glicoproteina (G) e a
RNA polimerase (L) (Figura 1) (DAVIS; RALL; SCHNELL, 2015).

Figura 1 - Virus rabico.

Glicoproteina (G)

7’&? ;W’ﬁ% fﬂa“(@ﬂ
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Fonte: (Adaptado de DAVIS; RALL; SCHNELL, 2015).

A glicoproteina G (525 aminoacidos, 65-70 KDa) é expressa na superficie
viral, sendo considerada a mais importante, visto que é responsavel pela
patogenicidade viral e por promover a inducdo de anticorpos neutralizantes,
induzindo imunidade protetora contra raiva. Ela também promove adsor¢éo do virus
a célula hospedeira e fusdo do envelope a membrana citoplasmatica. Estimula,
juntamente com as proteinas N e P, células T auxiliares e citotoxicas, uma resposta
imune celular e participa do processo de brotamento de novos virions (SINGH,
2017).

A proteina N (450 aminoécidos, 58-62 KDa), forma o capsideo e protege o

RNA viral da acdo das ribonucleases. Além disso, auxilia na regulacdo da
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transcricdo do RNA viral. Essa proteina apresenta epitopos para o reconhecimento
de linfocitos T, sendo um antigeno grupo-especifico (ACHA; SZYFRES, 2003).

A proteina L (2128 aminoé&cidos, 190KDa) € uma subunidade do complexo
que forma a RNA polimerase. Forma o conglomerado que transcreve o genoma
viral, juntamente com as proteinas P e N. Por sua vez, a proteina P (298
aminoacidos, 35-40 KDa) esta associada ao ribonucleocapsideo e interage com a
proteina L. Por fim, a proteina M (203 aminoé&cidos, 22-25 KDa) promove a
montagem das particulas (ICTV, 2018).

O RABV é considerado bastante estavel, entretanto apresenta algumas
variacfes antigénicas, que servem como marcadores epidemioldgicos, permitindo a
identificagdo da espécie fonte da infeccdo ou de variantes associadas a
determinados nichos ecolédgicos (BRASIL, 2008a). As variantes antigénicas do virus
rabico (AgV) foram caracterizadas a partir de isolados do virus por um painel
estabelecido pelo Center for Disease Control (CDC) e Organiza¢cdo Pan-Americana
de Saude (OPAS). No Brasil foram identificadas as seguintes variantes: 1 (AgV1) e 2
(AgV2), préprias dos cées (Canis familiaris); 3 (AgV3), do morcego hematéfago
Desmodus rotundus; 4 (AgV4), propria do morcego insetivoro Tadarida brasiliensis;
6 (AgV6), do morcego insetivoro Lasiurus cinereus, AgV2* isolada da espécie
Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) e AgVCN, que tem como reservatério a
espécie Callithrix jacchus (sagui-de-tufo-branco) (Tabela 2) (ROCHA, 2014; BRASIL,
2016).

Tabela 2 - Variantes antigénicas do virus rabico identificadas no Brasil.

Variante antigénica Espécie

AgV1l Canis familiaris
AgV2 Canis familiaris
AgV3 Desmodus rotundus
AgVv4 Tadarida brasiliensis
AgV6 Lasiurus cinereus
AgV2* Cerdocyon thous

AgVCN Callithrix jacchus

AgV - variantes antigénicas do virus rabico, AgV2* - variante antigénica do virus rabico isolada da
espécie Cerdocyon thous.
Fonte: (Do autor, 2019).
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1.2 Epidemiologia

A raiva ocorre em todos o0s continentes, com excecao da Antartida, sendo
endémica na maioria dos paises asiaticos e africanos. Estima-se que ocorram
59.000 ébitos por raiva anualmente, sendo que 95% das mortes se concentram em
paises da Asia e Africa. Estimativas indicam que a mortalidade humana é maior na
Asia, sendo a maior incidéncia na india. Nesses dois continentes, 40% das mortes
por raiva ocorrem em criangas menores de 15 anos. Nas regides endémicas, 90%
dos casos de raiva humana ocorrem devido a transmisséo por caes (OMS, 2018a).

Estima-se que o gasto anual dos paises em desenvolvimento com profilaxia
pos-exposicao para raiva seja de US$ 560 milhdes. Entretanto trés intervencdes
podem ser realizadas para diminuir os casos de raiva humana. Uma delas consiste
na conscientizacdo sobre a doenca, promovendo educacdo em saude, levando as
pessoas a buscarem os cuidados que necessitam. Outra medida importante é a
vacinacdo em massa de cdaes, interrompendo a transmissédo da raiva. E por fim, o
acesso imediato e adequado a profilaxia pds-exposicdo no caso de suspeita de
exposicao (OMS, 2018b).

No Brasil, foi instituido em 1973 o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva
Humana (PNPR), tendo como principal objetivo a reducdo no nimero de casos de
raiva humana, por meio do controle em animais domeésticos (vacinagao), aplicacédo
do esquema de profilaxia de pré e pds-exposicdo e educacdo em saude. J& em
1983, foi desenvolvido o “Plano de Acao para Eliminacdo da Raiva Urbana das
Principais Cidades da América Latina” pela OPAS, com o objetivo de eliminar a raiva
humana transmitida por cdes na América até o final da década de 80 (WADA,;
ROCHA; ELKHOURY, 2011).

A notificacdo de todo caso suspeito de raiva € compulsoria e imediata nos
niveis municipal, estadual e federal em todo o territdério nacional. O Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) possui uma ficha padronizada,
fundamental para a investigacdo do caso e decisdo da conduta de profilaxia que
deve ser adotada (BRASIL, 2010a).

A partir da evolugcdo desses programas houve reducao significativa de
mortalidade por raiva humana, visto que ocorreu a intensificacdo das acdes de
vigilancia e controle de raiva canina e felina, o que é demonstrado na Figura 2. No

periodo de 1990 a 2009 foram registrados 574 casos de raiva humana no Brasil,
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onde até 2003 a principal espécie agressora foi o cdo. Em 2004 o maior agressor

passou a ser o0 morcego (BRASIL, 2014a).

