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RESUMO 

 

A letalidade da raiva está próxima de 100% e quinze milhões de pessoas recebem 

profilaxia pós-exposição anualmente. É imperioso garantir a qualidade dos produtos 

biológicos utilizados na prevenção desta zoonose. Os lotes de vacina têm a potência 

avaliada pelo teste do National Institutes of Health (NIH), baseado em imunização e 

desafio de camundongos. Este ensaio possui várias desvantagens, como a 

variabilidade significativa e problemas de bem-estar animal. Vários métodos in vitro, 

como o ensaio imunoenzimático (ELISA), têm sido propostos com base na qualidade 

e quantidade da glicoproteína (GLPTN) do vírus da raiva, mas também podem 

apresentar limitações como baixa sensibilidade, instabilidade e imprecisão. A 

estimativa da imunogenicidade baseada no título de anticorpos neutralizantes (AN), 

avaliada por um teste sorológico, como o Teste de Inibição de Foco Fluorescente 

Rápido Modificado (RFFITm), ainda não é aplicada de forma efetiva para a vacina 

humana. No entanto, uma concentração de AN pode ser usada como um preditor da 

eficácia clínica deste produto em humanos vacinados, o que pode ser aplicado na 

estimativa da potência da vacina. O objetivo deste estudo foi desenvolver e pré-

validar um Ensaio Sorológico (ES) utilizando o RFFITm para determinar a potência 

de vacinas antirrábicas para uso humano, demonstrando sua Relevância e 

Confiabilidade. Verificar o limite inferior de imunogenicidade ao conteúdo viral de 

GLPTN capaz de induzir resposta em camundongos, utilizando RFFITm. O ensaio 

foi capaz de distinguir entre lotes potentes e subpotentes de vacinas. Houve 

concordância entre as potências determinadas pelo ES e o teste NIH. Os resultados 

demonstraram que o ES é um candidato confiável para a validação e inclusão em 

farmacopeias, obtendo redução e refinamento para o teste NIH. O menor teor de 

GLPTN pelo ES capaz de induzir resposta AN foi determinado. 

 

Palavras-chave: Ensaio de potência, Vacina contra a raiva humana, Ensaio 

sorológico, RFFITm, Glicoproteína, Imunogenicidade, Desenvolvimento, Pré-

validação. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Rabies lethality is close to 100% and annually 15 million people receive post-

exposure prophylaxis. It is mandatory to ensure the quality of biological products 

used in the prevention of this zoonosis. The vaccine batches are assessed by the 

National Institutes of Health (NIH) test which based on mice immunization and 

challenge. This test has several disadvantages such as significant variability and 

animal welfare issues. Several in vitro methods like an Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) have been proposed based on the quality and 

quantity of glycoprotein (GLPTN) of rabies virus, but may also present limitations 

such as low sensitivity, instability and imprecision. The estimate of immunogenicity 

based on neutralizing antibody titer (Nab) evaluated by a serological test such as the 

Modified Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (mRFFIT), is not yet effectively 

applied for human vaccine. Nevertheless, a Nab concentration can be used as a 

predictor of clinical efficacy of this product in vaccinated humans, so, that can be 

applied in estimating the vaccine potency. The objective of this study was to develop 

and pre-validate a Serological Potency Test (SPT) using the mRFFIT to determine 

the potency of rabies vaccines for human use, demonstrating its relevance and 

reliability. Verify the lower limit of immunogenicity of the viral GLPTN content able to 

induce Nab response in mice by mRFFIT. The assay was able to distinguish between 

potent and sub-potent lots of vaccines. There was agreement between the potencies 

determined by the SPT and the NIH test. The results demonstrated that SPT is a 

viable candidate for validation and inclusion in pharmacopeias as a reduction and 

refinement for the NIH test. The lower GLPTN content by SPT able to induce Nab 

response was determined. The results were correlated and demonstrated that SPT 

was able to determine the GLPTN immunogenicity lower limit. Our findings suggest 

that a test based on rabies Nabs may represent an additional alternative for the 

evaluation of rabies vaccines. The lower GLPTN content by ES able to induce Nab 

response was determined. 

 

Keywords: Potency assay, Human rabies vaccine, Serological assay, mRFFIT, 

Glycoprotein, Immunogenicity, Development, Pre-validation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Raiva é uma zoonose transmitida ao homem pela inoculação do Lyssavirus 

da Raiva (VR), principalmente pela mordedura de animais infectados e, mais 

raramente, pela arranhadura e lambedura de mucosas e/ou pele lesada. Dentre as 

doenças infecciosas de origem viral, a Raiva é única em relação a seu alcance e ao 

número de vítimas, uma vez que pode afetar todos os mamíferos, cursando uma 

encefalite aguda, capaz de levar as vítimas ao óbito em praticamente 100% dos 

casos (ACHA, SZYFRES, 2003; CONSALES, BOLZAN, 2007; INTERNATIONAL 

COMMITTEE, 2011; RUPPRECHT, KUZMIN, MESLIN, 2017). 

Embora tenha sido uma das primeiras doenças humanas a ter uma vacina 

experimentalmente desenvolvida com sucesso em 1885 (VODOPIJA, CLARCK, 

1991), dados publicados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) indicam que a 

Raiva já esteve entre as dez causas mais comuns de mortes humanas no mundo 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). 

O VR pertence à ordem Mononegavirales, família Rhabdoviridae, com pelo 

menos três gêneros que afetam animais: Lyssavirus, Ephemerovirus e Vesiculovirus. 

Atribuía-se a Raiva apenas uma espécie de vírus, até que os métodos sorológicos, 

antigênicos e genéticos demonstraram a existência de pelo menos sete genotipos 

diferentes (RUPPRECHT, KUZMIN, MESLIN, 2017). Com base em relações 

filogenéticas e propriedades antigênicas, o gênero foi subdividido em dois filogrupos. 

O filogrupo I inclui o VR, Australian Bat Lyssavirus (ABLV), vírus de Duvenhage 

(DUVV), European Bat Lyssavirus 1 e 2 (EBLV1 e 2), vírus Aravan (ARAV), vírus 

Khujand (KHUV) e Irkut (IRKV), enquanto no filogrupo II encontram-se vírus Lagos 

de morcego (LBV) e vírus de Mokola (MOKV) (INTERNATIONAL COMMITTEE, 

2011). O sorotipo 1, genotipo 1, inclui o vírus rábico clássico, o street (selvagem) e 

as cepas vacinais Challenge Virus Standard (CVS), Pasteur Virus (PV), Pitman-

Moore Virus (PM), Flury Low Egg Passage e High Egg Passage (LEP e HEP), 

Evelyn Rokitniki Abelseth Virus (ERA) e Street-Alabama-Dufferin Virus (SAD). Os 

demais sorotipos são vírus relacionados a Raiva (TORDO, 1996).  

O vírus possui a forma de projétil e seu genoma é constituído por fita simples 

de ácido ribonucléico (RNA), não-segmentada e de polaridade negativa 

(PRESCOTT, HARLEY, KLEIN, 1996; TORDO, 1996). A partícula viral possui 

diâmetro de 75 nm (60 a 110 nm) e 180 nm (100 a 300 nm) de comprimento 
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(HUMMELER, KOPROWSKI, WIKTOR, 1967; VERNON, NEURATH, RUBIN, 1972). 

As partículas defeituosas não são infecciosas e assemelham-se ao vírus padrão na 

composição proteica e lipídica. Apresentam a mesma configuração básica, porém, 

são mais curtas (20% a 50% do comprimento do vírus padrão), e 50% a 80% do 

genoma podem ser suprimidos (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). 

Morfologicamente, a partícula pode ser dividida em duas unidades estruturais: o 

nucleocapsídeo de simetria helicoidal – parte central formada por um cilindro denso 

– e a periférica, um fino envelope de 8 nm de largura coberto com espículas, que 

envolve o nucleocapsídeo. A massa molecular é de 4,6 x 106 kDa, a densidade 1,20 

g/cm3 em cloreto de césio (CsCl), 1,19 g/cm3 em sacarose (KOPROWSKI, 1991; 

MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001) e com 12 kilobases de tamanho (WHITE, 

FENNER, 1994). 

O genoma codifica cinco proteínas, nucleoproteína (N), polimerase (L), 

fosfoproteína (P), glicoproteína (GLPTN) e proteína da matriz (M). No complexo 

ribonucleoproteína (RNP), a molécula de RNA genômico está firmemente associada 

à nucleoproteína N (SOKOL, STANCEK, KOPROWSKI, 1971). Essa conformação 

protege o RNA da ação de ribonucleases e parece manter o RNA em uma 

configuração apropriada para a transcrição (SOKOL et al, 1969). Outras duas 

proteínas virais estão associadas à RNP, a fosfoproteína e a proteína L. Essa última 

possui massa molecular relativamente alta e está ligada à molécula de RNA 

(WUNNER, 1991; TORDO, 1996). Suas funções incluem a síntese, o capping 

(polarização), a metilação e a poliadenilação do RNA (MATTOS, MATTOS, 

RUPPRECHT, 2001). Pouco se sabe sobre a fosfoproteína e sua associação à 

estrutura helicoidal da RNP e a natureza do complexo fosfoproteína-nucleoproteína 

N do vírion, ou como ela interage com a proteína L no complexo ativo da polimerase 

nas células infectadas (WUNNER, 1991). A GLPTN está presente em duas formas, 

com diferentes extensões de glicosilação, mas ambas são gorduras aciladas com 

ácido palmítico (TORDO, 1996). Tal proteína forma projeções de 10 nm de 

comprimento distando 5 nm entre elas, organizadas em trímeros de proteína GLPTN 

ancoradas à membrana que envolve a partícula viral. Essa proteína é o antígeno de 

superfície capaz de induzir a formação e de reagir com os anticorpos neutralizantes 

(AN) (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). Acredita-se que as proteínas M 

estejam situadas na superfície interna do envelope viral onde interagem com 

segmentos internos das GLPTN ancoradas na membrana. Assim, ligam as proteínas 
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associadas à membrana ao nucleocapsídeo, além de exercerem uma função 

essencial no brotamento do vírus (HUMMELER et al, 1968; WEISS, BENNETT, 

1980). 

O VR apresenta dois antígenos principais. Um externo (GLPTN) e outro 

interno (nucleoproteína N) (BRASIL, 2014). O vírus é estável em uma faixa de pH 

entre 5 e 10 e é inativado por agentes físicos e químicos, como o calor, radiação 

ultravioleta, raios X, detergentes, agentes oxidantes, etc. (MATTOS, MATTOS, 

RUPPRECHT, 2001). É sensível a solventes lipídicos, ao álcool etílico de 45% a 

70%, às preparações iodadas e ao composto quaternário de amônio (KAPLAN, 

1996). 

 

1.1 Histórico da raiva 
 

O VR causa uma das doenças mais antigas e a mais letal de todas as 

doenças infecciosas. Em 2.300 anos antes de Cristo (a.C.) já era conhecida no Egito 

(WHITE, FENNER, 1994; COLLIER, OXFORD, 2000). Na era pré-mosaica eram 

previstas multas para os proprietários de cães loucos que agredissem pessoas 

(MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). Os gregos chamavam a Raiva de Lyssa 

ou Lytta, que significa loucura. A palavra raiva deriva de rabere que significa raiva ou 

loucura do Latim (PRESCOTT, HARLEY, KLEIN, 1996) ou rabhas (ser violento) em 

Sânscrito antigo (STEELE, FERNANDEZ, 1991). No século I, Cardanus relatou a 

saliva de cães raivosos como a fonte de infecção e os especialistas romanos da 

época descreviam o material infeccioso como um veneno (virus do Latim) (STEELE, 

FERNANDEZ, 1991; MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). 

Na Idade Média, doutores sírios acreditavam que a doença era incurável. 

Rhazes, médico árabe, mencionou a hidrofobia em paciente que tinha ataques com 

tremores e enrijecimento muscular quando olhava a água (STEELE, FERNANDEZ, 

1991). Outro médico árabe, Avicenna, descreveu sinais cutâneos como eritema, 

designados de roséola rábica ou plêiade rábica e bulbo rábico (FLEMING, 1872). 

Na Era Moderna, foi escrito pelo médico italiano Fracastoro, o tratado 

intitulado “Una ferida incurable”, em 1546 (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 

2001). A Universidade de Sorbonne condenou as práticas – que considerava 

supersticiosas – para o tratamento da Raiva em uma declaração em 1671 (STEELE, 

FERNANDEZ, 1991). Na Era Contemporânea, a partir do séc. XVIII, Zinke (1804) 
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demonstrou que a doença poderia ser transmitida aplicando, com um pincel, a saliva 

de um cão com Raiva em incisões feitas em outro cão. Naquela época, ocorreram 

também avanços no conhecimento da infecção, que incluíam o comprometimento do 

sistema nervoso, da fonte, da patogênese e do tratamento da Raiva (STEELE, 

FERNANDEZ, 1991). Em 1824, recomendava-se fazer incisões profundas nas 

feridas que deviam ser lavadas com água ou ácido clorídrico diluído. Depois que a 

ferida estivesse limpa e seca, era aplicado um ferro quente ou o ácido clorídrico 

concentrado (EKSTROM, 1830). 

Os estudiosos reconheciam a inoculação de um vírus pela mordedura como a 

causa da doença, mas consideravam a geração espontânea como a origem do 

vírus. O pesquisador Reynaud injetou, subcutaneamente, na orelha de um coelho a 

saliva de um paciente com Raiva. E, quatro dias mais tarde o animal apresentou 

paralisia e morreu. Estas observações não convenceram a Louis Pasteur, cientista 

francês, químico e microbiologista, mas são mencionadas como tendo conduzido a 

seu grande trabalho publicado em 1881 (STEELE, FERNANDEZ, 1991). Mesmo 

conhecendo os sinais clínicos da Raiva desde a mais remota Antiguidade, somente 

ao final do século XIX, ocorreram progressos significativos para o diagnóstico, 

tratamento humano e controle da Raiva animal. Pasteur não conseguiu identificar o 

vírus, mas acreditava que um microrganismo infinitamente pequeno era a causa da 

enfermidade, o que foi confirmado décadas após pelos estudos de microscopia 

eletrônica (ATANASIU et al, 1963; DAVIES et al, 1963; MATSUMOTO, 1963). 

A Epizootia de Biguaçu ocorrida em Santa Catarina, entre 1906 a 1908, foi a 

primeira epizootia de Raiva em herbívoros notificada no Brasil por Parreiras Horta, 

médico do Instituto Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro (PARREIRAS, FIGUEIREDO, 

1911). Carini, médico do Instituto Pasteur de São Paulo, identificou o VR como 

agente causador da Epizootia de Biguaçu e observou que o número de cães 

afetados era desproporcional ao de bovinos e equinos. Levantou então a hipótese 

de a Raiva ser transmitida por morcegos hematófagos aos herbívoros (CARINI, 

1911). Alguns anos mais tarde, entre 1914 a 1918, esta suspeita foi confirmada por 

dois veterinários alemães, contratados pelo governo brasileiro para estudar as 

mortes dos animais no Sul do país (HAUPT, REHAAG, 1925). Em 1936, Pawan 

demonstrou, pela primeira vez, seres humanos sendo mordidos por morcegos 

vampiros e morrendo de Raiva (PAWAN, 1936). 
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1.2 Epidemiologia 
 

A Raiva apresenta distribuição mundial, exceto na Antártida e está presente 

em mais de 150 países. Estima-se que anualmente ocorrem 59 mil mortes, 95% 

delas na Ásia e África, onde mais de três bilhões de pessoas estão em risco de 

adoecer e morrer, pois vivem em áreas rurais, onde as vacinas e imunoglobulinas 

não estão prontamente disponíveis ou acessíveis. Cinquenta por cento das 

agressões por cães raivosos ocorre em crianças com idade inferior a 15 anos. 

Quinze milhões de pessoas recebem tratamentos pós-exposição por terem algum 

tipo de contato com animais suspeitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). 

Os reservatórios variam de acordo com a área geográfica, sendo os cães e os gatos 

as fontes de maior importância na infecção humana. Os outros reservatórios 

importantes são os lobos na Europa Oriental, a raposa vermelha na Europa 

Ocidental, os mangustos e morcegos vampiros no Caribe, cangambás, guaxinins e 

morcegos nos Estados Unidos da América (EUA) e Canadá e os morcegos vampiros 

na América Latina (COLLIER, OXFORD, 2000). Os cães são a principal fonte de 

infecção e é estimada uma média de 100 acidentes notificados com cães suspeitos 

por 100 mil habitantes ao ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2018). No Brasil, até o ano de 2003, o ciclo de 

transmissão predominante responsável pelos casos de Raiva humana era o urbano 

e o cão contribuiu com a maioria dos casos. Em 2004, o morcego tornou-se o 

principal transmissor de Raiva humana, devido à ocorrência de dois surtos nos 

municípios de Portel e Viseu, no Pará, totalizando 15 casos. Essa situação se 

repetiu no ano seguinte quando foram notificados 32 casos no Pará e no Maranhão, 

sendo 30 por morcegos, um por cão e um por primata não-humano (OPAS, 2017; 

BRASIL, 2018). 

Ao longo das últimas décadas, os esforços das autoridades de saúde pública 

determinaram a redução da incidência de Raiva humana e animal nas regiões 

metropolitanas brasileiras, assim como da maior parte da América Latina. No 

período de 1980 a julho de 2018, foram notificados 1.455 casos de Raiva humana no 

Brasil (BRASIL, 2018). Entre 2008 e 2017, foram notificados 30 casos, uma redução 

de 85% em relação à década anterior. A maioria dos casos está concentrada nas 

Regiões Norte e Nordeste (OPAS, 2017; BRASIL, 2018). No entanto, a doença 

ainda é considerada endêmica no país, com prevalência variável de acordo com a 
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região geopolítica. Há algum tempo, tem sido observado um aumento na detecção 

de casos de Raiva em morcegos e animais de produção, bem como no número de 

casos de Raiva humana transmitida por morcegos (MORIKAWA et al, 2012; BRASIL, 

2014a). 

Entre 2000 e 2009, mais de 425 mil pessoas ao ano procuraram atendimento 

médico por terem sido expostas ou por se julgarem expostas ao VR e 64% recebeu 

algum tipo de indicação de tratamento profilático (BRASIL, 2014a). Em 2005, o 

Ministério da Saúde (MS) gastou cerca de R$ 66 milhões com as ações de vigilância 

epidemiológica para Raiva. Esses recursos serviram para medidas como a 

realização de campanhas de vacinação e a aquisição de imunobiológicos (BRASIL, 

2006). 

Antes mesmo que a natureza dos vírus fosse compreendida, Louis Pasteur foi 

estimulado a alcançar uma das grandes descobertas na pesquisa biomédica, 

abrindo desse modo a era moderna da prevenção das doenças infecciosas pela 

vacinação (WHITE, FENNER, 1994). Pasteur induziu imunidade em cães usando 

uma série de injeções do vírus atenuado, descobrindo uma maneira de imunizar 

também seres humanos. Inoculavam, em cães, fragmentos dessecados por até 15 

dias, de medula de coelho inoculado com VR (PASTEUR, 1886). A vacinação é 

fundamental na prevenção de mortes e no controle da doença em certas populações 

animais. Nos EUA e outros países desenvolvidos, a vacina contra Raiva 

efetivamente eliminou cepas de vírus de caninos domésticos (ORGANISATION, 

2005).  

A profilaxia da Raiva humana pode ser feita por pré ou pós-exposição ao 

vírus. A profilaxia na pré-exposição compreende a vacinação e é indicada para 

pessoas que correm o risco contínuo de exposição devido a atividade profissional. A 

profilaxia de pós-exposição tem indicação quando ocorrem exposições acidentais e 

deve incluir além da limpeza da lesão, a administração da vacina isoladamente ou 

associada ao soro ou à imunoglobulina antirrábica humana (BRASIL, 2014a). Os 

médicos veterinários e os técnicos de laboratório, que têm alto risco de exposição ao 

VR, devem avaliar o título de anticorpos semestralmente (PRESCOTT, HARLEY, 

KLEIN, 1996; BRASIL, 2014a). Em caso de suposta exposição, é imprescindível a 

limpeza do ferimento com água corrente abundante e sabão ou outro detergente, 

pois essa conduta diminui, comprovadamente, o risco de infecção. Após a limpeza, 

devem ser utilizados antissépticos que inativem o vírus, como o polivinilpirrolidona-
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iodo (PVPI®, Rioquímica), gluconato de clorexidina (Chlorohex®, Johnson) ou álcool 

iodado (BRASIL, 2014a). 

 

1.3 Vacinas contra raiva no Brasil 
 

A história da luta contra a Raiva no Brasil é antiga. Em fevereiro de 1888, 

meses antes da inauguração do grande instituto parisiense, D. Pedro II havia 

fundado o Instituto Pasteur do Rio de Janeiro, ambos nasceram com a finalidade de 

desenvolver pesquisas e difundir a vacina contra raiva (BENCHIMOL, 1999). Em 

1903, foi também fundado em São Paulo, o Instituto Pasteur, como instituição de 

caráter privado, com objetivos científicos e humanitários (INSTITUTO PASTEUR, 

2017). 

Porém, a Raiva urbana permaneceu endêmica no Brasil por muito tempo e 

em 1973, foi criado o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR), mediante 

convênio firmado entre os Ministérios da Saúde e da Agricultura, Central de 

Medicamentos e a Organização Pan-americana de Saúde (OPAS) (BRASIL, 1973). 

Todas as vacinas para uso humano contra a Raiva são inativadas. A vacina 

Fuenzalida & Palácios modificada foi desenvolvida no Chile, na década de 1950 

(FUENZALIDA, PALÁCIOS, 1955). Apesar de introduzida no Brasil em 1965, foi 

escolhida somente a partir deste ano, dentre as várias vacinas até então produzidas 

no País, como a que melhor atenderia às exigências do PNPR. Era produzida em 

cérebro de camundongos recém-nascidos, infectados com vírus fixo das cepas PV 

ou CVS, inativados pela beta-propiolactona. Fabricada pelo Instituto Butantan em 

São Paulo e pelo Instituto Tecnológico do Paraná (TECPAR), foi a mais utilizada no 

Brasil até o ano de 2000, quando passou a ser substituída pela vacina produzida em 

célula Vero. Esta vacina era utilizada em grande escala nas campanhas de 

vacinação de cães e gatos, e em humanos até 2003, permitindo que a Raiva fosse 

controlada com êxito na maior parte do País, apesar de toda discussão a respeito de 

reações adversas causadas por tal classe de vacinas (SILVA, MARKUS, PADILHA, 

1967; MARKUS, JOBIM, MOURA, 1971). 

Nas décadas seguintes, desenvolveu-se uma vacina a partir de linhagem 

contínua de células renais de macacos africanos. As células Vero anteriormente 

foram utilizadas para a produção de vacinas contra a poliomielite (Purified Vero Cell 

Vaccine – PVCV). A vacina é produzida com a cepa Pitman-Moore, inativada pela 
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beta-propiolactona e concentrada por ultracentrifugação. A potência mínima é de 2,5 

UI por dose. As vacinas produzidas em cultura de células de embrião de galinha 

(Purified Chick-Embryo Cell Vaccine) são preparadas com a cepa Flury LEPC25 e 

desenvolvidas em fibroblastos de embrião do mesmo tipo. São mais seguras e 

eficazes, eliminando muitos dos problemas com as vacinas produzidas em tecido 

cerebral (COSTA et al, 2000).  

No Brasil, vacinas produzidas em cultura celular ou em embrião de pato 

estavam disponíveis apenas para pacientes imunodeprimidos e para os que 

apresentassem eventos adversos graves à vacina Fuenzalida & Palácios 

modificada. Hoje, as vacinas produzidas em célula Vero estão disponíveis em toda 

Rede de Saúde Pública (COSTA et al, 2000). Além da imunização, as pessoas em 

risco devem receber a vacina associada à imunoglobulina, o que reduz 

substancialmente a mortalidade (WHITE, FENNER, 1994). 

O estado de São Paulo iniciou a utilização da vacina purificada produzida em 

células Vero (VERORAB, Aventis Pasteur, França), a partir do ano 2000. Os demais 

estados seguiram utilizando a vacina produzida em cérebro de camundongos 

lactentes produzida pelo TECPAR até 2002. Em 2003, o Instituto Butantan passou a 

importar e fornecer a vacina purificada em células Vero ao MS, como fruto de um 

acordo de transferência de tecnologia com a Aventis Pasteur, produtora francesa da 

vacina. 

Quase todas as vacinas são apoiadas nos aspectos funcionais da proteína G, 

conferindo imunidade contra uma infecção letal. Os anticorpos exercem seu efeito 

protetor pela neutralização extracelular do vírus, pela lise de células infectadas 

mediada por complemento e pela citotoxicidade dependente de anticorpos. A 

ribonucleoproteína também induz uma resposta específica de anticorpos que podem 

contribuir contra a infecção (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). A 

antigenicidade da GLPTN é conferida por dois sítios antigênicos dominantes (sítios II 

e III), compostos de 20 aminoácidos de um total de 505, um sítio antigênico menor e 

poucos epítopos isolados (DIETZSCHOLD et al, 1990; BENMANSOUR et al, 1991). 

