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Resumo

Todos produtos injetaveis devem estar livres de pirogénio. Existem dois métodos
oficiais para a deteccao da contaminagao pirogénica: o teste em coelhos e o teste do
Lisado do Amebdécito de Limulus (LAL), também denominado como ensaio de
endotoxina. Entretanto, o LAL tem como limitagdo detectar somente endotoxinas e
sofrer interferéncias do ajuste do pH, por cations que neutralizam as cargas
negativas das endotoxinas, das altas concentracées de sais, por quelantes que
capturam cations bivalentes e etc. No caso das analises de produtos biol6gicos
(soros hiperimunes, hemoderivados etc), ndo ha reacao, possibilitando a resposta
de resultados falsos negativos. O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) analisa diversos produtos injetaveis, entre eles, 0s soros
hiperimunes (antivenenos, anti-rabico, anti-tetanico etc) que sao distribuidos pelo
Programa Nacional de Imunizacao(PNI/MS) aos postos de saude. Pela Farmacopéia
Brasileira, coelhos que tenham recebido estes produtos no teste de pirogénio néao
podem ser reutilizados com outros produtos bioldgicos. Este fato implica na
utilizagdo de um grande numero de animais para estas andlises. Diante deste fato, e
da escassez de dados na literatura sobre a reutilizacdo de coelhos em teste de
pirogénio, este trabalho foi elaborado, utilizando um desenho experimental onde os
animais foram divididos em 4 grupos que receberam desde uma Unica injecao de
soro contaminado com a concentragcdo de 1 ng/mL até o grupo que recebeu 3
injecOes de soros negativos, em intervalos de 48 horas, e desafiados no dia 7 com o
mesmo soro positivado. Os resultados mostraram que a resposta ao estimulo
positivo ndo induziu diferenga estatisticamente significativa em relagao a resposta a
uma Unica administracdo, independente da quantidade de amostras negativas
recebidas. Desta forma, foi possivel concluir que, para os soros antibotropico, anti-
rabico e antitetanico é possivel reutilizar os coelhos até 4 vezes no periodo de uma

semana.
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Abstract

Injectable products must to be free of any kind of pyrogenic contamination. Two
methods are the official ones for testing this contamination: the Rabbit Test and the
Limulus Amoebocyte Lysate Test (LAL) or so called, Endotoxin Assay. However, LAL
is limited only for detecting endotoxin, besides suffering some kind of interferences, it
is not possible to test biological products, such as hyperimmune sera, blood
derivates etc), since these products produce false-negative results. The National
Institute of Quality Control in Health (INCQS) perform analysis of a great variety of
injectable products, among them, we find anti-venom, anti-rabies and anti-tetanus
sera. The Brazilian Pharmacopoeia states that rabbit which have received previous
injection of a biological products is not allowed to be re-used in another assay for the
same kind of product. This fact implies on using a great number of animals. Due to
the lack of information in the scientific literature about the re-use of rabbits which
have received previous injection of hyperimmune sera, this study was elaborated
using an experimental design where animals were divided into four groups that
received from a single injection of 1ng/mL spiked sera up to a group that received 3
negative sera injections in a 48 hours interval and challenged on day 7 with spiked
serum. Results showed that the response to the positive stimulus did not presented
significant statistical difference, independently of the amount of negative sera
previously injected. So, it was possible to conclude that for Anti-Bothrops, Anti-rabies

and Anti-tetanus sera it is possible to reuse rabbits for 4 times within a 7-day period.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

a.C. antes de Cristo

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CECAL Centro de Criacao de Animais de Laboratério (Fundacao Oswaldo
Cruz)

CGPNI Coordenacéao Geral do Programa Nacional de Imunizagdes

CONASS Conselho Nacional de Secretarios Estaduais de Saude

CONASSEMS | Conselho Nacional de Secretarios Municipais de Saude

COX Ciclo-oxigenase

DFT Departamento de Farmacologia e Toxicologia

d.C. depois de Cristo

DST Doencas Sexuais Transmissiveis

ECVAM European Commmitee for Validation of Alternative Methods.

e.g. Por exemplo

FIOCRUZ Fundacao Oswaldo Cruz

FUNASA Fundacao Nacional de Saude

IL-18 Interleucina-1 beta

IL-6 Interleucina-6

INCQS Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

LACENS Laboratério Centrais de Saude

LAL Lisado de Amebdcitos de Limulus

LPS Lipopolissacarideo

OPAS Organizacao Pan-Americana de Saude

PNI Programa Nacional de Imunizagao

PG Prostaglandina

PGE. Prostaglandina E;

PVC Policloreto de vinila

SAA Soro anti-aracnidico

SAB Soro anti-botrépico

SABC Soro anti-botrépico-crotalico

SABL Soro antibotrépico-laquético

SABo

Soro anti-botulinico

X1




SAC

Soro anti-crotalico

SAD Soro anti-diftérico

SAEI Soro anti-elapidico

SAEs Soro anti-escorpidnico

SALox Soro anti-loxoscélico

SAL Soro anti-laquético

SALon Soro anti-lonémico

SAR Soro anti-rabico

SAT Soro anti-tetanico

SIDA Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

SIH-SUS Sistema Informacéo Hospitalar — Sistema Unificado de Saude
SIM Sistema de Informacao de Mortalidade

SINAN Sistema Nacional de Agravo de Notificacao

SINITOX Sistema Nacional de Informacgdes Téxico-Farmacoldgicas
SNVS Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria

SVS Secretaria de Vigilancia em Saude

Tc Temperatura controle

TNF-o Fator de Necrose Tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha)
UE Unidades de Endotoxinas

USP Farmacopéia dos Estados Unidos (United States Pharmacopoeia)
VISA Vigilancia Sanitaria

VIT Variagao Individual de Temperatura

Xii




LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Esquema da seqiéncia de eventos que envolvem a acao de
Vigilancia Sanitaria com a participacao do Laboratério Oficial.(Adaptado
da Fundacao Oswaldo Cruz, 1998)

FIGURA 2 — Mecanismo de febre (Adaptado de ENDRES et al, 1987 e
DINARELLO et al, 1988)

FIGURA 3 - (a) Limulus poliphenus (Caranguejo —Ferradura) e (b)

Extracdo da hemolinfa do caranguejo

FIGURA 4 — Casos de intoxicacdo com animais pegonhentos no Brasil
no periodo de 2001 a 2005

FIGURA 5 - Distribuigdo dos soros hiperimunes analisados no Setor de

Pirogénio no periodo de janeiro de2005 a dezembro de 2007
FIGURA 6 — SeqUéncia de fotos do Teste de Pirogénio “in vivo”.

FIGURA 7 — Esquema do procedimento do Teste do sangue Total.

FIGURA 8 — Esquema de diluicao da curva-padrao de IL-18.
FIGURA 9 — Esquema de diluicao da curva-padrao de IL-6.
FIGURA 10 - Procedimento para dosagem de IL-1f.
FIGURA 11 — Procedimento para dosagem de IL-6.

FilGURA 12 - Curva dose-resposta nas concentragdes de 0,5, 1,2 e 4
ng/mL/kg de LPS de E.coli em coelhos .

FIGURA 13 - Liberagdo de IL-1B em sangue total humano
criopreservado.

FIGURA 14 - Liberacao de IL-6 em sangue total humano criopreservado.

FIGURA 15 — Gréfico da Reutilizacao de coelhos que receberam SAB
negativo e positivo. Experimento 1 (n=3).

FIGURA 16 — Demonstracao do efeito da administracao repetida de Soro
Antibotrépico negativo, seguida de SAB contaminado com 1 ng/mL.

04

13

15

19

25

31

31

32

33

34

37

38

39

40

41

Xiii



FIGURA 17 — Gréfico da Reutilizacao de coelhos que receberam SAB
negativo e positivo. Experimento 2 (n=3)

FIGURA 18 — Grafico da Reutilizacdo de coelhos que receberam SAB
negativo e positivo Experimento 3 (n=5).

FIGURA 19 — Grafico da reutilizacao de coelhos que receberam SAB
negativo e positivo. Média dos 3 experimentos (n=11).

FIGURA 20 - Administracdo de SAB contaminado com 1 ng/mL
demonstrando que nao ocorre elevacao de resposta quando da segunda
aplicacao de SAB (média de n=2).

FIGURA 21 - Comparagdo das varia¢des individuais de temperatura,
apresentando os resultados obtidos de animais que receberam SAB
positivado somente no dia 1, SAB positivado no dia 3 ou no dia 5, tendo
recebido previamente SAB negativo e SAB positivado no dia 5, tendo
recebido SAB negativo somente no dia 1.

FIGURA 22 - Gréfico da reutilizagcdo de coelhos que receberam SAR
negativo e positivo (n=6).

FIGURA 23 — Grafico da reutilizacao de coelhos que receberam SAT
negativo e positivo (n=6).

Figura 24 — Resultados de levantamento em base de dados Scirus,
usando palavras-chave “Animal Testing Alternatives & Use of Laboratory
Animals & Refinement/Replacement/Reduction” (Reinhardt, 2008).

42

42

43

44

44

45

46

53

Xiv



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Casos registrados de Intoxicacdo humana, de intoxicacéao
animal, e de solicitacdo de informacéao por agente téxico no Brasil no ano
2005

Tabela 2: Resultados do LAL cromogénico end-point de endotoxina de E.
coli de referéncia e de soros hiperimunes

Tabela 3: Conclusao dos testes de pirogénio in vivo em solucao de cloreto
de sédio (NaCl) a 0,9% e soro anti-botrépico.

Tabela 4: Custo de 1 amostra e de 5 amostras (GEMOC)

18

38

39

47

XV



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - Produtos sujeitos a Vigilancia Sanitaria analisados pelo
Ensaio de Pirogénio in vivo e in vitro e os principais tipos de analise

estabelecidos pelos Programas dos laboratérios oficiais

QUADRO 2 - Esquema das administragées, nos coelhos, das amostras
contaminadas com 1 ng/mL de LPS de Escherichia coli (A+) e nao
contaminadas (A) nos grupos experimentais.

QUADRO 3 - Preparo das concentragdes de endotoxinas da curva

padrao

QUADRO 4 - Etapas do Procedimento de andlise do LAL Cromogénico

27

28

XVvi



SUMARIO

1 -

2 -

w
1

N

5-
6 -
7 -

INTRODUGCAO

1.1 — Controle da Qualidade de Produtos Injetaveis

1.2 — O Teste de Pirogénio“in vivo”

1.3 — Mecanismo da Febre

1.5 — Métodos Alternativos

1.4 — Soros Hiperimunes

1.6 - Justificativa

OBJETIVO

2.1 — Objetivo geral

2.2 — Objetivo especifico

MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

3.2 —Amostras e Solucdes

3.2.1 — Curva dose-resposta

3.2.2 — Soros Hiperimunes

3.3 — Teste de Pirogénio “in vivo”

3.3.1 — Curva dose-resposta

3.3.2 — Avaliacdo da contaminagao das amostras( spike )

3.4 — Desenho Experimental do Estudo de Reutilizagdo de Coelhos
3.5 — Ensaios complementares

3.5.1 — Teste de Endotoxinas

3.5.1.1 — Preparo da curva padréo e procedimento de analise
3.5.2 — Teste do Sangue Total

3.5.2.1 — Doadores de Sangue

3.5.2.2 — Procedimento do Teste do Sangue Total

3.5.2.3 — Dosagem de citocinas( Interleucina -1, Interleucina-6 )
3.6 — Analise Estatistica

3.7 — Avaliacado da Reducéo de Custo do Ensaio de Pirogénio ‘“in vivo”

RESULTADOS

4.1 — 12 Etapa:Curva Dose-Resposta

4.2 — 22 Etapa:Teste de Endotoxina

4.3 — 32 Etapa:Teste do Sangue Total

4.4 — 42 Etapa:Teste de pirogenicidade da dose limite de LPS
4.5 — 52 Etapa:Estudo sobre a reutilizagdo de animais submetendo a
administracdes anteriores de soros hiperimunes

4.5.1 — soro anti-botrépico

4.5.2 — soro anti-rabico

4.5.3 — soro anti-tetanico

4.6 — Avaliagao de redugao de custo do Ensaio “in vivo”
DISCUSSAO

CONCLUSOES

REFERENCIAS

10
14
16
20
22
22
22
23
23
23
23
24
24
26
26
26
28
28
28
30
30
30
31
35
35
36
36
37
38
39
40

40
45
46
46
48
54
55

Xvil



1 — INTRODUCAO

A Lei n® 8.080/90, em seu Artigo 6°, paragrafo 1°, define Vigilancia Sanitaria como
sendo “um conjunto de agdes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude
e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo e
circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude” (BRASIL,
1990). Este conjunto de acbes é desenvolvido pelo Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria (SNVS), onde diversas etapas devem ser realizadas, indo desde a coleta
das amostras até a acao de Vigilancia propriamente dita, passando pelas analises
laboratoriais (PRESGRAVE, 2003).

