SAULO DE TASSO BORGES NOGUEIRA

A REUTILIZACAO DE COELHOS SUBMETIDOS AO TESTE DE
PIROGENIO NO CONTROLE DA QUALIDADE DE PRODUTOS
BIOLOGICOS COM ENFOQUE NA VACINA
ANTIMENINGOCOCICA AC

ESPECIALIZACAO
PPGVS/INCQS
FIOCRUZ
2009



A REUTILIZACAO DE COELHOS SUBMETIDOS AO TESTE DE
PIROGENIO NO CONTROLE DA QUALIDADE DE PRODUTOS
BIOLOGICOS COM ENFOQUE NA VACINA
ANTIMENINGOCOCICA AC

SAULO DE TASSO BORGES NOGUEIRA

ESPECIALIZACAO

Curso de Especializacdo em Controle da QualidadePamutos,
Ambientes e Servicos Vinculados a Vigilancia Saista
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em $aud

Fundacao Oswaldo Cruz

Orientadores: Jodo Carlos Borges Rolim de Freitas

Cristiane Caldeira da Silva

Rio de Janeiro
2009



FOLHA DE APROVACAO

A REUTILIZACAO DE COELHOS SUBMETIDOS AO TESTE DE
PIROGENIO NO CONTROLE DA QUALIDADE DE PRODUTOS
BIOLOGICOS COM ENFOQUE NA VACINA
ANTIMENINGOCOCICA AC

Saulo de Tasso Borges Nogueira

Dissertacdo submetida a Comissdo Examinadora caéapel® corpo docente do Curso
de Especializacdo em Controle da Qualidade de Ried@émbientes e Servi¢os Vinculados a
Vigilancia Sanitaria do Instituto Nacional de Cahdrde Qualidade em Saude da Fundacédo
Oswaldo Cruz e por professores convidados de olrtséisuicbes, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Especializagéo.
Aprovado
Prof2,
Profa.

Prof2.

Orientadora: Cristiane Caldeira da Silva

Joéo Carlos Borges Rolim dstks

Rio de Janeiro
2009



FICHA CATALOGRAFICA

Nogueira, Saulo de Tasso Borges

A reutilizagéao de coelhos submetidos ao Teste dedjénio no controle da
gualidade de produtos bioldgicos com enfoque na Viaa Antimeningocdcica AC/
Saulo de Tasso Borges Nogueira. Rio de Janeiro: INIS/FIOCRUZ, 2010.

xv, 30 p., il., tab.

Trabalho de conclusdo do Curso (Especializacdo emtr@e da Qualidade de
Produtos, Ambientes e Servicos Vinculados a Vigi&nSanitaria) — Fundacgédo
Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de lgage em Saude, Programa e
P6s-Graduacgdo em Vigilancia Sanitéria. Rio de Jan2010.

Orientador: Jodo Carlos Borges Rolim de Freitas

1. Pirogénio. 2. Teste de Pirogémovivo. 3. Reutilizacdo de coelhos.

The re-use of rabbits subjected to the Pyrogenimdbe quality control of biological products
with a focus on Meningococcal AC Vaccine.



“Todas as substéncias sdo venenos. Ndcste
nada que néo seja veneno.
Somente a dose certa diferencia o veneno do remédio
Paracelsus (1493 a 1541).

iv



A minha esposa Ana Maria, e

aos meus filhos, Samantha e Saulo Il



Homenagem especial
Aos irmdos NélioBorges Nogueira e Nilmaracir llpir&8orges Nogueira

in memoriam

Vi



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter iluminado os meus passos e dadafags momentos de incerteza,

mostrando-me o0 caminho que deveria seguir.

Aos meus pais pela educacéo e o exemplo que mmadera

A minha esposa Ana Maria, e aos meus filhos Saraant®aulo Il pelo apoio, incentivo e
paciéncia nos momentos de nervosismo.

As minhas irmas e irmaos.

Aos meus irmdos Nélio e Nilmaracir (Bira), com ragitsaudades, mas creio que devem

estar muito contentes onde estiverem.

Ao Sr. Fernando Faria Fingola, Chefe do Departanngat-armacologia e Toxicologia.

Ao Sr. Octavio Augusto Franca Presgrave, que nosoinino Pirogénio e a quem devo 0s

meus conhecimentos.

Ao Sr. Joao Carlos Borges Rolim de Freitas, meentador, pelo incentivo e apoio nesta

monografia.

A Sra. Cristiane Caldeira da Silva, minha orientadpelo o incentivo e apoio nesta
monografia.

Aos Coordenadores e Professores do Programa démdsacdo em Vigilancia Sanitaria
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade emd& — PPGVS/INCQS-FIOCRUZ.

Aos participantes da banca examinadora.

Vii



Ao companheiro Eduardo Gomes de Souza que ao ndeuclamecamos o0s primeiros

Ensaios de Pirogénio.

Ao colega Adigerson Ferreira Pires por ter paréidip ativamente para concretizacdo deste

trabalho.

Ao meu amigo Joel Felisbino de Souza, por ter serapreditado em mim e pela grande

forca, apoio e ajuda na elaboracdo dessa monografia

Aos colegas do INCQS/FIOCRUZ pela atencéao, ajuaiaogo moral quando precisei.