A intervenção imunológica é eficaz durante o longo período de incubação 

devido à demora entre a replicação inicial e a entrada do vírus no ambiente 

protegido do sistema nervoso. Mesmo a imunização de pós-exposição sendo muito 

eficaz, deve ser feita o mais próximo possível do momento da agressão pelo animal 

suspeito, uma vez que, se os sinais clínicos surgirem, será demasiado tarde. 
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Embora as proteínas do VR sejam altamente imunogênicas, nem as respostas 

mediadas por célula e humoral podem ser detectadas durante a migração do vírus 

do local da mordida ao Sistema Nervoso Central (WHITE, FENNER, 1994; 

DIMMOCK, EASTON, LEPPARD, 2001). Duas a quatro semanas após o início do 

esquema profilático antirrábico, espera-se a produção de anticorpos suficientes para 

reagir totalmente em uma concentração padrão de VR nos testes de neutralização. 

A avaliação sorológica deve ser realizada a partir do 10º dia da administração da 

última dose da vacina e somente títulos iguais ou acima de 0,5 UI/ mL de AN são 

considerados como satisfatórios (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). Além 

disso, pessoas com exposição continuada, como pesquisadores, profissionais de 

laboratório que manipulam o vírus e os médicos veterinários que atuam em áreas 

epizoóticas, devem ser avaliadas semestralmente. Profissionais com menor risco de 

exposição devem ser avaliados anualmente. A avaliação sorológica deve ser 

realizada em todos os pacientes submetidos a vacinação (BRASIL, 2014a). 

A partir da década de 1980, houve crescente participação popular e de 

entidades representativas de diversos segmentos da sociedade no processo político. 

Isto moldou a concepção vigente de vigilância sanitária, integrando, conforme 

preceito constitucional, o complexo de atividades concebidas para que o Estado 

cumprisse o papel de guardião dos direitos do consumidor e provedor das condições 

de saúde da população (BRASIL, 1990; EDUARDO, 1998). O final desta década e a 

seguinte foram de grande importância para a estruturação do sistema de saúde 

brasileiro, assim como para o estabelecimento da Vigilância Sanitária (VISA). Neste 

período destacou-se como marco de importância a Constituição Federal de 1988, 

que assegurou o direito e acesso aos serviços de promoção, proteção e 

recuperação da saúde. Em 1990, a Lei Orgânica da Saúde 8080 definiu a VISA 

como parte integrante do Sistema Único de Saúde e declarou que o dever do Estado 

em garantir a saúde, consiste na formulação e execução de políticas econômicas e 

sociais que visem à redução de riscos de doenças e outros agravos, o 

estabelecimento de condições que assegurem acesso universal e igualitário às 

ações e aos serviços para promoção, proteção e recuperação da saúde. Ao final dos 

anos 1990, a Lei 9782 criou o Sistema Nacional de Vigilância Sanitária e a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Definiu as áreas de atuação da VISA, 

Meio Ambiente, Circulação de bens e produtos relacionados a saúde, Produção e 

serviços de saúde, e a Vigilância Sanitária do Trabalho, contribuindo para a 
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organização do sistema de saúde. Na avaliação da VISA inclui-se o 

desenvolvimento, a avaliação e o controle de produtos, como os imunobiológicos 

(BRASIL, 1988a; BRASIL, 1990; BRASIL, 1999). 

 

1.4 Controle da qualidade de imunobiológicos 
 

1.4.1 O Laboratório nacional de controle 

 

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS) é uma 

unidade técnico-científica da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), pertencente ao 

MS. É o órgão de referência nacional para as questões normativas e analítico-

laboratoriais relativas ao controle da qualidade (CQ) de insumos, produtos, 

ambientes e serviços vinculados à VISA (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 2005). 

Desde 1983, o INCQS faz o CQ dos imunobiológicos (soros e vacinas), utilizados no 

Programa Nacional de Imunizações (PNI) (MOURA, 2009). Segue o critério de 

amostragem aleatória para execução de ensaio, onde são analisadas 20% das 

amostras de produtores que não tenham apresentado lotes reprovados pelo período 

de três anos (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAÚDE, 

2015). Em 2008, a ANVISA delegou ao INCQS a responsabilidade de liberação de 

lotes de vacinas e soros hiperimunes utilizados no Brasil (BRASIL, 2008a). 

As vacinas de uso humano utilizadas pelo MS na prevenção da Raiva têm sua 

potência avaliada lote a lote no INCQS, desde 1987, pelo ensaio National Institute of 

Health (NIH) (SELIGMANN, 1966). As vacinas de cultivo celular devem apresentar 

potência mínima de 2,5 UI/dose. A produção é baseada no sistema de lote semente 

de vírus que deve estar devidamente caracterizado. Os lotes são submetidos aos 

controles de identificação viral, esterilidade e título viral. Além disso, é necessário 

que a cepa viral demonstre imunogenicidade adequada para o homem. A replicação 

do vírus é realizada em cultura de célula suscetível e controlada quanto à 

esterilidade, identidade viral e título viral. No processo de produção, uma suspensão 

viral intermediária é preparada, purificada e inativada. Após a inativação, o produto é 

concentrado e são realizados testes de esterilidade, inativação viral e atividade 

imunogênica. Antes do envase, o produto é submetido, ainda, aos controles de 

esterilidade, atividade imunogênica e teor de conservantes (quando presentes). Os 

ensaios preconizados pela Farmacopeia Brasileira são: identificação, ensaios físico-
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químicos (fenol, tiomersal e umidade residual), testes de segurança biológica 

(esterilidade, pirogênio e inativação viral), determinação da atividade imunogênica 

(potência) e termoestabilidade (FARMACOPEIA, 2010a). Este último é dispensado 

pelas normas da OMS e Farmacopeia Européia para efeito de liberação de lotes, 

sendo aplicável apenas durante a produção (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2007; COUNCIL, 2015). 

 

1.4.2 Ensaio de potência National Institute of Health (EPNIH) 

 

O ensaio de potência avalia a imunogenicidade da vacina contra Raiva de uso 

humano (VacRab) frente a uma vacina de referência (VacRef) pelo método NIH 

volumétrico. É aplicado no CQ de lotes de vacina que consistam de preparações 

contendo vírus rábico fixo inativado. Utiliza como padrões e substâncias biológicas 

de referência o vírus trabalho (VT), obtido da cepa CVS, e a VacRef contra Raiva 

com potência padronizada em UI (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE 

QUALIDADE EM SAÚDE, 2017a). 

O primeiro teste de potência em camundongos descrito foi o teste de Habel 

(HABEL, 1996), que foi progressivamente substituído pelo Ensaio de potência NIH 

(EPNIH). Este é um método in vivo que consiste na imunização intraperitoneal (ip) 

de grupos de camundongos, seguido por um desafio intracerebral (ic) com vírus 

padrão (CVS). Os animais são monitorados durante 14 dias pós-desafio e a potência 

relativa de uma vacina teste é calculada por comparação da sua dose efetiva média 

ou 50% (DE50) com a DE50 de uma VacRef (WILBUR, AUBERT, 1996). 

O EPNIH é realizado em camundongos Swiss de 21 dias de idade, em 

quantidade que varia de 126 a 270, se forem analisadas uma a quatro vacinas teste. 

Os animais são distribuídos em grupos: 30 camundongos no controle viral para 

testar doses do CVS, 48 para as doses da VacRef e 48 de cada vacina teste. O 

desafio por vírus padrão consiste geralmente de uma suspensão de cérebro de 

camundongo 20%, fornecendo 10 a 50 dose letal 50 % (DL50)/30µL pela via ic, 

utilizada também para determinação da DL50 (FARMACOPEIA, 2010a; INSTITUTO 

NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAÚDE, 2017a). Para minimizar 

ou evitar a dor e o sofrimento associado ao procedimento de inoculação 

intracraniana, os camundongos devem ser anestesiados utilizando anestésicos 

inalatórios ou injetáveis (HEDRICH, 2004). 
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O ensaio de potência é um método de titulação com base quantal ou 

respostas ‘tudo ou nada’. Em tais ensaios de diluição, é necessária uma 

comparação entre a relação de dose/resposta da VacRef e da vacina de teste. A 

linearização destas curvas de dose/resposta pode ser obtida por diferentes 

transformações, tais como análise de probitos, transformação angular etc. Potência 

e os limites de confiança podem ser calculados comparando a DE50 da VacRef com 

a DE50 da vacina de teste (GOVINDARAJULU, 2001; SERVAT, CLIQUET, 2015). 

 

1.5 Animais de laboratório 
 

1.5.1 Uso de animais de laboratório 

 

Testes em animais têm desempenhado um papel crucial em pesquisa e 

desenvolvimento e no CQ de vacinas de uso humano, desde os primeiros passos 

dados para sua criação. Ensaios de CQ de vacinas, in vivo assim como in vitro, são 

importantes estágios no estudo das vacinas, durante a pesquisa e desenvolvimento, 

na rotina e após a produção, e na liberação de lotes. No entanto, com o avançado 

estágio de desenvolvimento tecnológico, das técnicas de laboratório e da 

consciência ética, esforços devem ser dirigidos para a racionalização no uso de 

animais no CQ desses produtos (METZ et al 2002).  

Embora a tecnologia tenha avançado muitas das primeiras gerações de 

vacinas, ainda em produção, utilizam técnicas de inativação/detoxificação ou 

atenuação de um microrganismo virulento. Devido ao modo como as vacinas 

tradicionais são produzidas, extensos controles utilizando animais são necessários, 

e as especificações para CQ estão descritas nas monografias específicas de cada 

produto (METZ et al, 2002). 

 

1.5.2 O princípio dos 3R de Russel & Burch 

 

Em 1959, o livro The Principles of Humane Experimental Technique foi 

publicado por Russell e Burch (1959). Embora os autores só tenham obtido 

reconhecimento na década de 1970, serviu como pedra fundamental na 

experimentação animal, dando origem ao conceito dos 3R (Reduction, Refinement 

and Replacement). Os autores postularam que quando animais eram utilizados em 
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experimentos, todo esforço deveria ser aplicado para substituí-los com alternativas 

não-sencientes, com o objetivo de reduzir ao mínimo o número de animais e para 

limitar experiências que provocassem dor e angústia. Os 3R passaram a ser uma 

área comum dos investigadores que trabalham com animais e daqueles que se 

opõem a sua utilização. Mesmo os cientistas que aceitam a necessidade de utilizar 

animais em alguns experimentos, concordam com a idéia que seria preferível não 

usar. Se não há alternativa, o menor número possível deve ser utilizado com um 

mínimo de dor ou sofirmento. Muitos dos opositores da experimentação animal 

também concordam que, até os animais serem completamente substituídos, os 3R 

de Russell e Burch fornecem um meio de melhorar o bem-estar animal (RUSSELL, 

BURCH, 1959; FLECKNELL, 2002). 

 

1.5.3 Cenário da experimentação animal no Brasil 

 

Em 2008, após 12 anos de tramitação, foi promulgada a Lei 11.794 proposta 

pelo sanitarista Sérgio Arouca. Esta lei regulamentou o inciso VII do art. 225 da 

Constituição Federal, estabelecendo os procedimentos para o uso científico de 

animais. No ano seguinte o Decreto 6.899 estabeleceu as normas de funcionamento 

do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), criou o 

Cadastro das Instituições de Uso Científico de Animais - CIUCA, mediante a 

regulamentação da Lei (BRASIL, 1988a; BRASIL, 2008b; BRASIL, 2009). 

Em 2016, o CONCEA publicou a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a 

Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Científica - DBCA. A 

finalidade é de apresentar princípios de condutas que permitissem garantir o cuidado 

e o manejo ético de animais utilizados para fins científicos ou didáticos. Os princípios 

estabelecidos nesta diretriz são orientações para pesquisadores, professores, 

estudantes, técnicos, instituições, Comissões de Ética no Uso de Animais (CEUA) e 

todos os envolvidos no cuidado e manejo de animais. Em seus princípios gerais, 

orienta sobre práticas de cuidados que exigem comprometimento real com o bem-

estar animal, o respeito pela contribuição que os animais oferecem para a pesquisa 

e ensino, e também apresenta mecanismos para uma análise ética de seu uso. Este 

documento ressalta a responsabilidade de todos os envolvidos na criação, no 

cuidado e na utilização de animais para fins científicos ou didáticos. Prevê ainda que 

as propostas de utilização de animais para fins científicos ou didáticos devem 
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considerar a substituição dos animais por métodos alternativos validados (BRASIL, 

2016). Na Fiocruz, a CEUA está encarregada de emitir pareceres quanto aos 

aspectos éticos de todos os procedimentos envolvendo animais, considerando a 

relevância do propósito científico e o impacto de tais atividades sobre a preservação 

da vida, o bem-estar e a proteção dos animais (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 

2016a). 

Desde 1985, a busca por métodos alternativos que dispensem o uso de 

animais em pesquisas laboratoriais tem sido prioridade para o INCQS, culminando 

com a idealização de um centro de validação de métodos alternativos em 2008 

(PAUMGARTTEN et al, 1989; PRESGRAVE, 2008). A partir de uma parceria da 

instituição com a ANVISA, esse esforço conjunto originou, em janeiro de 2012, 

um Acordo de Cooperação Técnica, nomeando uma comissão para viabilizar a 

criação do Centro Brasileiro de Validação de Métodos Alternativos (BraCVAM), o 

primeiro da América Latina a validar e coordenar estudos de substituição, redução 

ou refinamento do emprego de animais de laboratório (BRASIL, 2012a). 

A Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) ao uso de animais foi 

criada pela Portaria 491 do Ministério de Ciência, Tecnologia e Inovação, em 2012. 

Sua criação vem ao encontro do panorama internacional que fomenta e privilegia o 

princípio dos 3R, organizando uma infraestrutura laboratorial e de recursos humanos 

especializados, capazes de implantar métodos alternativos ao uso de animais, assim 

como desenvolver e validar novos métodos no Brasil. Ficou estabelecido, pela 

Portaria, que o processo de validação de métodos alternativos dar-se-á no âmbito do 

BraCVAM. Este órgão tem o papel de identificar métodos alternativos nacionais e 

internacionais, bem como receber propostas de validação de métodos de 

laboratórios públicos ou privados, indústrias, universidades etc. Sugerindo, assim, a 

adaptação à demanda nacional e estimulando a substituição dos métodos em 

estudos brasileiros (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 2016b; BRASIL, 2012b). 

 

1.6 Métodos alternativos para imunobiológicos 
 

A produção de imunobiológicos é um processo complexo que requer controles 

extremamente rigorosos em todas as etapas. Cerca de 70% do tempo é dedicado ao 

CQ (SANOFI, 2017). Além disso, os programas de vigilância são necessários para 

evitar prejuízos a Saúde Pública ou danos econômicos causados por produtos com 
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monitoramento precário, falsificação etc. Alertas sobre produtos falsificados 

incluíram vacinas contra influenza, meningite e Raiva (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2015). Entretanto, determinar a eficácia e segurança de VacRab 

requer a utilização de um grande número de animais de laboratório e lhes inflige 

significativa dor e sofrimento. Novos métodos e abordagens estão disponíveis, são 

considerados mais humanitários e utilizam menos ou nenhum animal; são mais 

rápidos, menos onerosos e mais precisos; e podem ser considerados mais seguros 

para os analistas. No entanto, o desafio é aplicá-los no CQ e/ou na liberação de 

lotes de vacina no contexto dos órgãos regulatórios (ORGANISATION, 2005). 

Durante muitos anos, tanto o teste de Habel (HABEL, 1996) como o EPNIH 

(WILBUR; AUBERT, 1996) foram utilizados para analisar a potência da VacRab. O 

conceito de utilizar a quantidade de anticorpos produzidos em animais imunizados, 

como um meio para avaliar a potência do agente imunizante, não é novo. Em 1972, 

um teste sorológico foi proposto como possível substituto para o EPNIH (ARKO, 

WIKTOR, SIKES, 1973). Nas últimas décadas, vários modelos de quantificação de 

antígeno e sorológicos foram desenvolvidos como alternativas potenciais para o 

ensaio de atividade. Exemplo disso é o teste de inibição de focos fluorescentes 

(RFFIT) (KRÄMER et al, 2009; KRÄMER et al, 2010) para a VacRab inativada de 

uso veterinário. A Farmacopeia Europeia propõe dois métodos para a determinação 

da potência dessa mesma vacina, o teste clássico de desafio e, como alternativa e 

possível método para fins de teste de potência, a titulação de AN induzidos após a 

vacinação de camundongos, revelado pelo RFFIT (COUNCIL, 2013). Embora este 

método seja mais rápido e menos doloroso para os animais, ainda não é 

amplamente utilizado e existem apenas poucos dados sobre a correspondência com 

o método clássico (FITZGERALD et al, 1978; KRÄMER et al, 2009). No Brasil, o 

método de desafio em camundongos e de determinação da atividade imunogênica 

são aplicados para VacRab inativada de uso humano (FARMACOPEIA, 2010a). 

Para as vacinas veterinárias de vírus inativado, o Ministério da Agricultura Pecuária 

e Abastecimento indica o Teste de Habel, o EPNIH e o Teste de proteção em 

cobaias (BRASIL, 1988b). 

Modelos de quantificação de antígeno preveem a substituição total de animais 

e medem a quantidade de antígeno ou imunógeno da vacina. Estes incluem o 

ensaio de difusão radial simples (FERGUSON, 1996), que é aceito na libertação de 

lotes de vacinas para uso humano (BRUCKNER et al, 2003), o teste de ligação do 
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anticorpo (ARKO, WIKTOR, SIKES, 1973) e vários procedimentos Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (Elisa) (PERRIN et al, 1990; ROOIJAKKERS et al, 1996; 

GAMOH et al, 1996). Entre estes, encontra-se um Elisa utilizado pelo Laboratório de 

Controle Nacional da Agência Nacional de Segurança de Medicamentos e Produtos 

para Saúde da França (Agence National de Sécurité du Medicament et des Produits 

de Santé), para quantificar a GLPTN viral na VacRab humana sem adjuvante 

(STOKES et al, 2012). No entanto, ainda existem diversas incertezas científicas para 

a aplicação de modelos sorológicos ou de quantificação de antígeno que levam a 

hesitações a respeito da aceitação desses métodos para fins regulatórios (STOKES, 

KULPA-EDDY, McFARLAND, 2011; SCHIFFELERS et al, 2014). 

 

1.7 Consistência de produção 
 

Para a liberação de lotes de vacinas é desejável uma garantia adicional da 

segurança e da qualidade dos lotes produzidos, visando fornecer ao público 

confiança na utilização dos imunobiológicos. Várias interpretações são aplicadas e 

reconhece-se que o processo de liberação dos lotes não é a única abordagem para 

monitorar a qualidade das vacinas. Inspeções de Boas Práticas de Fabricação 

(BPF), vigilância pós-comercialização e revisões anuais de dados relatados são 

essenciais para o processo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). Outra 

maneira de avançar em testes de liberação de lotes é a abordagem de consistência 

de produção (CP) (METZ et al, 2002). 

Embora a CP seja um conceito antigo que visa garantir a liberação 

ininterrupta de produtos eficazes e seguros, e estava previsto no The Viruses, 

Serums Act (UNITED STATES, D., 1913), somente no início da década dos anos 

2000 foi proposta como uma mudança de paradigma, com a abordagem da CP, com 

um novo conceito de CQ para vacinas. Esta abordagem pode levar a uma redução 

no uso de animais, desde que um pequeno conjunto de bioensaios executados por 

lote final, com limitado poder de prever o comportamento da vacina em uma 

população alvo, seja substituído por uma bateria de ensaios significativos com 

capacidade ampliada (HENDRIKSEN, 2006). 

O modelo de abordagem de consistência para liberação de lotes de vacinas 

tem como objetivos: (1) identificar os indicadores críticos de segurança e eficácia; (2) 

fazer uso de procedimentos de CQ em todo o processo de fabrico para identificar 
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quando há alterações inaceitáveis em parâmetros críticos do produto; (3) incentivar 

a aplicação de conceitos mais recentes para a garantia de qualidade da vacina, 

como qualidade do projeto (quality by design) e tecnologia analítica de processo. 

Uma abordagem de consistência bem-sucedida para a determinação da potência e 

segurança da VacRab exige vários ensaios em processo (STOKES et al, 2012). A 

CP pode ser descrita em termos de capacidade de processo ou pela capacidade de 

um processo produzir dentro de certos limites de especificação. Por exemplo, um 

simples teste de diluição poderia demonstrar se a vacina se encontra na 

especificação determinada (KREEFTENBERG, 2002). Os novos modelos vão desde 

modificações do procedimento de teste in vivo existente - como o uso de end point 

humanitário (eutanásia antes que o animal não consiga mais se locomover) ou 

sorologia em vez de desafio - a testes in vitro para quantificação de antígeno. Nesta 

abordagem, o CQ implica na utilização de um conjunto de parâmetros para constituir 

um perfil do produto, o que é monitorado durante a produção e garante que cada 

lote é semelhante a uma vacina específica do fabricante de comprovada eficácia 

clínica e segurança. A consistência depende inteiramente de implementar sistema 

da qualidade, tais como BPF e garantia da qualidade, e também da utilização de 

ferramentas de análise do produto (HENDRIKSEN, 2009). 

Uma melhor condução na CP por meio de testes durante o processamento, 

tem permitido simplificação da liberação de protocolos. Em particular, relacionado ao 

uso de testes in vitro, enquanto mantendo a capacidade de demonstrar equivalência 

com lotes clínicos (JONES, CURRIE, 1991). Os testes de imunogenicidade já são 

aplicados para vacinas veterinárias, como alternativa ao teste de desafio, com 

imunização seguida de titulação de AN (KRÄMER et al, 2009; KRÄMER et al, 2010; 

COUNCIL, 2013). Em ensaios clínicos de novas vacinas desenvolvidas, a OMS 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007) recomenda, para a avaliação clínica de 

vacinação antirrábica e obtenção de licenciamento, a evidência de apresentar 

potência mínima de 2,5 UI por dose, induzindo imunogenicidade e proteção 

adequadas. Uma concentração de anticorpos de, pelo menos, 0,5 UI/ mL nos dias 

14 e 28 ou 30, após o início da vacinação, é geralmente considerada como sendo 

apropriada. Por conseguinte, uma concentração satisfatória de AN pode ser utilizada 

como um preditor de eficácia clínica deste produto. 

Não existe um modelo animal ideal para demonstrar a eficácia de VacRab 

administradas após a exposição. Na ausência deste modelo, testes laboratoriais 
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baseados em imunização pré-exposição vêm sendo utilizados. Normalmente, todos 

os testes de pré-exposição utilizam camundongos. Além disto, este requerimento é 

baseado na antiga abordagem que considera cada lote de produto biológico como 

sendo único e, portanto, devendo ser submetido a ensaios que comprovem sua 

segurança e eficácia. (VODOPIJA, CLARCK, 1991). 

 

1.8 Validação de métodos alternativos 

 

A validação é um estudo pelo qual a confiabilidade e a relevância de um 

método ou processo são estabelecidas para uma finalidade específica 

(ORGANISATION, 2005). Consiste em demonstrar experimentalmente que o ensaio 

é adequado para o fim a que se destina (INTERNATIONAL CONFERENCE, 2005a). 

Em ensaios de potência para vacinas, é tipicamente baseada: (1) no tipo de vacina 

testado; (2) nos detalhes específicos dos procedimentos analíticos, nos quais a 

potência pode significar o teor de antígenos ou, mais tipicamente, a atividade 

biológica. Os métodos disponíveis incluem ensaios baseados em animais, cultura de 

células, bioquímica e, em alguns casos, ligação de ligandos a receptores 

(INTERNATIONAL CONFERENCE, 2005a; METZ et al, 2002). 

Abordagens similares têm sido aplicadas às vacinas no mercado, 

principalmente, nas que são purificadas e parecem estar no escopo da diretriz Q6B 

(INTERNATIONAL CONFERENCE, 1999), enquanto as vacinas constituídas por 

proteínas ou peptídeos bem caracterizados são explicitamente incluídas na diretriz 

Q5C (INTERNATIONAL CONFERENCE, 1995). 

 

1.8.1 Boas práticas de fabricação e validação 
 

A indústria Farmacêutica é altamente regulada. Antes da aprovação de uma 

nova droga é garantido por agências reguladoras como o Food and Drug 

Administration (FDA) dos EUA e a European Medicines Agency, que o produto é 

seguro e eficaz (PELTZMAN, 1973). Para isto, um grande conjunto de dados de 

testes clínicos, não clínicos e analíticos químicos, de fabricação e controle 

(Chemistry, manufacturing and control - CMC) são gerados em apoio à aprovação 

pré-mercado. Além do mais, regulamentos de fabricação, como as BPF correntes 

dos EUA, também estipulam que padrões modernos sejam adotados no desenho, 
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monitoramento e controle de processos de fabricação, assim como das instalações, 

para garantir fornecimento consistente de produtos com alta qualidade aos pacientes 

(YANG, 2016). 