A Vigilancia Sanitaria visa a promocao, a protecdo, a recuperagao e a
reabilitacdo da saude. Para isso, ela atua sobre diversos fatores de risco
associados a produtos, insumos e servigos relacionados com a saude, ambiente,
transportes, cargas e pessoas. Para esta atuacao tao diversificada, a Vigilancia
Sanitaria se vale de uma multidisciplinaridade que envolve diversas areas do
conhecimento técnico-cientifico que inclui a quimica, a farmacologia, a engenharia
civil, a epidemiologia, a biosseguranca e a bioética, entre outras (COSTA e
ROZENFELD, 2000).

Fazem parte do SNVS, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o
Conselho Nacional de Secretarios Estaduais de Saude (CONASS), o Conselho
Nacional de Secretarios Municipais de Saude (CONASSEMS), os Centros de
Vigilancia Sanitarias Estaduais, do Distrito Federal e Municipais (VISAS), os
Laboratoérios Centrais de Saude Publica (LACENS), o Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS), a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e os
Conselhos Estaduais, Distrital e Municipais de Saude (INCQS, 2004).

A criacdo da ANVISA, por Medida Proviséria em 1998 (MP n® 1.791-1,
posteriormente transformada na Lei n® 9.782/99), impds novos desafios ao Sistema
Nacional de Vigilancia Sanitaria, levando o INCQS a ter um papel mais efetivo como
referéncia nacional (INCQS, 2004).



O Decreto n® 4.725, de 9 de junho de 2003 no seu artigo 28, paragrafo 2°
define como uma das competéncias do INCQS o “estabelecimento de normas e
metodologias de controle da qualidade para a rede de laboratérios do Sistema Unico
de Saude”. Além disso, tem como missdo: “contribuir para a promocao e
recuperacao da saude e a prevencao de doencas, atuando como referéncia nacional
para as questdes cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de
produtos, ambientes e servigcos vinculados a Vigilancia Sanitaria”. E como érgao
publico federal, de carater técnico-pericial, assume atividades exclusivas de Estado.
Atua em todo territério nacional, atendendo ao SNVS e interagindo com
organizacdes internacionais, vinculadas a qualidade de produtos ofertados a
populacao (INCQS, 2004).

A natureza das atividades do INCQS € eminentemente de carater técnico-
cientifico, abrangendo as &reas de alimentos; medicamentos; soros e vacinas;
saneantes domissanitarios; kits, reagentes e insumos diagndsticos; cosméticos;
artigo e insumo de saude; sangue e hemoderivados; saude ambiental; artigos e
insumo para dialise. Seu trabalho busca assegurar a prevengao da ocorréncia de
possiveis efeitos indesejaveis a saude humana, decorrentes da utilizacdo de
insumos, produtos ou servicos inadequados (INCQS, 2004).

Existem trés diplomas legais que norteiam, até a presente data, parte das acoes
de Vigilancia Sanitdria no pais, além de alguns parametros de identidade,
juntamente com as Portarias e resolu¢des especificas para cada produto. Em 1976,
surge a Lei 6360/77, denominada a Lei de Vigilancia Sanitaria que foi regulamentada
através do Decreto 79094, de 05/01/77. Neste ano surge também, a Lei 6437/77 que
determina as infragdes sanitarias, as sancdes, estabelece regras para coleta de
amostras, defesa etc (COSTA e ROZENFELD, 2000).

Competem aos Laboratérios Oficiais trés tipos de andlises laboratoriais: Analise
Prévia, a que é realizada antes do produto ganhar o mercado determinando se o
registro sera ou nao concedido; Analise de Controle, ap6s a colocacao do produto
no mercado, para verificacdo da conformidade do mesmo em relacdo aos dados
apresentados por ocasido da solicitacdo do registro; e Analise Fiscal, que é



efetuada em amostras de produto, em carater de rotina para apuracao de infracédo ou
verificacdo de ocorréncia de desvio quanto a qualidade, seguranca e eficacia dos
produtos ou matéria-primas. Existe, também, a Pericia de Contraprova que é
realizada em amostras de produtos sob o regime de Vigilancia Sanitaria, quando
ocorrer discordancia do resultado condenatério da analise fiscal (BRASIL, 1977a;
BRASIL, 1977b).

Além desses tipos de analises estabelecidas pela legislacdo sanitaria, os
Laboratérios Oficiais podem realizar outros tipos de andlises nao previstas na
legislacdao: Analise de Orientacado, que é efetuada em amostras de insumos ou
produtos, encaminhados por 6rgaos publicos responsaveis pela execucdo de
programas nacionais e/ou regionais de saude (e.g. andlises de imunobiolégicos para
a Coordenacao Geral do Programa Nacional de Imunizagcao/Secretaria de Vigilancia
a Saude (CGPNI/SVS), kit diagndsticos para o Programa de Doencas Sexualmente
Transmissivel (DST/Aids etc); Analise Especial, que é de iniciativa do laboratério
oficial, efetuada em amostras de insumos ou produtos, que visa atender a programas
de pesquisa e desenvolvimento de metodologias analiticas, estabelecimentos de
materiais de referéncia etc e Estudo Colaborativo que é realizado em amostras ou
produtos, para fins de validagao interlaboratorial de metodologias analiticas e para a
determinacao de parametros em amostras ou substancias de referéncias (INCQS,
2004).

Os Laboratoérios Oficiais quer seja no nivel federal (INCQS) ou no nivel
estadual (Lacens) tém um importante papel no sentido de efetuarem as analises
laboratoriais que irdo, de acordo com a legislacao, subsidiar as acdes de Vigilancia
Sanitaria pelos 6rgaos competentes. Desta maneira, as amostras de produtos para
analise sao coletadas pelo 6rgao de fiscalizagdo, enviadas ao laboratério oficial que,
apos as analises laboratoriais emite um boletim analitico (laudo) que servira para as
acOes de Vigilancia Sanitaria por parte das Secretarias ou da ANVISA, conforme o

esquema na Figura 1.
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FIGURA 1 — Esquema da seqliéncia de eventos que envolvem a agdo de Vigilancia Sanitaria com a
participagdo do Laboratdrio Oficial (Adaptado de FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ, 1998).

O o6rgao de fiscalizagcdo (municipal, estadual ou federal) apreende e coleta a
amostra de acordo com o estabelecido na legislacao sanitaria vigente (Lei 6.437/77,
Art. 27). A amostra é encaminhada ao laboratério oficial para proceder as analises
laboratoriais, conforme descritas nos compéndios, Farmacopéias, portarias ou
quaisquer outros dispositivos oficiais, de acordo com a natureza do produto e com a
denuncia feita; se for o caso, para a verificagdo do possivel desvio da qualidade. O
laboratério oficial emite um Boletim Analitico (laudo), que sera enviado aos 6rgaos
de Vigilancia Sanitaria competentes, para que estes procedam a acdo adequada
(INCQS, 2004).

Para que todo esse processo seja eficiente, se faz necessaria uma perfeita
integracao entre os diversos 6rgaks, havendo clareza nos termos de apreensao da
amostra, para que o laboratério possa adequadamente definir as andlises a serem

realizadas, visando agodes justas, transparentes e eficazes (PRESGRAVE, 2003)



1.1 - Controle da Qualidade de Produtos Injetaveis

Todos os produtos injetaveis de uso humano, sujeitos a Vigilancia Sanitaria,
qgue se encontram no mercado, devem ser livres de pirogénio (PRESGRAVE, 2003).
Medicamentos e hemoderivados somente chegam para andlise nos Laboratérios
Oficiais através de denuncias ou de programas estabelecidos com Secretarias
Municipais ou Estaduais de Saude. No caso especifico de soros e algumas vacinas,
as analises sao realizadas lote a lote, como parte do Programa Nacional de
Imunizacao, requisito basico para a efetivacdo da compra dos mesmos pela SVS.
Além destes, também sofrem anadlises todos os dispositivos médicos que servirdo
como instrumento de administracdo de fluidos ou solugcées (Quadro 1) (INCQS,
2004).



QUADRO 1 - Produtos sujeitos a Vieilancia SanitdRia analisados pelo Ensaio
de Pirogénio in vivo a in vitro e os principais tipos de analise estabelecidos pelos

Programas dos laboratérios oficiais

PROGRAMA PRKDUTOS Modalida@e “In vivo” “In vitpo”
Predominante

MEDICAMENTKS Sol.Glicose a 5% fiscal X X
Sol. NaCl a 0,9! fiscal X X
fiscalXX Sol.Glico-fisiolOcica fiscal X X
Solugéo de Gelatina Solucdo de didlise peritonial fiscal X X
VACINAS E VaCina anti hepatiTe B orientacao X ¥
SOROS HIPERIMUNES  Vacina anti meningocécica AC orientagdo X *
Vacina anti pneumocdcica orientacao X *
Soro anti-botrépico orientagao X *
Soro anti-crOtélico orientacao X ¥
Soro anti-botrépico-crotélico orientagao X *
Soro anti)laquético orieNpacdo X ¥
SorO anti-botrépico)laquético orienpagdo X *

Soro anti- X *
aracnidicoirientacdo .
Soro anti-elapi ico orientacdo X ’
Soro anti-diftérico orienpagao X *

Soro anti-escorpidnico orientacdo X
Soro anti-loxoscélico orientacao X *
Soro Anti-lonémico orientacao X *
SKro anti-rdbico Orientacdo X *
Soro anti-tetanico orientacao X *
SANGUE E Albumina a 25% orientacao X *
HEMODERIVADOS .
Fator VIII orientacdo X ’
Fatkr IX orientacao X *
Imunoglobulinas Humanas orientacdo X *
ARTIGOS E INSUMOS  Bolsa de Sangues fiscal/prévia X X

DE SAUDE

Seringas descartaveis fiscal X X
Agulhas descartdveis fiscal X X
Cateter fiscal X X
Kit Aférese fiscal/prévia X X

* LAL nao aplicavel

A contaminacdo pirogénica destes produtos pode trazer sérios riscos a saude
humana causando desde febre até a morte, passando por alteragdes vasculares e
choque pirogénico. No caso da contaminagao por endotoxinas, a sua caracteristica
termostavel pode ser um grave problema, jA& que o processo de esterilizacdo



tradicional ndo é suficiente para evitar estas reagdes que sdo passiveis de
prevencao através da observancia das Boas Préaticas de Fabricacdo e do controle da
qualidade destes produtos (HARTUNG et al, 2001; HOFFMANN et al, 2005a).

1.2 — O Teste de Pirogénio “in vivo”

A maior parte das informacdes cientificas sobre pirogénios e substancias
capazes de induzir febre surgiram nos ultimos cinglienta anos, enquanto o estudo
da febre e seus sintomas séo tdo antigos quanto a prépria medicina, com relatos de
até dois mil anos a.C. (PEARSON, 1985).

Na Grécia antiga a febre ja era considerada por médicos como um agente
terapéutico e ndo como uma patologia. Parménides (500 a.C.) e Rhupos de Epheso
(100 d.C.) compartilhavam deste conceito e acreditavam que, se a febre pudesse
ser produzida artificialmente, certamente poderia curar grande parte das doencas. A
nocao de que a elevacao de temperatura poderia estar relacionada a administracdo
intravenosa de uma substancia surgiu em 1642, com Ulahrendorf que relacionou
experimentos sujeitando caes a injecées de vinho com o surgimento de reacdes de
febre (PEARSON, 1985).