E a todos aqueles que direta ou indiretamenteibairam para esta monografia.

viii



Resumo

Todos os produtos injetaveis de uso humano deverivees de pirogénio. Existem dois
métodos oficiais na Farmacopéia Brasileira paratacgdo da contaminagéo pirogénica: o
Teste de pirogénim vivo usando coelhos e o Teste do Lisado do Amebdcitbirdalus
(LAL). Recentemente foi incorporado na FarmacopEBiaropéia um terceiro teste
denominado Teste de Ativacdo dos Mondcitos (Morecitctivation Test- MAT).
Entretanto, devido a algumas limitagbes, o LAL AT sdo modelos de substituicdo que
no momento ainda ndo podem ser aplicados para tpothinldégicos e neste contexto, a
reducdo (3 Rs) é uma alternativa estratégica ao desanimais. Pela Farmacopéia
Brasileira, coelhos que tenham recebido produtokdicos no teste de pirogénio vivo
nao podem ser reutilizados para estes mesmos psyduatplicando na utilizagdo de um
grande numero de animais para estas andlises.efivolijleste estudo foi avaliar a reducéo
do numero de coelhos através da sua reutilizagém WYacina Antimeningococica AC,
verificando se estes animais continuam apresentéginie, quando administrados com
amostras contaminadas com endotoxina (SUE/Kg). &sbalho foi elaborado utilizando
um desenho experimental onde os animais foram idosdem 4 grupos que receberam
desde uma Unica injecdo de vacina contaminada gt@pp que recebeu 3 injecdes da
vacina negativa, em intervalos de 48 horas, ossgisaam desafiados no dia 7 com a
vacina contaminada. Os resultados mostraram geep®sta ao estimulo positivo apés as
administracbes da vacina negativa ndo demonstfetedca estatisticamente significativa
em relacdo a resposta ao estimulo positivo de unita @dministracdo, independente do
namero de amostras negativas recebidas. Desta ,f@oa@-se concluir que, é possivel
reutilizar os coelhos até 4 vezes no periodo de wemana para a Vacina
Antimeningocdcica AC desde que com resultado negateduzindo custos e tempo de
analise. Estes resultados permitem sugerir & Fapdéc Brasileira a modificacdo da

monografia do Teste de Pirogénio quanto a recongdiodda reutilizacao.



Abstract

Every injectable product intended for human adnviai®on must be tested free from any
kind of pyrogenic contamination. There are two @#i methods in the Brazilian
Pharmacopoeia for detection of pyrogens: thevivo Rabbit Test and the Limulus
Amoebocyte Lysate Test (LAL). It has also been médgencorporated into the European
Pharmacopoeia a third assay called Monocytes Aaivd est (MAT). Even though both
LAL and MAT are very promising substitutes for tRabbit test, they still cannot be
applied to biological products due to some limdas. In this context, the reductions (three
R’s) is a strategic alternative for the animal esddhe Brazilian Pharmacopoeia states that
rabbits which have been previously injected witbldygical products on the pyrogenit
vivo test cannot be used again for the same means |edus to a high number of animals
used in that kind of analysis. The aim of this gtuehs to evaluate the reduction in the
number of rabbits by re-using of those animals ttoe meningococcal AC vaccine,
checking if they keep presenting fever when samgpaised with endotoxin (SUE/kg) are
administrated. This study was elaborated using«peranental design where animals were
divided into four groups, which received from ondhree injections of negative vaccine in
a 48 hours interval which were challenged on dayemsewith spiked vaccine. Results
attested that the answer to the positive shot #fieemegative vaccine administrations did
not create statistically relevant difference frame bne spiked administration, despite the
increasingly number of negative injections takem $#8 hours interval. Therefore, it's
mandatory to assert the possibility of reutilizatiof rabbits for meningococcal AC
vaccine, as soon as negative result, up to fouedim a seven day period reducing costs
and analysis time. These results allow us to suggethe Brazilian Pharmacopoeia the

modification about the recomendation of reutiliaatin the rabbits pyrogen test.
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1 - INTRODUCAO

Qualquer substancia que tem a capacidade de inflre recebe o nome de pirogénio, do
gregopyro que significa “fogo” egenesisque significa “criar ou resultar”. A maior partasd
informacdes cientificas sobre estes contaminantggusnos ultimos cinglienta anos, enquanto
gue o estudo da febre e seus sintomas sao tdosqtignto a propria medicina com relatos de
até dois mil anos (PEARSON, 1985).

Na Grécia antiga a febre ja era considerada policogdomo um agente terapéutico e néo
como uma patologia. Parménides (500 a.C.) e RhdpdSpheso (100 d.C.) compartilhavam
deste conceito e acreditavam que, se a febre pudesgproduzida artificialmente, certamente

poderia curar grande parte das doencas (PEARS(3S).19

Em 1862, Billbroth, foi provavelmente o primeirosgeisador a usar o termo pirogénio para

designar as substancias capazes de induzir reéglires Foi Burdon-Sanderson o que mais

escreveu sobre os mecanismos da febre, quando8e6n lancou a discussao indagando se a
origem da resposta febril estava nos agentes egdgenem agentes enddgenos liberados por
células do hospedeiro. Estas idéias estavam muitinpas do que atualmente entendemos
sobre esse mecanismo (PEARSON, 1985).

Em 1930, Seibert, completa uma série de estudesiotés, que comprovaram que a “febre de
injecdo”, terminologia da época, estava associadalninistracdo intravenosa de produto
bacteriano filtrado, comumente referido como pirogéMacacos, cavalos, cades e gatos, assim
como os coelhos reproduziram uma resposta simiiar Bomem. Por razdo de conveniéncia e
economia, a selecao final do animal modelo paragpitio ficou com o cdo e o coelho.
Posteriormente, Co Tui, pesquisador com granderié&quéa com caes e coelhos, relatou as
vantagens e desvantagens de ambas as espéciesathm tornou-se o animal modelo para o
ensaio de pirogénio (WILLIAMS, 2007).



Ainda nesta década de 1930, solucdes de dextrasdina, parenterais de grande volume

(PGV), foram avaliadas pela primeira vez nas imiissfjuanto a presenca de contaminantes.

A grande vantagem anunciada para estes produtoa exggéncia no rétulo da auséncia de

pirogénio, tendo por base o teste em coelhos debethw por Seibert e seus colaboradores.

Com a Il Guerra Mundial surgiu uma grande demaraldenapia de parenterais de grande
volume o0 que atraiu a necessidade de garantir usaierpara auséncia de pirogénio em

preparacao intravenosa no compéndio oficial da keopeéia Americana (WILLIAMS, 2007).