O início da utilização dos padrões modernos para BPF pode ser atribuído a 

um incidente que começou em dezembro de 1940, quando a Winthrop Chemical 

Company de Nova York colocou no mercado comprimidos de sulfatiazole 

contaminados com fenobarbital, causando a morte de 300 pessoas (SWANN, 1999). 

Mas apenas em 1963, após a tragédia da talidomida, foram publicadas as Boas 

práticas para fabricação, processamento, embalagem ou manipulação de produtos 

farmacêuticos terminados (UNITED STATES, A., 1963). 

O FDA desenvolveu uma revisão baseada em análise de risco, adequação e 

política de inspeções de forma que as revisões de CMC fossem focadas em 

questões de alto risco. A iniciativa foi guiada por uma visão para atingir um estado 

desejado da indústria farmacêutica como o mais eficiente, ágil, flexível setor de 

fabricação, que confiavelmente produz medicamentos de alta qualidade sem 

exagero regulatório (WOODCOCK, 2012). Trouxe várias mudanças regulatórias, as 

mais notórias foram as publicações de documentos guias pelo International Council 

for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use 

(ICH) [ICH Q8 (R2), 8, 9 e 10] relacionados ao desenvolvimento farmacêutico, 

gerenciamento de risco na qualidade e sistema da qualidade farmacêutico 

(INTERNATIONAL CONFERENCE 2005b, 2008 e 2009). Estes guias evidenciam a 

importância do desenvolvimento de processos produtivos baseados no 

entendimento sistemático, controle de riscos e utilização de sistemas da qualidade 

dos processos e produtos. Eles representam uma significativa mudança da 

tradicional ‘testagem de conformidade’ para a ‘qualidade por design’. 

Outros guias estabelecem os requisitos para verificar o cumprimento das 

BPF, podendo adotar ações alternativas, desde que validadas. Os estudos de 

validação são uma parte essencial das BPF e devem ser conduzidos de acordo com 

protocolos pré-definidos e aprovados (FARMACOPEIA, 2010a). 

 

1.8.2 Principais organismos internacionais de validação de métodos alternativos 
 

Os principais organismos envolvidos em processos de validação incluem o 

Conselho Internacional de Harmonização de Requisitos Técnicos para Produtos 
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Farmacêuticos de Uso Humano – ICH, a Organização para a Cooperação e o 

Desenvolvimento Econômico (Organisation for Economic Co-operation and 

Development), o Laboratório de Referência da União Europeia para métodos 

alternativos em ensaios animais – Centro Europeu para a Validação de Métodos 

Alternativos (European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing 

– European Center for the Validation of Alternatibve Methods), o Diretório Europeu 

da Qualidade dos Medicamentos e Cuidados de Saúde (European Directorate for the 

Quality of Medicines & Health Care), o Comitê de Coordenação Interagencial para 

Validação de Métodos Alternativos (Interagency Coordinating Committee on the 

Validation of Alternative Methods, EUA), Centro Japonês para Validação de Métodos 

Alternativos (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods), o Johns 

Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing, nos EUA e no Brasil, o  BraCVAM, 

criado pela Fundação Oswaldo Cruz em parceria com a ANVISA, ligado ao 

CONCEA e RENAMA. 

Existem também instituições voltadas ao custeio da pesquisa e adoção de 

métodos alternativos como o Grupo Europeu para Abordagens Alternativas aos 

Ensaios com Animais (European Partnership for Alternative Approaches to Animal 

Testing, União Europeia), o Fundo para Substituição de Animais em Experimentos 

Médicos (Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments, Reino 

Unido), a Fundação Doerenkamp-Zbinden para Pesquisa Sem Animais 

(Doerenkamp-Zbinden Foundation for Animal-Free Research, Alemanha), a 

Plataforma de Consenso Europeu para as Alternativas (European Consensus 

Platform for Alternatives) e o Centro de Conhecimento Holandês em Alternativas ao 

Uso de Animais (Netherlands Knowledge Centre on Alternatives to Animal Use). 

 

1.9 Processo de validação 
 

A validação deve ser considerada quando se desenvolve ou modifica 

metodologias validadas. A literatura dispõe de vários estudos que relatam a 

validação de métodos para determinação da potência (HENDRIKSEN, 1995; de 

KAPPELLE, et.al., 1997; van der ARK et. al., 2000; KRÄMER et. al., 2013), descreve 

as abordagens para o projeto de validação, critérios de aceitação, análise e 

interpretação dos dados e, até mesmo, o monitoramento do desempenho pelo CQ 

(BRASIL, 2003; ORGANISATION, 2005; INTERNATIONAL CONFERENCE, 2005a; 
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FOOD AND DRUG, 2015; COUNCIL, 2016; UNITED THE UNITED, 2017a,b,c,d; 

STATES, D., 2017). O ICH Q2 (R1) é considerado a referência primária para 

recomendações e definições sobre características de validação de procedimentos 

analíticos para produtos farmacêuticos de uso humano. Tipicamente, são avaliados 

exatidão, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), especificidade, limite de 

detecção, limite de quantificação, linearidade e intervalo (INTERNATIONAL 

CONFERENCE, 2005a). 

Na legislação brasileira, a validação de métodos alternativos envolve os 

estágios de desenvolvimento, pré-validação, validação e revisão por especialistas, 

em conformidade com os procedimentos realizados por Centros para Validação de 

Métodos Alternativos ou por estudos colaborativos internacionais. O método é 

considerado validado quando a confiabilidade e relevância para certo propósito 

foram determinadas (BRASIL, 2014b). 

As fases até a adoção do ensaio iniciam com a pré-validação que consiste de 

uma avaliação inicial, visando o ajuste, otimização e padronização do protocolo e 

dos procedimentos operacionais. Nesta fase, são obtidos dados preliminares de 

confiabilidade e relevância que irão justificar o estudo de validação formal ou a 

validação propriamente dita. O processo de validação é composto de duas fases que 

podem ser divididas em três etapas (ORGANISATION, 2005). No Quadro 1 

observam-se as fases da validação e etapas do desenvolvimento de ensaios. 

No desenho do estudo, os procedimentos do ensaio candidato são descritos 

de forma a permitir que se reproduzam as condições necessárias e se obtenha 

resultados dentro dos critérios de aceitação propostos. As informações essenciais 

na descrição incluem o princípio do teste, tipo de amostra, equipamentos e padrões 

utilizados no método (FOOD AND DRUG, 2015). 

A pré-validação compreende a comparação do ensaio candidato com o 

tradicional, para posteriormente avaliar sua transferibilidade. Consiste em 

demonstrar a confiabilidade pela precisão do ensaio, calculada por meio da 

variabilidade interensaios (precisão intra e entre ensaios). Para demonstrar a 

relevância, as amostras são analisadas, comparando os resultados entre os ensaios 

em animais e o alternativo, a sensibilidade ou concordância e, principalmente, a 

capacidade para diferenciar lotes potentes de subpotentes, o que determina se o 

método pode ser considerado relevante (ORGANISATION, 2005). 
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Na implementação do ensaio, são discutidas as informações sobre os 

fundamentos científicos, o desenvolvimento e o processo de validação. A execução 

prática do ensaio enfatiza as instruções sobre os protocolos e a interpretação dos 

dados. Neste momento, a indústria e as agências reguladoras aceleram a execução 

e aceitação global. Além disso, verificam a utilidade e as limitações do novo método. 

Para a avaliação preliminar da transferibilidade, devem ser identificados os pontos 

críticos no desenvolvimento do ensaio candidato (ORGANISATION, 2005). 

 

Quadro 1 - Fases da validação e etapas do desenvolvimento de ensaios de potência 

Partes Fases 
Etapas do 

desenvolvimento 
Especificação 

I Pré-validação 

Desenho 

Definição das características do 

ensaio. Descrição e 

fundamentação da proposta de 

validação - Fundamentação 

regulatória 

Desenvolvimento e 

Refinamento 

Confiabilidade - Precisão (variação 

intra e interlaboratorial, 

repetibilidade e reprodutibilidade) 

Relevância (Exatidão – 

Sensibilidade e Especificidade) - 

avaliação do desempenho 

II 

Validação Qualificação do ensaio 

Determinar Confiabilidade e 

Relevância 

 

Considerações sobre bem-estar 

animal (Redução, Refinamento e 

Substituição) 

Considerações práticas (avaliação 

crítica dos pontos fortes e 

limitações do ensaio) 

Considerações sobre Qualidade 

(processo de implantação do 

ensaio) 

Fonte: (Adaptado de ORGANISATION, 2005 e BIOLOGICAL STANDARDISATION PROGRAMME, 
2018). 

O desenvolvimento do Ensaio sorológico (ES) para a avaliação da potência 

de VacRab trará uma importante contribuição para os elevados padrões de eficácia, 

qualidade e segurança exigidos para os produtos biológicos utilizados no Brasil e em 
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todo o mundo na prevenção e no diagnóstico da Raiva. Possui ainda aplicações 

importantes na padronização de materiais de referência e diagnósticos, com 

implicações na Saúde Pública e na Vigilância Sanitária. A proposta desta pesquisa é 

aplicar, na prática, o conceito dos 3R no ensaio de potência de NIH, o único aceito 

para a liberação de lotes de VacRab de uso humano. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver um Ensaio Sorológico para a determinação da potência de 

Vacinas Contra Raiva de Uso Humano em consonância com os princípios dos 3R. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

a) Realizar um levantamento de amostras de vacinas e a estimativa de animais 

de laboratório utilizados no controle oficial no período de 2000 a 2017 no INCQS e 

perspectivas da diminuição no Ensaio sorológico. 

b) Padronizar o ensaio sorológico para avaliação da potência de vacinas contra 

Raiva de uso humano, elaborando um Procedimento Operacional Padrão do Ensaio; 

c) Pré-validar o ensaio sorológico para a determinação da potência de vacinas 

contra Raiva de uso humano, demonstrando a sua Relevância e a Confiabilidade; 

d) Avaliar o menor teor de Glicoproteína G viral capaz de induzir uma resposta 

adequada de anticorpos neutralizantes em camundongos; 

e) Avaliar a correlação do menor teor de Glicoproteína em vacinas contra Raiva 

com o título de anticorpos neutralizantes produzidos em camundongos. 
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3 METODOLOGIA 

 

A execução da tese foi dividida em três etapas. Na primeira, foram realizados 

o levantamento e a seleção das amostras de vacinas. A segunda etapa 

compreendeu o desenvolvimento do ES para a determinação da potência de 

VacRab de uso humano e sua comparação com o EPNIH (Apêndice A). Na terceira 

etapa, foi procedida a análise estatística e a pré-validação do ES. Finalizando com a 

verificação do limite inferior de imunogenicidade da GLPTN viral no ES (Fig. 1). 

 

Figura 1 - Fluxograma da sistematização da metodologia de pré-validação do Ensaio 

Sorológico. 

 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

3.1 Vacinas 

 

3.1.1 Vacinas teste 

 

Foi realizado um levantamento dos lotes de VacRab recebidos para controle 

oficial no Laboratório de Vacinas Virais – Raiva (LVV) do Departamento de 

Imunologia (DI) do INCQS/FIOCRUZ, no período de 2000 a 2017. 

A vacina raiva (inativada) utilizada neste estudo é indicada na prevenção da 

raiva para uso adulto e pediátrico. O produto é apresentado em cartuchos contendo 
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uma dose em um frasco de pó liofilizado e uma seringa com 0,5 mL de diluente ou 

cartucho contendo cinco frascos de uma dose e cinco ampolas com 0,5 mL de 

diluente para suspensão injetável. É produzida em células Vero – PVCV, utilizando a 

cepa Wistar PM/WI38 1503-3M de vírus da Raiva, inativado pela betapropriolactona. 

A potência mínima requerida é de 2,5 UI/ dose mensurada pelo teste NIH em 

camundongos (Sanofi Pasteur SA - França/ Instituto Butantan – Brasil) (SANOFI, 

2018). 

Foram selecionados oito lotes que haviam sido aprovados na rotina 

laboratorial entre 2015 e 2017, a fim de se obter amostras dentro do prazo de 

validade do produto para a realização dos experimentos. As vacinas foram 

codificadas com as letras de A a H. Após a reconstituição e descanso por cinco 

minutos, à temperatura ambiente, cinco lotes (A, B, D, E e H) foram submetidos a 

tratamento térmico 52º ±1ºC for 48h ±10 min para obtenção de vacinas subpotentes. 

A fim de reduzir o número de animais utilizados, em três lotes foram 

considerados os resultados do EPNIH do produtor. Os cinco lotes subpotentes foram 

submetidos ao EPNIH no INCQS (Quadro 2). 

 

Quadro 2 - Amostras de Vacinas Contra Raiva analisadas por ensaio. 

Amostra Fabricante 
Análise 

Protocolo 

Potência (UI/ dose) 

INCQS Fabricante 

Vac A* 

Sanofi Pasteur S.A. 
Conforme 

15,0 4,2 

Vac B* 19,0 14,4 

Vac C 8,0 4,8 

Vac D* nr 8,7 

Vac E* nr 6,8 

Vac F >2,5 17,6 

Vac G nr 4,4 

Vac H* Aventis Pasteur S.A. 12,3 15,0 

nr – não realizado. *Lotes selecionados para obtenção de vacinas subpotentes. 

Fonte: Do autor, 2018. 
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3.1.2 Vacina de referência (VacRef) 
 

A Referência Nacional de Vacina contra Raiva lote BR014 (VacRef) é o 

mesmo produto das vacinas teste, com a mesma cepa do vírus da raiva, e foi 

fabricada em outubro de 2009 pela Sanofi Pasteur S.A. (França). A vacina de cultivo 

celular é apresentada em frascos uni-dose, produzida em células Vero utilizando a 

cepa Pitman Moore de vírus da Raiva inativado pela betapropriolactona e liofilizado. 

Certificada segundo OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006), pela 

Fiocruz/INCQS, frente ao 6º padrão internacional fornecido pelo National Institute of 

Biological Standards and Control (NIBSC, UK). O título de 9,0 UI por frasco foi 

atribuído a esta VacRef (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE 

EM SAÚDE, 2016). 

 

3.2 Animais de laboratório 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem não consanguínea Swiss 

Webster; machos e fêmeas, com idade de três a quatro semanas, pesando 10 a 

15g, provenientes do Instituto de Ciência e Tecnologia em Biomodelos 

(ICTB)/Fiocruz. Os animais foram separados por gênero, alojados em gaiolas 

apropriadas com água e ração ad libitum, mantidos sob temperatura e umidade 

controladas (22 ±1º C, cerca de 50% de umidade relativa e fotoperíodo 12:12 h), no 

Serviço de Animais de Laboratório do Departamento de Farmacologia e Toxicologia 

do INCQS. 

No ES, as amostras de vacina foram testadas em três diluições, cada uma 

delas aplicada a um grupo de cinco animais diferentes dos utilizados no NIH. No 

EPNIH, as mesmas amostras foram testadas também com três diluições, em grupo 

de oito animais em duplicata, totalizando 16 animais por diluição. Trinta 

camundongos foram divididos em três grupos de 10 animais para a titulação de vírus 

trabalho no EPNIH. 

Na comparação da imunogenicidade pelo ES com o teor de GLPTN, foram 

realisados três ensaios adicionais com três grupos de 10 animais que foram 

submetidos a três tratamentos diferentes com um mesmo lote de vacina. Os 

resultados foram reunidos aos demais e, então, comparados com os obtidos no 

ensaio de Elisa para o teor de GLPTN viral. 
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Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

FIOCRUZ, licença LW-17/16 (ANEXO 1). 

 

3.3 Ensaio de potência de NIH (EPNIH) 

 

Os lotes selecionados foram testados pelo EPNIH como descrito na 

Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA, 2010a). 

 

3.3.1 Cepa viral de desafio 

 

A cepa CVS-31 (Challenge Virus Standard) foi obtida no LVV - Raiva/DI-

FIOCRUZ, vírus da Raiva fixo semente nacional, CVS 31/3#2, lote BR010, origem 

Instituto Panamericano de Protección de Alimentos y Zoonosis (Buenos 

Aires/Argentina). As ampolas de suspensão viral liofilizadas a 20%, foram mantidas 

a -70o ±1o C, contendo DL50 de 107 em 0,03 mL por via ic em camundongos, padrão 

estabelecido em 10 de agosto de 2004. O vírus semente foi utilizado para a 

produção do lote trabalho VT15, produzido a partir de cérebro de camundongos. A 

suspensão de cérebro a 20% foi separada em alíquotas de 500 µL e os criotubos 

mantidos a -70o ±1o C, contendo DL50 de 106,7 em 0,03 mL por via ic em 

camundongos, padrão estabelecido em outubro de 2014 (INSTITUTO NACIONAL 

DE CONTROLE DA QUALIDADE EM SAÚDE, 2017b). 

 

3.3.2 Imunização e desafio 

 

Os camundongos foram imunizados com uma das três diluições seriadas 

(fator q=5) das vacinas teste (1/25, 1/125 e 1/625) ou de referência (1/50, 1/250 e 

1/1250), pela via ip com 0,5 mL de vacina nos dias 0 e 7. 

No 14º dia foi realizado o desafio com 32 DL50 em 0,03 mL, ic. Os animais 

foram anestesiados com uma associação de cetamina (150 mg/ Kg) com xilazina (10 

mg/ Kg). Paralelamente, foram inoculados com a diluição de vírus de desafio e mais 

duas diluições decimais realizadas a partir desta nos subgrupos de 10 animais. Estes 

grupos possibilitam o cálculo da DL50 do vírus trabalho e a verificação deste critério 

de aceitação do ensaio. Os animais foram observados por 14 dias e quando 

desenvolveram sinais clínicos de Raiva foram submetidos à eutanásia com 
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pentobarbital após anestesia com a associação de cetamina com xilazina (assim 

como os sobreviventes ao final da prova). Registrou-se o número de mortos e 

sobreviventes para o cálculo das DE50 das vacinas teste e de referência, assim como 

da DL50 do vírus de desafio (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DA 

QUALIDADE EM SAÚDE, 2017a). Os resultados do EPNIH obtidos na rotina de 

controle de vacinas no INCQS e pelo laboratório produtor, foram aproveitados 

sempre que possível. 

 

3.3.3 Avaliação do esquema vacinal 

 

O esquema vacinal utilizado no ensaio tradicional (EPNIH) foi avaliado a fim 

de verificar a possibilidade de melhoria no ES. Foi realizado um experimento com 

quatro vacinas por ensaio (VacRef e três vacinas teste), totalizando três lotes 

avaliados com uma e duas doses (Vacinas A, B e C). Cada grupo de animais foi 

imunizado com uma das três diluições seriadas (fator q=5) das vacinas teste (1/25, 

1/125 e 1/625) ou VacRef (1/50, 1/250 e 1/1250). As imunizações por via ip com 0,5 

mL de vacina foram realizadas nos dias 0 (grupos de uma dose) e 0 e 7 (grupos de 

duas doses). No dia 14 após a imunização, foi procedido o desafio ic e demais 

passos do EPNIH conforme descrito no item 3.3.2. 

 

3.4 Ensaio sorológico para potência de vacinas contra raiva de uso humano 

(ES) 

 

 

No ES para determinação da potência de VacRab de uso humano, os soros 

foram titulados pelo Teste de inibição de focos fluorescentes modificado para 

microplaca de 96 poços (RFFITm), comparando os valores das unidades de 

diluições equivalentes das vacinas teste e de referência, com a potência relativa 

determinada no EPNIH. Também foi desenvolvido o protocolo do ES, editado em 

formato de procedimento operacional padrão (POP), com a descrição dos 

procedimentos aplicados ao CQ de amostras de lotes de VacRab que consistam de 

preparações contendo vírus da raiva fixo inativado. Os animais vacinados e 

sangrados no ES foram de grupos diferentes daqueles utilizados no EPNIH. 
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3.4.1 Titulação de anticorpos pelo teste de inibição de focos fluorescentes 

modificado 

 

Para a determinação in vitro do título de AN contra Raiva, os soros foram 

avaliados pelo RFFITm como descrito por MOURA e colaboradores (2008). 

 

3.4.1.1 Cultura de células 

 

Utilizou-se 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 

coleção americana de culturas e depósitos (ATCC - Manassas, EUA). As células 

foram mantidas, em sistema de lote semente, pelo Setor de Cultura de Células do 

LVV – Células/ DI-FIOCRUZ, estocadas em criotubos de 2,0 mL, conservadas por 

criopreservação em nitrogênio líquido (-196o C). No momento da utilização, as 

células foram descongeladas a 37º C e cultivadas em garrafas de poliestireno de 25 

cm2 ou 75 cm2, em meio essencial mínimo de Dulbecco, suplementado com 

penicilina 50 UI/ mL e estreptomicina 0,05 mg/ mL, anfotericina B 0,42 mg/ L, 

glutamina 0,3 mg/ mL e 10% de soro fetal bovino. Após o descongelamento, as 

células foram utilizadas por até 30 passagens. 

 

3.4.1.2 Cepa viral 

 

A cepa CVS-11 de vírus da Raiva fixo utilizada no RFFITm foi obtida do LVV – 

Raiva/DI, lote VT05 (CVS-11; origem ATCC VR 959), doada pelo Instituto Butantan 

(São Paulo). Mantida criopreservada a -70o ±1o C, contendo suspensão viral com 

dose infecciosa para cultura de células 50% de 104/ 0,05 mL, estabelecido em julho 

de 2017 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE EM SAÚDE, 

2017b). 

 

3.4.1.3 Soro de referência internacional (SR) 

 

Foi empregada a imunoglobulina antirrábica humana, 2o padrão de referência 

internacional (2nd International WHO Standard - antirabies immunoglobulin, human). 

A preparação liofilizada de imunoglobulina contém 30 UI de anticorpos contra o vírus 
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da raiva por ampola (NIBSC, Potters Bar, Hertfordshire, Reino Unido). Uma ampola 

foi reconstituída a 2 UI/ mL e a partir desta diluição, o conteúdo foi diluído até 1/4 

para ser distribuído em alíquotas de 270 μL, mantidas a -70o ±1o C. 

 

3.4.1.4 Soro controle negativo 
  

O soro controle negativo (SN) foi obtido a partir de camundongos não 

vacinados. 

 

3.4.1.5 Obtenção de amostras de sangue 

 

No dia 14 após a imunização, amostras de sangue foram retiradas sob 

anestesia com uma associação de cetamina (150 mg/ Kg) e xilazina (10 mg/ Kg) ip 

(MASSONE, 2011). A sangria foi realizada por punção cardíaca e após a retração do 

coágulo, mantendo-se entre 4º e 8º C over nigth, o soro foi obtido centrifugando a 

200 g por 15 ±1 minuto. Depois de separados, os soros foram inativados a 56 ±1o C 

por 30 ±1 minuto e mantidos a temperatura de -20 ±1o C até serem testados 

individualmente para a determinação dos títulos de AN pelo RFFITm. 

 

3.4.1.6 Teste de inibição de focos fluorescentes modificado (RFFITm) 

 

Foram utilizadas microplacas de fundo plano de 96 poços para cultivo celular 

(Falcon, 353072). O SR, pré-diluído a 1,0 UI/ mL, foi serialmente diluído em 

triplicatas, fator q=2 e testado de 1/16 até 1/128. Os soros teste (ST) foram 

distribuídos e diluídos fator q=2, sendo titulados nas diluições de 1/4 a 1/32 nas 

placas, em duplicata. A suspensão de VT diluída para conter 200 doses formadoras 

de focos fluorescentes 50% (DFF50) iniciais foi distribuída nos poços de SR, SN, ST 

e de controle de vírus. Este último foi serialmente diluído fator q=10, distribuído em 

triplicatas e testado nas diluições de 10-2 a 10-5. Dois poços foram utilizados para o 

controle negativo e, outros dois, para o controle de células (Quadro 3). 
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Quadro 3 - Esquema de diluições do Soro Referência, soros teste, soro controle 

negativo e suspensão viral. 

Produto Potência (UI/ mL) 
Diluições 

Réplicas 
Primeira Última 

Soro de Referência 1,0 1/16 1/128 3 

Soros Teste ?* 1/4 1/32 2 

Soro controle 

negativo 
0,0 1/4 1/8 2 

Suspensão Viral 200 DFF50
** 10-2 10-5 3 

*Desconhecida. **Dose formadora de focos fluorescentes 50%. 
Fonte: Do autor, 2018. 
 