Em 1822, Gaspar publicou um trabalho verificando que infusdes intravenosas
de diversas substancias, como leite de vaca fresco e urina humana, causavam uma
reacao febril de menor intensidade quando comparado a pequenas infusbes de
material putrefeito. Pannum, 1874 em seus estudos sobre o mecanismo através do
qual um material putrefeito causava febre, concluiu que a substancia responsavel
pela inducdo de febre era termoestavel, solivel em agua e insoluvel em alcool,
diferente de bactérias vivas. Poucos miligramas desta substancia em injecao
intravenosa eram suficientes para provocar uma elevacdo de temperatura
(PEARSON, 1985).



Em 1862, Billbroth, foi provavelmente o primeiro pesquisador a usar o termo
pirogénio (do grego pyro que significa fogo e genesis que significa criar) para
designar as substancias capazes de induzir reacoes febris. A partir de entao, muitos
autores usaram este termo em diversos trabalhos e muito foi estudado sobre este
fenbmeno. Foi Burdon-Sanderson o que mais escreveu sobre os mecanismos da
febre, quando, em 1876, lancou a discussao indagando se a origem da resposta
febril estava nos agentes exdgenos ou em agentes enddgenos liberados por células
do hospedeiro. Estas idéias estavam muito proximas do que atualmente
entendemos sobre esse mecanismo (PEARSON, 1985).

Outro evento importante foi a descoberta do sistema de classificacdo de Gram,
pois assim, Hort e Penfold em 1912 dividiram as bactérias Gram-negativas como
sendo pirogénicas e as Gram-positivas como nao-pirogénicas, quando aplicadas em
coelhos. Este fato mais tarde foi descaracterizado por Co Tui (1942), que
demonstrou que a resposta pirogénica nao estava ligada somente a um ou outro
grupo, mas se tratava de uma resposta dissociada da patogenicidade dos
microorganismos (PEARSON, 1985).

Em meados de 1930, Seibert completa uma série de estudos classicos, que
comprovaram que a “febre de injecao”, terminologia da época, estava associada a
terapéutica intravenosa de produto bacteriano filtrado, comumente referida como
pirogénio (PEARSON, 1985). Para detectar a presenca ou auséncia de reacoes
febris causadas pelas suas solugdes teste, Seibert selecionou o coelho como sendo
o animal modelo. Desde entdo, varias espécies foram testadas para a resposta
febril quando se injetava pirogénio bacteriano. Macacos, cavalos, caes e gatos,
assim como os coelhos reproduziram uma resposta similar a do homem. Em outros
animais como ratos, cobaias, camundongos, hamsters e galinhas a resposta ao
pirogénio foi irregular, prejudicando a interpretacdo dos resultados. Por razao de
conveniéncia e economia, a selecao final do animal modelo para pirogénio ficou
com o cao e o coelho (PEARSON, 1985).

Ainda nesta década de 1930, solucdes de dextrose e salina (parenterais de

grande volume) foram pela primeira vez avaliadas nas industrias quanto a presenca



de pirogénio. A grande vantagem anunciada para estes produtos era a exigéncia no
rétulo da auséncia de pirogénio. A afirmacéo de auséncia de pirogénio era resultado
das andlises realizadas nos lotes dos produtos acabados pelo controle da qualidade,
baseado no teste em coelhos desenvolvidos por Seibert e seus colaboradores
(WILLIAMS, 2001).

Em 1942, Co Tui, pesquisador de grande experiéncia com caes e coelhos,
relatou vantagens e desvantagens de ambas as espécies na realizacao do ensaio
de pirogénio e concluiu que o coelho era o melhor animal para o teste de auséncia
de pirogénio e o cao responderia melhor a presenca de pirogénio. Desta forma, o
coelho tornou-se o animal modelo para o ensaio de pirogénio (WILLIAMS, 2001).

Com a Il Guerra Mundial surgiu uma grande demanda na terapia de parenterais
de grande volume o que atraiu a necessidade de garantir um ensaio para auséncia
de pirogénio em preparagédo intravenosa no compéndio oficial da Farmacopéia
Americana. Assim, em 1941, o Comité de Revisdo da USP autorizou o Subcomité 3
em Ensaios Biolégicos a iniciar o primeiro estudo colaborativo para o Ensaio de
Pirogénio sob a direcdo de Henry Welch. Os resultados destes estudos foram
publicados em 1943 (WILLIAMS, 2001).

Portanto, o primeiro método oficial para deteccao de pirogénio foi incorporado a
décima segunda edicdo da Farmacopéia Americana sendo utilizado na sua forma
original até recentemente. Apenas em 2001, a Farmacopéia dos Estados Unidos
(USP XXIl) modificou os critérios de satisfatoriedade do teste, tornando-os mais
rigorosos, considerando como febre a variacao individual de temperatura igual ou
superior a 0,5°C, substituindo o critério anterior de igual ou superior a 0,6°C. Em
2003, a Farmacopéia Brasileira mudou o seu critério também, no fasciculo 5° da 42

edicao.

O teste de pirogénio in vivo fundamenta-se na medida do aumento de
temperatura corporal de coelhos, apés injecao intravenosa da solu¢cao em analise,
onde se toma a temperatura retal dos animais a intervalos de 30 minutos, por um
periodo de 3 horas (PEARSON, 1985; BRASIL, 2003; ESTADOS UNIDOS, 2007).



E um ensaio que pode aprovar ou rejeitar uma amostra sendo utilizado para
produtos que podem ser tolerados por coelhos em doses que ndao excedam 10
mLKkg de peso corporal, quando administrado dentro do periodo ndo superior a 10
minutos. Para produtos que necessitem preparacdo preliminar ou diluicbes
apropriadas, estas condi¢cdes sado estabelecidas nas monografias das farmacopéias
(BRASIL 2003;ESTADOS UNIDOS , 2007; INGLATERRA, 2004 ). A resposta
pirogénica em coelhos tem uma caracteristica bem marcante, pois se inicia cerca de
45 minutos apos a injecao intravenosa, atingindo o seu pico na faixa de 60 a 90
minutos, iniciando uma descida ao nivel basal (perfil monofasico) (WILLIAMS, 2001).
Cabe ressaltar que os coelhos respondem a mesma concentracdo limite que o
homem, ou seja, 1ng/kg, o que equivale a 5 EU/kg (HOESCHSTEIN, 1990) .

No que tange a reutilizacdo de animais, todas as farmacopéias internacionais
preconizam que, quando o ensaio € considerado negativo, os animais podem ser
reutilizados, respeitando intersticio de 48 horas. No caso de teste positivo, deve-se
obedecer a um intervalo de 14 dias para que os mesmos tornem a serem usados,
para qualquer produto(ESTADO UNIDOS, 2007; INGLATERRA, 2004). A
Farmacopéia Brasileira na sua ultima edicdo ndo recomenda a reutilizacdo de
coelhos para soros hiperimunes devido a falta de estudos anteriores, porém mantém
as condigbes de reutilizacdo de animais para os demais produtos (BRASIL, 2003).
Isto significa que, no caso de produtos nao bioldgicos, e. g., parenterais de grande
volume, nao ha restricdo quanto a reutilizagdo dos animais, podendo 0s mesmos ser
utilizados novamente em novos testes. Entretanto, quando os coelhos receberem

um produto biolégico, sé é permitida uma Unica administragao.

1.3 - Mecanismo da Febre

A febre é definida como sendo uma elevacao da temperatura corpérea acima
do normal. Entretanto, devemos diferencia-la de hipertermia. A febre ocorre quando
h& uma mudanca no termostato hipotalamico, enquanto que a hipertermia € uma
elevagdo da temperatura sem interferéncia do hipotdlamo e ocorre quando os
mecanismos periféricos de dissipacado do calor estdo bloqueados, tanto por razées
ambientais quanto por razdes fisiolégicas (DINARELLO, 1988; PRESGRAVE, 2003).
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Todos os processos enzimaticos sao afetados pela variagdo de temperatura no
organismo. A temperatura normal do corpo humano varia entre 35,92 e 37,4°C e
deve-se ao resultado da diferenga entre a producédo e perda de calor e pode sofrer
variagdes com exercicios e com temperaturas ambientais muito elevadas. A maior
parte do calor é produzida por tecidos internos como musculos e visceras que sao
isolados e protegidos do meio externo por tecidos subcutdneos, pele e tecido
adiposo (DINARELLO, 1988).

As principais fontes de producdo de calor do corpo sdo as reagdes de
metabolismo. Neurotransmissores como epinefrina e norepinefrina agem na célula
aumentando a producdo de energia liberada na forma de calor. Reacgbes
involuntarias como calafrios e “bater os dentes” sdo desencadeadas por impulsos
vindos do hipotalamo e toda a energia produzida é liberada na forma de calor
(DINARELLO, 1988).

A perda de calor pelo organismo ocorre, em sua maior parte, sob a superficie
da pele onde ha diversas juncbes arterio-venosas, que quando abertas permitem
gue o sangue arterial passe diretamente para o sistema venoso, por onde o calor €
dissipado para o meio externo (DINARELLO, 1988).

Os pirogénios podem ser divididos em dois grupos: exdgenos, que tém sua
origem fora do organismo e enddgenos, que sao produzidos pelo hospedeiro. Os
pirogénios exégenos podem se originar de diversas fontes como bactérias, virus,
fungos, materiais antigénicos e alguns medicamentos. Os pirogénios enddégenos sao
produzidos pelo organismo como resposta as infecgdes. Sdo secretados por
fagocitos mononucleares (neutréfilos, mondcitos e macréfagos) e pertencem a uma
classe de imunopeptideo chamada citocina (BEUTLER, 2002; HOFFMANN et al,
2005Db).

A endotoxina, principal pirogénio exogeno, também designado como

lipopolissacarideo (LPS), proveniente de bactérias Gram-negativas é responsavel
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pela maior parte das contaminagdes importantes encontradas em produtos injetaveis
e também a mais estudada. E um composto termo-estavel que resiste aos ciclos
normais de esterilizacao, havendo a necessidade de se proceder a sua inativagao
(despirogenizacao) através de diferentes métodos tais como, ciclos longos em calor
seco em altas temperaturas (acima de 180°C), condicoes altamente alcalinas ou
acidas e, em alguns casos, com o uso de polimixina B. Além da pirogenicidade, a
endotoxina pode, dependendo da dose apresentada, ativar o sistema de
coagulagao, alterar o metabolismo de carboidratos, ativar o sistema complemento,
causar agregacao plaquetaria, liberar aminas vaso-ativas, causar choque, entre
outros efeitos (PEARSON, 1985; WILLIAM, 2001).

Os pirogénios exdgenos quando entram na corrente sanglinea ativam células
de defesa principalmente mondcitos, que liberam mediadores inflamatérios, (IL-18; IL-
6; TNF-a) que, através da via de ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2) levam a
transformacdo do acido aracddnico em prostaglandinas (PGs). A producdo de
prostaglandinas pode ser inibida por medicamentos da classe dos antiinflamatérios
nao esteroidais que interferem no processo enzimatico através da inibicao por ligacao
reversivel (ou n&o) as enzimas ciclo-oxigenases (NETEA et al, 2000, LEWIS, 1986;
ENDRES et al, 1987; DINARELLO, 1988; DINARELLO, 2004, SAPER e BREDER,
1994; COCEANI e AKARSU, 1988). Na Figura 2 podemos observar o esquema da
patogénese da febre, onde os pirogénios exdégenos atuam sobre macréfagos
induzindo a liberagdo de mediadores inflamatérios (citocinas). Estes mediadores
atuam no hipotadlamo alterando o “set-point” e desencadeando mecanismos de
producdo e conservacao de calor, resultando na febre (ENDRES et al, 1987 e
DINARELLO et al, 1988). Todo este mecanismo, associado ao aumento de cobre e
reducao de ferro visa a defesa do organismo contra microorganismos invasores
(HAAR e MOGENSEN, 1978; de RUIJTER et al, 1988).
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FIGURA 2 - Mecanismo da febre (Adaptado de ENDRES et al, 1987 e DINARELLO et al, 1988).
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1.4 - Métodos Alternativos

Nos ultimos anos, as campanhas contra a utilizacdo de animais de laboratério
tém obtido muito espaco na midia, da mesma forma que tem crescido o nimero de
grupos anti-vivisseccionistas e, com eles, as pressdes para a nao realizacdo de

experimentos em animais.