Figura 2 - Taxa de mortalidade de raiva humana por tipo de animal agressor (1986-
2018).
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Fonte: SVS/MS. (http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/raiva/situacao-epidemiologica).

De 2010 a 2018, foram registrados 36 casos de raiva humana no Brasil.
Desses casos, nove foram provocados por agressdo de caes, 19 por morcegos,
quatro por primatas ndo humanos, trés por felinos e em um deles nao foi possivel
identificar o animal agressor (BRASIL, 2018a).

Em 2017 seis casos de raiva humana foram registrados, todos pela variante 3
de morcegos hemat6fagos. Em cinco casos ocorreu agressao direta de morcegos,
trés deles no Amazonas e os outros dois na Bahia e Tocantins. O sexto caso
aconteceu em Pernambuco devido a agressdo de um gato de rua infectado com a
variante 3, propria do morcego hematdfago Desmodus rotundus (BRASIL, 2018a).

Em 2018 foram registrados 11 casos de raiva humana no Brasil. Desses, 10
estavam relacionados com um surto em regido ribeirinha de Melgaco, no Para, onde
todos apresentaram histérico de espoliacdo por morcegos e néo realizaram profilaxia
antirrabica pés-exposi¢cao. E um caso foi de um homem morador do Parana, que foi
espoliado por um morcego em Ubatuba, S&o Paulo, e procurou a profilaxia 12 dias

apos a exposicado (BRASIL, 2018a).
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1.3 Patogenia e sinais clinicos

Todos os mamiferos sdo susceptiveis e capazes de transmitir o RABV, mas
0S principais reservatorios sao os mamiferos carnivoros (em sua maior parte cées) e
morcegos. A transmissdo ocorre principalmente por meio da mordedura de animais
infectados, onde a saliva com o virus penetra na pele. A estimativa € que 60 a 75%
dos cées raivosos eliminam o virus na saliva, e a quantidade pode variar de
vestigios a titulos altos (ACHA; SZYFRES, 2003).

Embora seja pouco frequente, o virus também pode ser transmitido pela
exposicao de ferida, ou membrana mucosa, a saliva de um animal infectado. A
transmissédo por inalagdo pode ocorrer em cavernas onde a densidade de morcegos
é alta e a ventilagdo minima (WEANT; BAKER, 2013). Ocasionalmente a
transmissao pode ocorrer em transplantes de 6rgdos como cornea. Em 2004 foram
divulgados dois casos, em um deles o RABV foi transmitido a quatro receptores de
transplante de um doador infectado no Texas e no outro, trés receptores de um
doador da Alemanha foram contaminados. Todos que receberam os 6rgéos foram a
Obito (NIGG; WALKER, 2009).

O periodo de incubacéo € muito variavel e depende de uma série de fatores,
como: o local da mordedura (a incubacdo costuma ser mais longa quando a
mordedura é distante do Sistema Nervoso Central - SNC), a carga viral no momento
da agressao, a variante do virus e a imunidade de quem sofreu a agressao. No
homem, o periodo de incubacao dura, geralmente, de dois a trés meses, podendo
ser mais curto ou longo (SINGH et al, 2017).

Depois de inoculado por via subcutanea ou intramuscular, o RABV se replica
nos midcitos proximos a mordedura e se propaga por nervos periféricos até o SNC
e, em seguida, dentro do SNC, por transporte axonal. Depois do desenvolvimento da
infeccdo no SNC, o virus se difunde de forma centrifuga pelos nervos eferentes até
0s orgéos e tecidos (JACKSON, 2013).

No homem a doenca comeca com a fase prodrémica, apresentando sintomas
inespecificos, como: irritabilidade, cefaleia, mal-estar, febre baixa, nauseas, vomitos,
alteracdes sensoriais imprecisas no local da mordedura. Geralmente o paciente
sente dor e irritagdo no local da ferida. Posteriormente a doenca progride para a fase

neurolégica aguda, que pode se manifestar como raiva encefalitica (furiosa) ou
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paralitica. A maior parte dos pacientes desenvolve a forma encefalitica. Nesta os
sintomas caracteristicos sdo: excitabilidade, alucinacfes, sensibilidade a luz e ao
som, salivagdo excessiva, hidrofobia e aerofobia. O paciente pode apresentar
dolorosos espasmos laringeos e faringeos, que podem levar a hidrofobia e
aerofobia. Normalmente depois dessa fase o paciente vai a 6bito em cinco dias.
Pacientes que desenvolvem a fase paralitica apresentam paralisia flacida,
primeiramente do membro exposto ao virus. Podendo evoluir para tetraplegia, a
morte acontece apds o inicio da paralisia diafragmatica e bulbar em algumas
semanas (ACHA; SZYFRES, 2003; NIGG; WALKER, 2009).

N&o existe tratamento comprovadamente eficaz contra a raiva. Em 2004, foi
aplicado pela primeira vez o Protocolo de Milwaukee para tratamento da raiva
humana. Em Wisconsin, uma jovem de 15 anos, diagnosticada com raiva havia sido
mordida por um morcego em sua mao esquerda, cerca de um més antes de
apresentar sintomas e ndo havia recebido o esquema de profilaxia pds-exposicao.
Foram detectados anticorpos neutralizantes antirrdbicos em seu soro e liquido
cefalorraquidiano (LCR). Ela foi tratada com cetamina, antivirais (ribavirina e
amantadina) e foi submetida ao coma terapéutico induzido, com midazolam e
fenobarbital. A jovem sobreviveu com sequelas neuroldgicas leves (JACKSON,
2013).

Tal protocolo conta com medidas de suporte para diminuir as demandas
metabdlicas do SNC e administracdo de antivirais. ApOs esse caso, adaptacdes
desse protocolo foram realizadas, com resultados positivos. Entretanto ndo ha
garantia de sobrevivéncia do paciente, nem de auséncia de sequelas neurolégicas
(NIGG; WALKER, 2009).