As placas foram incubadas a 36,5o ±0,5º C em estufa umidificada com 

atmosfera de 5% de CO2 por 90 minutos. Após esse tempo, 100 µL da suspensão 

de células BHK-21 foi adicionada, ajustada para a concentração de 3,5x105 células/ 

mL, e as placas novamente incubadas a 36,5o ± 0,5º C por 22 horas. 

 

3.4.1.7 Teste de imunofluorescência direta (IFD) 

 

Após a incubação, foi realizado o IFD em microscópio invertido de 

imunofluorescência Nikon Eclipse TS100, com objetiva 20x fluorita LWD 20x/0,40 

Ph1 ADL ∞/1,2 WD 3,1 e, quando foi necessário, objetiva de 40x LWD 40x/0,55 

∞/1,2 WD2,1. Foi empregado um conjugado comercial (Liquid Rabies 

Antinucleocapsid Conjugate – Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, França). A 

monocamada de células foi previamente fixada em acetona gelada diluída a 80% 

com água destilada (v/v), por 15 minutos e as placas secas ao ar. Em cada poço 

foram então adicionados 40 µL de conjugado na diluição trabalho (1/20), as placas 

incubadas a 36,5 ±0,5º C por 30 ± 1 minuto. Após a lavagem com PBS pH 8,1, foi 

realizado o exame ao microscópio, magnitude de aumento de 200x. 

Na leitura das placas, foram contados oito campos por poço anotando, os 

resultados expressos em número de campos positivos por campos lidos (escore). O 

título de AN dos ST foi calculado ao final da prova pelo método dos probitos e 
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expresso em UI/ mL. No ST, onde não foi alcançada a neutralização total, foi 

utilizada uma projeção1 do título de AN como descrito na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Classificação de soros com neutralização total no RFFITm e projeção 

dos títulos de anticorpos neutralizantes. 

Última diluição Campos fluorescentes / lidos Projeção de títulos (UI/ mL) 

Resposta mínima 1/4 7/8 0,07 

1/4 0/8 0,12 

1/8 0/8 0,25 

1/16 0/8 0,5 

1/32 0/8 1,0 

1/64 0/8 2,0 

1/128 0/8 4,0 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

3.4.2 Determinação da potência relativa no Ensaio sorológico 

 

As estimativas das potências relativas das vacinas foram determinadas no ES 

com três abordagens de cálculo. Na primeira, foi considerado o cut-off ≥0,5 UI/ mL 

como título mínimo de soroconversão (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005), 

aqui denominada como abordagem OMS (ab-OMS); na segunda, foi utilizado um 

modelo de linhas paralelas com o título absoluto de AN em UI/ mL de cada 

camundongo (ab-TAN); na terceira, o cut-off ≥0,12 UI/ mL (MANNING et al, 2008), 

denominada como abordagem do Advisory Committee on Immunization Practices - 

ACIP (ab-ACIP). A potência mínima requerida foi ≥2,5 UI/ dose. 

Foi simulada a aplicação de um ensaio sorológico qualitativo em única 

diluição das vacinas, que foi denominado ensaio sorológico em diluição única (ES-

                                                           
1 O Comitê Consultivo em Práticas de Imunizações (Advisory Committee on Immunization Practices - 

ACIP) dos Estados Unidos recomenda a utilização de um nível definido como neutralização 
completa do vírus na diluição de 1/5 no RFFITm como um indicador de uma resposta imunológica 
humoral adaptativa adequada à vacinação (MANNING et al., 2008). A OMS é mais conservadora e 
recomenda que a resposta deve ser de pelo menos 0,5 UI/ mL (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION, 2005) o que corresponde a neutralização na diluição de 1/25. No teste de 
coerência desses parâmetros no CombiStats, a neutralização na diluição 1/5 equivale a 
neutralização completa na diluição ¼ e título de 0,12 UI/ mL, com uma DE50 de 1/5,6. A 
neutralização completa em 1/16, com escore de oito campos positivos em oito lidos na diluição 1/32 
equivale a DE50 1/22,62 e título de 0,5 UI/ mL. 
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DU). Neste ensaio, foram avaliadas a primeira e a segunda diluição das vacinas 

teste contra as mesmas diluições da VacRef, verificando o desempenho do ES-DU. 

 

3.5 Pré-validação do ensaio sorológico para potência de vacinas contra raiva 

 

3.5.1 Demonstração da Relevância 

 

Uma análise estatística foi realizada para examinar o desempenho do ensaio 

demonstrando sua Relevância (Exatidão), sua Confiabilidade (Precisão) em relação 

ao EPNIH e, principalmente, a capacidade para diferenciar lotes potentes de lotes 

subpotentes. Para demonstrar a Relevância do ES, cinco lotes foram analisados 

comparando os resultados com o EPNIH obtidos para as VacRef e vacinas teste. 

Paralelamente, amostras dessas vacinas foram submetidas a tratamento térmico. 

Cinco lotes subpotentes foram submetidos ao EPNIH e seis ao ES (Quadro 4). 

Para o método ser considerado relevante, deve ser capaz de discriminar lotes 

potentes e subpotentes, ou seja, apresentar concordância com os resultados do 

EPNIH. 

 

Quadro 4 - Desenho experimental para demonstrar a Relevância do ES. 

 

Ensaios 

Íntegra Tratamento térmico1 

EPNIH2 ES3 EPNIH ES 

Vacinas 

A A 

B B 

C C 

D nr D 

E E 

H nr H 

Total 6 5 5 6 

152 ±1ºC por 48h ±10 min. 2Ensaio de potência de NIH. 3Ensaio Sorológico. nr – não realizado. 

Fonte: Do autor, 2018. 
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3.5.2 Avaliação da Confiabilidade do ES 

 

A Confiabilidade foi demonstrada pela Precisão e nesta avaliação foi 

calculada a variabilidade interensaios por meio da variância da DE50 da VacRef 

obtida pelos soros titulados no RFFITm. 

 

3.6 Verificação do limite inferior de imunogenicidade da glicoproteína viral 

 

Para avaliar o limite de imunogenicidade da GLPTN, o teor deste antígeno foi 

determinado nas amostras de vacina pelo Laboratório de Desenvolvimento Analítico 

e Estabilidade do Instituto Butantan (São Paulo, SP), utilizando o kit D1 do Instituto 

Pasteur (Paris, França). 

 

3.6.1 Determinação do teor de glicoproteína g no ensaio imunoenzimático (Elisa - do 

inglês Enzyme-linked immunosorbent assay) 

 

O teor de GLPTN foi determinado pelo laboratório colaborador que utilizou 

seu próprio protocolo interno de Elisa, aplicando o anticorpo monoclonal D1 murino 

(ANm-D1) (JALLET et al, 1999) tanto para o revestimento da placa como para a 

detecção de vírus (PERRIN et al, 1996). O isotipo ANm-D1 IgG1 reconhece o sítio 

antigênico III (envolvido na indução de AN do vírus) da GLPTN nativa. A GLPTN das 

vacinas foi quantificada contra dois padrões de referência: padrão do kit Intituto 

Pasteur D1 (GLPTN 1.000 ng/ mL) e a vacina BR013 INCQS (GLPTN 9,53 UI/ mL) 

(FOURNIER-CARUANA et al, 2003). As concentrações de GLPTN em cada diluição 

foram calculadas a partir de extrapolações obtidas do total de GLPTN determinado 

pelas formulações não diluídas, considerando o fator de diluição. 

Para estimar a concentração mínima de antígeno capaz de induzir reposta 

imunológica adequada (≥0,5UI/ mL), um estudo adicional foi conduzido com a 

finalidade de obter amostras de soro de camundongos imunizados com três vacinas 

(Vac E-G) de potência e teor de GLPTN conhecidos, objetivando atingir níveis 

mínimos de GLPTN e exaurir a resposta imune (Quadro 5). 
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Quadro 5 - Desenho experimental para avaliação do limite inferior de 

imunogenicidade. 

Número de 

amostras 
Ensaio Doses 

14º 

Dia 
Animais/Diluição 

Total de 

Animais 

3 

ES1 

2 

S3 10 30 

EPNIH2 D4 16 48 

1Ensaio Sorológico. 2Ensaio de potência de NIH. 3Sangria. 4Desafio intracerebral. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

Três grupos de 10 animais foram submetidos ao esquema vacinal de pré-

exposição, com duas doses (dias 0 e 7), por via ip, como descrito no item 3.3.2. Três 

lotes de vacina foram diluídos a partir da DE50, determinada no EPNIH e obtidas três 

diluições seriadas (fator q= 5) das vacinas teste. No Grupo 1, a vacina utilizada foi 

preparada na diluição da DE50. No Grupo 2, foi ajustada para DE50/5 por dose e no 

terceiro grupo, diluída DE50/25 (Quadro 6). 

 

Quadro 6 - Esquema de diluição e concentração de Glicoproteína de três lotes 

de vacina antirrábica. 

Vacina 

Teor de 

Glicoproteína 

(UI/ mL) 

DE50 determinada no EPNIH* 

Log DE50 DE50 DE50/5 DE50/25 

E 7,4 -2,392 1/250 1/1250 1/6250 

F 8,2 -3,024 1/1100 1/5500 1/27500 

G 8,8 -2,298 1/200 1/1000 1/5000 

*Ensaio de potência de NIH. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

Após as imunizações, o sangue foi coletado no dia 14 conforme descrição no 

item 3.4.1.4. Os soros foram titulados para determinação dos títulos de AN pelo 

RFFITm (item 3.4.1). 

A média de AN obtidas por diluição de cada vacina em todos os ES realizados 

no estudo foi expressa em relação ao teor de GLPTN em ng/ mL e em UI/ mL. Os 

dados foram ordenados em ordem crescente pela média do título de AN e foi 

identificada a menor concentração capaz de induzir resposta adequada de AN (≥0,5 

UI/ mL). 
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3.7 Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram comparados para verificar a concordância entre 

os tratamentos. A Sensibilidade e a Especificidade do ES foram avaliadas para 

determinar o grau de similaridade entre métodos. Para a análise estatística, foram 

utilizados os Softwares Microsoft® Excel, Medicalc®, GraphPrism® e CombiStats®. 

Quando necessário os resultados de potência foram submetidos a uma 

transformação logarítmica para melhorar o ajuste à distribuição normal.  

A Relevância e a Confiabilidade do ES foram analisadas em relação ao 

EPNIH. A Relevância foi determinada pela Sensibilidade e Especificidade (Exatidão), 

por meio da categorização binária dos resultados (conforme e não conforme) e 

construção de tabelas de contingência, possibilitanto avaliar o desempenho do ES. 

A distribuição normal dos resultados foi avaliada pelo teste de normalidade 

Omnibus D'Agostino & Pearson (MIOT, 2017). A similaridade das potências 

correspondentes entre os ensaios Sorológico e de NIH foram estimadas por meio 

dos testes t de Student para amostras pareadas, análise de variância (ANOVA), 

regressão linear simples, correlação, determinação do coeficiente de Cohen Kappa, 

coeficiente de concordância de correlação de Lin (ρc) e os intervalos de confiança 

(IC). 

No estudo de Relevância do ES, o teste t de Student, ANOVA, correlação de 

Pearson, Sensibilidade, Especificidade, Exatidão, Valores preditivo positivo e 

negativo (VPP e VPN) foram aplicados para descrever o desempenho do ES. O 

índice de concordância de Cohen Kappa avaliou a concordância entre os testes e, 

principalmente, a capacidade de diferenciar lotes potentes de subpotentes. O teste C 

Cochran foi realizado para determinar a homogeneidade das variâncias. 

Confiabilidade foi demonstrada pela Precisão (Repetibilidade) e foi 

determinada calculando as variâncias intra e interensaio dos títulos de AN da 

VacRef por diluição, após transformação logarítmica, em três corridas de RFFITm. 

Coeficientes geométricos de variação intra e interensaios (gCV%) foram obtidos. A 

Precisão do ES também foi demonstrada comparando com as potências obtidas no 

NIH pelo ρc e IC 95%. 

Os resultados foram avaliados calculando-se o grau de correlação por meio 

de regressão linear simples e coeficiente de correlação de Pearson, a fim de 

determinar o grau de associação entre os dados e sua significância. A menor 



58 

 

concentração de GLPTN foi determinada pela inspeção visual dos resultados 

reordenados em ordem crescente, expressa em concentração de GLPTN em ng e 

UI/ mL a partir das quais foi obtido um título de AN adequado, com base no cutoff 

adotado. Para análise estatística, foram utilizados os softwares Microsoft® Excel, 

GraphPrism®, MediCalc® e CombiStats®. Quando necessário, os resultados da 

potência foram submetidos a uma transformação logarítmica para melhorar a 

distribuição normal. 

Métodos estatísticos de cálculo e critérios de aceitação de ensaio foram 

aplicados. No EPNIH, os ensaios válidos foram aqueles em que a diluição de vírus 

desafio forneceu no mínimo 10 DL50/ 0,03 mL via ic em camundongos; e os 

parâmetros estatísticos demonstraram inclinação significativa na curva dose 

resposta, sem desvios de linearidade e paralelismo; as DE50 das VacRef e teste que 

estiveram situadas entre a menor e a maior dose aplicadas aos animais; a DE50 da 

VacRef dentro dos limites de confiança de 99%; e o limite inferior de confiança da 

potência estimada foi maior que 0,62 UI/dose (25% de 2,5 UI/dose) (INSTITUTO 

NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE EM SAÚDE, 2017a). 

Para o RFFITm, foi considerado válido o ensaio que a análise estatística 

demonstrou uma inclinação significativa na curva dose resposta e que não existiu 

desvios significativos de linearidade e de paralelismo. Quando houve desvios de 

paralelismo, foi avaliada a equivalência de inclinações, comparando-se os intervalos 

de confiança obtidos para a diferença e a razão entre as inclinações do padrão e das 

amostras. Além disso, se o intervalo de confiança obtido para a diferença 

compreendeu o valor 0 (zero) e o intervalo de confiança para a razão entre as 

inclinações o valor 1 (um), as inclinações foram então consideradas equivalentes e o 

paralelismo conforme. Também foram avaliados os controles não infectados 

(controle de células), apresentando pelo menos uma monocamada semiconfluente 

em cada poço; o título do vírus trabalho entre 30 e 300 DFF50. As Doses inibidoras 

de focos fluorescentes 50% (DIFF50) das imunoglobulinas de referência e teste que 

estavam situadas entre a menor e a maior dose utilizadas no ensaio; e a DIFF50 

obtida para a imunoglobulina de referência que permaneceu dentro dos limites de 

confiança de 99%, foram consideradas conformes (INSTITUTO NACIONAL DE 

CONTROLE DA QUALIDADE EM SAÚDE, 2017c). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Levantamento de amostras de vacinas e estimativa de animais utilizados 

 

Na década dos anos 2000 e nos últimos oito anos, foram analisados 522 lotes 

de vacina contra Raiva de uso humano no INCQS, uma média de 28 lotes por ano. 

Ocorreu uma queda no número de lotes analisados no período observado em 

relação à “Era Fuenzalida”2 (1974 a 1999), decorrente da mudança para um produto 

com número maior de ampolas envasadas por lote. O quantitativo estimado de 

animais utilizados nos ensaios de atividade para o controle da vacina foi bastante 

considerável, totalizando 26.250 camundongos. A média anual foi de 1.458 animais 

utilizados nos ensaios de potência. Caso esses lotes fossem testados pelo Ensaio 

sorológico, seria obtida uma redução aproximada de 70,20% no quantitativo de 

animais (Tab. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
2 Vacina Fuenzalida & Palácios modificada – Foi utilizada nos programas de saúde pública no Brasil 
até o início dos anos 2000. Esta vacina foi desenvolvida no Chile, na década de 1950, por Fuenzalida 
e Palácios, e aperfeiçoada nos anos seguintes. Eram produzidos cerca de 100 lotes por ano da 
vacina em cérebro de camundongos lactentes pelo Instituto Butantan em São Paulo e Instituto de 
Tecnologia do Paraná - TECPAR. 
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Tabela 2 - Série histórica do quantitativo de animais utilizados por lote de vacina 

analisado e perspectiva da diminuição no ensaio sorológico. 

Ano Lotes de vacina 

Animais Utilizados 

Estimado Perspectiva 

NIH1 Ensaio Sorológico2 

“Era Fuenzalida” >100 5700 1500 

2000 87 4698 1305 

2001 56 3024 840 

2002 37 1998 555 

2003 19 1026 285 

2004 28 1344 420 

2005 19 912 285 

2006 25 1200 375 

2007 21 1008 315 

2008 12 576 180 

2009 18 864 270 

2010 37 1776 555 

2011 30 1440 450 

2012 22 1056 330 

2013 35 1680 525 

2014 9 432 135 

2015 17 816 255 

2016 22 1056 330 

2017 28 1344 420 

Total3 522 26.250 7.830 

Média 29 (±18) 1458 (±1002) 435 (±272) 

1Até 2003 utilizavam-se 54 animais para cada lote (18/diluição), após este ano 48 animais por lote 
(16/diluição). 2Com o Ensaio sorológico seriam utilizados 15 animais por lote (cinco/diluição). 
3Excluindo a “Era Fuenzalida”. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

A Figura 2 demonstra a tendência do número aproximado de animais 

utilizados no EPNIH e a expectativa no ES para o controle dos lotes de vacina contra 

raiva no período de 18 anos. Ficou demonstrada a forte tendência de diminuição no 

quantitativo de animais no ES. 
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Figura 2 - Série Histórica de Lotes de Vacina Contra Raiva Humana recebidos 

pelo Laboratório de Vacinas Virais do INCQS – FIOCRUZ, entre 2000 e 2017 e 

tendência da utilização de animais nos ensaios NIH e sorológico. n= 522. 
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Fonte: Do autor, 2018. 

 

4.2 Padronização do ensaio sorológico para avaliação da potência de vacinas 

contra raiva de uso humano e elaboração de procedimento operacional 

 

Como parte da padronização do ES, inicialmente, foi avaliado o esquema de 

imunização a ser utilizado no teste e, em função dos resultados obtidos, foi 

elaborado o protocolo de ensaio. 

 

4.2.1 Avaliação do esquema vacinal 

 

Na avaliação do esquema vacinal do EPNIH, foram testados três lotes com 

uma e duas doses de vacina. As três vacinas testadas apresentaram melhor 

desempenho com esquema tradicional utilizando duas doses. 

As estimativas de potências relativas e o intervalo de confiança IC das três 

amostras foram avaliados frente às calculadas a partir dos ensaios realizados no 

laboratório nacional de controle. Duas foram classificadas como conformes (≥2,5 UI/ 
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dose) pelo requerimento mínimo de potência segundo a Farmacopeia brasileira 

(2010), porém apresentaram potências menores que as obtidas com o esquema 

vacinal tradicional, Vac A – 15,09 UI/dose (42,3 – 260,7%) contra 4,21 (24,5 – 

406,2%); Vac B - 19,44 UI/dose (43,0 – 248,2%) contra 7,67 UI/dose (24,1 – 

402,5%). Uma delas foi considerada não conforme (<2,5 UI/ dose) no esquema de 

uma dose, Vac C - 8,13 UI/dose (43,4 – 240,9%) contra 0,84 UI/dose (15,7 – 

407,8%) (Tab. 3). 

 

Tabela 3 - Avaliação do esquema vacinal do EPNIH. 

Vacinas 

Potência relativa (UI/ dose) e Intervalo de Confiança (%) 

Esquema vacinal 

2 1 

A 15,09 (42,3 – 260,7) 4,21 (24,5 – 406,2) 

B 19,44 (43,0 – 248,2) 7,67 (24,1 – 402,5) 

C 8,13 (43,4 – 240,9) 0,84 (15,7 – 407,8) 

Intervalo de confiança 95%. 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

Ao analisar os resultados nos dois esquemas vacinais, os IC de 95% obtidos 

com uma dose também estavam fora do critério de aceitação de ensaios que indica 

que o IC da potência estimada deve estar entre 25 e 400% (Fig. 3). 
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Figura 3 - (1) Intervalos de confiança (IC) e limites superior (LSC) e inferior (LIC) de 

95% de confiança da potência relativa no ensaio EPNIH no esquema de duas e (2) 

uma dose de vacina contra raiva humana. 
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Fonte: Do autor, 2018. 

 

O grau de concordância entre os EPNIH com uma e duas doses de vacina 

também foi calculado contra a potência declarada pelo produtor. Foi considerada a 

categorização “conforme” para as amostras que apresentaram potência ≥ 2,5 UI/ 

dose e “não conforme” para aquelas com potência ≤ 2,5 UI/ dose. No esquema de 

duas doses, foi observada uma concordância de 100%, enquanto que com uma 

dose de vacina foi de 67%, devido a uma das vacinas ter apresentado resultado 

discordante “não conforme” (Tab. 4). 

 

Tabela 4 - Concordância entre as potências relativas no EPNIH entre dois 

esquemas vacinais contra a potência declarada pelo produtor. 

Vacinas 

Potência 

relativa1 

(UI/ dose) 

Categorização (Potência relativa - UI/ dose) 

Esquema vacinal 

Duas doses Uma dose 

A 4,20 CONF (15,09) CONF (4,21) 

B 14,40 CONF (19,44) CONF (7,67) 

C 4,80 CONF (8,13) Ñ CONF (0,84) 

Concordância (%) - 100 67 

1Potência declarada pelo produtor no protocolo de produção. CONF - Conforme. Ñ CONF - 

Não conforme. 

Fonte: Do autor, 2018. 
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Após esta avaliação, o esquema vacinal de duas doses foi escolhido por 

apresentar maior concordância com os resultados do produtor e produzir melhores 

IC, garantindo a consecução de ensaios válidos. 

 

4.2.2 Elaboração do procedimento operacional padrão do ensaio sorológico 

 

Com a adoção de duas doses para imunização dos animais, foi elaborado um 

protocolo de ensaio sorológico baseado, como ponto de partida, no ensaio NIH para 

potência de vacinas contra raiva como descrito na Farmacopeia brasileira (BRASIL, 

2010a), que foi editado como POP do ES (Apêndice B). Os resultados do estudo 

serão utilizados na melhoria do protocolo do ensaio para uma eventual validação 

futura. 

 

4.2.3 Padronização do Ensaio sorológico para potência de vacinas contra raiva de 

uso humano (ES) 

 

Os soros dos camundongos imunizados obtidos com as nove vacinas (cinco 

potentes e quatro subpotentes) foram titulados para determinação da potência 

relativa, seguindo o protocolo do POP “Ensaio Sorológico para Avaliação da 

Potência de Vacinas Contra Raiva”. 

 

4.2.3.1 Titulação de anticorpos pelo RFFITm 

 

A Tabela 5 apresenta os títulos de AN contra raiva in vitro, de 344 amostras 

de soros de camundongos vacinados. Os soros foram avaliados pelo RFFITm como 

descrito por MOURA e colaboradores (2008), em 11 corridas de ensaios, visando a 

pré-validação do ES. 
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Tabela 5 - Títulos de anticorpos neutralizantes contra raiva em UI/mL pelo RFFITm 

segundo Ensaio sorológico. 

Ensaio 
Diluição 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250 

Animal/Vacina B C BR014 

01/17 

1 0,03 0,09 

2 0,06 0,00 

3 0,00 0,00 0,03 

4 0,05 0,00 

5 

02/17 

Diluição 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250 

Animal/Vacina A B BR014 

1 0,00 0,03 

2 0,09 0,00 0,06 

3 0,00 0,08 

4 0,00 

5 0,00 0,08 0,03 

Diluição 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625    

Animal/Vacina D E    

1 0,00 0,00    

2 0,03 0,08    

3 0,00    

4     

5 - 0,08    

01/18 

Diluição 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250 

Animal/Vacina A BR012 BR014 

1 0,06 0,00 0,00 0,00 

2 0,00 0,00 0,07 0,03 

3 0,00 0,00 0,08 0,10 0,02 

4 0,06 0,00 0,00 

5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,03 0,09 

02/18 

Diluição 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250 

Animal/Vacina B D BR014 

1 0,05 0,00 0,00 0,00 

2 0,09 0,00 0,00 0,00 

3 0,08 0,00 0,00 0,00 

4 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Diluição 1/25 1/125 1/625       

Animal/Vacina E       

1 0,00 0,00       

2       

3 0,00       

4 0,06       

5 0,10 0,07 0,00       

 



66 

 

Cont. Tabela 5. 