Com a publicacao do livro “The Principles of Humane Experimental Technique”
por Russel e Burch, em 1959, foi introduzido o conceito dos 3Rs (“Reduction,
Refinement and Replacemen” no meio cientifico, que consiste na reducao do
namero de animais, no refinamento das técnicas experimentais minimizando o
sofrimento do animal e preservando o seu bem estar, e quando possivel a
substituicao dos testes realizados in vivo por testes in vitro (PRESGRAVE, 2002).
Este conceito evoluiu como uma tendéncia mundial, iniciando uma forte pressao
com implicacbes éticas quanto a nao utilizacdo ou diminuicdo do numero de animais

em pesquisas cientificas (BALLS et al, 1995).

Um grande esforgo vem sendo realizado na busca por métodos alternativos ao
teste de pirogénio in vivo. Desde a década de 1970, com o desenvolvimento do
Teste do Lisado de Amebdcitos de Limulus (LAL)', se busca alternativa ao teste em
coelhos. Entretanto, o Ensaio de endotoxinas s6 foi considerado método
farmacopéico em 1985, em alguns produtos onde o teste em animal ndo poderia ser
utilizado (e.g. anestésicos, radio-farmacos etc), numa tentativa de substituir o uso de
coelhos em produtos que nao tenham interferéncia com o LAL (e.g. parenterais de

grande volume, agua para injecao etc).

O teste de LAL se baseia na reacao da endotoxina com o lisado do amebdcito
do Limulus poliphemus - caranguejo-ferradura (Figura 3). E um ensaio in vitro muito
sensivel e foi implementado para um grande nimero de produtos, entretanto, possui
a limitacao de detectar somente endotoxinas, ndo detectando a presencga de outras
substancias pirogénicas (MOESBY et al, 2000; HARTUNG et al, 2001).

O teste de LAL estd denominado na Farmacopéia como Ensaio de Endotoxinas.
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Além disso, como mencionado anteriormente, este teste ndo é preconizado
para algumas vacinas, soros hiperimunes e hemoderivados, em funcdo das
interferéncias provocadas por esses produtos na reagao de gelificacdo (HARTUNG
et al, 2003, PRESGRAVE, 2003).

FIGURA 3 — (a) Limulus poliphenus (Caranguejo-Feradura), (b) Extracao da hemolinfa do

Caranguejo (Foto extraida do folder da Whitaker Bioproduct, Inc.)

Seguindo a tendéncia mundial na busca por métodos alternativos ao uso de
animais, o teste de liberacdo de citocinas utilizando linhagens celulares ou sangue
humano foi desenvolvido no final da década de 1980 e inicio dos anos 1990,
tomando por base o principio do mecanismo da febre. Este método quantifica
mediadores inflamatérios envolvidos neste processo (IL-1B, IL-6, TNF-a), que
atingem o centro termorregulador hipotalamico, levando a febre através de
transformacao do acido aracddnico em prostaglandina E, no hipotalamo anterior
(POOLE et al, 1988; HARTUNG e WENDEL, 1995; HARTUNG e WENDEL, 1996;
NETEA et al, 2000; HARTUNG, 2001; CALDEIRA, 2005; PRESGRAVE, 2005). As
perspectivas de uso do método de liberacdo de citocinas in vitro incluem a sua
utilizacdo tanto por 6rgaos reguladores quanto pelas industrias, uma vez que
abrange todos os pirogénios, além de nao representar gastos com a manutencao de
animais. Este método passou recentemente pelo processo de validagdo envolvendo
estudo colaborativo, avaliando-se a variagdo intra-e interlaboratorial para alguns
medicamentos. (HOFFMANN et al, 2005b; SCHINDLER et al, 2006, ECVAM, 2006).
Porém os estudos nao incluem produtos biolégicos de importancia nacional como os
soros hiperimunes. Assim, o coelho permanece como Unica alternativa para

avaliacao da contaminacgao pirogénica de imunobioldgicos (FREITAS, 2005).
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Em alguns casos onde a substituicdo ainda nao é possivel, a concep¢ao da
reducdo (3 Rs) € uma alternativa estratégica ao uso de animais. Esta primeira
concepcao pode ser aplicada ao teste de pirogénio, ja que o Ensaio de Endotoxinas
e a Liberacéo de citocinas sdo modelos de substituicdo que no momento ainda nao
podem ser aplicados para produtos biolégicos. Apesar da caréncia de dados na
literatura, foi apresentado um estudo durante a “Primeira Oficina de Ensaios
Biolégicos” em Cuba onde foi comprovada a possibilidade de reutilizacdo dos
animais nos testes de pirogénio para a vacina anti-hepatite B até trés ou quatro
vezes em um periodo de uma semana, reduzindo em até um terco o numero de
animais (BOURG et al, 1997).

1.5- Soros Hiperimunes

Soros sao produtos de origem biolégica e fazem parte do grupo dos
imunobiolégicos. Sao utilizados para tratar intoxicagdes provocadas pelo veneno de
animais peconhentos (serpentes, escorpides, aranhas etc) ou por agentes
infecciosos e suas toxinas, como os causadores da difteria, botulismo e tétano. Os
soros antipeconhentos sdo produzidos a partir da imunizagdo do cavalo, o qual
recebe o veneno especifico. No caso dos soros contra difteria, botulismo e tétano
sdo usados os toxdides preparados com material das proprias bactérias. Para a
producdo do soro anti-rdbico, € usado o virus rabico inativo (INSTITUTO
BUTANTAN, 2008)

No final do século XIX, a descoberta dos agentes causadores de doencas
infecciosas representou um passo fundamental no avangco da medicina
experimental. Houve um grande desenvolvimento de métodos de diagndstico e
tratamento de doencas como a difteria, tétano e célera. Um dos principais aspectos
deste avancgo foi o desenvolvimento da soroterapia, que consiste na aplicacdo no
paciente de um soro contendo um concentrado de anticorpos. A soroterapia tem a
finalidade de combater uma doenca especifica no caso de moléstias infecciosas, ou
um agente téxico especifico, como venenos ou toxinas (INSTITUTO BUTANTAN,
2008).
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Os acidentes por animais peconhentos constituem um importante problema
de saude publica para os paises em desenvolvimento, dadas a incidéncia, a
gravidade e as sequelas deixadas nos doentes. No Brasil existem pelo menos quatro
sistemas de informagdo que tratam do registro de acidentes por animais
peconhentos: o Sistema Nacional de Informagdes Todxico-Farmacoldgicas
(SINITOX), o Sistema Nacional de Agravos de Notificacao (SINAN), o Sistema de
Internacado Hospitalar (SIH-SUS) e o Sistema de Informagdo de Mortalidade (SIM).
Cada um destes sistemas possui caracteristicas préprias, foram criados para
atender demandas diferentes, e ao invés de se completarem, muitas vezes se
contradizem (BOCHNER, 2008).

No Brasil, dos quase 100.000 casos de intoxicacdo humana, animal, e de
solicitacdo de informacao registrada pelo SINITOX no ano de 2005, 26,71%
ocorreram com animais peconhentos. Estes indices sdo ainda mais altos do que os
casos envolvendo medicamentos (25,20%) que correspondem a principal causa de
intoxicacdo humana conforme descrito na Tabela 1 (SINITOX, 2008).
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Tabela 1: Casos registrados de intoxicagdo humana, de intoxicacao animal, e de
solicitagéo de informacado por agente téxico no Brasil no ano 2005 (extraido do site
do SINITOX, URL< http://www.fiocruz.br/sinitox/2005/tab4_brasil.pdf>).

Vitima Humana Anima Infarmagia Total
Agents n~ n” n n” %

Medicamentos 21828 150 3103 25179 2520
Agrotéicos/Uso Agricola o 130 1183 G870 6,87
Agrotéedcos/Uso Doméstico 2580 205 647 3442 3,44
Frodutos Veterinirios E7T 115 73 1070 1,07
Raticidas 3213 181 472 3866 3,87
Domissanitarnios 6506 82 501 7369 1.7
Cosmétices 208 1 76 885 0,89
Produtos Quimicos Industriais 4831 g3 875 5569 5,57
Metals [at] ] 102 827 0,83
Drogas de Abuso 2047 4 273 3219 322
Flantas 1785 BA 355 2216 222
Alimentos 223 g 5@ 8a7 0,90
knimais Pec /Serpentes 4pad 100 386 5430 5,43
tnimais Peg i Aranhas 4861 20 1382 6033 &6,04
finimais Fep /Escompides 5208 7 Till LTS 8,78 26,71
Cuiros Animais Pec.Venenosos G834 35 587 6459 6,46 %o
Animais nao R eponhentos F146 15 1458 6619
Desconhecido 2005 11 428 2542 2,54
Cutra 1270 a0 1383 2662 2,66
Total 84456 1350 14123 09929 100
% 84,52 1,35 1413 100

Fonre: MS / HOCRUZ / SINITOX

Ainda segundo dados do SINITOX, entre 2001 e 2005 (Figura 4,) os principais
casos de acidentes foram com escorpides, seguidos por aranhas e serpentes, sendo
que apenas em 2005 pode ser observado um ligeiro aumento envolvendo picadas

de aranha por um problema pontual na regiao sul do Brasil (SINITOX, 2008).
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Figura 4: Casos de Intoxicagdo com animais pegonhentos no Brasil no periodo de 2001 e 2005.

Percentual em relacdo ao total de casos. Fonte SINITOX

As trés maiores instituicbes produtoras de soros e vacinas no pais sao o
Instituto Butantan (SP), Instituto Vital Brazil (RJ) e a Fundacao Ezequiel Dias (MG).
As producdes sdo compradas pelo Ministério da Saude e utilizadas pelo Programa
Nacional de Imunizacao (PNI), através do envio as Secretarias de Saude para serem
distribuidas aos postos de aplicagdo de soro e vacinagdes. Além das Secretarias de
Saude, somente os Servicos de Saude das Forcas Armadas recebem o soro, que
pode ser encontrado nos postos de saude e em hospitais que foram aprovados pelo
Ministério da Saude. Cabe ao INCQS, desde de 1983, a responsabilidade pela
avaliagdo da qualidade dos mesmos antes de serem distribuidos as secretarias de

salde.

No Brasil, a legislagdo vigente preconiza que o controle da contaminagéo
pirogénica utilize o teste em coelhos para hemoderivados (BRASIL, 2000), soros
hiperimunes e algumas vacinas (BRASIL, 2003) sendo que, somente nos casos de
parenterais de grande volume é facultado o uso de testes em animais ou o0 Ensaio
de Endotoxinas (BRASIL, 1997). No periodo de 2000 a 2007, o Setor de Pirogénio
do INCQS analisou 2100 amostras de produtos injetaveis e dispositivos médicos,
dos quais, 994 (47,33%) corresponderam a soros hiperimunes. Dos soros
analisados, os de maior incidéncia sdo os soros anti-botrépico, anti-rabico, anti-

crotélico e antitetanico conforme demonstrado na Figura 5.
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SAB=Soro Anti-botropico; SAR = Soro Anti-rdbico;, SAC = Soro Anti-crotdlico; SAT = Soro Anti-tetdnico,
SAEs = Soro Anti-escorpionico; SAA — Soro Anti-aracnidico; SAEL = Soro Anti-elapidico; SABC = Soro Anti-
botrépico-crotdlico; SABL = Soro Anti-botropico-laquético; SAD = Soro Anti-diftérico; SALon = Soro Anti-

lonémico; SALox = Soro Anti-loxoscélico

Figura 5 - Distribuicdo dos Soros hiperimunes analisados no Setor de Pirogénio no periodo de janeiro
2000 a dezembro 2007.

1.6 — JUSTIFICATIVA

O teste de pirogénio em coelhos € preconizado nas Farmacopéias como teste
de seguranca imprescindivel para a avaliacdo da qualidade de produtos injetaveis.
Estes compéndios, no ambito internacional, apenas apresentam monografias para
alguns medicamentos, instrumentos de saude e hemoderivados, ndo considerando

produtos de interesse nacional como os soros hiperimunes.

O Setor de Pirogénio do INCQS, seguindo consultores da OPAS, adotou como
procedimento nao reutilizar os coelhos para produtos biolégicos como questao de
seguranca, devido a possibilidade do desenvolvimento de resposta cruzada ao
pirogénio em coelhos administrados sucessivamente para este tipo de produto.
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Considerando (l) os resultados obtidos no estudo de Cuba, (Il) a competéncia
do INCQS para o estabelecimento de normas e (lll) a limitacdo dos métodos
alternativos hoje existentes, surgiu a necessidade de se verificar a possibilidade de
reutilizacdo dos animais, através de um modelo consistente de reducgao
principalmente para soros hiperimunes. A possibilidade de reutilizagdo dos animais
reduz o custo dos ensaios e o0 tempo de andlise, além de estar em consonancia com

o preceito dos 3Rs.