Em 2008, no Hospital Universitario Oswaldo Cruz, em Recife — Pernambuco,
foi aplicado em um jovem de 15 anos, que sofreu agressao por um morcego
hemat6fago, um tratamento semelhante ao proposto no Protocolo de Milwaukee. O
paciente conseguiu se recuperar, sendo o primeiro caso de cura de raiva humana no

Brasil, o protocolo utilizado foi denominado Protocolo de Recife (BRASIL, 2009).

1.4 Imunobioldgicos para raiva

Embora fatal, uma vez desenvolvidos o0s sintomas clinicos, a raiva pode ser

prevenida. Atualmente sdo recomendadas a profilaxia pré-exposicdo e pos-
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exposicao dependendo do caso. A primeira é indicada para individuos com alto risco
de exposicdo ao RABV, como profissionais (medicos veterinarios, biélogos, dentre
outros). Nesse caso € aplicado um esquema vacinal de trés doses (dia zero, sete e
28), podendo ser administrado por via intramuscular (IM) ou intradérmica (ID). Pela
via IM utiliza-se a dose completa do frasco ampola e a aplicacdo pode ser feita no
musculo deltoide ou vasto lateral da coxa. No caso da via ID é administrado 0,1 mL
da vacina reconstituida (BRASIL, 2014a).

Ap6s o décimo quarto dia da aplicacdo da ultima dose deve ser feito o
controle sorologico. Caso o titulo de anticorpos seja maior que 0,5 Ul/mL é
considerado que houve resposta satisfatoria. Se estiver abaixo desse valor é
necessaria a administracéo de uma dose de reforco. E recomendado que o controle
sorologico de profissionais expostos ao risco seja realizado de seis em seis meses
(BRASIL, 2014a; NIGG; WALKER, 2009).

A profilaxia poOs-exposicdo deve ser realizada caso tenha ocorrido uma
possivel exposicdo ao RABV. Imediatamente apds a agressdo, deve-se lavar a
ferida em &gua corrente abundante com sabao, o que diminui o risco de infeccéo.
Deve-se aplicar antissépticos (polivinilpirrolidona-iodo, povidine e digluconato de
clorexidina ou alcool 70%) na ferida. Posteriormente, o individuo deve receber
orientacdes de um profissional de saude e de acordo com a avaliacdo receber um
esquema vacinal adequado e imunizagcdo passiva nos casos mais graves, pela
aplicacdo do soro antirrdbico ou imunoglobulina antirrdbica humana (BRASIL,
2014a).

Segundo a Nota Informativa n° 26-SEI/2017-CGPNI/DEVIT/SVS/MS, que
‘“Informa sobre alteragcbes no esquema de vacinagdo da raiva humana pés-
exposicao e da outras orientagdes”, 0 esquema de profilaxia da raiva pds-exposicéo
pela via IM foi reduzido de cinco para quatro doses da vacina (inativada), nos dias
zero, trés, sete, 14. Para via intramuscular utiliza-se a dose completa, no masculo
deltoide ou vasto lateral da coxa. Essa Nota também informa que é possivel optar
pela via ID, fracionando o frasco ampola para 0,1 mL/dose e aplicando nos dias
zero, trés, sete e 28, sendo que serdao administrados por vez duas doses em dois
locais distintos. Vale ressaltar que no caso de aplicacdo por via ID, a vacina deve ser
reconstituida e utilizada no prazo de 6-8 horas, conservada em temperatura de 2-8
°C, sendo descartada ap0s esse periodo (BRASIL, 2017).
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O acesso imediato a profilaxia pos-exposicédo adequada, é quase 100% eficaz
na prevencao de mortes por raiva (BRASIL, 2014a).

O Programa Nacional de Imunizacdes (PNI) do Ministério da Saude é
responsavel pelo abastecimento dos imunobiolégicos necessérios para profilaxia da
raiva humana no Brasil, sdo eles: vacina antirrabica de cultivo celular, soro
antirrabico heterdlogo e imunoglobulina antirrdbica homadloga (BRASIL, 2014a).

Atualmente no Brasil, o PNI conta com vacina de raiva (inativada), uma vacina
desenvolvida a partir de linhagem de células renais de macacos africanos (células
Vero). A vacina purificada cultivada em células Vero € produzida pela empresa
Sanofi Pasteur (Lyon, France), sua importacdo e fornecimento ao Ministério da
Saude sao feitos pelo Instituto Butantan (INSTITUTO BUTANTAN, [S.d.]a). A vacina
induz resposta imune ativa entre sete a 10 dias, levando a producdo de anticorpos
neutralizantes, que podem persistir por até dois anos (BRASIL, 2014b). A poténcia
minima recomendada para a vacina de raiva é de 2,5 Ul/dose (BRASIL, 2014a).

O soro antirrdbico heter6logo consiste de uma solu¢cdo concentrada e
purificada de anticorpos, preparada em equinos imunizados contra raiva. E
recomendada uma dose de soro de 40 Ul/kg do paciente, que deve ser aplicado na
leséo ou ao seu redor (BRASIL, 2014b).

A imunoglobulina heteréloga contra o RABV tem como principal fornecedor o
Instituto Butantan, além do Instituto Vital Brazil e Fundag&o Ezequiel Dias (BRASIL,
2018b).

A administracdo de imunoglobulinas antirrdbicas é realizada a fim de prover
anticorpos virus neutralizantes no espaco de tempo entre administracdo da vacina e
a producdo de anticorpos. Confere imunidade passiva por um curto periodo de
tempo, aproximadamente 21 dias (MOURA, 2009).

A imunoglobulina antirrdbica humana € uma solug¢édo concentrada e purificada
de anticorpos, preparada a partir de sangue de individuos imunizados contra raiva. E
mais segura que 0 soro heterélogo, porém sua producéo € limitada e, por isso, seu
custo é altissimo. SO é utilizada quando o paciente se enquadra em um dos
seguintes itens: ocorréncia de quadros anteriores de hipersensibilidade; uso prévio
de imunoglobulinas de origem equidea; e existéncia de contatos frequentes com
animais, principalmente com equideos. A dose recomendada é de 20 Ul/Kkg.
(BRASIL, 2014a).
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1.5 Controle da qualidade

As Boas Préaticas de Fabricacdo determinam que os produtos médicos
tenham um programa de garantia da qualidade. Este € um sistema que busca
garantir a seguranca e eficacia de produtos acabados. O controle da qualidade faz
parte do sistema de garantia da qualidade e consiste de inspecdes e testes para
detectar defeitos no produto (MOURA, 2009).