O Comité de Revisdo da Farmacopéia Americana aotoem 1941 o Subcomité 3 em Ensaios
Bioldgicos a iniciar o primeiro estudo colaboratpara o Ensaio de Pirogénio sob a direcao de
Henry Welch. Os resultados destes estudos foranticadbs em 1943. Ainda durante o
desenvolvimento deste estudo, o primeiro métodoiabfipara deteccdo de pirogénio foi
incorporado a décima segunda edicdo da Farmacdpéericana no ano de 1942 sendo
utilizado na sua forma original até recentementd.(\\AMS, 2007; KIKKERT et al, 2008).

Apenas em 2001, a Farmacopéia dos Estados Unidd$E (UNITED STATES
PHARMACOPOEIA, 2000), modificou os critérios de Bagdo do teste, tornando-os mais
rigorosos, considerando como febre a variacao ithdé de temperatura (VIT) igual ou
superior a 0,5°C, substituindo o critério anteer igual ou superior a 0,6°C. Em 2003, a
Farmacopéia Brasileira mudou Também o seu critéro fasciculo 5° da 42 edicéo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003).

1.1- Mecanismo da Febre

Os pirogénios sao divididos em dois grupos: exégemaee tém sua origem fora do organismo e
enddgenos que sdo produzidos pelo hospedeiro adfectPirogénios exdgenos podem se
originar de diversas fontes como bactérias, vifuagos, materiais antigénicos e alguns
medicamentos. Dentre eles, a endotoxina, tambémndesm como lipopolissacarideo (LPS)
proveniente de bactérias Gram-negativas, e € amedpel pela maior parte das contaminacdes
importantes, e, devido a sua natureza termoest@melsempre é possivel ser eliminada através

dos processos normais de esterilizacdo (WILLIAME 7).



Os pirogénios endogenos sao produzidos pelo organis permitem uma das principais

respostas a infeccao pirogénica: a elevacdo deetamopa corporal.

Estas substancias sdo secretadas por fagocitosnomeares e pertencem a uma classe de
imunopeptideos chamadas citocinas sendo a intereeytL-1p, IL-6) e fator de necrose

tumoral alfa (TNFe) as principais envolvidas no processo inflamatBUTLER, 2002).

Pirogénios exdégenos quando entram na corrente Be@glativam células de defesa,

principalmente mondcitos, que liberam as citocifmaediadores inflamatoérios) que, através da
via de ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2) levam agfarmacédo do acido aracddnico em

prostaglandinas (PGs). Dos prostanoides resultalgsts transformacéo, a prostaglandina E2
(PGE2) é a que altera o termostato hipotalamicolteeslo na febre (FIGURA 1). Todo esse

mecanismo, associado ao aumento de cobre e redad&oro, gera um sistema de producéo e
manutencdo de calor (tremores e pilo-erecdo) defiimgcom a finalidade de manter a

temperatura nesse novo patamar (FIGURA 2). A teatpex do corpo € mantida nestes niveis
altos até que os efeitos dos pirdgenos cessem (BER;T2002; BLATTEIS, 2007).

Novo valor‘normal”

A0.0°C Ativacéo de mecanismos de

producdo e manutencéao de calor

BEC ' - Temperatura corporal normal

FIGURA 1 - Representacdo esquematica da alterag&etdooint hipotalamico. A temperatura
normal de referéncia, de 36,5°C é alterada par8°@Ogue passa a ser, entdo, a nova
temperatura “normal” do corpo. Neste momento, surgeentos para a produ¢ao e manutencao
de calor (adaptado de PRESGRAVE, 2003).
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FIGURA 2 - Patogénese da febre. Pirogénios exégatndo sobre macréfagos induzem a

liberacdo de mediadores inflamatoérios (citocindsdses mediadores atuam no hipotalamo
alterando oset-point e desencadeando mecanismos de producdo e cordgerdac calor,
resultando na febre (Adaptado de PRESGRAVE, 2003).



1.2 - Controle da Qualidade de Vacinas

O Instituto nacional de Controle da Qualidade emdg (INCQS) é um 6érgéo publico federal,
de carater técnico-pericial que assume atividadelsigvas de Estado. Atua em todo territério
nacional, atendendo ao Sistema Nacional de ViggaBanitaria (SNVS) e interagindo com
organizacfes internacionais, vinculadas a qualiddelgorodutos ofertados a populacdo. O
Decreto n® 4.725, de 9 de junho de 2003 no segoa2®, paragrafo 2° define como uma das
competéncias do INCQS o “estabelecimento de noenmmastodologias de controle da qualidade
para a rede de laboratérios do Sistema Unico deleSailém disso, tem como missao:
“contribuir para a promoc¢ao e recuperacdo da sal@erevencdo de doengas, atuando como
referéncia nacional para as questdes cientifitasrmlogicas relativas ao controle da qualidade
de produtos, ambientes e servicos vinculados aaviga Sanitaria” (PRESGRAVE, 2003;
FREITAS,2008).

Todos os produtos injetaveis de uso humano, ssjeitdigilancia Sanitaria, que se encontram
no mercado, devem ser livres de pirogénio (PRESGRAN03). Estes produtos incluem todos
os dispositivos médicos que servirdo como instruméa administragéo de fluidos ou solugdes.
Além disso, medicamentos e hemoderivados tambéygaoh para analise nos Laboratdrios
Oficiais através de denuncias ou de programas edstathos com Secretarias Municipais ou
Estaduais de Saude. Os imunobioldgicos sdo anafisaol INCQS como parte do Programa

Nacional de Imunizacao, requisito basico para tvefgio da compra dos mesmos pela SNVS.

Laboratorios nacionais e estrangeiros fornecenaamas para uso no Brasil. Embora a maioria
dos agentes imunizantes seja produzida a partiegas ou linhagens de bactérias ou virus em
instituicBes de referéncia da Organizacdo Mundigbdide (OMS), existem particularidades no
processo de producdo de cada laboratério que lboein, eventualmente, para que as vacinas

apresentem diferencas em seu aspecto ou coloBB&S(L, 2001).