O presente trabalho pretende contribuir significativamente como alternativa a
atual situacdo, uma vez que a escassez de dados na literatura sobre a possibilidade
de reutilizacdo dos coelhos no teste de pirogénio para produtos antigénicos gera a
necessidade de estudos mais rigorosos e que incorporem um maior nimero de

produtos de uma forma segura e confiavel.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Avaliar a redugao do numero de coelhos utilizados no teste de pirogénio,
através da reutilizacdo destes animais para soros hiperimunes sujeitos a acéo da
Vigilancia Sanitaria, verificando se animais que receberam amostras néo
contaminadas, ainda apresentam a capacidade de responder ao estimulo febril,
quando do recebimento de amostras contaminadas com a dose limite de endotoxina
(5UE/KQ).

2.2 — Objetivos especificos

— Avaliar a reutilizagdo de animais em diferentes intervalos de tempo;

— Avaliar a reutilizacdo de animais com diferentes produtos imunobioldgicos (soro
anti-botrépico, anti-rabico e anti-tetanico);

— Avaliar a reducéao de custo do ensaio in vivo em funcao da possibilidade de

reutilizacao.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados 122 (cento e vinte e dois) coelhos albinos da raca Nova
Zelandia, machos ou fémeas, pesando acima de 1.500 gramas. Sendo que 20
animais foram utilizados para a curva dose-resposta € 102 para o estudo de
reutilizacao.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em temperatura ambiente de
20°C + 2°C, umidade de 50% a 70%, com agua filtrada e racéo apropriada ad libitum,
com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Foi fornecido feno autoclavado como

enriquecimento ambiental.

Os coelhos eram provenientes do Centro de Criacao de Animais de Laboratério
(CECAL), da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Apb6s os experimentos, todos os
animais foram submetidos a eutanasia por administracao intravenosa de tiopental na

concentragéo de 100 mg/kg.

3.2 — Amostras e Solucoes

3.2.1 — Curva dose-resposta

A curva dose-resposta foi construida com as doses de 0,5; 1; 2; e 4 ng/kg de
LPS de Escherichia coli (SIGMA-Sorotipo 055B5), além de um grupo com solucao
fisiolégica de Cloreto de Sédio a 0,9%. Foram utilizados 5 (cinco) coelhos para cada

ponto da curva, que receberam 1 mL/kg de solucao pela veia marginal da orelha.
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3.2.2 — Soros hiperimunes

As amostras selecionadas para este estudo tiveram como critério a
representatividade dos produtos biolégicos analisados nos ultimos anos pelo Setor de
Pirogénio. Entre os soros hiperimunes, selecionou-se o0 soro anti-botrépico, o anti-
rabico e o anti-tetdnico por terem maior demanda. Todas as amostras utilizadas
foram provenientes da rotina de analise, do mesmo produtor e os lotes foram
previamente testados, apresentando resultado satisfatério. Além disso, foram

utilizados os mesmo lotes de cada produto nos trés experimentos.

As amostras positivas foram obtidas através da contaminacdo com a
concentragao de 1 ng/mL de LPS de Escherichia coli (SIGMA-Sorotipo 055B5).

3.3 — Teste de Pirogénio in vivo

Os animais foram treinados 24 horas antes do inicio do teste, simulando o
mesmo procedimento do ensaio, sem haver, entretanto, a administracdo de
qualquer produto. Aqueles que apresentaram variacdo individual de temperatura
(VIT) igual ou menor que 0,3°C foram considerados aptos a entrarem em teste. Para
0 ensaio propriamente dito, os animais foram pesados, para o calculo da dose a ser
administrada, e colocados em gaiolas de contencédo de PVC, para a colocacédo do
eletrodo no reto do animal (6-7 cm) e registro da temperatura individual. Foi feita a
tricotomia da orelha, antes da injecao, para facilitar a visualizacdo da veia marginal
e a introducao da agulha. Os animais foram mantidos em repouso por pelo menos
30 minutos antes da administracdo das amostras e apds este periodo, a
temperatura controle (Tc) foi registrada pelo equipamento. Foram utilizados os
animais com temperatura igual ou inferior a 39,8°C no momento do ensaio e que
nao apresentaram variacao superior a 1,0°C no mesmo grupo. As solucdes-teste
foram administradas pela veia marginal da orelha (Figura 6). Ap6s a administracao,
os animais foram mantidos por trés horas, com registro continuo da temperatura em
intervalos de 30 minutos. A medida de temperatura e o calculo da VIT (variacao
individual de temperatura) foram realizados utilizando o sistema de monitoramento
de pirogénio PyroMon® da Ellab. (INCQS, 2007; BRASIL, 2003; HOCHSTEIN et al,

1990). Durante o periodo do ensaio os animais foram privados de agua e racao. A
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avaliacao foi realizada automaticamente pelo equipamento a partir dos critérios da
Farmacopéia Brasileira. O célculo foi determinado automaticamente pelo
equipamento, subtraindo-se a temperatura controle da maior temperatura individual
registrada, obtendo-se a variagao individual de temperatura (VIT).

Seguindo critério descrito na Farmacopéia Brasileira, no primeiro ensaio sao
utilizados 3 (trés) animais por dose, considerando-se o produto satisfatério quando
nenhum animal apresentou a VIT igual ou superior a 0,5°C. O produto €
considerado duvidoso se pelo menos 1 (hum) dos 3 (irés) animais alcanga esta
variagcdo. Neste caso o ensaio foi repetido com 5 (cinco) animais sendo o produto
considerado satisfatério se no maximo 3 (irés) dos 8 (oito) animais apresentarem
VIT igual ou superior a 0,5°C e se o somatério das varia¢des individuais de
temperatura dos 8 (oito) animais nao for superior a 3,3°C. Caso contrario, a amostra
€ considerada pirogénica (Brasil, 2003). (O teste de pirogénio em coelhos foi
licenciado pela CEUA/FIOCRUZ através da Licenga n® 137/02.)

13%09/2005

Figura 6 — Seqiéncia de fotos do teste in vivo. Os animais sdo colocados em gaiolas de
contencdo (A), os eletrodos sdo colocados no reto dos animais (B) e o produto é injetado na veia
marginal da orelha apds 30 minutos de repouso (C). O registro das temperaturas é feito pelo
equipamento Pyromon®, ELLAB, durante um periodo de trés horas (D).
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3.3.1 - Curva Dose-resposta:

A curva foi realizada seguindo os mesmos critérios do teste de pirogénio, (item
3.3) excetuando-se o fato de se utilizar 5 animais por grupo e nao se repetir o
ensaio com novos animais, considerando apenas a VIT ( variacado individual de

temperatura) como critério de resposta febril.

3.3.2 — Avaliacao da contaminacao das amostras (spike?)

Esta etapa foi realizada de acordo com a metodologia descrita pela
Farmacopéia e foi elaborada com a finalidade de se demonstrar que um produto
contaminado com concentracdo nao pirogénica de LPS, nao produz resultado
positivo. Quando o mesmo € positivado com a concentracao limite de LPS, isso é
detectado no resultado do ensaio. Para tal, amostras de SAB foram contaminadas
com 0,5 e 1 ng/mL de LPS de E. coli.

3.4 — Desenho Experimental do Estudo de Reutilizacao de Coelhos

Foram realizados no total nove experimentos independentes, incluindo SAB
(N=5 experimentos, SAT (N=2 experimentos) e SAR (N=2 experimentos). No caso
do SAB, foi realizado um numero maior de experimentos devido a necessidade de
esclarecer questdes que surgiram a partir do primeiro ensaio de reutilizacao.
Portanto, foi considerado para o SAB trés experimentos independentes com dois

desdobramentos que serdo detalhados posteriormente.

O esquema geral da reutilizacao é apresentado no Quadro 2, onde os animais
foram divididos em quatro grupos seguindo as administracdes com intervalo de 48
horas durante 7 dias. Nestes ensaios, foi seguida metodologia do teste de pirogénio
em coelhos, excetuando-se o fato de que nao houve repeticdo com novos animais e

somente as VITs foram consideradas como critério de resposta febril.

Spike = contaminag@o provocada, com concentra¢do conhecida, de forma a medir um determinado efeito.
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SAB

QUADRO 2 - Esquema das administragbes, nos coelhos, das amostras contaminadas com 1 ng/mL

de LPS de Escherichia coli (A+) e ndo contaminadas (A) nos grupos experimentais para SAB, SAR e
SAT.

Dia 3 Dia 5 Dia 7

Grupo |
Grupo |l
Grupo llI
Grupo IV A

Grupo V | 0,5ng/mL
Grupo VI | negativo negativo | 0,5ng/mL
Grupo VIl| negativo 0,5ng/mL

A

Para o SAB, cada grupo foi composto de 11 animais e, para SAT e SAR, os
grupos foram de 6 animais cada. O Grupo | recebeu somente amostra positivada
(“spike”), com a finalidade de servir como controle positivo, sendo usado como
comparacdo das respostas dos demais grupos. O Grupo |l recebeu uma
administracdo de amostra nao pirogénica e, 48 horas apds, a amostra de soro
contaminada. O Grupo Il recebeu amostra negativa nas duas primeiras
administragdes, tendo recebido a amostra contaminada no dia 5. O Grupo IV
recebeu nos dias 1, 3 e 5 amostras nao pirogénicas e no dia 7, a amostra positivada.

No caso do SAB, outros grupos foram acrescentados ao estudo, a saber:
Grupo V, onde os animais receberam SAB contaminado com 0,5ng/mL (dose nao
pirogénica) somente no dia 1; Grupo VI, no qual procedeu-se a administracdo de
amostra contaminada com 0,5 ng/mL apenas no dia 5, recebendo anteriormente
SAB negativo nos dias 1 e 3; Grupo VII, composto de animais que receberam

amostra negativa no dia 1 e positivada com 1 ng/mL no dia 5.

Em todos os casos os animais receberam 1 mL/kg e os procedimentos foram
conforme descrito no teste de pirogénio in vivo, exceto que nao foram usados os
critérios de teste duvidoso. Este experimento € parte do projeto aprovado pela
CEUA/FIOCRUZ sob Licenca n® 138/02.
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3.5 — Ensaios complementares

3.5.1 - Teste de Endotoxinas

Foi utilizado o método do LAL Cromogénico End Point (CAMBREX — QCL-
1000), um teste quantitativo, que utiliza um substrato cromoéforo para deteccao

colorimétrica. O LAL foi realizado para atestar a poténcia da solucao-estoque e,

para confirmar as diluicées utilizadas para contaminar as amostras, bem como para

testar os soros anti-botrépico positivados.

3.5.1.1 — Preparo da curva padrao e procedimento de analise

Foi preparada uma solucado de endotoxinas, contendo 1,0 UE/mL, a partir da

solucdo estoque. Para tal, foi diluido 1/x, onde x € a poténcia de endotoxinas

declarada. As diluicoes foram preparadas de acordo com o Quadro 3.

QUADRO 3 - Preparo das concentracdes de endotoxinas da curva padrao

Conc. Endotoxina(EU/mL) Vol. de sol. estoque 1 EU/mL Vol. de sol. Vol.de agua
padrao apirogénica
1,0 0,1 mL x-1/10mL
0,5 0,5 mL 0,5 mL
0,25 0,5mL 1,5 mL
0,1 0,1 mL 0,9 mL

Ap0Gs preparo dos pontos padrdao e amostra foi seguido o esquema descrito no

Quadro 4 com a microplaca pré-aquecida a 37°C, em aquecedor de blocos. Cada

ponto foi ensaiado em duplicata e a leitura foi realizada em 405 ou 410 nm,

utilizando leitor VersaMax, Molecular Device.
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QUADRO 4 - Etapas do Procedimento de andlise do LAL Cromogénico

AMOSTRA BRANCO
Amostra teste ou padrao (20 — 25°C) 50uL -
Agua apirogénica - 50uL
LAL 50uL 50uL
Misturar e incubar 372C + 1,0 °C 10 minutos
Substrato cromogénico (37°C £ 1,0°C) 100uL 100uL
Misturar e incubar 37°C = 1,0°C 6 minutos
Reagente de parada 50uL 50uL

Misturar imediatamente

O caélculo da concentracdo de endotoxinas foi realizado subtraindo-se a média
das absorbéancias do branco, da média das absorbancias dos padroes e amostras
para calcular a variagao da absorbancia média (A abs média). A concentragdo de
endotoxina foi determinada através do calculo de regressdo linear. Todos os
calculos foram realizados através da programagéo pré-definida no equipamento
(Software SoftMax® Pro5).