Atualmente, os imunobiolégicos devem ser produzidos de acordo com
requerimentos e orientagdes publicados por agéncias reguladoras como: Food and
Drug Administration (FDA), European Directorate for the Quality of Medicines
(EDQM), Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.), Farmacopeia Brasileira (Ph. Br.) e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a fim de garantir niveis minimos
de qualidade (MOURA, 2009).

De acordo com a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n.° 73/2008 da
ANVISA, que dispbe sobre o “Regulamento Técnico para procedimento de liberacéo
de lotes de vacinas e soros hiperimunes heter6logos para consumo no Brasil e
também para exportacdo”, é de responsabilidade do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude — Fundacédo Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz) a liberacéo de
todos os lotes de vacinas e soros hiperimunes heterdlogos utilizados no Brasil e para
exportacdo. Sendo assim, todos os lotes de imunobiolégicos de uso humano
disponiveis para raiva no Brasil sdo analisados e liberados pelo INCQS/Fiocruz
(BRASIL, 2008b).

Os imunobiolégicos para raiva humana sdo encaminhados ao INCQS/Fiocruz
e submetidos, inicialmente, a analise documental, que consiste na andlise do
protocolo resumido da producéo, controle da qualidade de etapas da producéo, lote
final e matérias primas. Posteriormente, as amostras sdo submetidas a analise
laboratorial para avaliar a consisténcia de producdo (BRASIL, 2008b; BRASIL,
2010b).

As analises laboratoriais realizadas séo baseadas nas monografias da Ph. Br.
gue esta em sua 52 edicdo. Nesta publicacdo estdo descritas monografias para
controle de vacinas contra Raiva (inativada), soros antirrabicos de origem equina e

imunoglobulina antirrabica humana (BRASIL, 2010b).
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1.6 Determinacéo da poténcia em soro antirrabico

Segundo a 5% edicdo da Ph. Br; para determinacdo da poténcia em soro
antirrabico podem ser utilizados dois métodos: neutralizacdo de virus rabico em: 1)
camundongos; 2) células Baby Hamster Kidney (BHK-21) (BRASIL, 2010b). Os
testes de neutralizacdo viral sdo baseados no principio de que o virus ao interagir
com anticorpos especificos € neutralizado, perdendo sua capacidade de infectar
células (BRASIL, 2008a).

1.6.1 Virusneutralizacdo em camundongos

O método em camundongos foi o primeiro ensaio de neutralizacdo viral
desenvolvido para raiva (WEBSTER; DAWSON, 1935; SMITH, 1991) e ja foi
considerado o “padrao ouro” para validar outros testes (SMITH, 1991). Esse método
tem como objetivo determinar a dose neutralizante necesséria (dose efetiva 50%)
para proteger os camundongos contra os efeitos letais de uma dose desafio de
RABV (BRASIL, 2010b).

Sao utilizadas diluicbes seriais de soro frente a uma diluicdo constante de
RABV, que sdo incubadas para que haja a neutralizacao do virus nas diluicdes em
gue anticorpos estejam presentes, havendo esgotamento destes com a diluicao.
Apoés a incubacado, as misturas soro/virus sdo inoculadas por via intracerebral nos
animais, que sao observados por 14 dias, para verificar morte e sobrevivéncia.
Dessa forma é possivel determinar a poténcia estimada do soro, que deve ser de no
minimo 200 Ul/mL (BRASIL, 2010b).

1.6.2 Virusneutralizacdo em células BHK-21

Esse ensaio é baseado no Teste de Rapida Inibicdo de Focos Fluorescentes
(RFFIT), sendo o método de eleicao para verificagcdo da poténcia de imunoglobulinas
Antirrabicas (IgAR) visando o controle da qualidade e liberacdo de lotes. E um
método mais rapido, mais preciso e reprodutivel cuja relevancia na deteccao de
anticorpos neutralizantes contra raiva ja foi demonstrada. O Ensaio de Poténcia de

Neutralizacdo Viral (EPNV) in vitro, baseado no RFFIT, foi incluido na Ph. Br. em
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2010 com base nos resultados obtidos em estudo colaborativo desenvolvido pelo
INCQS e pelo Instituto Butantan para validacdo do ensaio (MOURA et al, 2008).

No EPNV, as amostras a serem testadas sdo diluidas em série, expostas ao
RABV e incubadas para que ocorra a reagdo entre o virus e anticorpos
neutralizantes presentes na amostra, levando a neutralizacéo viral. Posteriormente,
uma suspensdo de células recentemente tripsinizada € adicionada a mistura
soro/virus. Depois as células séo incubadas com a mistura soro/virus, o antigeno
presente na monocamada reage com o conjugado para raiva com fluoresceina. Por
fim, os pocos séo avaliados microscopicamente, quanto a presenca ou auséncia de
virus rabico (SMITH; YAGER; BAER, 1996).

O nivel de anticorpos neutralizantes é determinado contando campos
microscépicos com imunofluorescéncia positiva. Os resultados sao expressos em
campos positivos pelo total de campos lidos, 0os quais sao utilizados para calcular o
titulo da amostra. Os resultados do titulo podem ser padronizados e expressos em
Ul/mL por comparacdo com um soro de referéncia de titulo conhecido (YAGER,;
MOORE, 2015). A poténcia estimada para o soro deve ser de, no minimo, 200 Ul/mL
(BRASIL, 2010b).

1.7 Padréo de referéncia bioldgico

Um padrdo de referéncia biolégico € uma preparacdo de composicao
complexa, que requer ensaios bioldgicos ou imunolégicos para sua caracterizacao
apropriada. Como tais ensaios sdo geralmente comparativos e nao absolutos, o
padrdo de referéncia é essencial na definicdo da natureza qualitativa e magnitude
relativa da resposta biolégica ou imunolégica (OMS, 2006).