Ensaio 
Diluição 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250 

Animal/Vacina B C BR014 

03/18 

Diluição 1/250 1/1250 1/6250 1/250 1/1250 1/6250    

Animal/Vacina E E    

1 0,00 0,07 0,10    

2    

3    

4    

5    

04/18 

Diluição 1/200 1/1000 1/5000 1/200 1/1000 1/5000    

Animal/Vacina G G    

1    

2 0,10    

3 0,11 0,10    

4 0,10    

5 0,09 0,08 0,11 0,10    

05/18 

Diluição 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250    

Animal/Vacina C BR014    

1    

2    

3 0,10    

4    

5 0,10 0,07    

06/18 

Diluição 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250    

Vacina BR014* BR014**    

Pool Soro    

07/18 

Diluição 1100 5500 27500 1100 5500 27500    

Animal/Vacina F F    

1 0,07 0,00    

2 0,06 0,06    

3 0,08 0,05    

4 0,09 0,05 0,05    

5 0,07 0,07 -    

08/18 

Diluição 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250    

Vacina BR014* BR014**    

Pools Soro 
   

   

09/18 

Diluição 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250    

Vacina BR014** BR014**    

Pool Soro    

Células hachuradas indicam soroconversão pelo cut-off ≥0,5 UI/ mL de anticorpos neutralizantes em 

camundongos. Células com texto contornado indicam a soroconversão pelo cut-off ≥0,12 UI/ mL de 

anticorpos neutralizantes. Vacinas de referência do *ES 01/17 e **ES 02/17. n= 344. 

Fonte: Do autor, 2018. 
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Com os resultados obtidos na titulação de anticorpos contra raiva pelo 

RFFITm, foram determinadas as estimativas das potências relativas das amostras 

de vacinas para o ES. Foram utilizadas as três abordagens: (a) ab-OMS (valor de 

corte de soroconversão ≥0,5 UI/ mL); (b) ab-TAN (ensaio quantitativo baseado no 

título de AN em UI/ mL individual) e (c) ab-ACIP (≥0,12 UI/ mL) (Tab. 6 e 7). 

Entre as amostras subpotentes obtidas por tratamento térmico, todos os 

resultados foram concordantes. Não foi realizado o EPNIH com a vacina D 

subpotente, porém nas três abordagens de cálculo da potência relativa no ES os 

resultados foram idênticos (Tab. 7). 
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Tabela 6 - Potências relativas e intervalos de confiança de lotes de vacina obtidos pelos Ensaios sorológico e NIH contra BR014. 

Vacina 

Ensaio sorológico 
Ensaio Potência NIH 

ab-OMS1 ab-TAN2 ab-ACIP3 

Potência 
(UI/ dose) 

IC4 (%) 
Potência 
(UI/ dose) 

IC (%) 
Potência 
(UI/ dose) 

IC (%) 
Potência 
(UI/ dose) 

IC (%) 

A 3,61 19,2 – 500,9 1,92 a** 26,3 – 326,1 1,44** 0,00 – 4583,6 15,09 42,3 – 260,7 

B 6,39* 20,6 – 515,2 3,61 a* 28,6 – 336,1 4,50 0,4 – 27436,5 19,44 43,0 – 248,2 

C 6,62 13,8 – 927,2 1,69 b** 1,8 – 1062,3 6,88a 13,0 – 1186,5 8,13 43,4 – 240,9 

D 6,39 20,6 – 515,2 10,34a 30,1 – 393,9 0,95** 0,0 – 3819,8 8,70† 46,0 – 229,7 

E 9,46 21,2 – 535,1 17,21c 30,7 – 413,5 8,18 0,9 – 1,47 6,80† 50,0 – 198,5 

Abordagens de determinação da potência: 1cut-off ≥0,5 UI/ mL como título mínimo de soroconversão; 2título de AN em UI/ mL e 3cut-off ≥0,12 UI/ mL. 
4Intervalo de confiança. Critérios de validade: inclinação significativa na curva dose resposta; não existir desvios significativos da linearidade e paralelismo; 

as DE50 das vacinas de referência e teste estarem situadas entre a menor e a maior dose aplicadas aos animais; a DE50 obtida para a vacina de referência 

permaneça dentro dos limites de confiança de 99%, a potência ≥2,5UI/dose e o limite inferior de confiança da potência estimada seja maior que 0,62 

UI/dose (25% de 2,5 UI/dose). Amostras de ensaio inválido estão marcadas com: “a”, representando não-paralelismo (nível de significância p >0,05), foi 

utilizado o teste estatístico de equivalência no CombiStats® e as inclinações foram consideradas equivalentes e por consequência o não-paralelismo 

satisfatório; “b”, não-linearidade. “c”, indicando não-paralelismo mesmo após o teste de equivalência. *Amostra com potência não conforme foi repetida. 

**Potência não conforme. †Potência calculada pelo produtor. 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

 

 

 



69 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7 - Potência relativa e intervalo de confiança obtidos pelos ensaios de potência sorológico e NIH 

após tratamento térmico. 

Vacinas 

Ensaio sorológico 
Ensaio Potência NIH 

ab-OMS1 ab-TAN2 ab-ACIP3 

Potência 
(UI/ dose) 

IC4 (%) 
Potência 
(UI/ dose) 

IC (%) 
Potência 
(UI/ dose) 

IC (%) 
Potência 
(UI/ dose) 

IC (%) 

A 0,00† - 0,02 0,0 – 1601,8 0,07† - 0,00† - 

B 0,00† - 0,00† - 0,00† - 0,00† - 

C 0,25 56,9 – 175,8 0,18 6,0 – 395,4 0,00† - 0,02 0,8 – 618,3 

D 0,00† - 0,00† - 0,00† - nr - 

E 0,00† - 0,00† - 0,03† - 0,05 2,2 – 427,5 

Abordagens de cálculo da potência: 1cut-off ≥0,5 UI/ mL; 2título de AN em UI/ mL e 3cut-off ≥0,12 UI/ mL. 4Intervalo de 

confiança. Tratamento térmico 52º ±1ºC por 48h ±10 min. †Não foi possível determinar o intervalo de confiança. nr  – não 

realizado. 

Fonte: Do autor, 2018. 
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4.2.3.2 Definição do modelo estatístico para cálculo de resultados 

 

As três abordagens de cálculo da potência foram testadas, obtendo-se três 

conjuntos de dados em um total de 30 resultados de potência. Somando-se a estes 

os resultados obtidos no EPNIH, no total, 39 resultados de potências relativas foram 

comparados. Os resultados foram examinados para o ajuste à distribuição Normal 

pelo teste de normalidade Omnibus D'Agostino & Pearson (MIOT, 2017). A Tabela 8 

apresenta uma análise de dados exploratória. 

 

Tabela 8 - Teste de normalidade Omnibus D'Agostino & Pearson das potências 

obtidas nas três abordagens do ES e no EPNIH. 

Descritores estatísticos 

Ensaios 

EPNIH Sorológico 

ab-OMS1 ab-TAN2 ab-ACIP3 

N 9 9 9 9 

Mínimo 0,00 0,00 0,00 0,00 

Mediana 3,61 1,69 0,95 6,80 

Máximo 9,46 17,21 8,18 19,44 

Média 3,64 3,89 2,46 6,47 

Desvio Padrão (DP) 3,69 5,99 3,23 7,22 

DP da Média 1,23 2,00 1,08 2,41 

LIC4 95% da Média 0,80 -0,71 -0,02 0,92 

LSC5 95% da Média 6,47 8,49 4,94 12,02 

D'Agostino & Pearson     

K2 2,426 8,542 2,303 1,210 

p valor 0,2973 0,0140 0,3161 0,5460 

Passa no teste normalidade (α=0,05)? Sim Não Sim Sim 

Abordagens de cálculo da potência: 1cut-off ≥0,5 UI/ mL; 2título de AN em UI/ mL e 3cut-off ≥0,12 UI/ 
mL. 4Limite inferior e 5superior de confiança. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

Os resultados de potência relativa obtidos no ES também foram comparados 

pela ANOVA. O teste foi aplicado para verificar se os soros possuíam a mesma 

média, determinando se existia diferença significativa nos resultados. Embora 

existisse heterogeneidade entre os valores absolutos das potências relativas das 

vacinas (F 4,51; ρ 0,0016), esta avaliação demonstrou não haver diferenças 

significativas entre o EPNIH e as três abordagens do ES (F 1,759; ρ 0,2134). O 
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gráfico ANOVA apresenta a comparação dos resultados do ES nas três diferentes 

abordagens de cálculo com os obtidos no EPNIH (Fig. 4). 

 

Figura 4 - Análise da variância das potências obtidas no EPNIH e em três 

abordagens do ES cut-off ≥0,5 UI/ mL (ab-OMS); título de AN em UI/ mL (ab-TAN) e 

cut-off ≥0,12 UI/ mL (ab-ACIP). 
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Fonte: Do autor, 2018. 

 

A partir desses achados, os três modelos de determinação da potência no ES 

tiveram a Relevância e a Confiabilidade avaliados. 

 

4.3 Pré-validação do ensaio sorológico para a determinação da potência de 

vacinas contra raiva de uso humano 

 

Os resultados do ES nas três abordagens propostas foram comparados com 

a potência determinada no EPNIH pelo test t, correlação de Pearson, concordância 

de Cohen Kappa, coeficiente de concordância de correlação de Lin (ρc) e pelos 

intervalos de confiança de 95% IC. 

 

4.3.1 Relevância 

 

O teste t pareado foi aplicado para verificar a concordância entre os 

resultados, incluindo as vacinas subpotentes, do ES com as potências calculadas 

pelas ab-OMS, ab-TAN e ab-ACIP com o EPNIH. Não houve diferença 

estatisticamente significativa entre as potências relativas obtidas para as amostras, 

com nível de significância de 5% para um n de nove pares de amostras (Tab. 9). 
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Tabela 9 - Teste t pareado das potências relativas obtidas nos ensaios sorológico e 

NIH de cinco lotes de vacinas. 

Teste t* 

Descritores estatísticos 

Média das 
diferenças 

Desvio 
padrão 

IC1 (%) 
Grau de 

liberdade 
t p valor r 

ab-OMS2 -0,1094 0,2308 -0,2868 - 0,06795 

8 

1,423 0,2019 0,9267 

ab-TAN3 -0,1590 0,3817 -0,4524 to 0,1344 1,250 0,2468 0,7514 

ab-ACIP4 -0,2273 0,3585 -0,5029 to 0,04822 1,902 0,0936 0,7870 

*Teste t incluindo vacinas subpotentes. 1Intervalo de confiança. Abordagens de cálculo da potência: 
2cut-off ≥0,5 UI/ mL; 3título de AN em UI/ mL e 4cut-off ≥0,12 UI/ mL. α = 0,05. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

As evidências estatísticas demonstraram que a ab-OMS apresentou o melhor 

desempenho. A diferença entre as médias foi -0,1094, com um desvio padrão de 

0,2308 (t 1,423; p 0,2019; r 0,9267). Ao comparar o ES pela ab-TAN com o EPNIH, o 

teste t pareado demonstrou que os resultados também foram concordantes, apesar 

de duas amostras serem não conformes no ES (Vacinas A e C, potência <2,5 UI/ 

dose). As amostras também foram consideradas estatisticamente semelhantes com 

o ES na ab-ACIP, não obstante, duas amostras (A e D) apresentarem potências não 

conformes. 

A Figura 5 apresenta a potência relativa (UI/ mL) no EPNIH e no ES das três 

abordagens diferentes de cálculo de nove lotes de vacina contra raiva de uso 

humano (Fig. 5.1). Na determinação da potência pela ab-OMS, cinco lotes foram 

considerados conforme (≥2,5 UI/ dose) e nas outras duas abordagens três lotes. 

No estudo de correlação das três abordagens de determinação da potência 

relativa no ES, comparado com o EPNIH, todos os coeficientes de Pearson foram 

significativos (p <0,05). A correlação utilizando a ab-OMS apresentou a maior 

concordância com o EPNIH, com r 0,9267 (r2 0,8589) e equação da regressão linear 

Y = 0,7702X + 0,02809 (Fig. 5.2). Na ab-TAN houve uma forte semelhança e obteve-

se um coeficiente de correlação r 0,7514 (r2 0,5645) para Y = 0,7784X - 0,02639 

(Fig. 5.3). Os resultados também apresentaram uma forte correlação quando foi 

utilizada a ab-ACIP, r 0,7870 (r2 0,6193) e com equação da reta Y = 0,6333X - 

0,007863 (Fig. 5.4). 



73 

 

 
 

Figura 5 - (1) Abordagens de cálculo da potência relativa; RMP- requerimento 

mínimo de potência (≥2,5UI /dose). Correlação de Pearson do logaritmo das 

potências (2) pela ab-OMS; (3) ab-TAN; e (4) ab-ACIP. n= 9. 
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Fonte: Do autor, 2018. 

 

Na análise da Relevância, todos os resultados foram concordantes entre o ES 

e EPNIH quando a potência relativa foi calculada pela ab-OMS. Duas amostras 

foram reprovadas na abordagem de cálculo da potência no ES utilizando a ab-TAN 

(Vacina A - 1,92 UI/dose, IC 26,3 – 326,1%; Vacina C – 1,69 UI/dose, IC 1,8 – 

1062,3%). Ao determinar a potência pela ab-ACIP, duas amostras também foram 

reprovadas (Vacina A – 1,44 UI/dose, IC 0,00 – 4583,6%; Vacina D – 0,95 UI/dose, 

IC 0,00 – 3819,8) (Tab. 6 e 7). 

Na Relevância do ES, foram determinados também: a Sensibilidade, a 

Especificidade, a Exatidão, o VPP e VPN, descrevendo o desempenho do ES. Na 

comparação pela ab-OMS, todos os índices encontrados foram de 100%, 

demonstrando um desempenho perfeito. Ao examinar ES pelas ab-TAN e ab-ACIP, 

ambas apresentaram Sensibilidade de 60,00%, Especificidade 100,00%, Exatidão 

de 77,78% e VPP de 100,00% e VPN de 66,67% (Tab. 10). 



74 

 

 
 

Tabela 10 - Sensibilidade, Especificidade, Valores preditivo positivo e negativo e 

Exatidão do Ensaio sorológico contra o Ensaio NIH. 

Descritores 

Ensaio sorológico 

ab-OMS1 ab-TAN2 ab-ACIP3 

% IC4 95% % IC 95% % IC 95% 

Sensibilidade 100,00 47,82 – 100,00 60,00 14,66 – 94,73 60,00 14,66 – 94,73 

Especificidade 100,00 39,76 – 100,00 100,00 39,76 – 100,00 100,00 39,76 – 100,00 

Valor preditivo 

positivo 
100,00 - 100,00 - 100,00 - 

Valor preditivo 

negativo 
100,00 - 66,67 40,60 – 85,40 66,67 40,60 – 85,40 

Exatidão 100,00 66,37 – 100,00 77,78 39,99 – 97,19 77,78 39,99 – 97,19 

Abordagens de cálculo da potência: 1cut-off ≥0,5 UI/ mL; 2título de AN em UI/ mL e 3cut-off ≥0,12 UI/ 

mL. 4Intervalo de confiança. Fonte: Medicalc® on line, endereço: 

https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php. n= 10. 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

O mesmo teste para descrever o desempenho do ES foi utilizado para avaliar 

as diferenças dos resultados das potências de vacinas contra raiva obtidas entre o 

EPNIH e o ES-DU (ensaio sorológico em diluição única da vacina). Esta emulação 

foi aplicada às potências relativas determinadas pelas ab-OMS e ab-TAN onde se 

obteve melhores resultados nas avaliações anteriores, sendo consideradas 

aprovadas quando não houve diferença significativa (p ≥0,05). Amostras de ensaios 

inválidos também foram incluídas, uma vez que a linearidade e o paralelismo não 

são avaliados em ensaios de diluição única das vacinas. 

Nas duas abordagens de avaliação da potência, foram encontradas 

Sensibilidade de 100,00%, Especificidade 60,00%, Exatidão de 83,33% e VPP de 

77,78% e VPN de 100,00%. Essas determinações foram repetidas após a exclusão 

arbitrária de duas amostras que apresentaram comportamento anômalo no cálculo 

pelo programa computacional e todos os índices passaram a 100%, melhorando o 

desempenho do ES-DU (Tab. 11). 

 

https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
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Tabela 11 - Sensibilidade, Especificidade, Valores preditivo positivo e negativo e 

Exatidão do ensaio sorológico em diluição única da vacina contra o ensaio NIH. 

Descritores 

ES1 diluição única 

% IC2 95% %† IC 95% 

Sensibilidade 100,00 59,04 – 100,00 100,00 59,04 – 100,00 

Especificidade 60,00 14,66 – 94,73 100,00 29,24 – 100,00 

Valor preditivo positivo 77,78 54,47 – 91,10 100,00 - 

Valor preditivo negativo 100,00 - 100,00 - 

Exatidão 83,33 51,59 – 97,91 100,00 69,15 – 100,00 

1Ensaio sorológico nas abordagens de cálculo da potência cut-off ≥0,5 UI/ mL e título de AN em UI/ 

mL. 2Intervalo de confiança. †Cálculo excluindo as vacinas B e E. Fonte: Medicalc® on line, 

endereço: https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php. n= 12. 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

Os coeficientes de Cohen Kappa para os resultados do ES estão 

representados na Tabela 12. Após a categorização em “conforme” e “não conforme”, 

para as amostras concordantes e discordantes com o EPNIH, respectivamente. A 

relação entre o ES pela ab-OMS apresentou força de concordância perfeita (Kappa 

1,0). Na avaliação do ES pela ab-TAN e ab-ACIP, os resultados foram iguais com 

força de concordância considerada moderada (Kappa 0,571). 

 

Tabela 12 - Coeficientes Cohen Kappa do ensaio sorológico contra o ensaio NIH. 

Ensaio sorológico Concordância (%) Kappa1 

ab-OMS2 100,00 1,000 

ab-TAN3 77,78 0,571 

ab-ACIP4 77,78 0,571 

1coeficiente de Cohen Kappa para intervalo de confiança 95%. Abordagens de cálculo da 

potência: 2cut-off ≥0,5 UI/ mL; 3título de AN em UI/ mL e 4cut-off ≥0,12 UI/ mL. Fonte de cálculo 

on line: https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa2/. n= 9. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
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Uma avaliação semelhante com o coeficiente de Cohen Kappa foi realizada 

para os resultados do ES-DU. As amostras foram categorizadas em “conforme”, para 

aquelas que apresentaram potência maior ou igual a da VacRef, e “não conforme” 

para as que foram menores. Ao utilizar a primeira diluição das vacinas na avaliação 

das potências, os resultados entre ES pela ab-OMS e ab-TAN foram os mesmos, 

com uma boa concordância com EPNIH (Kappa 0,636; n= 12). Após excluir duas 

amostras que apresentaram comportamento discrepante no cálculo da potência pelo 

programa computacional, a correlação melhorou e apresentou força de concordância 

perfeita (Kappa 1,0; n= 10,). Avaliando pela segunda diluição das vacinas, o ES-DU 

pela ab-OMS apresentou concordância muito boa com o EPNIH (Kappa 0,824), 

enquanto que pela ab-TAN foi considerada boa (Kappa 0,657) (Tab. 13). 

 

Tabela 13 - Coeficientes Cohen Kappa do ensaio sorológico em diluição única contra 

o ensaio NIH. 

Diluição da vacina ES1 n Concordância (%) Kappa 

Primeira 

ab-OMS2 

12 83,33 0,636 

ab-TAN 3 

ab-OMS 

10* 100,00 1,000 

ab-TAN 

Segunda 

ab-OMS 12 91,67 0,824 

ab-TAN 12 83,33 0,657 

1Ensaio sorológico. 2cut-off ≥0,5 UI/ mL e 3título de AN em UI/ mL. *Vacinas B e E excluídas. 

Intervalo de confiança do coeficiente Kappa Cohen 95%. Fonte: 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa2/. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

A Precisão do ES foi demonstrada comparando este com as potências 

obtidas no EPNIH. Foram analisados os ρc e os IC do ES ao determinar as 

potências relativas das vacinas pela ab-OMS e ab-TAN. 

Os ρc para o ES pelas duas abordagens de determinação da potência foram 

considerados satisfatórios (0,88 e 0,70). O coeficiente de Pearson obtido para o ES 

pela ab-OMS foi excelente (0,93), demonstrando maior Precisão que o ES pela ab-

TAN, onde se obteve ρ satisfatório (0,75). O ES pela ab-OMS demonstrou melhor 
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desempenho e, em condições ideais, pode apresentar 93% de Precisão, ou seja, de 

concordância com o EPNIH. Também foi determinado que as Veracidades 

(tendência de desvio do valor verdadeiro) foram excelentes (0,95 e 0,93) (Tab. 14). 

 

Tabela 14 - Coeficientes de concordância de Lin do ensaio sorológico contra o 

EPNIH. 

Descritores estatísticos 
Ensaio Sorológico 

ab-OMS1 ab-TAN2 

ρc3 0,88 0,70 

Intervalo confiança 95% 0,63 - 0,96 0,18 - 0,91 

Precisão (Pearson ρ) 0,93 0,75 

Veracidade 0,95 0,93 

Abordagens de determinação da potência: 1cut-off ≥0,5 UI/ mL e 2título de AN em UI/ mL. 
3Coeficientes de correlação de concordância de Lin. n= 9. 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

Os gráficos correspondentes aos ρc do ES e EPNIH estão apresentados na 

Figura 6. Foi observada uma concordância satisfatória e ficaram comprovadas 

melhores concordância e correlação do ES pela ab-OMS com o EPNIH em 

compração com a ab-TAN (Fig. 6.1). 

 

Figura 6 - (1) Coeficiente de concordância de correlação de Lin (ρc) do ES pela 

abordagem de determinação da potência cut-off ≥0,5 UI/ mL (ab-OMS) e (2) título de 

AN em UI/ mL (ab-TAN). Intervalos de confiança 95%. n= 9. 
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Fonte: Do autor, 2018. 
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Os IC das potências relativas das vacinas nos ensaios NIH e sorológico pela 

ab-OMS foram plotados na Figura 7. Para demonstrar a Precisão do ES, os gráficos 

foram construídos com o limite de confiança inferior equivalente a 25% do 

requerimento mínimo de potência de 2,5 UI/ dose (≥0,62 UI/ dose) e o superior de 

400% (10,00 UI/ dose) como preconizado para o EPNIH. Os limites da vacina C 

eram muito amplos, portanto, esta amostra discrepante foi excluída devido à sua alta 

variabilidade, permitindo elaborar um gráfico mais didático. Observou-se que os 

valores de potência calculados no ES pela ab-OMS ficaram fora do IC (Fig. 7). 

 

 

Figura 7 - Intervalos de confiança superior (CLS) e inferior (CLI) das potências 

relativas determinadas nos ensaios NIH e sorológico pelo cut-off ≥0,5 UI/ mL (ab-

OMS). A vacina C foi excluída devido à alta variabilidade. n = 4 

 

 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

4.3.2 Confiabilidade 

 

Os pools de soros de animais imunizados com três diferentes diluições (1/50; 

1/250 e 1/1250) da VacRef (BR014) de dois ES independentes (ES 01 e 02/17) 

foram utilizados para determinar a Confiabilidade. Foram calculadas as variâncias 

intra e interensaios dos logaritmos dos títulos AN (UI/ mL) por diluição no RFFITm, 

testados em três corridas. Foram obtidos os gCV% intraensaios de 31,99 (ES 01/17) 

e 31,65 (ES 02/17) e o gCV% interensaios de 31,82% (Tab. 15). 
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Tabela 15 - Coeficientes de variação intraensaio e interensaio do ensaio sorológico. 

Ensaio sorológico 01/17 02/17 

Diluições BR014 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250 

R1* 0,79 0,83 0,39 1,21 0,09 -0,21 

R2 0,91 0,82 -0,18 0,80 0,11 0,21 

R3 0,96 0,55 -0,10 0,62 -0,27 0,15 

R4 - - - 0,73 -0,11 -0,04 

R5 - - - 0,58 -0,07 -0,19 

VAR 0,007 0,025 0,095 0,063 0,024 0,037 

VAR intra - 0,0423 - - 0,0415 - 

gCV% intra - 31,99 - - 31,65 - 

VAR inter 0,0419 

gCV% inter 31,82 

*Replicatas dos logaritmos dos títulos AN (UI/ mL) por diluição no RFFITm. VAR – variância; VAR 
intra – variância intraensaio; gCV% intra – coeficiente de variação intraensaio; VAR Inter – variância 
interensaio; gCV% inter - coeficiente de variação inter-ensaio. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

A homogeneidade das variâncias foi demonstrada pelo teste de Cochran. 

 

4.4 Verificação do limite inferior de imunogenicidade da glicoproteína 

 

Na Tabela 16, estão apresentados os teores de GLPTN obtidos pelo Elisa de 

sete lotes de vacina contra raiva. Inclui ainda a concentração de GLPTN declarada 

pelo produtor no protocolo de produção e as potências das vacinas no EPNIH e ES 

pela ab-OMS. 
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Tabela 16 - Teor de Glicoproteína de vacinas contra raiva frente a duas vacinas de 
referência e potência nos ensaios NIH e sorológico. 