O controle de qualidade das vacinas é realizado lpbbratério produtor e deve obedecer a
critérios padronizados, estabelecidos pela OMS.sAgdrovacdo em testes de controle do
laboratorio produtor, cada lote de vacina é sultloeti analise no Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fund@&giwaldo Cruz (FIOCRUZ) 6rgao
vinculado ao Ministério da Saude (MS). SO depoismeina é liberada para uso, garantida sua
seguranca, poténcia e estabilidade (BRASIL, 2001).



Existem trés testes de seguranca toxicologicosrittessmas farmacopéias para a deteccdo de
pirogénios em produtos injetaveis: o Teste de Bmmgin vivo em coelhos, o Teste de
Endotoxina Bacteriana Também conhecido como Liskd&mebdcito do Limulus (LAL), e o
Teste de Ativacdo de Mondcitos, sendo apenas os gdmeiros reconhecidos pela
Farmacopéia Brasileira. No caso das analises dos Bgperimunes e algumas vacinas apenas o
teste in vivo € recomendado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003; EUREMN
PHARMACOPOEIA, 2009).

1.2.1 - O Teste de Pirogénim vivo

O Teste de Pirogénim vivo fundamenta-se na observacdo da resposta febribethos, apés
injecdo intravenosa da solucdo em analise, onderdfeca a temperatura retal dos animais a
intervalos de 30 minutos, por um periodo de 3 ho(@slE UNITED STATES
PHARMACOPOEIA, 2000; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003VILLIAMS, 2007).

E um ensaio que pode aprovar ou rejeitar uma aesetrdo utilizado para produtos que podem
ser tolerados por coelhos em doses que ndao excé@aml/kg de peso corporal, quando
administrado dentro do periodo ndo superior a 1Qutos. Para produtos que necessitem
preparagao preliminar ou diluicdes apropriadasasestondicdoes s&do estabelecidas nas
monografias das farmacopéias (THE UNITED STATES RNBACOPOEIA, 2000;
EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2001; FARMACOPEIA BRASILER 2003).

A resposta pirogénica em coelhos tem uma cardaatarisem marcante, pois se inicia cerca de
45 minutos apoOs a injecao intravenosa, atingindgew pico na faixa de 60 a 90 minutos,
iniciando uma descida ao nivel basal (perfil mosiofd (WILLIAMS, 2007). Cabe ressaltar
que os coelhos respondem a mesma concentracéde foet o homem, ou seja, 1ng/kg, o que
equivale a 5 UE/kg (HOESCHSTER® al, 1990).

No que tange a reutilizacdo de animais, as prirgif@amacopéias internacionais preconizam
que, quando o ensaio é considerado negativo, asaenpodem ser reutilizados, respeitando
intersticio de 48 horas.



No caso de teste positivo, deve-se obedecer a tervato de 14 dias para que 0s mesmos
possam ser usados para qualquer produto (THE UNISESTES PHARMACOPOEIA, 2000;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003; EUROPEAN PHARMACOPOE] 2001). A
Farmacopéia Brasileira ndo recomenda a reutilizatiaoelhos para produtos biologicos,
porém mantém as condicdes de reutilizacdo de aminp@ra os demais produtos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003).

A categoria de produto biologico € mencionada rian®.€.360/76, sendo descritos como soros,
vacinas, bacteriofagos, horménios e vitaminas a@&uou sintéticas, fermentos e outros,
conforme preconiza o Decreto 79.094/77 regulamentaa referida Lei. A Resolugéo - RDC n°
315/05, que versa sobre o Regulamento Técnico dpstRe Alteracbes Pds-Registro e

Revalidacdo de Registro dos Produtos Biologicosnirexdos, E acrescenta aquela lista os
seguintes produtos: Hemoderivados; Biomedicamefdbsdos de fluidos biolégicos ou de

tecidos de origem animal, e de procedimentos hiolégicos); anticorpos monoclonais;

probidticos e alérgenos (BRASIL, 1976; FREITAS, 00

1.2.2 - Métodos Alternativos ao Teste de Pirogénin vivo

A partir de 1959, com a publicagdo do livro “Thenpiples of humane experimental
technique”, por Russel e Burch, foi introduzidoameeito dos “3 Rs” (Reduction, Refinement
and Replacement) no meio cientifico que consistereducdo do numero de animais,
refinamento das técnicas experimentais minimizamdgofrimento do animal e preservando o
seu bem estar e quando possivel a substituicatest®s realizadag vivo por testesn vitro.
Este conceito evoluiu como uma tendéncia mundmiiando uma forte pressdo com
implicacdes éticas quanto a ndo utilizacdo de asiera pesquisas cientificas e a mobilizacéo
de varias entidades e 6rgaos regulatérios no drebalho da validacdo de métodos alternativos
na area de toxicologia (BALL& al, 1995).

O Teste do Lisado do Amebdcito do Limulus (LAL), wmsaioin vitro muito sensivel para a
deteccdo de endotoxinas, foi implementado pararamdg numero de produtos, entretanto com
a limitacao de néo revelar a presenca de outraté&ias pirogénicas (HARTUNG al 2001;
MOESBY et al, 2000).



Apesar de desenvolvido ainda na década de 197@®Losb foi considerado como método
farmacopéico em 1985, em alguns casos onde o eéestanimal ndo poderia ser utilizado
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; THE UNITED STATES PARMACOPOEIA, 2000;
HARTUNG et al, 2001) (FIGURA 3).

Entretanto, este teste ndo € preconizado para ar marte das vacinas, em funcdo das
interferéncias provocadas por esses produtos gacgete gelificacdo (HARTUNGt al, 2001,
PRESGRAVE, 2003).

-\_\'_\__
T o ol

FIGURA 3 - (A) Caranguejo-ferradurad.itnulus poliphemusg (B) processo de extracdo da
hemolinfa (Fotos extraidas de PRESGRAVE, 2003).