Um padrao de referéncia bioldégico deve ser um material auténtico e uniforme,
destinado para o uso em ensaios especificados, onde suas propriedades séo
comparadas com o produto examinado. Esse padréo é produzido em um unico lote e
deve possuir um grau de pureza adequado para seu uso. (USP, 2017; OMS, 2011).

Existem os padrdes de referéncia internacionais que sdo fornecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para serem utilizados como calibradores de
ensaios, permitindo que os resultados do ensaio bioldgico sejam expressos da
mesma maneira em todo o mundo. A OMS atribui a esse padrao a Unidade
Internacional (Ul) (OMS, 2006).
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Também ha os padrdes de referéncia secundarios, que sao estabelecidos por
autoridades regionais ou nhacionais, ou por outros laboratérios, calibrados e
rastreaveis aos materiais primarios da OMS, destinados a testes de rotina (OMS,
2006).

Sendo internacional ou secundario, os padrdes de referéncia precisam ser
previamente estabelecidos, o que consiste em um longo estudo, ensaios
interlaboratoriais, que devem seguir as recomendacdes da OMS, a fim de garantir
gue esse padréo tenha atividade semelhante ao padréo internacional. Depois de
estabelecido, o padrao pode ser distribuido para ser utilizado nos ensaios a que se
destinam (OMS, 2006).

1.8 Poténcia relativa

Devido a variabilidade inerente dos ensaios biolégicos, uma medida absoluta
de poténcia é mais variavel do que uma medida relativa. Por isso, para tais ensaios
foi adotada a metodologia da poténcia relativa, onde a substancia teste é comparada
com um padrdo de referéncia. Sendo assim, deve-se determinar quanto da
substancia a ser examinada (teste) produz o mesmo efeito bioldgico que
determinada concentracdo da preparacdo padrdo. E essencial que os testes com o
padrdo e a substancia teste sejam realizados ao mesmo tempo e sob condi¢gbes
idénticas (SCHROCK, 2012; COUNCIL OF EUROPE, 2016).

A poténcia relativa € uma medida sem unidade, obtida de uma comparacéao
das relacbes dose-resposta das preparacdes teste e padrdo. Para a comparacéo
relativa, geralmente a poténcia atribuida ao padréo é 1 (USP, 2017).

A utilizagéo de padrdes de referéncia em ensaios de poténcia relativa permite
avaliar a sua precisdo e expressar os resultados em Ul (BRASIL, 2010b). Para a
vacina e soro antirrabico, a poténcia é expressa como valor relativo (MOURA, 2009).

Nos ensaios de poténcia relativa é importante a observacao do intervalo de
confianca, pois este da uma indicacdo da precisdo com a qual a poténcia foi
estimada. Geralmente em ensaios bioldgicos sdo escolhidos intervalos de confianca
de 95%. Calculos séo realizados para estabelecer esses limites de forma a garantir
que existe 95% de probabilidade que os intervalos definidos incluam a poténcia
verdadeira (COUNCIL OF EURORPE, 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de ser possivel prevenir por meio de vacinacdo e, dependendo da
gravidade do caso, de soro antirrabico, a raiva causa anualmente cerca de 59.000
Obitos no mundo, sendo um problema de saude publica. Dessa forma, é de suma
importéncia garantir a qualidade das vacinas e dos soros, fundamentais na
profilaxia. Portanto, sdo imprescindiveis a padronizacdo e o0 estabelecimento de
padrdes bioldgicos, para que os ensaios de determinacdo da poténcia relativa dos

imunobioldgicos para raiva sejam realizados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar um soro antirrdbico candidato a referéncia nacional que,
futuramente serd estabelecido e, posteriormente, fornecido aos laboratérios

produtores, para sua utilizacéo.

3.2 Objetivos especificos

1) Realizar matriz de ensaios de EPNV em placas de 96 orificios com 0s soros
candidatos, frente ao 2° Padrao de Referéncia Internacional de Imunoglobulina
Antirrabica (IR) da OMS.

2) Utilizar o software CombiStats do European Directorate for the Quality of
Medicines and HealthCare (EDQM) para obtencdo da dose efetiva 50% (DEso) e da
poténcia (Ul).

3) Determinar o titulo do soro candidato, por frasco, a partir da média calculada com
0s resultados obtidos de cada ensaio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Soros

4.1.1 Soro teste (ST)

Foi utilizado o soro candidato a referéncia de lote BRO15, produzido pelo
Instituto Butantan (S&o Paulo - BR) e doado ao INCQS/Fiocruz, sendo candidato
para estabelecimento como novo padrdo nacional de referéncia. Sua forma de
apresentacao é em frascos contendo soro antirrdbico equino liofilizado que devem
ser mantidos a -20 °C. Para os ensaios realizados o mesmo foi reconstituido em 1

mL de agua destilada estéril.

4.1.2 Soro Antirrdbico de Referéncia Nacional

Foi utilizado o soro antirrabico de referéncia nacional lote BRO11, produzido
pelo Instituto Butantan (Sdo Paulo - BR) e estabelecido em 2007. Sua forma de
apresentacao € em frascos contendo soro antirrabico equino liofilizado, que deve ser
mantido a -20 °C. A poténcia estabelecida para o lote é de 560 Ul/frasco. Nos

ensaios este soro foi reconstituido em 1 mL de agua destilada estéril.

4.2 Ensaio soroldgico para determinacédo de poténcia

No ensaio soroldgico para determinacdo da poténcia, os soros foram
avaliados pelo EPNV, baseado no RFFIT, como descrito por MOURA e
colaboradores (2008). Os ensaios seguem a metodologia proposta no Procedimento
Operacional Padrdo (POP) 65.3430.029: Ensaio de poténcia in vitro para soro

antirrabico.
4.2.1 Cultura de células
Foram utilizadas células BHK-21 clone 13 [C — 13] de linhagem certificada

(CCL — certified cell line — 10) de rim de hamster neonato (baby hamster kidney),

obtidas da Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC — Manassas, EUA). As
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células foram mantidas, em sistema de lote semente, pelo Setor de Cultura de
Células do Laboratorio de Vacinas Virais (LVV) — Células / DI-Fiocruz, estocadas em
criotubos de 2,0 mL, conservadas por criopreservacdo em nitrogénio liquido (-196
°C). No momento da utilizacdo, as células foram descongeladas a 37 °C e cultivadas
em garrafas de poliestireno de 25 cm? ou 75 cm?, em meio essencial minimo de
Dulbeco, suplementado com 50 Ul/mL de peninciina e 0,05 mg/mL de
estreptomicina, 0,42 mg/L de anfotericina B, 0,3 mg/mL de glutamina e 10% de soro
fetal bovino. ApOs descongelamento, as células foram utilizadas por até 30

passagens.