Vacinas 

GLPTN1 GLPTN 
declarada 
produtor 
(UI/ mL) 

Potência (UI/ dose) 

(ng/ mL)2 (UI/ mL)3 EPNIH ES ab-OMS4 

B 101,50 4,56 6,60 19,44 6,39 

C 106,43 5,08 6,60 8,13 6,62 

E 96,99 6,62 7,40 6,80 9,46 

F 88,07 3,30 8,20 17,60 nr 

G 132,38 6,75 8,80 4,40 nr 

H 107,08 4,45 na 12,30 nr 

BR014 97,91 3,46 4,00 9,00 nr 
1Teor de Glicoproteína no Elisa utilizando anticorpo de cobertura e detecção D1 murino. 
2Contra vacina de referência Pasteur (1.000 ng/ mL) e 3vacina BR013 (6,75 UI/ mL). 
4Determinação da potência relativa pelo cut-off ≥0,5 UI/ mL. nr – não realizado. na – não 
aplicável. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

Na estimativa do limite de imunogenicidade, os títulos foram expressos em 

ng/ mL e UI/ mL de GLPTN para cada diluição das vacinas no ES pela ab-OMS. O 

logaritmo do teor de GLPTN foi pareado com o logaritmo das médias dos títulos de 

AN dos camundongos obtidos pelo RFFITm. Após este procedimento, as 

concentrações foram ordenadas em valor crescente para verificar a partir de qual 

concentração houve soroconversão eficaz (≥0,5 UI/ mL). Na avaliação do teor de 

GLPTN contra a vacina de referência BR013, comparada às médias dos títulos de 

AN, houve soroconversão a partir da concentração de 0,0138 UI/ mL de GLPTN. 

Após a revisão dos resultados individuais de AN dos camundongos, foram 

identificados respondedores anormais3 e procedeu-se a retirada desses resultados 

dos cálculos das médias (vacina B - um camundongo na diluição 1/125; vacina E - 

dois camundongos nas diluições 1/1250 e 1/6250). Uma exceção (BR014, 1/1250) 

foi detectada, onde ocorreu soroconverção (0,90 UI/ mL) com uma concentração de 

0,00277 UI/ mL de GLPTN (Tab. 17). 

 

 

 

                                                           
3 Animais não respondedores. 
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Tabela 17 - Teor de Glicoproteína de vacina contra raiva frente ao padrão vacina 
BR013 e médias dos títulos de anticorpos neutralizantes de camundongos. 

GLPTN1 Titulo AN2 GLPTN Titulo AN GLPTN Titulo AN 

0,00012 0,15 0,00530 0,25 0,03377 1,18 

0,00012 0,26 0,00530 0,25 0,03377 1,63 

0,00060 0,11 0,00675 0,20 0,03649 0,55** 

0,00060 0,12 0,00675 0,18 0,03649 0,64 

0,00106 0,24* 0,00730 0,28 0,04064 0,86 

0,00106 0,29* 0,00730 0,20 0,05300 0,74 

0,00135 0,35 0,00813 0,28 0,06920 2,03 

0,00135 0,12 0,01060 0,28 0,06929 0,87 

0,00277 0,23 0,01384 1,26 0,06929 1,03 

0,00277 0,07 0,01386 1,67 0,06929 1,00 

0,00277 0,25 0,01386 0,57 0,06929 1,47 

0,00277 0,09 0,01386 1,00 0,18246 0,80 

0,00277 0,90 0,01386 1,03 0,18246 0,81 

0,00300 0,19 0,02650 1,36 0,20318 0,89 

0,00300 0,25 0,02650 1,11 0,26499 2,06 
1Logaritmo do teor de Glicoproteína (UI/ mL) no Elisa contra o padrão vacina de referência 
BR013. 2Logaritmo da média dos títulos de anticorpos neutralizantes (UI/ mL) pelo RFFITm 
por diluição de vacina. Células rachuradas indicam soroconversão ≥0,5 UI/mL. *Média de AN 
após remoção de dois animais. **Média após remoção de um animal. n= 45. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 
Ao determinar o teor de GLPTN contra o padrão vacina Pasteur a 

soroconversão ocorreu a partir da concentração de 0,388 ng/ mL de GLPTN. A 

vacina BR014 (1/1250) também apresentou soroconverção com teor menor de 

GLPTN (0,078 ng/ mL). O mesmo procedimento de retirada de respondedores 

anormais foi adotado no cálculo das médias dos títulos de AN (Tab. 18).  
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Tabela 18 - Teor de Glicoproteína de lotes de vacina contra raiva frente a referência 

Pasteur e médias dos títulos de anticorpos neutralizantes de camundongos. 

GLPTN1 Titulo AN2 GLPTN Titulo AN GLPTN Titulo AN 

0,003 0,15 0,080 0,19 0,662 1,18 

0,003 0,26 0,080 0,25 0,662 1,63 

0,016 0,24* 0,016 0,20 0,776 0,74 

0,016 0,29* 0,003 0,18 0,812 0,55** 

0,016 0,11 0,155 0,28 0,812 0,64 

0,016 0,12 0,162 0,28 0,851 0,86 

0,003 0,35 0,162 0,20 1,958 0,87 

0,001 0,12 0,170 0,28 1,958 1,03 

0,078 0,25 0,388 1,36 1,958 1,00 

0,078 0,25 0,388 1,11 1,958 1,47 

0,078 0,07 0,392 1,67 1,958 2,03 

0,078 0,25 0,392 0,57 3,880 2,06 

0,078 0,09 0,392 1,00 4,060 0,80 

0,078 0,90 0,392 1,03 4,060 0,81 

0,078 0,23 0,392 1,26 4,257 0,89 
1Logaritmo do teor de Glicoproteína (ng/ mL) no Elisa contra o padrão de referência Pasteur. 
2Logaritmo da média dos títulos de anticorpos neutralizantes (UI/ mL) pelo RFFITm por 
diluição de vacina. Células rachuradas indicam soroconversão ≥0,5 UI/ mL. *Média de AN 
após remoção de dois animais. **Média após remoção de um animal. n= 45. 
Fonte: Do autor, 2018. 

 

Uma regressão linear foi realizada a fim de verificar se houve associação 

entre os logaritmos das médias dos títulos de AN dos camundongos obtidos pelo 

RFFITm e os resultados do teor de GLPTN (UI/ mL) contra BR013. Foi observado 

que a relação entre estes dois resultados apresentou uma correlação significativa (r 

0,7580; p < 0,0001) (Fig. 8). 
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Figura 8 - Regressão linear dos logarítimos das médias dos títulos de anticorpos 

neutralizantes de camundongos (Log AN) contra o do teor de Glicoproteína (Log 

GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referência BR013. 

- 4 - 3 - 2 - 1 0

- 1 . 5

- 1 . 0

- 0 . 5

0 . 0

0 . 5

L
o

g
 

A
N

 
(

U
I
/

 
m

L
)

L o g  G L P T N  ( U I /  m L )

 
Y = 0,3756X + 0,4170      r = 0,758 
p < 0,0001 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

Os logaritmos das médias dos títulos de AN também foram comparados pela 

regressão linear com o teor de GLPTN (ng/ mL) contra referência Pasteur. Uma vez 

mais, os resultados apresentaram correlação significativa (r 0,758; p < 0,0001) (Fig. 

9). 

Figura 9 - Regressão linear dos logarítimos das médias dos títulos de anticorpos 

neutralizantes de camundongos (Log AN) contra o do teor de Glicoproteína (Log 

GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referência Pasteur. 
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Y = 0,3779X - 0,08722      r = 0,758 
p < 0,0001 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

O mesmo procedimento foi aplicado aos logaritmos das médias dos títulos de 

AN da vacina BR014. A regressão linear demonstrou que os resultados foram 

correlacionados com o teor de GLPTN (UI/ mL) com a vacina BR013 como padrão.  

A equação da reta foi Y = 0,4429X + 0,7701 (r 0,913; p 0,2676) (Fig. 10). Apesar do 

valor de r ser alto, indicando forte correlação linear dos dados, o valor de p (>0,05) 
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demonstrou não haver significância estatística na correlação devido ao pequeno 

número de valores. 

 

Figura 10 - Regressão linear dos logarítimos das médias dos títulos de anticorpos 

neutralizantes (Log Méd AN) de camundongos da vacina BR014 e do teor de 

Glicoproteína (Log GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referência 

BR013. 
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Y = 0,4429X + 0,7701      r = 0,913 
p = 0,2676 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

A regressão linear dos logaritmos das médias dos títulos de AN da vacina 

BR014 contra o teor de GLPTN (ng/ mL) frente a referência Pasteur também 

apresentou os resultados correlacionados. A equação da reta foi Y = 0,3714X + 

0,06562 (r 0,921; p 0,2542) (Fig. 11). Apesar do valor de r ser alto, mostrando forte 

correlação linear dos dados, o valor de p (>0,05) indicou não haver significância 

estatística na correlação devido ao pequeno número de valores. 
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Figura 11 - Regressão linear dos logarítimos das médias dos títulos de anticorpos 

neutralizantes (Log Méd AN) de camundongos da vacina BR014 e do teor de 

Glicoproteína (Log GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referência 

Pasteur. 
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Y = 0,3714X + 0,06562      r = 0,921 
p = 0,2542 

Fonte: Do autor, 2018. 

 

Após esta verificação, foi estabelecido que a concentração mínima de GLPTN 

capaz de induzir reposta imunológica satisfatória (≥0,5UI/mL) para as vacinas deste 

estudo, e garantir a eficácia, foi de 0,0138 UI/ mL ou 0,388 ng/ mL. 

Com os resultados do estudo foram publicados dois artigos científicos 

(Apêndices C e D). 
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo foi realizado para pré-validar um teste sorológico de 

potência (ES) para vacinas contra a raiva humana, em consonância com outros 

pesquisadores (KRÄMER et al, 2013). Na década dos anos 2000 e nos últimos oito 

anos, o número de animais utilizados nos ensaios de atividade para o controle oficial 

da vacina antirrábica humana no Brasil foi estimado em aproximadamente 26.250 

camundongos. O ES utiliza menor número e, obviamente, está associado a menos 

angústia e sofrimento para os animais, proporcionando redução e refinamento 

consideráveis. Apenas 15 camundongos são utilizados para a imunização em cada 

vacina teste e de referência em comparação com EPNIH (n= 48). As perspectivas do 

ES validado serão de redução de 69% do número de animais. Além disso, um 

refinamento será obtido com a substituição do desafio ic pela coleta de amostra de 

sangue sob anestesia e a redução no tempo de execução da prova em pelo menos 

duas semanas. 

Um aspecto importante na tentativa de substituição do EPNIH pelo ES foi a 

caracterização da resposta imune avaliada pelos títulos de anticorpos frente a morte 

ou sobrevivência no ensaio de desafio. Estudos anteriores demonstraram que o pico 

de AN ocorre no 14º dia – correspondendo ao momento do desafio ic com o vírus 

CVS no EPNIH – momento em que foi realizada a coleta das amostras de sangue 

utilizadas no RFFITm do ES nesta pesquisa (KRÄMER et al, 2009). 

Ao avaliar o esquema vacinal de dose única, ficou demonstrado haver 

diferença significativa para o esquema de duas doses. Na comparação da diferença 

entre as médias, duas doses, apresentou melhores resultados em acordo com o 

encontrado por outros pesquisadores (KRÄMER et al, 2009). Na utilização do 

esquema vacinal de dose única, também existe a possibilidade de reprovar amostras 

de vacinas com potência próxima ao limite de aceitação (2,5 UI/dose), aumentando 

o erro α. Outro fator a ser considerado é que as vacinas são diluídas em série e este 

procedimento reduz a ação de adjuvantes devido às baixas concentrações após a 

diluição, o que parece favorecer o esquema vacinal de duas doses que foi o 

selecionado para ser utilizado no ES (LIU et al, 2012). 

Já foi demonstrado também que a via de inoculação pode ter um impacto 

significativo sobre o sistema imune e resposta à vacinação em camundongos 

(WUNDERLI et al, 2003; KRÄMER et al, 2009). A Farmacopeia europeia recomenda 
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a via ip para o EPNIH e a intramuscular ou subcutânea para o ensaio sorológico da 

vacina veterinária. Contudo, em um estudo realizado com esta vacina, os títulos de 

AN após vacinação im foram consideravelmente inferiores aos títulos determinados 

após imunização ip. Por este motivo, vias de administração alternativas não foram 

avaliadas neste estudo, sendo utilizada a ip como no EPNIH. Isto evitou que mais 

variáveis interferissem na compreensão da resposta ao esquema vacinal, o que 

poderia também dificultar sua comparação com os resultados do ensaio tradicional 

(KRÄMER et al, 2009). 

As estimativas das potências das amostras de vacinas no ES foram 

determinadas com os títulos de AN contra raiva obtidos pelo RFFITm (MOURA et al, 

2008). Foram utilizadas, inicialmente, três diferentes abordagens de cálculo para a 

estimativa da potência nos ES realizados que, posteriormente, foram comparadas 

com os resultados do EPNIH. O cálculo da potência pela ab-OMS produziu uma 

melhor concordância entre ES e EPNIH. Esta abordagem juntamente com a ACIP 

permitiu uma aproximação do ES com o EPNIH quando a interpretação foi baseada 

em um desfecho quantal indireto com resposta de tudo ou nada (soroconversão ou 

não soroconversão). Isto foi baseado na recomendação da OMS de 0,5 UI/ mL de 

título de AN da raiva como o preditor clínico da resposta vacinal (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2007). Na ab-TAN, o ES pôde ser avaliado como um ensaio 

indireto quantitativo, onde a potência foi determinada indiretamente comparando as 

respostas produzidas em escala quantitativa pelo título de AN (GOVINDARAJULU, 

2001). 

Outro importante fator já mencionado por outros autores são as diferentes 

leituras dos ensaios: títulos de AN no ES e taxas de sobrevivência no EPNIH 

(KRÄMER et al, 2013). A esse respeito, embora tenha influenciado claramente 

nestas abordagens do ES, acrescemos que o método utiliza a análise de probitos 

para determinação de potência relativa nas ab-OMS e ab-ACIP, minimizando este 

efeito. Os resultados obtidos na titulação de AN pelo RFFITm de cada camundongo 

foram categorizados individualmente em “conforme” e “não conforme” e, assim, 

foram incluídos no programa computacional para o cálculo da potência como um 

ensaio indireto quantal. 

Para a potência biológica do ES foram propostos dois conjuntos separados de 

critérios de aceitação: os relativos ao ensaio como um todo e os critérios de 

aceitação de cada amostra em análise, semelhante ao que ocorre no EPNIH 
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(FARMACOPEIA, 2010a). Pelo critério de aceitação de cada amostra, uma foi 

considerada inválida devido à potência não conforme e foi repetida em outro ensaio. 

No ES ab-TAN, todos os ensaios apresentaram problemas com critérios de 

aceitação. Nos que apresentaram não paralelismo, foi utilizado o teste estatístico de 

equivalência no CombiStats® e as inclinações foram consideradas como 

equivalentes e, consequentemente, o não-paralelismo foi satisfatório. Neste ES, três 

amostras foram inválidas sendo duas devido a potência não conforme (<2,5UI/ dose) 

e uma pelo não-paralelismo mesmo após o teste de equivalência. Na terceira 

abordagem de determinação da potência, ab-ACIP, duas vacinas foram inválidas 

devido a potência não conforme e uma outra apresentou não-paralelismo, porém foi 

aprovada pelo teste de equivalência. A despeito dos ensaios ou amostras inválidas, 

os resultados foram utilizados nas comparações com o EPNIH. Em todos os ensaios 

em que foi utilizada a ab-OMS do ES, foram obtidos ensaios válidos e esta 

abordagem foi escolhida para o estudo de pré-validação. 

Todos os fabricantes de vacinas contra a raiva humana aderem às diretrizes 

da OMS, considerando que vacinas antirrábicas com potência ≥2,5 UI/ mL se 

correlacionam com a eficácia clínica, sendo definida como proteção contra doença e 

morte devido ao desenvolvimento de um título AN equivalente a 0,5 UI/ mL (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2007). Portanto, este mesmo parâmetro pode ser 

utilizado na concordância dos resultados entre o ES e EPNIH e até mesmo na 

abordagem de consistência de produção (FITZGERALD et al,1978; WUNDERLI et 

al, 1991). 

O título AN contra raiva não é o único parâmetro de resposta imune, mas um 

indicador confiável de proteção imunológica, inclusive sendo utilizado em ensaios 

clínicos de novas vacinas para a avaliação clínica de vacinação antirrábica e 

obtenção de licenciamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). O ES pode 

prever a potência clínica das vacinas, um requisito referido pelo EPAA (2012). 

Uma abordagem moderna para comparar ensaios é a compreensão de que o 

método substituto não deve ser obrigado a ter uma correlação significativa com o 

método de referência, uma vez que o EPNIH possui variabilidade inerente. O novo 

teste deve concordar com a potência clínica da vacina e deve ser capaz de 

discriminar entre lotes potentes e subpotentes. É por isso que alguns autores se 

referem a “concordância” em vez de “correlação” (EPAA, 2012), embora muitos 
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estudos ainda utilizem a correlação como método de análise (KRÄMER et al, 2009; 

KRÄMER et al, 2013; MORGEAUX et al, 2017). 

Para verificar a concordância com a potência clínica das vacinas, foi realizada 

uma série de análises estatísticas comparando as potências calculadas no ES pelas 

três abordagens com o EPNIH. As potências foram consideradas estatisticamente 

semelhantes quando estimadas pela ab-OMS. No ES ab-TAN, os resultados 

também foram concordantes, porém duas amostras foram não conforme (potência 

<2,5 UI/ dose). Pela ab-ACIP, não houve diferença significativa entre as amostras, 

mas duas também apresentaram potências não conforme. Apesar de algumas 

vacinas não cumprirem os requisitos de potência houve conformidade geral entre os 

ensaios (FARMACOPEIA, 2010a). 

Historicamente, a substituição de um ensaio requer estudos comparativos que 

demonstrem equivalência estatística entre os dois métodos, mas, como referido 

anteriormente, estudos de correlação quantitativos demonstrando tal equivalência 

podem não ser possíveis. Apesar disso, a correlação do ES ab-OMS apresentou a 

maior concordância com o EPNIH (STOKES et al, 2012). Quando se comparam as 

potências relativas, obtidas a partir da ES com as do EPNIH, foram observadas 

algumas diferenças. No entanto, a plena conformidade dos valores absolutos de 

potência não pode ser esperada devido à alta variabilidade inerente aos ensaios 

com animais e células (FITZGERALD et al,1978; BRUCKNER, KIHM, 1986; 

WEIBER, HECHLER, 1997; KRÄMER et al, 2009; JOELSSON, 2010; RIEDER et al, 

2010; SCHROCK, 2012; STOKES et al, 2012; KRÄMER et al, 2013). Apesar disso, 

os resultados foram altamente correlacionados, conforme sugerido por Stokes e 

colaboradores (2012). Portanto, os valores aqui encontrados podem ser 

considerados suficientes e não houve falhas em identificar vacinas potentes como 

subpotentes. Na ab-TAN, houve uma forte semelhança com o EPNIH, assim como 

na ACIP. Estes também foram considerados suficientes devido a alta variabilidade 

dos bioensaios (KRÄMER et al, 2009; STOKES et al, 2012; KRÄMER et al, 2013). 

A Relevância do ES na ab-OMS pôde ser demonstrada pela grande 

sensibilidade, especificidade, exatidão, VPP e VPN, indicando um desempenho 

perfeito. O coeficiente de correlação (r 0,9267) mostrou alta concordância com 

EPNIH, como observado por outros pesquisadores para ensaio in vitro (Elisa) 

(PERRIN et al, 1990; GAMOH et al, 1996; GIBERT et al, 2013; MORGEAUX et al, 

2017). O ES também apresentou uma correlação maior do que a obtida pelo teste 



90 

 

 
 

de fluoroimunoensaio (LIN et al, 2017) e outros testes sorológicos (HENDRIKSEN, 

1991; WINSNES et al, 2003; KRÄMER et al, 2009). Pelo coeficiente de Cohen 

Kappa, adotando-se a tendência de concordância ao invés da correlação entre os 

resultados (STOKES et al, 2012; SCHIFFELERS et al, 2014), a ab-OMS também 

apresentou força de concordância perfeita, sendo superior ao ES pela ab-TAN e 

ACIP. 

Embora a comunidade científica reconheça o valor dos ensaios sorológicos 

para a avaliação da potência de vacinas antirrábicas veterinárias inativadas, 

algumas preocupações ainda existem em relação à capacidade do ensaio detectar 

adequadamente os lotes subpotentes. Desta forma, os estudos de validação 

específicos devem incluir lotes adicionais identificados como subpotentes no EPNIH. 

Este cuidado também se aplica à vacina de uso humano e, por isso, a capacidade 

de identificar lotes subpotentes foi explorada nesta pesquisa (STOKES et al, 2012; 

SCHIFFELERS et al, 2014). Aqui foi demonstrado que o ES foi capaz de detectar 

lotes de vacinas subpotentes, permitindo a identificação de lotes inadequados para 

liberação na rede pública de saúde. Esse aspecto é de particular importância no que 

diz respeito à liberação de lotes de vacinas antirrábicas (KRÄMER et al, 2009). 

Pela ab-OMS, todos os resultados foram concordantes entre o ES e EPNIH, 

ou seja, o método foi capaz de distinguir entre lotes potentes e subpotentes de 

vacinas e observou-se concordância total com o EPNIH como descrito anteriormente 

(KRÄMER et al, 2013; MORGEAUX et al, 2017). Nas outras duas abordagens de 

determinação da potência relativa, duas amostras de vacina íntegras foram 

reprovadas, porém, todos os resultados das vacinas subpotentes foram 

concordantes. Diferente do encontrado por Servat e colaboradores (2015), que ao 

utilizar o teste de vírus neutralização de anticorpo fluorescente (FAVN) houve uma 

falha entre os lotes subpotentes. Outros grupos encontraram apenas concordância 

satisfatória para identificar lotes não conformes (CHABAUD-Riou et al, 2017; 

MORGEAUX et al, 2017). Alguns pesquisadores encontraram índices de 

sensibilidade variando de 55 a 68% (SERVAT et al, 2015) e de 47 a 90% (KRÄMER 

et al, 2010), ambos inferiores ao valor observado neste estudo. Nas demais 

abordagens, o ensaio apresentou boa Sensibilidade, Exatidão e VPN ou ótima 

Especificidade e VPP (THE UNITED, 2017b). Uma semelhança entre essas 

pesquisas foi a ocorrência de resultados de potência inválidos, com vacinas 

antirrábicas de potência satisfatória. Essas vacinas, reconhecidas erroneamente 
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como subpotentes, estavam diretamente relacionadas ao número de não 

respondedores nas vacinas teste e as diferenças entre as respostas individuais de 

anticorpos nos camundongos dos grupos de vacina teste e VacRef, onde houve uma 

resposta melhor na soroconversão. 

Diferenças significativas podem indicar uma mudança no estado imunológico 

dos camundongos ou em outros aspectos da criação de animais (van der ARK et al, 

2000). Animais de alta e baixa resposta e não respondedores foram observados no 

presente estudo. Os não respondedores foram encontrados, principalmente, em 

grupos de animais vacinados com doses menores de vacina, como observado 

anteriormente (KRÄMER et al, 2013). A exclusão de não respondedores pode 

influenciar o resultado do teste, uma vez que esta falha pode não ser totalmente 

intrínseca ao animal, mas devido a uma vacina subpotente (KRÄMER et al, 2010). 

Existe uma lacuna na detecção de verdadeiros não respondedores, levantando 

questões sobre um dado lote de vacina tendo baixa potência ou sendo o animal não 

respondedor. Estudos de cinética celular são necessários para complementar e 

identificar verdadeiros não respondedores, como sugerido por algumas pesquisas 

(BORDIGNON et al, 2002), determinando assim com segurança, quantos indivíduos 

podem ser descartados dos cálculos de potência. 

O desempenho do ES em diluição única da vacina com as potências 

determinadas pela ab-OMS e TAN apresentou ótima Sensibilidade e VPN, e boa 

Especificidade, Exatidão e VPP. A ideal aplicação desta abordagem seria a diluição 

das vacinas referência e Teste para a potência mínima requerida (2,5 UI/ dose), com 

base em sua potência declarada e a imunização dos animais com 1/5 da dose 

humana (1/5 de 0,5 mL = 0,1 mL) (COUNCIL, 2013). Após exclusão de duas 

amostras aberrantes, o ES apresentou um ótimo desempenho. Testando as vacinas 

pela a segunda diluição, o ES na ab-OMS apresentou concordância muito boa com 

o EPNIH e na ab-TAN foi considerada boa. Não observamos resultados 

inconclusivos conforme descrito anteriormente em ES de diluição única para a 

vacina antirrábica veterinária (SERVAT et al, 2015). Talvez isso tenha ocorrido 

devido à configuração daquele ensaio ser diferente da adotada aqui neste 

experimento, onde as vacinas teste não foram diluídas para conter a potência 

mínima requerida. 
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O ρc entre o ES e o EPNIH foi de 0,88 para a ab-OMS e 0,70 para a ab-TAN. 