Seguindo a tendéncia mundial na busca por métdtraativos ao uso de animais, o teste de
liberacdo de citocinas utilizando linhagens cekgaou sangue humano foi desenvolvido no
final da década de 1980 e inicio dos anos 199Caridm por base o principio do mecanismo da
febre. Este método quantifica mediadores inflanagdiiL-13, 1L-6 e TNFa) envolvidos neste
processo, levando a febre (POOe&Eal, 1988; HARTUNG e WENDEL, 1996; NETEAt al,
2000; HARTUNGet al, 2001; CALDEIRAet al, 2005; PRESGRAVIet al, 2005).

As perspectivas de uso do método de liberacdotdeira@sin vitro incluem a sua utilizacao
tanto por 6rgdos reguladores quanto pelas indgistriraa vez que abrange todos 0s pirogénios,
além de ndo representar gastos com a manutengiordais. Este método foi validado através
de um estudo colaborativo medicamentos, entretamdio, foram contemplados produtos
biologicos de importancia nacional como os imunidigicos, (HOFFMANN et al, 2005;
SCHINDLER et al, 2006; ECVAM, 2006). Assim, o coelho permanece como acaini
alternativa para avaliacdo da contaminacéo pircgéhestes produtos (FREITAS, 2008).



Recentemente, este método foi incorporado a Fapéacdcuropéia sob a denominacédo de
Teste de Ativagdo de Mondcitos, porém, como uneterdeste, sem substituir o tegtevivo

ou o LAL uma vez que os dados na literatura ndanfoconsiderados conclusivos e deixando
clara a necessidade de novos estudos na area. AKCV2008; EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2009; SCHINDLER al, 2009;).

Em alguns casos onde a substituicdo ainda ndosévphsa concepcao da reducdo (3 Rs) é uma
alternativa estratégica ao uso de animais. Esteettornpode ser aplicado ao teste de pirogénio,
ja que o Ensaio de Endotoxinas e Teste de Ativdeddondcitos sdo modelos de substituicdo
gue no momento ainda ndo podem ser aplicados padatps bioldgicos. Apesar da caréncia
de dados na literatura, foi apresentado um estugantt a “Primeira Oficina de Ensaios
Biol6gicos” em Cuba onde foi comprovada a possiadie de reutilizacdo dos animais nos
testes de pirogénio para a vacina anti-hepatiteBr@s ou quatro vezes em um periodo de uma
semana, reduzindo em até um ter¢co o numero de Bn{BQURGet al, 1997). Outro trabalho
realizado no INCQS utilizando soros hiperimunesratmorou estes achados encontrando
resultados semelhantes para esta classe de pr¢BREBETAS, 2008).

1.3 - Vacina Antimeningocdcica AC

A vacina é o imunobiolégico que contém um ou magsnées imunizantes (vacina isolada ou
combinada) sob diversas formas: bactérias ou vines atenuados, virus inativados, bactérias
mortas e componentes de agentes infecciosos puldisce/ou modificados quimicamente ou
geneticamente. O produto em que a vacina é apaslseobntém, além do agente imunizante, o
liquido de suspensao, conservantes, antibidticestabilizadores (BRASIL, 2001; SANTGS

al, 2008).

A Neisseria meningitidigo meningococo) é o lider causador da meningitgegticemia
fulminante e um problema significativo de saudelipdlna maioria dos paises. A composicéo
antigénica da capsula polissacaridica permite ssifieacdo do meningococo em 13 diferentes
sorogrupos: A, B, C, D, H, I, K, L, W135, X, Y, Z28E.

Os sorogrupos A, B, C, Y e W135, sdo responsawgipnaticamente todos os casos de doenca,
infectando apenas humanos (SORIANO-GABARRDal 2002, SAFADIet al 2006). No
Brasil, o numero de casos notificados de meningitemeningococo foi de 2.264 em 2007 e
2.555 em 2008, segundo o Ministério da Saude (MS).



Mas o numero real pode ser mais que o dobro doemsndivulgados, uma vez que 50% dos
casos de meningite bacteriana acabam ndo sendonimatlios as autoridades de saude
(SAFADI et al 2006; SANTOSet al, 2008).

Estes dados refletem a demanda encontrada no INOQ@® vez que, a vacina
antimeningocadcica, possui analises realizadasaldtdée, como parte do Programa Nacional de
Imunizacdo (PNI) e requisito basico para efetivag@d@ompra das mesmas pela Coordenacao
Geral do Programa Nacional de Imunizacdo (CGPHNtre o periodo de 2006 a 2009 o Setor
de Pirogénio do Departamento de Farmacologia ecbtogia (DFT) analisou 75 vacinas,

sendo que deste total 52% foram representadasgetea antimeningococica AC (FIGURA 4).

WACINA
RECOMEINANTE

CONTRA
HEFATITEE
15%

WACINA ANTI
PNEUMOCOCI-
CA
28%

WACINA
COMBINADA
DTF+ HEFATITE
B+HIE
5%

FIGURA 4 —Grafico do total de vacinas analisadas pelo Setd?icbgénio no periodo de 2006
a 20009.
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1.4 - Mecanismos Basicos Envolvidos no Processolaeinizacao

O processo imunoldgico pelo qual se desenvolve degdio conferidapelas vacinas é
semelhante aquele utilizado pelo organismo paea bintra as infeccdes virais ou bacterianas
(BRASIL, 2001).

O antigeno encontra-se no agente ou na subst&@uciahecida como estranha pelo organismo,
podendo ser componente de bactérias, virus e efoi® de sua penetracdo, através da pele
e/ou de mucosas, atinge a circulacdo sanguineafaida e alcanca os Orgaos linféides
secundarios (ganglios linfatico, baco e nédulo$dides). O antigeno sofre processamento
inicial e, apds esse processamento, 0 mesmo, &ggraentado, € apresentado aos linfocitos
envolvidos na fase efetora da resposta imune.rbiciios, originarios das células primordiais
da medula 0ssea, sofrem processos de diferenaiatdlar, de que resulta o aparecimento dos
linfécitos T e B, cujas atividades séo distintasoeplementares. Da interacdo dos antigenos
com os receptores dos linfocitos T e B resultatiomeso dessas células e subseqiente ativacédo
(ABBAS et al, 2000).