4.2.2 Cepa viral

A cepa CVS-11 de RABYV utilizada no EPNV foi obtida do LVV-Raiva/Dl, lote
VTO5 (CVS-11; origem ATCC VR 959) doada pelo Instituto Butantan (Sao Paulo -
BR). Mantida criopreservada a -70 °C £ 1 °C, contendo suspenséao viral com dose
infecciosa de 10%/0,05 mL, estabelecido em julho de 2017.

4.2.3 Imunoglobulina de Referéncia Internacional (IR)

Foi utilizado o 2° Padrao de Referéncia Internacional (IR) de Imunoglobulina
Antirrdbica humana da OMS, obtido do National Institute of Biological Standards and
Control (NIBSC - UK).

A preparacao liofilizada de imunoglobulina contém 30 Ul de anticorpos contra
o RABV por ampola. Uma ampola foi reconstituida a 2 Ul/mL e a partir desta
diluicdo, o conteudo foi diluido a 1/4 para ser distribuido em aliquotas de 270 pL,
mantidas a -70 °C = 1 °C.

4.2.4 Ensaio de Poténcia de Neutralizacao Viral

Foram utilizadas microplacas de fundo plano de 96 pocgos para cultivo celular
(Falcon, 353072). A IR, pré-diluida a 1,0 Ul/mL, foi serialmente diluida em triplicatas,
fator 2 e testada nas diluices finais, ap0s a adicéo do virus, de 1/16 até 1/128. Os
soros teste (ST) foram pré-diluidos a 1:400 (BR0O11) e 1:600 (BRO15), distribuidos e

diluidos em fator 2, sendo titulados também nas dilui¢des finais de 1/16 a 1/128 em
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triplicata, nas placas. A suspensdo de virus trabalho (VT) diluida para conter 200
doses formadoras de focos fluorescentes 50% (DFFso) iniciais foi distribuida nos
pocos de IR, ST e controle de virus. Este dltimo previamente diluido em criotubos
nas diluices de 102 a 10° e distribuido na placa. Foram utilizados dois pocos para

controle de células (CC). A distribuicdo na placa pode ser visualizada na Figura 3.

Figura 3 - Esquema de placa para Ensaio de Poténcia de Neutralizacdo Viral.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A IR IR IR BRO11 | BR0O11 | BRO11 | BRO15 | BRO15 | BRO15 | VT | VT | VT
1:16 | 1:16 | 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 | 102 | 102 | 10
B IR IR IR BRO11 | BR0O11 | BRO11 | BRO15 | BRO15 | BRO15 | VT | VT | VT
1:32 | 1:32 | 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 | 102 | 10 | 103
C IR IR IR BRO11 | BR0O11 | BRO11 | BRO15 | BRO15 | BRO15 | VT | VT | VT
1:64 | 1:64 | 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 | 104 | 10* | 10#
D IR IR IR BRO11 | BRO11 | BRO11 | BRO15 | BRO15 | BRO15 | VT | VT | VT
1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 10° | 10° | 10
E
F CC | CC
G
H

IR — Imunoglobulina de Referéncia Internacional; VT — Virus Trabalho; CC — Controle de células
Fonte: (Do autor, 2019).

As placas foram incubadas a 36,5 °C + 0,5 °C em estufa umidificada com
atmosfera de 5% de CO2 por 90 minutos. Depois, foram adicionados 100 pL da
suspensdo de células BHK-21, ajustada para a concentracdo de 3,5x10° células/mL.

As placas foram incubadas novamente nas mesmas condi¢des por 22 horas.

4.2.5 Teste de imunofluorescéncia direta

Depois da incubacgéo foi realizado o teste de imunofluorescéncia direta em
microscopio invertido de imunofluorescéncia Nikon eclipse TS100, com objetiva 20x
fluorita LWD 20x/0,40 Ph1 ADL «~/1,2 WD 3,1 e, quando necessario, objetiva de 40x
LWD 40x/0,55 «/1,2 WD2,1. Foi utilizado um conjugado comercial (Liquid Rabies
Antinucleocapsid Conjugate - Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, Franga). A

monocamada de células foi previamente fixada em acetona gelada diluida a 80%
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com agua destilada (v/v), por 15 minutos e as placas foram secas ao ar. Em cada
poco da placa foram adicionados 40 pL de conjugado na diluicdo trabalho (1/20) e as
placas foram incubadas a 36,5 °C + 0,5 °C por 30 £ 1 minuto. Posteriormente foram
lavadas com salina tamponada com fosfatos, do inglés Phosphate Buffered Saline
(PBS) pH 8,1 e foi realizada a leitura no microscépio, no aumento de 200x.

Na leitura foram contados oito campos por poco, expressando os resultados

em namero de campos positivos pelo total de campos lidos.

4.3 Andlise estatistica

O titulo de anticorpos neutralizantes dos soros teste foi calculado no final da
prova pelo método de probitos, utilizando o software de analise estatistica para
ensaios bioldgicos CombiStats, para obtencdo da DEso e da poténcia (Ul/frasco). Os
resultados da poténcia obtidos foram avaliados quanto a sua homogeneidade e
foram combinados para obtencdo da média que foi considerada o titulo do lote e

expressa em Ul/frasco.