As correlações 0,93 e 0,75 com Veracidade 0,95 e 0,93, esses valores foram 

considerados satisfatórios. 

Na análise da Precisão do ES ab-OMS e TAN pelo ρc, observou-se uma 

concordância satisfatória e o ensaio foi capaz de identificar lotes potentes e 

subpotentes. Ficou comprovada uma maior concordância e correlação do ES ab-

OMS com o EPNIH (Fig. 6.1). Na comparação com o ES ab-TAN ocorreu uma maior 

dispersão dos pares de dados e, consequentemente, houve maior afastamento da 

reta de correlação das potências com a reta de concordância de Lin (Fig. 6.2). 

A Relevância do ES pôde ser demonstrada pelo desempenho perfeito (THE 

UNITED, 2017b). O coeficiente de Cohen Kappa indicou grande concordância do ES 

com o EPNIH (STOKES et al, 2012; SCHIFFELERS et al, 2014). A Exatidão do ES 

de 100% obtida do cálculo de Sensibilidade foi maior do que a previamente 

encontrada, com IC comparável ao Elisa (CHABAUD-RIOU et al, 2017). No presente 

estudo, o ES foi realizado como uma adaptação direta do protocolo EPNIH, incluindo 

a faixa de dose, mas apenas cinco camundongos foram utilizados por diluição. Os IC 

foram mais amplos do que no EPNIH, diferindo daqueles encontrados por outros 

autores (KRÄMER et al, 2013). Este resultado mostra a necessidade de ajustar a 

faixa de dose (diluições) a ser utilizada no ES, a fim de melhorar a similaridade das 

respostas entre as vacinas de referência e teste, uma suposição básica para ensaios 

biológicos. Uma vez que a prova de conceito foi estabelecida, o método poderá ser 

transferido para pelo menos um laboratório adicional com a adoção de uma quarta 

dose que poderia resolver esse ajuste. 

Esses IC mais amplos também podem ser explicados pela variação dentro do 

grupo de animais no ES. Alguns camundongos desenvolveram títulos mais altos do 

que outros no mesmo grupo e no grupo VacRef, como observado em estudos 

anteriores (KRÄMER et al, 2009). Outro fator determinante para os IC mais amplos, 

provavelmente, foi devido ao padrão de referência utilizado no ES ser calibrado no 

EPNIH. Portanto, a calibração prévia dos padrões no próprio ES é altamente 

recomendada para um estudo de validação futuro. 

A Confiabilidade é um pré-requisito para a validade dos ensaios sorológicos, 

devido à sua capacidade de estimar a atividade de proteção da vacina, o que foi 

prontamente obtido com o ES proposto (HENDRIKSEN, 1995). A Precisão do ensaio 

avaliada pelos coeficientes geométricos de variação inter-ensaio foi de cerca de 
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30%, considerado adequado, indicando o bom desempenho do ES (KOSTENSE et 

al, 2012). Pesquisadores relataram anteriormente precisão intra-ensaio variando de 

6,1 a 35,5% e inter-ensaio de 8,6 a 37,6% por laboratório para um teste de potência 

sorológica para Pertussis (van der ARK et al, 2000). Valores semelhantes foram 

encontrados para o ES, 31,99 - 31,65% e 31,82% para variação intra e inter-ensaio, 

respectivamente. 

Um estudo foi realizado para determinar o limite inferior de imunogenicidade à 

GLPTN para melhor compreensão da Sensibilidade dos ensaios sorológicos 

baseados na neutralização viral revelada em cultivo celular. Neste estudo calculou-

se a correlação entre o teor de GLPTN, medido pelo kit Elisa-D1 e o título de AN, 

avaliado pelo RFFITm. Na revisão de AN individuais dos camundongos, 

respondedores anormais foram identificados em três diferentes diluições e esses 

resultados foram removidos dos cálculos. Os sete lotes de vacinas utilizados neste 

estudo continham concentrações de GLPTN diferentes, variando de 3,3 a 6,75 UI/ 

mL ou 88,07 a 132,38 ng/ mL. As médias dos títulos AN foram emparelhadas com o 

conteúdo GLPTN, a concentração de soroconversão efetiva (0,0138 UI/ mL, 0,388 

ng/ mL de GLPTN) foi identificada e os resultados foram diretamente 

correlacionados por regressão linear. 

Os coeficientes de correlação entre o teor de GLPTN e a média dos títulos de 

AN foram considerados adequados (r 0,758), superiores aos observados por outros 

grupos de pesquisa que encontraram uma correlação fraca (SMITH et al, 2013). O 

mesmo foi observado para a BR014, cuja regressão mostrou que os resultados 

também foram correlacionados (r 0,913 e 0,921). Esses dados demostraram uma 

correlação positiva e forte entre a resposta de anticorpos e a quantidade de antígeno 

na vacina, como revelado no estudo sobre vacinas contra furunculose em salmão do 

Atlântico, cuja correlação de Pearson foi de r 0,82 (ROMSTAD et al, 2013). No 

mesmo estudo, existe também uma estreita correlação entre a resposta de 

anticorpos e a proteção contra o desafio. Esta é outra semelhança com este estudo 

porque acreditamos que os baixos títulos de AN não protegem os animais de um 

desafio ic como descrito anteriormente (FITZGERALD et al, 1978; WUNDERLI et al, 

1991) e aqui foi observado que quanto menor o conteúdo de antígeno pior é a 

soroconversão. Os mesmos resultados de correlação positiva entre a resposta de 

anticorpos de fórmulas vacinais inativadas com H9N2 tanto em frangos comerciais 

como em frangos livres de patógenos específicos (Specific pathogen free - SPF) 
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também foram relatados (KILANY et al, 2016). A resposta sorológica de frangos SPF 

foi medida após a imunização com vacinas inativadas da doença de Newcastle e o 

conteúdo das vacinas foi altamente correlacionado com os títulos de anticorpos (r 

0,87 e 0,97), semelhantes aos nossos achados (MAAS et al, 2003). 

Em um ensaio clínico envolvendo voluntários adultos em que foram testadas 

vacinas antirrábicas, as respostas de anticorpos mostraram uma correlação entre o 

conteúdo antigênico da vacina e o título de AN semelhante ao observado em 

camundongos nesta pesquisa (FERGUSON & SCHILD, 1982). Em outro estudo com 

bovinos (SCHUMACHER et al, 1989; PIZA et al, 2002), as respostas de anticorpos 

mostraram uma correlação entre o conteúdo antigênico da vacina e o título de AN 

semelhante ao observado em camundongos no presente estudo. Os autores 

relataram uma correlação positiva entre as quantidades de GLPTN presentes nos 

lotes de vacinas e os títulos de AN, no entanto, nenhuma correlação foi detectada 

entre os níveis de GLPTN e a potência determinada pelo teste padrão NIH. 

Essa observação foi semelhante ao presente estudo (aqui se refere à 

correlação entre o conteúdo de GLPTN com a potência). Para um estudo de 

validação futuro do ES, será extremamente importante incluir um maior número de 

amostras para avaliar melhor a correlação da potência com o conteúdo de GLPTN e 

o título de AN. Além disso, estudos de validação deverão incluir amostras potentes, 

subpotentes e limítrofes classificadas pelo EPNIH, para analisar a Sensibilidade do 

ES. Desta forma, será possível avaliar a metodologia e propor melhorias para o 

ensaio (MILNE & BUCHHEIT, 2012). 

Evidências preliminares sugerem que os testes sorológicos são úteis para 

prever a potência das vacinas antirrábicas, estimando a imunogenicidade. Isto 

mostra uma vantagem do ES, que mede diretamente o título de AN e a 

imunogenicidade da vacina, o que pode ser conveniente na busca de substituição do 

EPNIH. O RFFITm foi tão eficaz quanto o EPNIH na estimativa da capacidade de um 

lote de vacina em induzir proteção contra a infecção por VR, como reconhecido por 

outros pesquisadores (GIBERT et al, 2013). Esta mesma hipótese também já foi 

levantada anteriormente, utilizando outros ensaios para avaliar a imunogenicidade, 

quantificando GLPTN (SMITH et al, 2013). 

Os métodos in vitro medem anticorpos de ligação, enquanto testes in vivo, 

como RFFITm, medem AN e revelam diretamente imunidade humoral, sendo mais 

seguros. Hoje, os testes de Elisa e imunodifusão radial simples são recomendados 
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para determinar o conteúdo de antígeno na formulação de lotes de vacina humana, 

mas o EPNIH é mantido na avaliação de potência (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2007; FARMACOPEIA 2010a; COUNCIL, 2015). Embora alguns 

autores reconheçam que o Elisa foi desenvolvido para avaliar o conteúdo de GLPTN 

e determinar a potência de vacinas inativadas, eles refletem apenas a reatividade do 

antígeno in vitro e são inadequados para avaliar a imunogenicidade in vivo (LIU et al, 

2012). 

Esse cenário reforça a necessidade de investir e validar testes de potência 

sorológicos com potencial para substituir o EPNIH, em consonância com outros 

pesquisadores (KRÄMER et al, 2013). Não está bem estabelecido se modelos de 

camundongos poderiam prever exatamente o efeito da vacina observada em 

humanos, no entanto, esta abordagem tem sido usada por mais de 60 anos, como 

preconizado pelo EPNIH. Também é possível que o teste tenha limitações e não 

possa prever com exatidão a eficácia das vacinas antirrábicas em seres humanos. 

No entanto, já foi demonstrado que a indução de AN por uma vacina é uma função 

da concentração de antígeno presente em uma dada diluição de vacina no EPNIH 

(DIAZ et al, 1990), conforme observado aqui. Isso permite inferir que esse tipo de 

teste pode ser adequado para verificar a consistência da produção, sendo indicativo 

da eficácia da vacina (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007; COUNCIL, 2013). 

Além da redução considerável do número de animais, combinando esta 

abordagem com o GMP e outros sistemas de qualidade, juntamente com a análise 

estatística em cada etapa do processo de produção, os testes sorológicos na 

abordagem de consistência podem ser aplicados na liberação do lote. Assim, será 

possível obter qualidade, reduzir e refinar os testes in vivo em produtos acabados, 

como indicado em outros estudos similares (KREEFTENBERG, 2002; ARCINIEGA & 

SIROTA, 2012). A vacina contra a raiva é o único produto farmacêutico em que a 

dose mínima não foi definida, ou como já apontado por outra pesquisa (DODET, 

2011), quanto componente ativo deve ser injetado no paciente. Isso se torna um 

problema para o controle dos esquemas de vacina e para a avaliação da 

soroconversão do paciente. A OMS recomenda a mesma potência (2,5 UI) para 

todas as vacinas de cultura de células, que podem ser aplicadas por via im ou 

intradérmica, mas os volumes de dose são fixos apesar da potência do lote de 

vacina variar. Por esta razão, os resultados aqui apresentados também podem 

contribuir neste campo. 
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Os princípios dos 3R têm sido reconhecidos por comitês de ética animal como 

cruciais para consideração de protocolos de pesquisa (IN VITRO, 2000). No 

desenvolvimento dos métodos alternativos para a determinação da potência de 

vacinas, o objetivo final é substituir os animais. A transição imediata para um teste in 

vitro é tecnicamente difícil e, quando possível, demorada. No entanto, o sucesso em 

intercalar a melhoria do bem-estar animal pode ser realizado pelo desenvolvimento 

de métodos que refinem e reduzam a dor e o desconforto dos animais (COUNCIL, 

1996; STOKES, 2000; STOKES, 2002). O ES atende aos princípios dos 3R 

promovendo redução e refinamento consideráveis. O ensaio não elimina 

completamente a utilização de animais, porém atende a parte dos objetivos, 

reduzindo a quantidade de animais em 69% e minimizando, consideravelmente, a 

dor e a angústia ao suprimir o desafio ic. Outro aspecto importante é a redução do 

tempo de prova em comparação com o EPNIH (duas versus quatro semanas) em 

acordo ao sugerido e obtido por outros pesquisadores (ARK et al, 2000; CASEY et 

al, 2011; STOKES et al, 2012; KRÄMER et al, 2013). 

Para lidar com os obstáculos do processo de validação, várias sugestões já 

foram feitas. A principal delas é utilizar uma estratégia de concordância em vez de 

correlação completa com o EPNIH, onde a aprovação regulatória e implementação 

do método alternativo podem ser obtidas após uma correlação de 

aprovação/reprovação por meio de análise de lotes subpotentes (STOKES et al, 

2012; SCHIFFELERS et al, 2014). Por este motivo, a avaliação de lotes subpotentes 

foi utilizada como ferramenta durante esta fase de pré-validação do ES. Ao mesmo 

tempo, autoridades reguladoras internacionais também encorajam os laboratórios 

produtores a considerar evidência de CP durante o processo de validação (STOKES 

et al, 2012). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 O ES é um modelo preciso, específico e sensível para estimar a potência e 

confirmar a conformidade com as especificações das vacinas antirrábicas 

para uso humano, sendo capaz de distinguir entre lotes de vacinas potentes e 

subpotentes. 

 

 A concordância entre a potência correspondente no EPNIH demonstra a 

Relevância e a Confiabilidade do ES utilizando RIFFTm. 

 

 O ES analisado emprega diretamente o princípio dos 3R, uma vez que 

provomove o bem-estar animal, e também reduziu o tempo de avalaição da 

potência de vacinas contra raiva humana, acelerando a liberação dos lotes e 

garantindo a eficácia das vacinas. 

 

 Existe uma correlação positiva e linear entre o teor de GLPTN e o título AN. 

 

 O ES utilizando RIFFT tem potencial para verificar a conformidade dos lotes 

de vacinas antirrábicas de uso humano com as especificações requeridas, e 

ser um candidato para futuras pesquisas e validação. 

 

 O ES é rápido, eficiente e de acordo com a imunogenicidade induzida em 

camundongos e, portanto, pode ser recomendado para validação como um 

teste de potência para substituir o EPNIH. 

 

Como perspectivas, espera-se um refinamento e uma redução consideráveis 

no uso de animais, e o método poderá ser utilizado para controlar a qualidade de 

vacinas inativadas contra raiva humana em laboratórios de controle oficial e pelos 

fabricantes. 
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ANEXO 1 – LICENÇA LW-17/16 EXPEDIDA PELA COMISSÃO DE ÉTICA NO 

USO DE ANIMAIS (CEUA) DA FIOCRUZ. 
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1. OBJETIVO 
 
Este POP define e padroniza procedimentos para a avaliação da imunogenicidade da vacina 
contra raiva de uso humano pelo método sorológico. O Ensaio Sorológico para Avaliação da 
Potência de Vacinas contra Raiva, alternativa ao método NIH, baseia-se na eliminação da etapa 
de desafio do EPNIH, sendo substituída pela determinação do título de anticorpos neutralizantes 
contra raiva em soros de animais vacinados, titulados em placas de 96 poços, pelo “Fluorescent 
Focus Inhibition Test” (RFFIT), que consiste na capacidade de os anticorpos contra raiva 
neutralizarem o vírus para cultura de células sensíveis e a presença viral residual é demonstrada 
pela técnica de anticorpos fluorescentes. 
 
 
2. CAMPO DE APLICAÇÃO 
 
Os procedimentos descritos neste POP são aplicados no controle da qualidade de amostras de 
lotes de vacina contra a raiva que consistam de preparações contendo vírus rábico fixo inativado. 
Abrange o controle de vacinas desta natureza destinadas ao uso humano e às vacinas de 
referência. 
 
O presente POP tem como POPs relacionados:  
 
a) Preparação de materiais para esterilização (65.3220.004); 
b) Processo de limpeza de materiais de laboratório (65.3220.006); 
c) Boas práticas em experimentação animal (65.3340.002); 
d) Registro de dados (65.1120.033); 
e) Manutenção de linhagens de células animais (65.3430.031); 
f) Ensaio de potência para vacina contra a raiva (65.3430.018); 
g) Gráficos de controle para medidas individuais e amplitudes móveis em ensaios biológicos 
(65.3400.002); 
h) Ensaio de potência "in vitro" para soro antirrábico (65.3430.029). 
 
 
 
3. DEFINIÇÕES 
 
Para efeito deste POP, são adotadas as seguintes definições: 
 
3.1 - Vacina Contra a Raiva 
 
Preparação contendo vírus rábico fixo inativado, podendo ainda conter conservantes. 
 
3.2 - Produto 
 
Vacina contra a raiva a ser controlada. 
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3.3 - Lote 
 
Quantidade conhecida de produto preparado em uma única etapa de trabalho conforme 
comprovação protocolar do fabricante. 
 
3.4 – Desafio 
 
Inoculação de vírus rábico infeccioso por via intracerebral em camundongos. 
 
 
3.5 - Vacina de Referência Contra a Raiva 
 
Vacina contra a raiva produzida, controlada e distribuída por órgão de referência. Esta 
preparação serve para avaliar vacinas pelo método de NIH, sendo sua potência expressa em 
UI/mL. 
 
3.6 - DE50 
 
Dose de produto expressa em diluição (ou sua recíproca) que protege 50% dos animais 
inoculados por via IC com vírus-trabalho. 
 
 
3.7 – Imunoglobulina heteróloga – soro antirrábico (SAR). 
 
Suspensão contendo anticorpos purificados (F-ab’ 2) contra o vírus rábico, obtidos de soro de 
equídeos hiperimunizados, podendo ainda conter conservantes. 
 
3.8 – Imunoglobulina homóloga – Imunoglobulina antirrábica humana (IgAR). 
 
Preparação purificada e concentrada contendo anticorpos de origem humana contra raiva, 
podendo ainda conter conservantes. 
 
3.9 – Vírus trabalho (VT) 
 
Quantidade de vírus rábico fixo da cepa CVS-11, produzida em cultura de células, com 
composição uniforme e conservada em condições adequadas. 
 
3.10 – Dose Formadora de Focos Fluorescentes 50% - DFF50 
 
Diluição de vírus rábico capaz de infectar células em cultura e produzir pelo menos um foco 
fluorescente em 50% dos campos microscópicos observados. 
 
3.11 - Imunoglobulina de referência 
 
Imunoglobulina antirrábica homóloga ou heteróloga produzida, controlada e distribuída por órgão 
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de referência. Esta preparação destina-se a avaliar soros em ensaios de neutralização do vírus 
rábico in vitro e in vivo, sendo sua potência expressa em UI/mL. 
 
3.12 - Dose Inibidora de Focos Fluorescentes 50% - DIFF50 
 
Diluição de produto que inibe, por ação neutralizante dos anticorpos presentes, a infecção de 
células em cultura, e consequentemente, a formação de focos fluorescentes de vírus rábico em 
50% dos campos microscópicos. 
 
3.13 – Amostras para sorologia 
As amostras para sorologia avaliadas por ENVRC são tipicamente soro, mas podem incluir fluido 
cerebrospinal humano ou animal e plasma (pode ser usado apenas o plasma obtido com citrato, 
ou plasma obtido com heparina, mas não o plasma obtido com EDTA). 
As amostras devem ser avaliadas para presença de hemólise e lipemia, e se necessário, novas 
amostras mais adequadas devem ser obtidas antes do teste. Os soros devem ser inativados 
pelo calor a 56 °C durante 30 minutos. Estas amostras devem ser testadas nas diluições finais 
(após adição de vírus) de 1: 4, 1:8, 1: 16, e 1: 32 (1:2 para diluição de triagem) (Yager; Moore, 
2015). 
 
 
3.14 – Potência do soro 
 
Valor da relação entre a DIFF50 do soro teste e a DIFF50 do soro de referência, multiplicado 
pelo fator de diluição inicial do soro teste e expresso em UI/mL. 
 
3.15 - Potência 
 
Valor da relação entre a DE50 da vacina teste e a DE50 da vacina de referência, multiplicado 
pela relação entre o volume das doses das mesmas e expresso em UI/dose. 
 
3.16 – Protocolo 
 
Documento padronizado que reúne todos os dados referentes à realização de um procedimento 
técnico e cujo registro se faz necessário. 
 
3.17 – CombiStats 
 
Programa de computador do EDQM para análise estatística de dados originados de ensaios 
biológicos de diluição, que inclui, além da aqui citada análise de probitos: análise de linhas 
paralelas, análise de slope ratio, determinação de DE50, ajuste logístico de curva de 4 
parâmetros, teste de limite para ensaios de dose única e combinação de resultados de ensaios. 
 
4. SIGLAS 
 
CVS -  Vírus padrão de desafio (do inglês “Challenge Virus Standard”) 
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CCID50 – Dose Infecciosa para Cultura de Células 50% (do inglês “Cell Culture Infectious Dose”)  
 
DE50 – Dose efetiva 50% 
 
DFF50 – Dose formadora de focos fluorescentes 50% 
 
DIFF50 - Dose inibidora de focos fluorescentes 50% 
 
Ph. Eur. – Farmacopeia Europeia 
 
Ig – Imunoglobulina 
 
IgAR – Imunoglobulina Antirrábica 
 
MEM – Meio essencial mínimo – suplementado com 5% de SFB para manutenção de cultivo 
celular 
MV – Meio para vírus - suplementado com 2,5% de SFB para realização dos ensaios 
 
MOI – Multiplicidade de infecção (do inglês “Multiplicity Of Infection”) 
 
OMS - Organização Mundial de Saúde (Suíça) 
 
PBS – Salina tamponada com fosfatos (do inglês “Phosphate Buffered Saline”) 
 
ENVRC – Ensaio de neutralização do vírus rábico em células 
 
SAR - Soro Antirrábico  
 
SFB – Soro Fetal Bovino 
 
SR – Soro de referência 
 
ST – Soro teste 
 
TAF – Técnica de Anticorpos Fluorescentes 
 
UI - Unidades Internacionais 
 
VT - Vírus-trabalho 
 
EDQM – European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare (França) 
 
ATCC – American Type Cell Collection (EUA) 

NIBSC – National Institute of Biological Standards and Control (Inglaterra) 
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BHK – Baby Hamster Kidney 
 
ES - Ensaio Sorológico para Avaliação da Potência de Vacinas contra Raiva 
 
NIH – National Institute of Health 
 
EPNIH – Ensaio de Potência de NIH 
 
EMEA - European Medicines Agency (atualmente EMA) 
 
OECD - Organização Intergovernamental de Cooperação e Desenvolvimento Econômico 
 
USP – United States Pharmacopoeia 
 
ISO – International Organization for Standardization 
 
ICH – International Council for Harmonization (antes de out/2015 International Conference for 
Harmonization) 
 
CVS – Challenge Virus Standard 
 
RFFIT - Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test 
 
WHO – World Health Organization 
 
ip – intraperitoneal 
 
ic – intracerebral 
 
MV – Meio para vírus 
 
TAF - Técnica de Anticorpos Fluorescentes 
 
 
5. CONDIÇÕES GERAIS 
 
Para execução deste ensaio deve-se dispor de: 
 
5.1 - Amostra a ser analisada: 
 
Quantidade do mesmo lote de produto que é mantida nas condições de conservação indicadas 
pelo fabricante (em geral de 2 a 8 ºC). Não são feitos “pools”, o ensaio é realizado utilizando 0,5 
mL do produto, para preparações das diluições, por imunização, então são necessários dois 
frascos (mínimo de 1 mL) de amostra para cada ensaio. Porém, devem estar disponíveis 3,0 mL 
do produto (6 frascos), suficientes para realização de um ensaio e duas repetições, caso haja ne- 
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cessidade. 
 
5.2 - Padrões e substâncias biológicas de referência: 
 
5.2.1 – Vacina de Referência Contra a Raiva: 
 
Vacina de referência com potência padronizada em UI/mL, deve ter sido estabelecida conforme 
descrito no POP 65.3430.017. 
 
5.2.2 - – Vírus trabalho 
 
A Cepa utilizada é o CVS 11, adaptado a cultura de células. O vírus trabalho deve ser produzido 
e controlado como descrito no POP 65.3430-029. 
 
5.2.3 – Imunoglobulina de Referência 
 

 
 
5.2.3.1 - IgAR ou SAR de referência nacional estabelecidos frente a uma referência de título 
padronizado, segundo o POP INCQS 65.3430.025, caso o ensaio seja aplicado ao produto para 
uso profilático. 
 
5.2.3.2 - IgAR de referência internacional fornecida por órgão internacional de referência ou SAR 
de referência nacional estabelecido frente a uma IgAR de referência internacional, caso o ensaio 
seja aplicado para aferição de produto para uso como referência. 
 
 
5.3 - Animais: 
 
Camundongos Suíços-albinos de 11 a 14 g, que devem ser mantidos de acordo com o POP 
65.3340.002. Uma amostragem mínima de 25% dos animais deve ser pesada, sendo os dados 
registrados nos protocolos padronizados constantes nos Anexos A. 
 