Dependendo das caracteristicas e propriedade devaatha, 0s processos imunolégicos podem
envolver diferentes mecanismos. A imunidade apdsfexcdo meningococica € sorogrupo-
especifica, e, portanto, as vacinas comercializadasglmente sdo combinacbes de
polissacarideos capsulares purificados grupo dgmec{bivalentes AC, monovalente A ou C)
ou em um conjugado entre o polissacarideo espeaificma proteina carreadora, grupo C
(antimeningocdcica conjugada tetravalente A, Ce¥\V135, com toxina diftérica ndo tdxica
mutante - CRM 197 ou toxoide tetanico) (SAFAdDlal, 2006). As vacinas produzidas a partir
dos polissacarideos purificados conferem ao orgenia protecdo necessaria por meio da
imunidade humoral que € essencial na resisténd@eaca meningococica e ndo depende da
participagdo da imunidade celular, timica, sendas [®30 denominada T-independente.
(SORIANO-GABARROet al, 2002).

Os antigenos polissacarideos séo capazes apemeatimelar linfécitos B, sem a participacao
de linfécitos T-auxiliares, induzindo imunidade mais curta duracdo. Neste tipo de resposta,
gue se segue ao primeiro contato com o antigenormhperiodo de laténcia de alguns dias ou
algumas semanas entre o0 estimulo e o aparecimentmtetorpos séricos: IgM, IgA e IgG
(ABBAS et al, 2000).
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A participacdo da imunidade celular na doenca ngamidcica € pouco definida. As vacinas
polissacarideas conjugadas com as proteinas carasadnodificam a resposta celular
independente de linfocitos T para dependente (SOIRHSABARRO et al, 2002). Como
resultado da ativacao de linfocitos T, da-se oeaarento de diversas subpopulacdes dessas
células: linfocitos T-auxiliares, linfécitos T-s@ssores, linfocitos T-citotoxicos, linfécitos T
responsaveis pelas reacdes de hipersensibilidedia & linfécitos T-memadria (ABBA®t al,
2000).

2 — JUSTIFICATIVA

O Setor de Pirogénio do INCQS, seguindo consultoi’esOrganizagcao Pan-Americana de
Saude (OPAS) desde a sua criagdo, adotou comodprea®o ndo reutilizar os coelhos para
produtos bioldgicos como questdo de segurancagdaevpossibilidade do desenvolvimento de
resposta cruzada ao pirogénio em coelhos admiddstrgucessivamente para este tipo de
produto. A partir dos promissores resultados oBtidm estudos anteriores no INCQS e em
Cuba, da limitacdo dos métodos alternativos hojgtentes e a competéncia do INCQS para o
estabelecimento de normas, surgiu a necessidade derificar a possibilidade de reutilizacéo

dos animais, através de um modelo consistenteddede para testar vacinas.

A possibilidade de reutilizagéo dos coelhos reduasio dos ensaios e o tempo de analise, além
de estar em consonancia com a tendéncia mundipted®ito dos 3 Rs. O presente trabalho
pretende contribuir significativamente como altém@a a atual situacdo, uma vez que a
importancia de novos estudos na literatura solpesaibilidade de reutilizacdo dos coelhos no
teste de pirogénio para produtos antigénicos geexeassidade de estudos mais rigorosos e que

incorporem um maior nimero de produtos de uma faegara e confiavel.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Avaliar a reducédo do numero de coelhos utilizadogeste de pirogénio, atraves da reutilizacéo
para vacina antimeningocoécica AC, verificando sémais que receberam amostras néo
contaminadas, ainda apresentam a capacidade dendespao estimulo febril, quando

administrados com amostras contaminadas na doge mendotoxina (SUE/KQ).

3.2 - Objetivos especificos

- Testar a sensibilidade dos animais na dosediatiizando uma curva dose-resposta;

- avaliar a reutilizacdo de animais em diferemiésrvalos de tempo;

- avaliar a reducao de custo do engaiaivoem funcao da possibilidade de reutilizagéo.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais

Foram utilizados 49 coelhos albinos da raca Novarda, machos ou fémeas, pesando acima
de 1.500 gramas. Sendo que 25 animais foram wukiliz@ara a curva dose-resposta e 24 para o
estudo de reutilizacdo. Os animais foram mantidosgaiolas individuais, em temperatura
ambiente de 20°C + 2°C, umidade de 50% a 70%, aqum éltrada e racdo apropriacal
libitum, com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Foi fodeecfeno autoclavado como
enriguecimento ambiental. Os coelhos foram proveeszdo Centro de Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL), da Fundacdo Oswaldo Cruz (HRQDZ). ApOs os experimentos, todos
0os animais foram submetidos a eutanasia por admaicé® intravenosa de tiopental na
concentracio de 100 mg/kg. Este estudo foi aproysda Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/FIOCRUZ), através da Licenga n® 127/0

4.2 - Teste de Pirogénion vivo

Os animais foram treinados 24 horas antes do idixi@ste, simulando 0 mesmo procedimento
do ensaio, sem haver, entretanto, a administragioquhlquer produto. Aqueles que
apresentaram variacdo individual de temperaturd)(\\gual ou menor que 0,3°C foram
considerados aptos a entrarem em teste. No denslmio os animais foram pesados para o
calculo do volume a ser administrado, e depoispozmlos em gaiolas de contencdo de
policloreto de vinila (PVC), para a colocagéo detreldo no reto do animal (6-7 cm) e registro
da temperatura individual. Foi feita a tricotomia orelha, antes da injecéo, para facilitar a
visualizacédo da veia marginal e a introducédo d#éhag®s animais foram mantidos em repouso
por pelo menos 30 minutos antes da administrac&o adeostras e apos este periodo, a
temperatura controle (Tc) foi registrada pelo egmipnto. Foram utilizados os animais com
temperatura igual ou inferior a 39,8°C no momemt@usaio e que nao apresentaram variacao
superior a 1,0°C no mesmo grupo. As soluctesHesim administradas pela veia marginal da
orelha de cada animal (FIGURA 5).
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Apoés a administracdo, os animais foram mantidosty@s horas, com registro continuo da
temperatura em intervalos de 30 minutos. A medaléethperatura e o calculo da VIT foram
realizados utilizando o sistema de monitoramentopotegénio PyroMon® da Ellab. A
avaliacao foi realizada automaticamente pelo equgpdio subtraindo-se a temperatura controle
da maior temperatura individual registrando-se & (BPARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003).