4.4 Média da poténcia dos soros teste

O titulo padronizado dos soros teste foi expresso como a meédia dos
resultados obtidos. Isto foi realizado utilizando-se o CombiStats que avalia a
homogeneidade dos dados e apresenta trés op¢cbes de média. A média geométrica
ponderada deve ser utilizada caso os resultados sejam considerados homogéneos
no teste de qui quadrado (p>0,1). Se os resultados forem heterogéneos (p<0,1),
deve ser usada a média semi ponderada. A terceira opcdo € a média ndo ponderada
que sO deve ser usada quando os dados forem considerados heterogéneos e houver

mais de seis resultados.

4.5 Critérios para aceitacédo do ensaio

Para que o ensaio seja considerado valido sdo analisados os seguintes
critérios:
a) A andlise estatistica deve mostrar que ha uma inclinacdo significativa na curva

dose-resposta (coeficiente de correlagéo - p<0,05).
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b) A analise estatistica deve mostrar que ndo ha desvios significativos de
linearidade e paralelismo (p>0,05). Quando ocorrerem desvios de paralelismo deve
ser usado o teste de equivaléncia de inclinagdes.

c) O teste de equivaléncia, mostra se a inclinacdo obtida pelas amostras é
equivalente a obtida pelo padrdo. Deve ser avaliado comparando-se os intervalos de
confianca obtidos para a diferenca e a razdo entre as inclinacdes do padrédo e das
amostras. Para que as inclinagcdes sejam consideradas equivalentes, o intervalo de
confianga obtido para a diferenca deve compreender o valor zero e o intervalo de
confianca para a razdo deve compreender o valor um. Se o0 ensaio atende esses
requisitos, as inclinacdes sdo consideradas equivalentes e, por consequéncia, 0
paralelismo é considerado satisfatorio.

d) O controle de células (controle ndo infectado) apresente uma camada de células
semiconfluente em cada poco.

e) O titulo do VT esteja entre 30 e 300 DFFs0, deve haver fluorescéncia na coluna
do VT até 102

f) A dose inibidora de focos fluorescentes (DIFFs0) da imunoglobulina de referéncia
e teste estejam situadas entre a menor e maior dose utilizadas no ensaio.

g) A DIFFso obtida para a imunoglobulina de referéncia permaneca dentro dos

limites de confianca de 99%.
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5 RESULTADOS

Foram realizados quatro EPNV em células BHK-21 para o soro candidato a
referéncia lote BRO15 e soro de referéncia nacional lote BR011, em dias diferentes.
A Tabela 3 mostra os titulos obtidos para ambos, em Ul/frasco, com suas
respectivas médias, desvio padréo (DP) e coeficiente de variacdo (CV). Além disso,
também mostra os resultados obtidos para regresséo, linearidade, paralelismo e

teste de equivaléncia de inclinacdes dos ensaios.

Tabela 3 - Titulos em Ul/frasco obtidos por ensaios EPNV para os soros de lote
BRO11 e BRO15.

Titulo em Ul/frasco

BR0O11 BRO015 Reg! Lin? Par® Equ*
Ensaiol 879,09 358,26 0,000 0,632 0,064 -
Ensaio 2 1329,24 1013,58 0,000 0,042* 0,000* -
Ensaio 3 562,36 571,44 0,000 0,222 0,473 OK
Ensaio 4 922,57 788,31 0,000 0,006* 0,350 OK

Média 923,32 682,90 - - - -
DP® 314,65 281,82 - - - -
Cv® 34,08 41,27 - - - -
1Regresséo; 2Linearidade; Paralelismo; “Teste de equivaléncia de inclinacdes; *Desvio padrao;

6Coeficiente de variacdo. *Resultados que apresentaram desvios.
Fonte: (Do autor, 2019).

A Tabela 3 demonstra que os Ensaios 1 e 3 apresentaram regressao
significativa na curva dose-resposta e ndo mostraram desvios significativos de
linearidade e paralelismo, atendendo aos critérios preestabelecidos. Os Ensaios 2 e
4 apresentaram desvios de linearidade. Além disso, 0 Ensaio 2 indicou desvio de
paralelismo e ndo foi aprovado no teste de equivaléncia. Entretanto, seus dados
foram utilizados no trabalho, devido ao pequeno nimero de ensaios realizados.

A Figura 4 e 5, que foi obtida a partir dos calculos realizados no CombiStats,
mostra os intervalos de confianca de cada ensaio para os soros de lote BRO11 e
BRO15, respectivamente.
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Figura 4 - Intervalos de confianca das médias das poténcias de cada ensaio para o
lote BRO11. Da esquerda para a direita: Ensaio 1, 2, 3 e 4.

e Intervalos com valores aceitaveis. o Intervalo de confianga com valores discrepantes.
Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 5 - Intervalos de confianca das médias das poténcias de cada ensaio para o
lote BRO15. Da esquerda para a direita: Ensaio 1, 2, 3 e 4.

e Intervalos com valores aceitaveis. o Intervalo de confianga com valores discrepantes.
Fonte: (Do autor, 2019).

Levando em consideracdo as Figuras 4 e 5, foi elaborada a Tabela 4,

eliminando as médias dos ensaios que apresentaram intervalo de confianga com
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valores discrepantes. Para o soro de lote BR011 foi eliminado o Ensaio 2 e para o
lote BRO15 foi eliminado o Ensaio 1. A Tabela 4 mostra os titulos considerados para

cada soro e as novas médias, DP e CV.

Tabela 4 — Novos titulos em Ul/frasco obtidos por ensaios EPNV para os soros de
lote BRO11 e BRO15.

Titulo em Ul/frasco

BRO11 BRO0O15
Ensaio 1 879,09 35826
Ensaio 2 1329,24* 1013,58
Ensaio 3 562,36 571,44
Ensaio 4 922,57 788,31
Média 788,01 791,11
DP 196,62 221,08
Cv* 24,95 27,95

*Ensaios excluidos por apresentarem intervalos de confianga com valores discrepantes.
Fonte: (Do autor, 2019).

Baseado nos resultados da Tabela 4, as médias obtidas para cada soro foram
combinadas no software Combistats, que avaliou a homogeneidade das mesmas. A
Tabela 5 mostra qual média foi escolhida, de acordo com o valor de p, e o titulo final

em Ul/frasco.