Inclinagéo = (Sy/Sx).r

Y intercepto = Ly/N-(Zx/N.Inclinacao)

r = NXxy — (Zx)(Zy)
N(N-1).Sx.Sy

Concentragédo de Endotoxina = AD.O. — Y intercepto

Inclinacéo

onde,

X = concentracado de endotoxina em UE/mL
y = média da variagdo dos valores de absorbancia
N = nimero de padrbes usados

Yx = somatério das concentracdes dos padrdes usados, em UE/mL
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Yy = somatério da média dos valores de absorbancia
Yxy = somatdrio das concentracées dos padrées multiplicado pela média da variacéao

dos valores de absorbancia

Sx = desvio padrao de x = \l NZx? — (£x)?
N(N-1)

Sy = desvio padrdo de y = NZy* — (Zy)*
N(N-1)

3.5.2 — Teste do Sangue Total
3.5.2.1 — Doadores de sangue

O sangue foi coletado (10 mL/doador), através de pungdo venosa, usando
tubos a vacuo com citrato de sddio (anticoagulante) de voluntarios, sadios, de
ambos os sexos. Todos os doadores (n=5) assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O sangue foi criopreservado seguindo o procedimento descrito
por Schindler et al, 2006. Os experimentos com sangue total foram aprovados pela
Comissao de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ, sob a licenga n® 368/07.

3.5.2.2 — Procedimento do Teste de Sangue Total

O sangue foi descongelado por 15 minutos em estufa a 37°C, sendo em
seguida posto em contato com as solugdes-teste na seguinte proporcao: 100 uL do
estimulo (padrédo ou teste) + 200 uL de sangue + 900 uL de RPMI 1640. Em seguida
o sangue foi incubado a 37°C, em presenca de 5% de CO, overnight (16 a 18
horas). Ap6s o periodo de incubacgéao, os tubos foram centrifugados a 1000 rpm por 1
minuto. Apos esse procedimento, os mediadores inflamatérios (IL-1p e IL-6 ) foram
dosados usando kit comercial R&D Systems (Figura 14). Para cada experimento foi
preparada uma curva dose-resposta que serviu de comparagao para a quantificacao
dos efeitos obtidos nas amostras. O esquema do procedimento do teste de sangue
total esta descrito na Figura 7.
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Figura 7 — Esquema do procedimento do Teste de Sangue Total. - IB IL-6

3.5.2.3 - Dosagem de Citocinas (Interleucina-1p, Interleucina-6 )

As curvas-padrao de IL-1P e IL-6 foram preparadas conforme apresentado nas

Figuras 8 e 9.

4 \ 4 _ ' S
250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 3.9
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Figura 8 — Esquema de diluicdo da curva-padrdo de IL-18 (Extraido do folheto de instru¢des do kit

R&D Systems).
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Figura 9 — Esquema de diluicdo da curva-padrdo de IL-6 (Extraido do folheto de instrugbes do kit

R&D Systems).
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Apbs o preparo dos reagentes e diluicbes do padrao 50 ulL do diluente
apropriado ( RD1C ) foi colocado em cada pogo. Apds adicionar o volume de
padrdo ou amostra, a placa foi coberta com adesivo incubada por 2 horas em
temperatura ambiente. Ap6s esse periodo, o conteudo foi desprezado e 0s pogos
lavados com 400 uL do Tampéao de Lavagem. Apds a lavagem, a placa foi invertida
em lenco de papel para retirada do excesso e, em seguida foram adicionados 200
uL do conjugado em cada poco. Novamente a placa foi incubada em temperatura
ambiente por 2 horas seguindo-se novo procedimento de lavagem. Foram
adicionados 200 uL do substrato em cada poc¢o e incubada por 20 minutos em
temperatura ambiente protegida da luz. S6 entdao foram adicionados 50 pL da
solucdo de parada. A placa foi gentilmente agitada para homogeneizar a cor e
proceder a leitura dentro de 30 minutos. Cada ponto (padrdo e amostra) foi
ensaiado em duplicata e a leitura foi realizada em 450 nm, utilizando leitor

VersaMax, Molecular Device (Figuras 10 e 11).

PROCEDIMENTO DO ENSAIO PARA IL-1p

1. Preparo do reagente e padroes como na instruciao

(=

2. Para o Soro/ Amostra de Plasma
Adicionar S0pL do diluente RD1C para cada poco

(=

3. Adicionar 200uL do padrao ou da amostra para cada poco
Incubar por 2 hrs. Em temp. ambiente

(=

4. Aspirar e lavar por 3 vezes

(=
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5. Adicionar 200pL do conjugado para cada poco
Incubar por 2 hrs em temp. ambiente

g

6. Aspirar e lavar por 3 vezes

g

7. Adicionar 200uL de solucido de substrato para cada poco.
Incubar 20 min.a temp. ambiente.Proteger da luz

gt

8. Adicionar S0uL de solu¢ido de parada para cada poco.
Ler a 450nm dentro de 30 min
A de correcio 540 ou 570 nm

Figura 10 — Procedimento para dosagem de IL-13 (Extraido do folheto de instrugbes do kit R&D
Systems).

PROCEDIMENTO DO ENSAIO PARA IL-6

[y

Preparo do reagente e padroes como na instrucao

g

2. Adicionar 100pL de diluente RD1W para cada poco.
Incubar por 2hrs em temp.. ambiente

g

3. Adicionar 100uL do padrao ou da amostra para cada poco
Incubar por 2 hrs. em temp. ambiente

~—

Aspirar e lavar por 3 vezes

L

~—
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S. Adicionar 200uL do conjugado para cada poco
Incubar por 2 hrs em temp. ambiente

1l

6. Aspirar e lavar por 4 vezes

1l

7. Adicionar 200uL de solu¢io de substrato para cada poco.
Incubar 20 min.a temp. ambiente.Proteger da luz

8. Adicionar S0uL de solucdo de parada para cada poco.
Ler a 450nm dentro de 30 min
A de correcdao 540 ou 570 nm

Figura 11 — Procedimento para dosagem de IL-6 (Extraido do folheto de instrucoes do Kit
R&D Systems).

A concentracdo de citocinas liberada é calculada através da Regressao Linear,
onde, pela equacédo da reta se determina o valor de y (quantidade de citocinas
liberada) em relacdo a concentracdo x de LPS. Todos os calculos foram realizados
através da programacao pré-definida no equipamento (Software SoftMax® Pro5).

Uma solucao foi considerada pirogénica, sempre que a quantidade de citocinas
liberada por esta era igual ou superior a quantidade liberada pela solucdo de
referéncia contendo 1ng/mL. Caso contrario, foi considerada como sendo nao

pirogénica.
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3.6 — Analise Estatistica

Os resultados dos ensaios de reutilizacdo foram analisados pelo teste
estatistico nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar se as respostas aos
estimulos positivos apresentavam ou nao, diferenca estatisticamente significativa

nos distintos dias de administragéo.

3.7 — Avaliacao da Reducao de Custo do Ensaio “in vivo”

A Vice-Diretoria de Planejamento e Estratégia — VDPE — Gestao Econ6mica —
GECON, divulgou um relatério em outubro de 2005, realizado pela GEMOC ( gestao
de monitoriamento de custo) onde apresentava os resultados alcancados através de
um estudo feito nos departamentos do INCQS levantando o custo das andlises ‘in
vivo” e ‘in vitro”. No Setor de Pirogénio fez o levantamento dos custos de Soros,
Vacinas e Diluentes do Ensaio de Pirogénio “in vivo” e “LAL” ( INCQS, 2005).
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4 - RESULTADOS

Os resultados foram divididos em cinco etapas primeiramente apresentando (1)
os dados relativos a curva dose-resposta utilizada para testar a sensibilidade dos
animais na dose limite e depois (II) os resultados relativos ao teste de endotoxina
usado para comprovar a poténcia da substancia de referéncia e suas diluicbes assim
como as amostras de soro anti-botrépico utilizadas no teste in vivo. Na terceira etapa
(1) foram apresentados os dados referentes ao teste de liberagdo de citocinas para
0s soros hiperimunes antibotrépico e antirabico, puros e diluidos 1:10, contaminados
ou ndo com a substdncia de referéncia e comparados ao controle em salina
apirogénica pura e contaminada com a dose limite. Para definir as VITs como
parametro para os estudos de reutilizagdo foi realizado numa quarta etapa (IV) o
teste de pirogénio in vivo com oito animais, injetados com soro antibotrépico
contaminado na dose-limite de 1 ng/mL e na dose néo pirogénica de 0,5 ng/mL. E
por ultimo (V) foram apresentados os resultados do teste de reutilizagcao de animais
com soros antibotrépico, anti-rabico e antitetanico seguindo desenho experimental ja

descrito anteriormente.

4.1 - 12 Etapa - Curva Dose-Resposta

A curva dose-resposta foi realizada para testar a sensibilidade dos animais nas
diferentes concentracoes de LPS, avaliando a resposta do animal para doses nao
pirogénica, limite e pirogénica. Pode ser observado na Figura 12 que os coelhos
apresentaram uma resposta com o perfil tipico de uma curva monofasica e pico de
febre (VIT = 0,5°C) em 60 minutos. Os resultados mostram que ndo houve elevagéo
de temperatura do grupo controle nem nos animais que receberam a dose néo
pirogénica de 0,5 ng/mL/kg. A resposta de febre foi observada a partir da
concentracédo limite de 1 ng/mL/kg (VIT= média + erro padrao), demonstrando a
sensibilidade esperada. Estes dados confirmam os apresentados na literatura que
mostram que 1 ng/kg (5 UE/kg) é a dose minima que causa febre no coelho e no
homem (HOCHSTEIN, 1990). Os animais que receberam as doses pirogénicas de 2
e 4 ng/mL/kg apresentaram VIT de 1,05° C e 1,25°C respectivamente, demonstrando
uma resposta dependente da dose.

36



Efeito do LPS em coelhos
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Figura 12 — Curva dose-resposta nas concentragées de 0,5, 1, 2 e 4 ng/mL/kg de LPS de E.coli em

coelhos . A resposta de febre (VIT >0,5°C) pode ser observada a partir da dose limite de 1ng/mL.

4.2 - 22 Etapa - Teste de Endotoxina

O Teste de Endotoxina foi realizado para confirmar a poténcia das solugdes
injetadas nos animais e testar a capacidade do LAL em detectar o LPS presente nos
soros contaminados. As amostras analisadas foram aliquotas das solucdes
utilizadas nos testes in vivo na concentracao limite de 1ng/mL em solucdo salina e

soro antibotrépico.

Os resultados demonstraram que a concentragao limite preparada em salina
correspondeu a 5 UE/mL de E.coli. A comprovagao desta relagao € importante para
avaliar a real poténcia da solugao de referéncia utilizada para o ensaio in vivo frente
ao padrao de referéncia de endotoxina certificado no kit. Com isso comprova-se que
a resposta apresentada pelos animais € decorrente de solugdo com a concentracao
definida (1 ng/mL =5 UE/mL).

Nao foi possivel detectar a presenca de LPS nos soros contaminados com a
dose limite, gerando resultados falso-negativos e ratificando os dados existentes na
literatura em relacdo a limitacdo do teste para produtos bioldgicos devido a presenca

de interferentes, conforme demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados do LAL cromogénico end-point de endotoxinas de E. coli de referéncia e de

soros hiperimunes

SOLUCOES TESTE UE/mL
Controle - 0,038
Sal 1 ng/mL 4,90
SAB - 0,077
SAB + 0,108
SAR - 0,086
SAR + 0,051
SAT - 0,051
SAT + 0,048

4.3 — 32 Etapa - Sangue Total

Os estudos que vém sendo realizados com o uso do teste de sangue total

tém mostrado que esta metodologia é promissora quanto a possibilidade de sua

aplicacao também para soros hiperimunes.