Segundo o critério para a aprovacdo de produtosrittss pela Farmacopéia Européia, no
primeiro ensaio sao utilizados 3 (trés) animaisguse, considerando-se o produto satisfatorio
quando nenhum animal apresentar a VIT igual ourgupa 0,5°C. No caso do produto ser
considerado duvidoso, ou seja, se pelo menos 1 (lowr)3 (trés) animais alcancar esta
variacdo, o ensaio deverd ser repetido com 5 (cianomais. O produto serd considerado
satisfatorio se no maximo 3 (trés) dos 8 (oito)rems apresentarem VIT igual ou superior a
0,5°C e se 0 somatorio das variacdes individuaitehperatura dos 8 (oito) animais nao for
superior a 3,3°C. Caso contrario, a amostra € dermia pirogénica (INCQS, 2007,
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003; HOCHSTEINt al, 1990).

Cabe ressaltar, que todos os procedimentos retigna administracdo dos animais para
obtencdo dos dados relativos a curva dose-respast@utilizacdo, seguiram como descrito no
teste de pirogénio (item 4.2). Entretanto, ndoufdizado o critério de aprovacdo de produtos
como descrito na Farmacopéia, sendo considerarei@a@ VIT de cada animal como resposta
febril. Desta forma, os ensaios ndo foram repeticlm® 5 novos animais como um teste
duvidoso, ja que, a administracdo de 1 ng/kg prodaizesposta de febre e a aplicagdo do teste
com 8 coelhos implicaria na utilizacdo desnecessfrianimais.

4.3 - Curva Dose-Resposta

A curva dose-resposta foi realizada para testaersilsilidade dos animais nas diferentes
concentracdes de LPS, nas seguintes doses: 02%5;e14 ng/kg de LPS descherichia coli
(SIGMA-Sorotipo 055B5), além de um grupo com sotufidiolégica de cloreto de sodio a
0,9% (NaCl). Foram utilizados 5 (cinco) coelhosapeada ponto da curva, que receberam 1
mL/kg de solucao pela veia marginal da orelha.
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FIGURA 5- Etapas do testi@ vivo. Os animais sdo colocados em gaiolas de conteAgaog
eletrodos sdo colocados no reto dos animais (B)peoduto € injetado na veia marginal da
orelha apdés 30 minutos de repouso @)egistro das temperaturas € feito pelo equipament

Pyromor® ELLAB, durante um periodo de trés horas (D).

4.4 - Desenho Experimental do Estudo de Reutilizaga

4.4.1 -Vacina Antimeningocécica AC

As amostras utilizadas neste estudo foram seledé@naom base na representatividade dos
produtos biolégicos analisados nos ultimos anos (@dtor de Pirogénio. Entre as vacinas,
selecionou-se a vacina antimeningocécia AC pomi@or demanda nos ultimos anos. Todas as
amostras utilizadas foram provenientes da rotinanddise, do mesmo produtor e os lotes foram
previamente testados, apresentando resultado asétisf Além disso, foram utilizados os
mesmos lotes de cada produto nos experimentos.nfssteas contaminadas foram obtidas
através da adicdo de 1 ng/mL de LPSHEseherichia coli(SIGMA-Sorotipo 055B5). Esta
concentracéao foi selecionada por refletir o lintitedose pirogénica humana e ser a menor dose
que causa febre nos coelhos (HOCHSTE(E| 1990).
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4.4.2 - Esquema de Administracéo da Vacina

Foram realizados experimentos independentes cadaonml12 animais (N=24) utilizando a
vacina antimeningococica AC. O esquema geral ddlizagéo € apresentado no Quadro 1. Os
animais foram divididos em quatro grupos, sendaacgiipo experimental formado por 3

coelhos, e as administracdes seguiram intervald8 dmras durante 7 dias.

QUADRO 1 - Esquema das administracfes, nos coelhos, dasramasintaminadas com 1
ng/mL de LPS dé&scherichia coli (A+) e ndo contaminadas (A) nagges experimentais para

vacina antimeningococica AC.

Dia 3 Dia 5 Dia 7

Grupo |
Grupo I
Grupo llI
Grupo IV

Em todos os casos os animais receberam 1 mL/kg.rdpoGl recebeu somente amostra
contaminada gpikg, com a finalidade de servir como controle positisgendo usado como
comparacao das respostas dos demais grupos. O @Erupoebeu uma administracdo de
amostra nao pirogénica e, 48 horas apos, a antstracina contaminada. O Grupo Il recebeu
amostra negativa nas duas primeiras administraféedo recebido a amostra contaminada no
dia 5. O Grupo IV recebeu nos dias 1, 3 e 5 an®stém pirogénicas e no dia 7, a amostra

contaminada.

4.5 - Andlise Estatistica

Os resultados dos ensaios de reutilizacdo foraalisados pelo teste estatistico néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar se mspostas aos estimulos positivos

apresentavam ou nao diferencas estatisticamentrificijva nos distintos dias de

administragao.