Tabela 5 - Titulo final para os soros BR011 e BR0O15 em Ul/frasco.

Soros  p* Média Titulo (Ul/frasco)
BR011 0,001 Semi ponderada 766
BR015 0,008 Semi ponderada 741

p* p valor de homogeneidade
Fonte: (Do autor, 2019).

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos da DEso da IR, soro de referéncia

nacional lote BR011 e soro candidato a referéncia lote BR015.



Tabela 6 - Dose efetiva 50% (DEso) da Imunoglobulina de Referéncia Internacional,

soros lote BR011 e BR0O15.

DEso?
IR? BRO11 BRO0O15
Ensaio 1l 29,23 64,16 17,84*
Ensaio 2 41,43 137,68* 139,98
Ensaio3 29,45 41,40 56,09
Ensaio 4 69,16 60,70 69,16

1 Dose efetiva 50%; 2 Referéncia Internacional, * Ensaios excluidos devido apresentarem intervalos

de confianga com valores discrepantes.

Fonte: (Do autor, 2019).
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A Figura 6 mostra o grafico de controle referente a DEso da Referéncia

Internacional utilizado na rotina do laboratorio, sdo apresentados os valores para 0s

tltimos ensaios realizados.

Figura 6 - Grafico de Controle da Imunoglobulina de Referéncia Internacional
utilizado na rotina do laboratorio.

85

LCL=71932
1 LWL =59 860

OBESERWVATIONS

PCL=35715

HLWWL=11570

LCL=-0503

24118 |
2818

UCL - Limite de controle superior; UWL — Limite de alerta superior; PCL — Linha central do processo;

LWL — Limite de alerta inferior; LCL — Limite de controle inferior.

Fonte: (Do autor, 2019).

Os dados apresentados no grafico de controle (Figura 6) indicam que os

dados se ajustaram a distribuicdo normal (Kolmogorov-smirnov - K-s: 0,425).

Com auxilio do CombiStats foram calculados os titulos do VT, em DFFso para

cada ensaio realizado. Os valores obtidos estao dispostos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Titulo do Virus Trabalho, expresso em DFFso.

DFFso!

VT?
Ensaio 1 114,81
Ensaio 2 31,60
Ensaio 3 85,76
Ensaio 4 110,00

1 Dose formadora de focos fluorescentes; 2 Virus trabalho
Fonte: (Do autor, 2019).

Todos os valores obtidos para DFFso, conforme Tabela 7, atenderam ao
critério estabelecido para o virus trabalho que deve estar entre 30 e 300 DFFso.
Vale mencionar que em todos 0s ensaios o controle de células nao foi

infectado e apresentou uma camada de células confluente em cada poco.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho descreve o processo de padronizacdo de um lote de soro
antirrabico candidato a referéncia nacional utilizando ensaios de virusneutralizacao
em células BHK-21, a fim de obter a poténcia relativa do mesmo em Ul/frasco, para
futuramente realizar o seu estabelecimento. A virusneutralizacdo em células foi
escolhida porque é um método alternativo, menos dispendioso e de realizacao
menos tediosa que o teste in vivo (MOURA et al, 2008).

Por definicdo, o soro antirrdbico heterélogo é uma solucdo purificada,
especifica e concentrada de imunoglobulinas (fracdo F(ab’)2), preparada em equinos
imunizados, capaz de conferir imunidade passiva por um periodo curto (por volta de
21 dias) (BRASIL, 2014b; INSTITUTO BUTANTAN, [S.d.]b).

Segundo a OMS é de suma importancia que padrbes biologicos sejam
estabelecidos para que sua atividade biolégica esteja padronizada e descrita no
mesmo sistema de unidades por diferentes laboratoérios (KIRKWOOD; SEAGROATT,;
SMITH, 1986).

De acordo com os critérios previamente estabelecidos, os Ensaios 1, 3 e 4
foram aprovados. O Ensaio 2 apresentou desvio significativo de paralelismo, porém
devido ao pouco numero de ensaios, seus dados foram utilizados neste trabalho.

O titulo obtido para o soro de referéncia nacional lote BR011 foi de 766
Ul/frasco, sendo que a poténcia estabelecida para o lote foi de 560 Ul/frasco. O valor
encontrado para o titulo esta elevado, em relacédo ao estabelecimento, realizado pelo
INCQS. Entretanto, segundo a OMS, ensaios in vivo e in vitro podem apresentar
variabilidade maior que 50%. Sendo assim, esse resultado demonstra uma
variabilidade aceitavel (OMS, 1997). O valor obtido se encontra dentro do
preconizado pela legislacdo que é de 200 Ul/mL (BRASIL, 2010b), visto que o A
soro de lote BRO11 foi reconstituido em 1 mL de agua destilada estéril.

Para o soro candidato a referéncia nacional lote BRO15 o titulo obtido foi de
741 Ulffrasco, bem préximo ao BRO11. Sendo assim, o soro candidato também
atende ao titulo minimo preconizado pela legislacéo (200 Ul/mL) (BRASIL, 2010b).

Vale ressaltar que os dados obtidos sdo de ensaios de padronizacdo
exploratérios, outros ensaios deverdo ser realizados para dar continuidade ao

trabalho.
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7 CONCLUSAO

A andlise dos resultados no presente estudo permitiu concluir que:

e De acordo com os resultados obtidos para o soro de referéncia nacional lote
BR0O11 o valor de poténcia (766 Ul/frasco) esta em conformidade com o
preconizado pela Ph. Br.

e O resultado de poténcia obtido para o soro candidato a referéncia nacional
lote BRO15 (741 Ul/frasco) também atendeu ao estabelecido pela Ph. Br.

e Os dados apresentados neste trabalho estdo relacionados a um estudo que
busca padronizar um soro de referéncia nacional, para ensaios de
soroneutralizacdo. Os resultados de poténcia obtidos para o soro de lote
BRO15 mostram que esse se apresenta como um bom candidato a referéncia
nacional.

e Posteriormente, deve ser dada continuidade ao trabalho, realizando novos
ensaios, em um estudo interlaboratorial, a fim de estabelecer esse soro como

referéncia nacional.
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