5.4 – Linhagem celular 
 
A presente técnica utiliza a linhagem celular BHK-21, com no máximo 30 passagens (contadas a 
partir da semente da ATCC), em cultura semiconfluente com 2 a 4 dias de crescimento. As 
culturas celulares devem ser manipuladas e mantidas segundo o POP INCQS 65.3430.031. 
 
5.2 - Amostra para sorologia: 
 

 
 
5.4 - Vidraria: 
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Toda vidraria utilizada deve ser lavada segundo o POP INCQS 65.3220.006 e preparada e 
esterilizada conforme o POP INCQS 65.3220.004. 
 
5.5 - Biossegurança: 
 
Os procedimentos devem ser realizados adotando-se medidas de biossegurança descritas por 
Kaplan (1996). 
 
5.6 - Registro de dados 
 
Todos os procedimentos devem ser registrados no protocolo padronizado, conforme modelos 
constantes nos Anexos A (Ensaio de Potência), B (produção de vírus trabalho) e C 
(Determinação de título de vírus), devendo ser assinados pelos executores e afixados no Livro de 
ensaio de potência para vacina, Livro de registro de produção de vírus rábico em cultura de 
células (anexo B) ou em pastas devidamente identificadas e arquivados sob a responsabilidade 
de um técnico lotado no laboratório.  
Os resultados de ensaios obtidos no software de cálculos estatísticos CombiStats devem ser 
impressos e colados nos cadernos de ensaio, rubricados e datados como descrito no POP 
65.1120.033. 
 
6. CONDIÇÕES ESPECÍFICAS  
 
6.1 – Equipamentos, Instrumentos e Materiais Utilizados 
 
Conforme listados nos Procedimentos Operacionais Padronizados – POP/INCQS - nº 
65.3430.018 – Ensaio de potência para vacina contra raiva e nº 65.3430.029 – Ensaio de 
potência "in vitro" para soro antirrábico. 
 
6.1.1 - Material 
 
a) 
e 5.2); 
b) vírus trabalho (cepa CVS-11), diluído para conter 200 DFF50/50μL iniciais (Item 5.2.2); 
c)  
d) garrafas para cultivo celular, estéreis, com capacidade para 25, 75 e 175 cm2; 
e) solução de tripsina; 
f) câmara de Neubauer; 
g) cultura de linhagem de células BHK-21 (C13), (nº ATCC - CCL-10); 
h) bandeja com gelo; 
i) micropipeta monocanal 50-200 μL; 
j) micropipeta monocanal 100-1000 μL; 
k) micropipeta multicanal 50-300 μL; 
l) micropipeta multicanal 10-100 μL; 
m) ponteiras estéreis para micropipetas; 
n) microplaca de 96 orifícios estéril, para cultivo celular (Falcon 35-3072); 
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o) adesivo para selar microplacas; 
p) parafilm; 
q) pipetas estéreis com capacidades para 2, 5, 10 e 25 mL; 
r) meio de manutenção de culturas (MEM) - Meio Essencial Mínimo de Dulbecco com 5% 
SFB; 
s) meio para Vírus (MV) - Meio Essencial Mínimo de Dulbecco com 2,5% SFB; 
t) agitador de tubos; 
u) pipetador automático; 
v) estufa a 37 ±0,5 ºC, com atmosfera de 5% de CO2, umidificada; 
w) estufa a 35 ±0,5 ºC, 
x) gabinete de biossegurança; 
y) microscópio invertido, com UV, dotado de sistema de filtros para Isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) e sistema de ocular e objetiva que garanta aumento de 200X; 
z) conjugado antinucleocapsídeo do vírus rábico; 
aa)  câmara úmida (caixa plástica ou metálica com tampa, contendo base de tecido sintético 
umedecido); 
bb)  salina tamponada com fosfatos (Anexo D); 
cc)  freezer –70 ºC; 
dd)  solução DEAE-Dextran a 20% (Anexo E); 
ee)  tubos estéreis (para centrífuga Beckman refrigerada) com tampa de rosca, capacidade 
30 mL; 
ff) tubos estéreis em polipropileno, para centrífuga, com tampa de rosca, capacidade 15 mL 
e 50 mL. 
 
6.2 - Amostra a ser analisada: 
 
Quantidade do mesmo lote de produto que é mantida nas condições de conservação indicadas 
pelo fabricante (em geral de 2 a 8º C). Não são feitos “pools”, o ensaio é realizado utilizando 0,5 
mL do produto, para o preparo das diluições por imunização, sendo necessários dois frascos 
(mínimo de 1 mL) de amostra para cada ensaio. Porém, devem estar disponíveis 3,0 mL do 
produto (6 frascos), suficientes para realização de um ensaio e duas repetições, caso haja 
necessidade. 
No RFFIT -  
 
6.3 - Padrões e substâncias biológicas de referência: 
6.3.1 - Vacina de Referência Contra a Raiva: 
 
Vacina de referência com potência padronizada em UI/mL, deve ter sido estabelecida conforme 
descrito no POP/INCQS 65.3430.017. 
 
6.3.2 – Vírus trabalho 
 
A Cepa utilizada é o CVS 11, adaptado a cultura de células. O vírus trabalho deve ser produzido 
e controlado como descrito no POP/INCQS 65.3430.029. 
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6.3.3 – Imunoglobulina de Referência 
 

 
 
6.3.3.1 - IgAR ou SAR de referência nacional estabelecidos frente a uma referência de título 
padronizado, segundo o POP/INCQS 65.3430.025. 
 
 
6.4 - Animais: 
 
Camundongos Suíços-albinos de 11 a 14 g, mantidos de acordo com o POP/INCQS 
65.3340.002. 
 
 
6.5 – Linhagem celular 
 
A presente técnica utiliza a linhagem celular BHK-21, com no máximo 30 passagens (contadas a 
partir da semente da ATCC), em cultura semi-confluente com 2 a 4 dias de crescimento. As 
culturas celulares devem ser manipuladas e mantidas segundo o POP/INCQS 65.3430.031. 
 
 
6.6 - Procedimentos: 
A vacina de Referência e as amostras serão previamente diluídas em solução salina tamponada 
com fosfatos pH 7,6 para obter as três diluições desejadas. Os animais serão vacinados com 2 
(ou uma) doses nos dias 0 e 7, e sangrados por punção cardíaca no dia 14. Os soros serão 
titulados individualmente e os títulos de anticorpos expressos em UI/mL serão utilizados para 
estimar a potência da vacina, calculados pelo método de Probitos no software estatístico 
CombiStats (EDQM, 2013). 
 
6.6.1 - Imunização dos animais: 
 
Devem ser realizadas duas imunizações com intervalo de 7 dias como segue: 
 
a) Reconstituir a vacina de referência e a vacina teste conforme indicação da bula; 
b) Preparar 06 frascos de 30 mL identificando-os de acordo com a diluição das vacinas 
teste e referência, como no exemplo a seguir: 
 
Vacina teste 1/25          Vacina Referência 1/50 
Vacina teste 1/125        Vacina Referência 1/250 
Vacina teste 1/625        Vacina Referência 1/1250 
 
c) Preparar três diluições fator q=5 de cada vacina (Tabela 1), utilizando solução salina 
tamponada com fosfatos pH 7,6, mantida refrigerada entre 2 a 8º C. 
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Tabela 1- Diluição das vacinas 

 

Referência Teste 

 Dil Vacina Diluente Dil Vacina Diluente 

Pré-Diluição 1/25 0,5 mL 12 mL - - - 

Diluição 1 1/50 6 mL 6 mL 1/25 0,5 mL 12 ml 

Diluição 2 1/250 3 mL 12 mL 1/125 3 mL 12 mL 

Diluição 3 1/1250 3 mL 12 mL 1/625 3 mL 12 mL 

  
 
 
d) Fechar os frascos com tampa de borracha estéril, vedá-los com parafilm e mantê-los em 
banho de gelo; 
e) Executar as diluições em gabinete de biossegurança, utilizando pipetas ou pipetadores 
com ponteiras estéreis; 
f) Inocular 0,5 mL de cada diluição por via ip, utilizando seringas de 3 ml e agulhas 13 x 4,5 
mm, em no mínimo 5 camundongos; 
g) Manter os animais inoculados em gaiolas para camundongos identificadas com etiqueta 
própria. 
 
6.6.2 - Manutenção dos animais: 
 
Os animais devem ser mantidos em gaiolas apropriadas por 14 dias. 
 
6.6.3 – Sangria: 
 
No dia 14 após a imunização, amostras de sangue são retiradas sob anestesia com uma 
associação de Ketamina (150mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) ip, após contenção mecânica, 
utilizando seringa de 1,0 mL e agulha 13 x 4,5 mm (MASSONE, 2011). A sangria é realizada por 
punção cardíaca, deixar retrair o coágulo “over nigth” sob 4 a 8º C, centrifugar 200xG por 15 ±1 
minuto. Inativar os soros a 56o ±1o C por 30 ±1 minuto e manter em congelador -20o C até 
serem testados individualmente para a determinação dos títulos de anticorpos neutralizantes pelo 
ensaio de Neutralização do Vírus Rábico em células (ENVRC) (Moura et al., 2008; BRASIL, 
2010). 
 
6.7 – Titulação de soros 
 
As amostras de soro são tituladas de acordo com o Ensaio de potência "in vitro" para soro 
antirrábico (POP 65.3430.029), que utiliza o ENVRC, como descrito na Farmacopeia Brasileira 
(Brasil, 2010) uma adaptação do RFFIT (Council of Europe, 2016; Yager, Moore, 2015? Livro 
Ruprech) a placas de 96 poços. 
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6.7.1 - Preparação da Referência Internacional: 
 
a) Em geral deve haver neutralização completa do vírus até uma concentração de 0,031 UI/mL de 
um soro de referência pré-diluído para conter 1 UI/mL, o que, quando diluído serialmente em fator 
2, representa a diluição 1/32. 
b) para realizar os ensaios, descongelar a alíquota de 1 UI/mL diluída a 1/4, que ao ser 
adicionada aos 50 μL distribuídos nos primeiros poços da placa, passará a 1/8 e depois a 1/16 
com a adição do VT. 
 
6.7.2 - Vírus Neutralização 
 
a) Até 8 soros em duplicata poderão ser testados em cada placa. 
b) Pré diluir o SR (6.7.1).  
c) distribuir 50 μL de MV em cada um dos poços de uma placa de 96 poços (exceto E11 a H12 
que ficarão vazios ou receberão soro normal pré diluído em E11 e 12 e controle de células G12 e 
H12);  
d) adicionar 50 µL da diluição 1/4 da Preparação de Referência diluída, como descrito acima, aos 
primeiros três orifícios da placa destinados à referência; 
e) distribuir 50 µL dos soros teste no 1º e 2º poço destinados a estes; 
f) adicionar 50 μL das diluições 1/4 das Igs ao primeiro poço em cada linha e misturar por 
aspiração com micropipeta, para realizar diluições fator 2 a partir de 1:8 até 1:64 (após adição do 
VT as diluições dobrarão e passarão a 1/16 a 1/128); 
g) transferir 50 μL da mistura resultante ao próximo poço. Repetir a operação por um total de 
quatro poços para o SR (triplicatas) e quatro poços para cada ST (duplicatas); 
h) desprezar 50 µL de cada um dos últimos poços de cada diluição;   
i) preparar três colunas para titulação do vírus (A10 a D12), distribuindo 50 µL de MV em cada 
poço (duplicatas); 
j) descongelar um tubo do VT e diluir em MV para a diluição de trabalho que contenha 200 DFF50 
iniciais e preparar mais 3 tubos com diluições decimais de controle do título a partir da diluição de 
trabalho (Trabalho, 1/10; 1/100 e 1/1000);  
k) distribuir 50 μL da diluição de trabalho em cada poço contendo soro. 
 
6.7.3 - Titulação do vírus trabalho e adição das células 
 
a) distribuir 50 µL de cada uma das diluições decimais do vírus aos poços de controle do título 
viral (Trabalho A10 a 12; 1/10 B10 a 12; 1/100 C10 a 12 e 1/1000 D10 a 12); 
b) as diluições do vírus desta forma sofrerão uma diluição 1/2 o que, para efeito de cálculo, 
representará um acréscimo de 0,3 log às diluições logarítmicas, e.g. diluições iniciais -3,5; -4,5; -
5,5 e -6,5 passam a ser -3,8 a -6,8; 
c) incubar a placa a 37º C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 por 90 minutos. 
 
6.7.4 - Preparação das células 
 
a) enquanto a mistura de vírus-soro é incubada, preparar as células BHK-21 para uso 30 minutos 
antes do término dos 90 minutos de incubação; 
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b) a partir de um frasco contento células que tenham crescido com 80 a 95% de confluência, 
dissociar as células com tripsina; 
c) ressuspender as células em MV à temperatura ambiente e resfriar rapidamente em banho de 
gelo; 
d) agitações repetidas durante o resfriamento impedirão a formação de agregados celulares; 
e) contar as células em uma câmara de Neubauer e ajustar a concentração para 3,5 x 105 cel/mL 
adicionando MV frio; 
f) manter a 4 a 8 °C (células assim tratadas poderão ser usadas por mais de uma semana); 
g) adicionar 100 µL da suspensão de células a cada poço;  
h) cobrir a placa com adesivo e incubar à 37 °C em uma estufa umidificada contendo atmosfera 
de 5% CO2 por 24 horas ±15 minutos. 
 
Figura 1 – Diagrama de placa para ensaio de potência in vitro para imunoglobulinas A.R. 
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VTn  – Vírus trabalho 
SRn – Soro Padrão de Referência  
STn – Soro Teste 
SN – Soro Normal 
CC – Controle de células 
(n = número da replicata ou amostra) 
 
6.7.5 - Técnica de Anticorpos Fluorescentes (TAF) e leitura: 
 
Após 24 horas, realizar a TAF e ler a placa em microscópio invertido de imunofluorescência em 
aumento de 200x. 
 
6.7.5.1 - Procedimento: 
a) Lavar a microplaca duas vezes com PBS, adicionando 50 µL de PBS a cada poço e vertendo o 
conteúdo da placa em solução viricida (e.g. hipoclorito de sódio); 
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b) fixar em acetona gelada diluída a 80% com água, por 15 minutos;  
c) verter a acetona da placa em solução de hipoclorito de sódio e secar ao ar; 
d) verificar as placas quanto a possível citotoxicidade (falta de monocamada, segmentos isentos 
de células em monocamada, descolamento de monocamadas). As observações são escritas na 
folha de leitura em branco; 
d) adicionar 40 µL de conjugado (diluído segundo instruções do fabricante), a cada poço. Incubar 
a 37 ±0,5º C por 30 ±1 minuto; 
e) lavar com PBS duas vezes; 
f) examinar em microscópio para imunofluorescência em aumento de 200x; 
g) contar oito campos de cada poço (ZALAN et al., 1979) como demonstrado na Figura 2; 
h) anotar os resultados em protocolo apropriado expressando o número de campos positivos por 
campos lidos (e.g. 8/8, 4/8, 2/8, 0/8 etc.); 
g) ao final da prova será possível calcular as doses efetivas pelo método dos probitos. 
 
 
OBS:  
1) A lâmpada U.V. do microscópio de imunofluorescência deve ser ligada 10 minutos antes da 
leitura das placas e, uma vez desligada, deve-se aguardar uma hora antes de religa-la. Os 
registros de uso do microscópio devem ser realizados no formulário constante do Anexo C do 
PU-3400.004. 
2) Ler sempre o número de campos positivos sobre o total de campos, mesmo na titulação dos 
soros. 

  
Figura 2 – Esquema exemplificando a leitura de cada poço de uma placa de 96 poços, 1 a 8 – 
campos microscópicos de leitura não coincidentes. 
 
6.8 - Cálculos 
 
6.8.1 - DIFF50 dos soros 
 
Os valores obtidos para DIFF50 dos soros devem ser calculados pela aplicação do teste 
estatístico de análise de Probitos (AUBERT, 1996), usando computador, utilizando-se o programa 
de análise estatística para ensaios biológicos do EDQM, CombiStats. A utilização do programa 
está descrita no PU 65.3400.012. 
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6.8.2 - Potência (UI/mL) 
 
A potência do soro teste é calculada pelo programa citado acima, que expressa os resultados já 
em UI/mL, pela aplicação da seguinte equação: 
 
Potência = Recíproco DIFF50 T/ Recíproco DIFF50 R x UI de R 
Onde: 

DIFF50 T = Dose Inibidora De Focos Fluorescentes 50% do soro teste; 
DE50 R = Dose Inibidora De Focos Fluorescentes 50% do soro de referência; 
UI de R = Unidades internacionais do soro de referência. 

 
6.8.3 - DFF50 
 
O valor referente ao título do VT empregado no teste, ou seja, a DFF50, deve ser calculado pela 
aplicação do teste estatístico de análise de Probitos (AUBERT, 1996), utilizando-se o programa 
de análise estatística de ensaios biológicos do EDQM, CombiStats. 
 
 
6.8.4 - DE50 da vacina 
 
Os valores obtidos para DE50 das vacinas teste e de referência devem ser calculados pela 
aplicação do teste estatístico de análise de Probitos (Aubert, 1996), utilizando-se o programa de 
análise estatística de ensaios biológicos do EDQM, CombiStats como descrito no PU específico. 
 
6.8.5 - Potência (UI/dose): 
 
A potência da vacina teste, expressa em UI/dose, é fornecida pelo software como potência 
atribuída (Ass. Pot.) com o valor da dose (ex. dose= 0,5 mL, expressar Ass. Pot. Como ?UI/0,5 
mL no CombiStats). 
 
 
7 – GARANTIA DA QUALIDADE 
 
7.1 – Avaliação da validade do ES: 
 
7.1.1 – Titulação dos soros 
 
7.1.1.1 – A análise estatística mostre que há uma inclinação significativa na curva dose resposta 
(p<0,05 - evidenciado no CombiStats pela presença de pelo menos um asterisco) e que não há 
desvios significativos de linearidade e de paralelismo (p>0,05 - evidenciado no CombiStats pela 
ausência de asteriscos). 
Caso haja desvios significativos de paralelismo, deve ser utilizado o teste estatístico de 
equivalência no CombiStats, que testa se a inclinação (slope) obtida pelas amostras é 
equivalente à obtida pelo padrão e deve ser avaliado comparando-se os intervalos de confiança 
obtidos para a diferença e a razão entre as inclinações do  padrão e das  amostras.  Para  que  as 
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inclinações sejam consideradas equivalentes, o intervalo de confiança obtido para a diferença 
deve compreender o valor 0 (zero) e o intervalo de confiança para a razão entre as inclinações 
deve compreender o valor 1 (um). Se o ensaio atende estes pré-requisitos as inclinações podem 
ser consideradas equivalentes e por consequência o paralelismo é considerado satisfatório (vide 
Figura 3). 
  
Figura 3 – Teste de equivalência de inclinações no CombiStats. 
 
7.1.1.2 - Controles não infectados (controle de células) apresentem pelo menos uma 
monocamada semiconfluente em cada poço.  
 
7.1.1.3 - O título do vírus trabalho esteja entre 30 e 300 DFF50, o que é demonstrado pela 
presença de fluorescência na coluna de VT até 10-2.  
 
7.1.1.4 - As DIFF50 das Ig de referência e teste estejam situadas entre a menor e a maior dose 
usadas no ensaio. 
 
7.1.1.5 - A DIFF50 obtida para a Ig de referência permaneça dentro dos limites de confiança de 
99%. 
Este critério será avaliado lançando-se os resultados do logaritmo da DIFF50, a cada ensaio 
realizado, em gráficos de controle de valores individuais (x-chart) e de amplitudes móveis. O 
intervalo de confiança deverá ser calculado utilizando-se os primeiros 20 resultados, para tanto 
utilizar o software SPC EXPLORER RT, instalado no Departamento de Imunologia – LVV como 
recomendado no POP INCQS 65.3400.002. Os gráficos devem ser configurados para realizar os 
testes de desempenho (run tests) descritos na tabela do Anexo F do POP INCQS 65.3430.018 e 
no POP INCQS 65.3400.002. 
Este procedimento é um controle interno da qualidade (CIQ), os ensaios onde o resultado exceda 
o primeiro teste de desempenho, ou seja, um ponto além de 3 desvios padrão serão 
considerados inválidos e o ensaio deverá ser repetido. 
 
7.1.2 – Interpretação: 
 
A conclusão do ensaio deve ser considerada satisfatória quando: 
 
7.1.2.1 – O ensaio de titulação dos soros for válido; 
 
7.1.2.2 – Quando o título do soro apresentar ≥0,5 UI/mL. 
 
7.1.2.3 – Critérios para retestes 
 
7.1.2.3.1 – Ensaios invalidados: 
Todo ensaio deverá ser repetido quando os resultados do primeiro ensaio forem inválidos. Se 
uma amostra de soro for considerada insatisfatória o ensaio poderá ser repetido (até no máximo 
três vezes). Desta forma, quando mais de um ensaio forem realizados, utilizando o software 
CombiStats, todos os resultados devem ser combinados para obter a média geométrica pondera- 
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da, se os resultados forem considerados homogêneos (p>0,1) ou semi-ponderada, se os 
resultados forem heterogêneos (p<0,1).  
 
7.2.1 – Potência das vacinas 
 
Para um ensaio ser considerado válido é necessário que: 
 
a) A análise estatística mostre uma inclinação significativa na curva dose resposta (evidenciado 
no CombiStats pela presença de pelo menos um asterisco) e não haja desvios significativos da 
linearidade e paralelismo (evidenciados no CombiStats pela ausência de asteriscos). 
  
b) As DE50 das vacinas de referência e teste estejam situadas entre a menor e a maior dose 
aplicadas aos animais. 
 
c) A DE50 obtida para a vacina de referência permaneça dentro dos limites de confiança de 99%. 
 
Este critério será avaliado lançando-se os resultados do logaritmo da DE50, a cada ensaio 
realizado, em gráficos de controle de valores individuais (x-chart) e de amplitudes móveis. O 
intervalo de confiança deverá ser calculado utilizando-se os primeiros 20 resultados, para tanto 
utilizar o software SPC EXPLORER RT, instalado no Departamento de Imunologia - LVV. Os 
gráficos devem ser configurados para realizar os testes de desempenho (run tests) descritos na 
tabela do Anexo F e no POP/INCQS 65.3400.002. 
 
Este procedimento é um controle interno da qualidade (CIQ), os ensaios onde o resultado exceda 
o primeiro teste de desempenho, ou seja, um ponto além de 3 desvios padrão serão 
considerados inválidos e o ensaio deverá ser repetido. 
 
d) O limite inferior de confiança da potência estimada seja maior que 0,62 UI/dose (25% de 2,5 
UI/dose) para vacinas de cultivo celular como sugerido por Weisser and Hechler (1997). 
 
7.3 - Interpretação 
 
A conclusão do ensaio deve ser considerada satisfatória quando: 
 
7.3.1 - O ensaio for considerado válido 
 
7.3.2 - Quando a potência da vacina teste for maior ou igual a 2,5 UI/dose para as vacinas 
produzidas em cultivo celular e demais vacinas purificadas (Brasil, 2010). 
 
7.4 – Critérios para repetição de ensaios 

7.4.1- Ensaios invalidados 

O ensaio deverá ser repetido quando os resultados forem inválidos.  
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7.4.2 – Amostras reprovadas 
 
Se uma amostra de vacina for considerada insatisfatória o ensaio poderá ser repetido (até no 
máximo três vezes). Desta forma, quando mais de um ensaio for realizado, todos os resultados 
devem ser combinados pela média geométrica ponderada (obtida no CombiStats). 
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Protocolo padronizado para realização do ensaio Sorológico para Avaliação da Potência de 
Vacinas contra Raiva - Folha 1 
 

 
 

------------------------------- 
/ANEXO A - cont. 
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ANEXO A - cont. 
Protocolo padronizado para realização do ensaio Sorológico para Avaliação da Potência de 
Vacinas contra Raiva - Folha 2 
 

 
------------------------------- 

/ANEXO A - cont. 
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ANEXO A - cont. 
Protocolo padronizado para realização do ensaio Sorológico para Avaliação da Potência de 
Vacinas contra Raiva - Folha 3 
 

 
------------------------------- 

/ANEXO A - cont. 
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ANEXO A - cont. 
Protocolo padronizado para realização do ensaio Sorológico para Avaliação da Potência de 
Vacinas contra Raiva - Folha 4 
 

 
------------------------------- 

/ANEXO B - cont. 
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ANEXO B 
 
 

Tabela de doses anestésicas para camundongos 
 

Peso (g) 
Ketamina 50% Xylasina 2% 

mg mL mg mL 

20 3,00 0,030 0,20 0,010 

25 3,75 0,038 0,25 0,012 

30 4,50 0,045 0,30 0,015 

35 5,25 0,053 0,35 0,018 

40 6,00 0,060 0,40 0,020 

45 6,75 0,068 0,45 0,023 

50 7,50 0,075 0,50 0,025 
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