Os resultados preliminares dos ensaios utilizando sangue criopreservado

mostram que estes produtos somente podem ser testados quando diluidos 1:10

(Figuras 13 e 14), pois, quando ensaiados nao diluidos ndo mostram liberagdo de

citocinas devido ao forte pontecial citotéxico do seu conservante 2003.

O gréfico representado nas figuras 13 e 14 representa um Unico

experimento utilizando um pool de sangue criopreservado.
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Figura 13 — Liberacéao de IL-1 em sangue total humano criopreservado.
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Figura 14 — Liberacgéo de IL-6 em sangue total humano criopreservado.

4.4 — 42 Etapa:Teste de pirogenicidade da dose-limite de LPS

Os resultados dos ensaio realizados para avaliacdo da contaminacado das
amostras (3.3.2) mostraram que o SAB, quando contaminado com 0,5 ng/mL
apresentou resultado negativo para o teste de pirogénio. Somente 1 animal no
primeiro teste apresentou elevacao igual ou superior a 0,5 °C e o somatério dos 8
animais foi igual a 2,7 °C. O SAB contaminado com 1 ng/mL apresentou resultado
positivo. Dois coelhos do primeiro teste e 4 do segundo apresentaram VIT igual ou
superior a 0,5 °C, totalizando 6 animais em 8 e o somatério foi igual a 6,0 °C (Tabela
3). Este fato permitiu usarmos somente as VITs( variagdes individuais de

temperaturas ) como parametro para os estudos de reutilizacao.

Tabela 3: Conclusdo dos testes de pirogénio “in vivo” realizado, em soro anti-botrépico (SAB)
contaminado com 0,5 e 1 ng/mL.

Solucoes Conclusao do Pirogénio in vivo
SAB 0,5 ng/mL negativo
SAB 1,0 ng/mL positivo
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4.5 — 52 Etapa: Estudo sobre a reutilizacao de animais submetidos a

administracoes anteriores de soros hiperimunes

Diante dos resultados obtidos nos testes de pirogénio (item 4.4), optou-se por
trabalhar neste estudo somente com as VITs pois a repeticdo com 5 animais exigiria
coelhos virgens, uma vez que nao tinhamos ainda a certeza da possibilidade de
reutilizacdo. Além disso, a aplicacdo do teste com 8 coelhos implicaria na utilizacéo
desnecessaria de animais, ja que a administracdo de 1 ng/kg produziu a resposta

de febre em 6 animais testados.

4.5.1 — Soro Anti-botropico

O primeiro experimento (n=3) apresentou uma elevacao da resposta febril nos
dia 3 e 5 ligeiramente superior ao primeiro dia de aplicacdo ( Figura 15) em

comparacao ao grupo |.

1,2
1
1
—~ 0,8 T @ Grupo |
O
% 0,6 m Grupo I
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0,2 - O Grupo IV
0 == I‘
Dia1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
@ Grupo | 0,53
m Grupo |l 0 0,77
O Grupo Il 0,05 0,17 0,88
OGrupo IV | 0,02 0,2 0,1 0,5

Figura 15 — Grafico da Reutilizagcdo de coelhos que receberam SAB negativo e positivo.

Experimento 1 (n=3).

Uma vez que foi evidenciada uma tendéncia de elevacédo da resposta, fez-se
mister avaliar se este aumento poderia implicar em transformar uma resposta
negativa em positiva. Para isso, foram incluidos 2 grupos: Grupo V — recebendo
somente SAB contaminado com 0,5 ng/kg ( dose nao pirogénica) e Grupo VI —
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animais recebendo SAB negativo nos dias 1 e 3, sendo desafiados com SAB

contaminado com 0,5 ng/kg no dia 5.

Os resultados mostraram que, embora ainda exista uma tendéncia de aumento
da resposta no dia 5, a elevagdo encontrada nao proporcionou resultado falso

positivo, conforme demonstrado na Figura 16.

1,2

0,8 - T

= SAB 1ng/kg
0,6 - m Grupo V
O Grupo VI

0,4 T

dia 1 dia 3 dia 5

Figura 16 — Demonstragéo do efeito da administragdo repetida de Soro Antibotrdpico

negativo, seguida de SAB contaminado com 1 ng/mL.

Uma vez que o niumero de animais no experimento 1 era muito pequeno (n=3)
para possibilitar uma andlise estatistica conclusiva, foi realizado um novo
experimento com mais 3 animais (experimento 2) para avaliar se esse aumento
poderia ser devido a um potencial efeito cumulativo do soro (Figura 17). Nesse
experimento, uma discreta elevagao da resposta ocorreu apenas nos dias 5e 7, o

que levou a outra repeticdo com um numero maior de animais (n=5, 3% experimento).
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Experimento 2 (n=3)

Figura 17 — Grafico da Reutilizagdo de coelhos que receberam SAB negativo e positivo.

Os dados deste terceiro experimento ratificaram o aumento encontrado no dia

3 do primeiro experimento em relacdo ao dia 1 e mostraram uma nova elevagao do

dia 7 em relagédo ao quinto dia de aplicacéo ( Figura 18).
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Figura 18 — Gréfico da Reutilizagdo de coelhos que receberam SAB negativo e positivo

Experimento 3 (n=5).
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Quando se utiliza a média das VITs do total de animais (n=11) essa tendéncia
permanece, mostrando uma discreta elevacdo de resposta nos dias 3 e 7 (Figura 19). Cabe

ressaltar, que esse aumento ndo foi significativo.

1
T
0,8 -
L B @ Grupo |
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E 0,4 - O Grupo il
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0,2 + -
0 ]
Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
@ Grupo | 0,69
m Grupo |l 0,08 0,86
O Grupo lI 0,11 0,15 0,73
O Grupo IV 0,1 0,17 0,12 0,84

Figura 19 - Grafico da reutilizacdo de coelhos que receberam SAB negativo e positivo.

Média dos 3 experimentos (n=11).

As respostas do SAB positivado com 1 ng/mL ndo foram estatisticamente
significativas entre si, quando avaliadas pelo método de Kruskal-Walis. Este fato por
si sO ja indica que nao ha efeito cumulativo do soro. No entanto, para verificar se
essas discretas elevacdes dos VITs em intervalos de 48 horas estariam relacionadas
com esse intervalo de tempo, um outro experimento foi realizado, onde os animais
(n=2) receberam SAB negativo no dia 1 e SAB positivado com 1ng/ml no dia 5. O
resultado mostrou que a resposta de febre dos animais foi bastante semelhante
aquela obtida com os animais que receberam SAB positivo sem injecao prévia de
SAB negativo, indicando que a elevagcdo nao esta relacionada com a segunda
injecdo, mas, provavelmente foi um evento ao acaso, devido as variagbes

intrinsecas do modelo animal (Figura 20).
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Figura 20~ Administracdo de SAB contaminado com 1 ng/mL demonstrando que ndo
ocorre elevagdo de resposta quando da segunda aplicagao de SAB (média de n=2).

das VITs sao colocados juntos (Figura 21).

VIT(2C)

SABs gia 1 | SAB+dia3/ | SAB+dia5/ | SAB+dia5/
SAB-dia1 |SAB-dias1e3 SAB- dia 1
mvIT| 069 0,86 0,73 0,63

Este resultado pode ser compreendido de forma mais clara, quando os valores

Figud 21 = Comparacdo das médias das variagdes individuais de temperatura, dos animais que
receberam SAB positivado somente no dia 1, SAB positivado no dia 3 ou no dia 5, tendo recebido
previamente SAB negativo e, SAB positivado no dia 5, tendo recebido SAB negativo somente no dia

1.
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4.5.2 — Soro Anti-rabico

A partir dos resultados obtidos com 0 SAB, o mesmo esquema foi adotado para

SAR, entretanto, um niumero menor de animais foi utilizado (n=6/grupo).

A administracdo de SAR positivado apés administracées consecutivas do
mesmo produto negativo, ndo apresentou diferenca entre as respostas nos

diferentes dias ( Figura 22).
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0 GrupolV 0,15 0,12 0,07 0,88

Figura 22 — Grafico da reutilizagdo de coelhos que receberam SAR negativo e positivo
(n=6).

As respostas do SAR positivado com 1 ng/mL ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre si, quando testadas pelo método de Kruskal-
Walis.

45



4.5.3 — Soro Anti-tetanico

A administracdo de SAT positivado apds administragdes consecutivas do
mesmo produto negativo, ndo apresentou diferenca entre as respostas nos

diferentes dias ( Figura 23).

1
%51 u ‘|—‘ @ Grupo |
§ 0,6 H] | |mGrupo Il
E 0.4 OGrupo Il
02 1 | | |@Grupo IV
NN BE
Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
= Grupo | 0,7
m Grupo |l 0,16 0,68
O Grupo Il 0,21 0,3 0,78
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Figura 23 — Grdfico da reutilizagcdo de coelhos que receberam SAT negativo e positivo (n=6).

As respostas do SAT positivado com 1 ng/mL nao foram estatisticamente
significativas nas diferentes situagdes, quando avaliadas pelo método de Kruskal-
Walis.

4.6 — Avaliacao de Reducao do Custo do Ensaio “in vivo”

Segundo relatério realizado pela Gestdao de Monitoramento de Custos para o
INCQS, em outubro de 2005, um ensaio de pirogénio in vivo para Soros
Hiperimunes custa por amostra R$ 733,28. Cabe ressaltar, que o célculo é uma
estimativa, ja que, o custo por amostra pode diminuir dependendo do numero de
amostras analisadas no dia e leva em consideracao outras variavéis além do preco
do animal. No caso de se realizar 5 amostras ao mesmo tempo, o custo fica em R$
701,40, uma vez que os gastos fixos (luz, hora-Homem etc) se mantém constantes.(
Tabela 4)
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TABELA 4 — Custo de 1 amostra e de 5 amostras. (GEMOC)

IN VIVO
1 AMOSTRA R$ 733,28
5 AMOSTRAS R$701,40

Com os resultados obtidos nos experimentos de reutilizacdo dos coelhos para
Soro antibotropico, Soro antirabico e Soro antitetdnico € possivel reutilizar os
mesmos até 4 vezes no periodo de 7 dias , desde que tenham apresentado

resultado negativo .

Analisando por esse angulo, diante da possibilidade de que com a reducao os
custos girardo em torno de 25% dos valores atuais, os dados encontrados indicam
que 20 amostras realizadas ao mesmo tempo com animais reutilizados custardo os

mesmos R$ 701,40 atuais para 5 amostras.

1 amostra R$ 733,28

v

5 amostra R$701,40

v

20 amostras

Se analisarmos os custos somente em termos do valor individual dos animais
(R$ 53,50 para coelhos na faixa de 60 a 100 dias, pesando entre 1500 e 2400g), o
teste de pirogénio de uma amostra com 3 animais custa R$ 160,50. Com esse
mesmo valor, com animais reutilizados, seria possivel a realizacdo de 4 amostras,

significando um custo de R$ 40,13 por amostra.
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5 — Discussao

A curva dose-resposta demonstrou que existe um aumento de temperatura
dependente da dose e que os dados encontrados corroboram os descritos na
literatura. Hochestein e colaboradores (1990) publicaram os resultados referentes ao
estudo colaborativo desenvolvido pela Farmacopéia Americana e o Centro para
Avaliacdo e Pesquisas de Bioldégicos do FDA, do qual participaram doze
laboratérios, e recomendaram, entre outros pontos, a nao reutilizagcdo do coelho
positivo para endotoxina num periodo de duas semanas e a reducao do critério de
0,6°C para 0,5°C. Neste estudo também é ratificado a utilizagcdo deste novo critério
por refletir o limite da dose pirogénica humana, mostrando que 1 ng/kg (5 UE/kg) é a
menor dose que causa febre nos coelhos. A literatura mostra, desta forma, que esse
limite € igual para coelhos e humanos (HOCHSTEIN, 1990).

Diante disso, esta dose foi escolhida como parametro para nossos estudos,
pois, qualquer alteragdo de resposta nesse nivel de dose inviabilizaria a reutilizagcao
de animais. N&o adiantaria usar doses acentuadamente elevadas, uma vez que
estas poderiam nao sofrer interferéncias da reutilizacao, justamente por provocarem
reacdes pirogénicas significativas. Isto significa dizer que, se nao fosse possivel
identificar a contaminacao da amostra com 1ng/kg, estariamos diante de um quadro
falso negativo, o0 que para um teste de seguranca seria extremamente critico.

A curva dose-resposta nos permitiu, também, identificar a dose de 0,5 ng/kg
como nao pirogénica, determinando que esta seria utilizada nos estudos em que foi
necessario demonstrar que na reutilizacado de animais ndo havia exacerbagao de

respostas levando a uma resposta falso positiva.

Os testes de LAL cromogénico foram utilizados para atestar a poténcia das
solucbes-estoque, a partir das quais as diluicbes usadas para contaminar as
amostras eram preparadas. Esporadicamente, estas diluicbes também eram
testadas para garantir que as amostras estavam sendo positivadas corretamente,
assegurando que a resposta dos animais nao estava sendo afetada por uma dose

inadequada.
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Existem poucos trabalhos relacionando o LAL a detec¢cdo de endotoxinas
emprodutos biologicos. Alguns artificios sdo descritos na literatura buscando
minimizar os efeitos no teste dos interferentes ou inibidores presentes nestes
produtos (PARK et al, 2005, HUSZAR et al, 2002). Um dos principais problemas
descritos reside na capacidade da endotoxina de se ligar a proteinas plasmaticas e
nao ser detectada no LAL ja que este sé quantifica endotoxina livre. Segundo Park e
colaboradores (2005), no caso de vacinas como a Hepatite B além dos componentes
protéicos, a interferéncia do hidréxido de aluminio (Al(OH)3) na conclusao do teste é
clara. Neste estudo, foi comparado o LAL cromogénico e gelificacao ao teste in vivo
e apds varias diluicdbes da amostra e processos de filtragdo para a retirada do
Al(OH); foi possivel detectar apenas a endotoxina pelo teste de gelificacéo,
sugerindo apenas neste caso, o LAL como alternativa ao coelho (PARK et al., 2005).

A mesma situacao pode ser estendida para os hemoderivados. Estudos com
imunoglobulinas mostraram que o LAL de gelificacdo pode ser aplicado apenas
quando utilizado com apropriado inibidor (HUSZAR et al., 2002). No caso de soros
hiperimunes nao ha trabalhos publicados neste sentido, ratificando a importancia do
teste in vivo para estes produtos.

Com a finalidade de demonstrar que o LAL sofre interferéncia dos soros
hiperimunes, foi realizada a dosagem das mesmas amostras contaminadas e que
foram injetadas nos coelhos. Os soros positivados administrados aos animais
induziram resposta febril, enquanto que os resultados destas solugcdes quando
testadas no LAL cromogénico mostraram resultado negativo. Este fato estd em
concordancia com os dados de literatura, que mostram que o LAL sofre
interferéncias de diversos tipos. Neste caso especifico, uma explicagdo pode estar
relacionada com o fato de que o LAL somente detecta endotoxina livre, quando esta
se apresenta ligada as proteinas plasmaticas, como no caso dos soros hiperimunes,
nao ocorre a reacdo com o substrato, gerando, desta forma, um resultado falso-
negativo, pelo menos nesta concentracdo limite (S5UE/mL). No caso de
concentracdes mais altas de endotoxina, o resultado do LAL podera até ser positivo,
embora corresponda somente a reacdo com o LPS livre, podendo, no caso de altas
contaminacgoes ser insignificante o resultado da fracao ligada as proteinas.
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Os testes realizados com SAB contaminados com 05 e 1,0 ng/mL
demonstraram que o teste de pirogénio completo, isto é, realizado seguindo todas as
etapas preconizadas pela Farmacopéia Brasileira, é capaz de diferenciar claramente

entre concentracdes nao pirogénicas e pirogénicas.

Os estudos preliminares que estdo em curso em nosso laboratério utilizando a
metodologia de liberacdo de citocinas in vitro com o uso do sangue total humano
criopreservado tém demonstrado que este método € promissor na determinacéao do
potencial de pirogenicidade de solugdes injetaveis. Como os soros hiperimunes nao
foram objeto da validagdo deste ensaio, estes produtos estdo sendo, agora, foco de

experimentagéo.

Os dados encontrados nestes experimentos mostraram que as mesmas
solucdes de SAB e SAR administradas aos coelhos do teste in vivo, quando diluidos
1:10, recuperaram a capacidade de liberacdo de citocinas em quantidade
semelhante aquela liberada pela solucao de cloreto de sddio contaminada com 5
UE/mL, usada como referéncia de positividade. Este fato vem ratificar achados
anteriores usando sangue total humano fresco, de que soros hiperimunes
necessitam ser diluidos para evitar a citotoxicidade causada pelo conservante
(PRESGRAVE, 2003; PRESGRAVE, 2005).

Esses resultados mostram, ainda, que a resposta positiva do animal ao
estimulo pirogénico é refletida na liberacado de citocinas in vitro, quando comparada
com a referéncia de positividade (solucdo de NaCl a 0,9% positivada com a
concentracao limite de 5 UE/mL de LPS de E. coli). Dentro do presente estudo, isso
mostra uma certa correlacdo de resultados entre animais e o teste in vitro. Em
termos gerais, esse fato corrobora a possibilidade do método de liberacao de
citocinas vir a ser um candidato a substituicdo dos coelhos no teste de pirogénio in
vivo (PRESGRAVE, 2003; PRESGRAVE, 2005)

Os resultados da reutilizacdo de animais que receberam SAB positivado
sugerem a possibilidade de que os animais possam ser novamente utilizados, uma
vez que nao houve diferenga entre as respostas nos diferentes dias. A ocorréncia de
elevagao ligeiramente superior nos dias 3 e 7 para SAB positivado ndo alterou o
perfil da dose ndo pirogénica, mostrando que nao ha risco de resposta falso-positiva.
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Tanto SAR quanto SAT positivados apresentaram respostas semelhantes
demonstrando que nao houve influéncia das injecées prévias de amostras dos

mesmos produtos negativos.

Os resultados apresentados neste estudo para soros hiperimunes corroboram
os do estudo apresentado por Bourg (1997) para vacina de hepatite B, onde mostra
a possibilidade de reutilizar animais, até um maximo de 4 vezes, no periodo de uma
semana. Segundo estes achados, este fato contribui para reduzir em um terco o

numero de coelhos utilizados.

Estudos complementares devem ser conduzidos com a finalidade de testar
todas as possibilidades de administracao prévia de diferentes produtos biolégicos.
Da mesma forma, deverao ser testados outros soros hiperimunes (soro anticrotalico,
soro antibotrdpico-crotalico, antiescorpidnico etc) hemoderivados (albumina, fator
VIII, fator IX etc) e vacinas (Hepatite B, meningocécica A e C e AC, pneumocdcica,
Haemophilus influenza etc). Ainda falta ser avaliado se € possivel a reutilizacdo dos
mesmos animais para diferentes produtos e se existe a possibilidade de reutilizagéo
dos produtos bioldgicos, dentro dos 14 dias preconizados pela Farmacopéia
Brasileira, no caso de um resultado positivo na primeira administracdo. No entanto, a
importancia maior do estudo de reutilizacdo de animais esta na avaliagdo de
amostras negativas, uma vez que, historicamente o numero de amostras
insatisfatorias no teste de pirogénio é muito reduzida, ndo ultrapassando 2 % do total

de amostras analisadas por ano no INCQS.

A possibilidade de reutilizagdo dos animais no teste de pirogénio para 0s soros
hiperimunes cumpre com o preceito de reducdo dos 3Rs, reduzindo em
aproximadamente 70% o numero de animais. Desta forma, podemos citar como
exemplo o préprio setor de pirogénio onde sao utilizados por semana um lote de
animais composto por 24 coelhos, do qual, se todos os animais forem considerados
aptos no treinamento corresponderiam a 8 produtos avaliados. Se este mesmo lote
pode ser utilizado quatro vezes na mesma semana para a mesma classe de
produtos, podem ser liberadas até 32 amostras com os mesmos animais, sem a

necessidade de solicitar novos coelhos ao CECAL. Portanto, além da questao ética
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relacionada a reducdo e as questdes praticas em termos de agilidade de prazos e
laudos, isto contribuiria de forma significativa para a reducao do custo do ensaio.

Essa agilidade de prazos se refere ao fato de que, uma vez que 0s animais
possam ser reutilizados, a solicitagdo dos mesmos ao CECAL serd menos
freqUente, ja que os animais ficarao no préprio INCQS em experimentacdo por um
tempo maior. Cabe ressaltar que a utilizacdo repetida desses animais nao fere
nenhum principio ético, uma vez que 0s mesmos nao estdo submetidos a estresse

nem procedimentos doloroso.

A possibilidade de reutilizacdo dos coelhos para soros hiperimunes pode
refletir, também, na reducéo de custos da producao desses produtos significando a
médio ou longo prazo uma economia aos cofres publicos relativos a compra dos

mesmos para distribuicdo aos posto de saude.

Considerando o disposto no paragrafo 2°2, do Artigo 28, do Decreto n®
4.725/2003 que define como uma das competéncias do INCQS o “estabelecimento
de normas e metodologias de controle da qualidade para a rede de laboratorios do
Sistema Unico de Saude”, diante dos resultados desse estudo, apés a publicagdo do
trabalho cientifico, sera sugerida a Farmacopéia Brasileira a modificacao para que
se passe a permitir a reutilizagdo de coelhos no teste de pirogénio de soros
hiperimunes, pelo menos, dos que foram objeto deste trabalho, até que todas
possibilidades estejam concluidas.

Um levantamento recente sobre o numero de trabalhos cientificos que
procuram cumprir o preceito dos 3Rs mostrou que aproximadamente 60% desses
trabalhos estdo relacionados com a reducdo do uso de animais, cerca de 30%
versam a respeito da substituicdo, enquanto que 10% tratam do refinamento (Figura
24) (REINHARDT, 2008). Estes numeros refletem de forma significativa a dificuldade
gue ainda temos, hoje em dia, de encontramos alternativas que substituam o uso de
animais nas diversas areas da experimentagcdo. Desta forma, o presente estudo se
encontra em consonancia com esses numeros apresentados, ou seja, trata do “R”
onde se tem maior abrangéncia de atuacao e possibilidade de desenvolvimento ou

adaptacao metodologica.
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LIE

Percentage of Entries

Refinement Replacement Reduction

Figura 24 - Resultados de levantamento em base de dados Scirus, usando palavras-chave “Animal
Testing Alternatives & Use of Laboratory Animals & Refinement/Replacement/Reduction” em

30/06/2007 (Reinhardt, 2008). Reproduzido com autorizagdo do autor

Assim sendo, até que o uso do método in vitro do Sangue Total esteja validado
para testar soros hiperimunes, a Unica forma de seguir os 3Rs é reduzindo o uso de
animais no teste de pirogénio através da reutilizacdo de coelhos ja submetidos a
administracao prévia desses produtos que tenham apresentado resultados negativos
quanto a pirogenicidade, assim como ja é preconizado pelo Farmacopéia Brasileira

para outras classes de produtos.
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6 — CONCLUSOES

Os resultados encontrados permitem as seguintes conclusoes:

1- No teste de endotoxina (LAL cromogénico) nao foi possivel detectar a presenca
de LPS nas amostras de soros hiperimunes previamente contaminadas,

comprovando a limitacdo deste teste para a avaliacdo de produtos imunobiolédgicos;

2 — O teste do sangue total criopreservado se mostrou um ensaio promissor para
avaliagédo pirogénica de imunobiol6gicos, detectando amostras de Soro antibotrdpico
e Soro anti-rabico positivadas com LPS de E.coli;

3 — E possivel reutilizar coelhos que tenham recebido Soro antibotrépico, Soro anti-
rabico e Soro anti-tetdnico até 4 vezes no periodo de 7 dias, respeitando os
intervalos de 48 horas, desde que os mesmos tenham apresentado resultado

negativo;

4 — A reutilizacdo podera ser realizada, mesmo nos casos de repeticdbes com 5
animais (2° teste);

5 — A reutilizacdo de animais permite uma diminuicdo em até 70% da quantidade de
coelhos utilizados;

6 — Como conseqléncia da reducao de animais, os custos envolvendo a criacéo e a

manutencao destes também sofrera decréscimo;
7 — Os resultados encontrados permitem sugerir a Farmacopéia Brasileira a

modificacdo da monografia de soros hiperimunes, quanto a recomendacao de
reutilizacado dos coelhos no teste de pirogénio.
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