17



4.6 - Estimativa da Reducao de Custo do Ensaiio vivo

A analise de custo foi estimada apenas em termesido individual dos animais utilizados na
etapa de reutilizagdo (R$ 57,90 para coelhos xa f@& 60 a 100 dias, pesando entre 1500 e
2400 gramas).

5 - RESULTADOS

5.1 - Curva Dose-Resposta

A curva dose-resposta foi realizada para testaersilsilidade dos animais nas diferentes
concentracdes de LPS, avaliando a resposta do lanasadoses ndo pirogénica, limite e

pirogénica.

Pode ser observado que as variacdes de tempedatsiraoelhos apresentaram uma resposta
com o perfil tipico de uma curva monofasica e meofebre (VIT> 0,5°C) em 60 minutos
(FIGURA 6). Estes resultados mostram que ndo halgeacdo de temperatura do grupo
controle nem nos animais que receberam a dose inégémpica. A resposta de febre foi
observada a partir da concentracdo limite de 1 b (VIT= média £ erro padréo),
demonstrando a sensibilidade esperada. Estes dadéesmam os apresentados na literatura
qgue mostram que 1 ng/kg (5 UE/Kg) é a dose minineacqusa febre no coelho e no homem
(HOCHSTEINet al, 1990). Os animais que receberam as doses pitagede 2 e 4 ng/mL/kg
apresentaram VIT de 1,05°C e 1,25°C respectivameateonstrando uma resposta dependente

da dose.

18



Efeito do LPS em coelhos
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FIGURA 6- Curva dose-resposta nas concentracfes de 0,% 4,m/mL/kg de LPS deg.coli
em coelhos. A resposta de febre (\AT10,5°C) pode ser observada a partir da dose lidate
1ng/mL/kg.

5.2 - Reutilizagéo de Animais para a Vacina Antimeingococica AC

Foram realizados experimentos seguindo o esquestaitdeno item 4.4.2. Para fins de analise
foram considerados os resultados (VIT= média + padrdao) dos 24 animais que participaram
dos ensaios e receberam a dose de 1 ng/mg. Do desaés animais, trés coelhos néo
apresentaram febre. Este nimero foi consideradtheeklevando-se em conta a variabilidade
biolégica do modelo animal, por se tratar de umaedbmite, e, portanto, considerados

importantes para a compreensao dos resultados.
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No primeiro experimento todos os grupos (n=12) geeeberam a vacina contaminada
apresentaram VI® 0,5 °C (VIT= média + erro padréo) independentendmero de vacinas

negativas recebidas anteriormente. Também podebservada, principalmente no grupo II,
uma elevacdo da resposta febril 48 horas apdsneeipai administragdo em comparacdo ao

grupo | considerado como controle positivo (FIGURA

1.4
1,2
1 T -
o 08 -
S 0,6
0,4 - =
0,2 1 T =
O I . . . .
Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
OGrupo | 0,8
B Grupo Il 0,18 1,23
O Grupo I 0,05 0,05 0,9
OGrupo IV 0,2 0,3 0,23 0,95

FIGURA 7 - Grafico da Reutilizacdo de coelhos que receberasimaantimeningococica AC

nao contaminada e contaminada com 1 ng/mL. Expeationl (n=12, média EP).
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Os dados do segundo experimento ratificaram osnéractns anteriormente, onde, todos os
grupos (n=12) que receberam a vacina contaminadesetaram febre (VIT= média + erro

padrdo). Também pode ser observado um aumentapiasta no grupo Il (dia 3) em relacdo ao
grupo I. Além disso, o grupo IV Também apresentouawmento da resposta febril (dia 7) 48
horas apos a ultima administracao (dia 5), em delap grupo | ndo observado anteriormente

(FIGURA 8).

1,4
1,2 -
1 _
o 08
S 0,6 | -
0,4 -
0,2 1 B -
O s Dia 3 Dia 5 Dia 7
OGrupo | 0,5
B Grupo I 0,12 0,73
O Grupo I 0,05 0,03 0,57
OGrupo IV 0,22 0,17 0,23 0,8

FIGURA 8- Grafico da Reutilizacdo de coelhos que receberasimaantimeningococica AC

ndo contaminada e contaminada com 1 ng/mL. Exgeton? (n=12 , média EP).
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Quando se utilizam os resultados dos 24 animais{Viiédia + erro padréo) essa tendéncia em
relacdo ao grupo Il permanece, mostrando uma thsalevacdo de resposta no dia 3 em
relacéo ao grupo |, apos 48 horas da Ultima adtrag&o da vacina negativa (FIGURA 9).

1,4
1,2 1
1
— T
g s T -
= 0,6
> .6
0,4 -
0,2 =E —
0 i
Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
O Grupo | 0,65
B Grupo Il 0,15 1,03
O Grupo I 0,05 0,05 0,73
OGrupo IV 0,21 0,02 0,18 0,88

FIGURA 9- Gréfico da Reutilizacdo de coelhos que receberaimaantimeningococica AC

ndo contaminada e contaminada com 1 ng/mL. Exgetionl e 2 (n=24, , médiaEP).

A resposta da vacina com 1 ng/mL ndo foi estasistente significativa entre si, quando
avaliadas pelo método de Kruskal-Wallis. Este fattica que n&o ha efeito cumulativo do
produto e, sugere, que a elevacdo ndo esta red@cocom a segunda injecdo, mas,

provavelmente foi um evento ao acaso, devido aagées intrinsecas do modelo animal.

5.3 - Avaliacao de Reduc¢ao do Custo do Ensdiovivo

O custo foi estimado somente em termos do valowithtal dos animais (R$ 57,90 para
coelhos na faixa de 60 a 100 dias, pesando en®@ &52400 gramas). Levando-se em
consideracdo a possibilidade de reutilizacdo damaas em até 4 vezes em 7 dias, e que, a
execucdo do teste para uma amostra é realizad8 @mmais haveria um custo atual de R$
173,70 por amostra. Desta forma reutilizando arsjm@r este mesmo valor, seriam analisadas

4 amostras pelo valor de uma significando um cdstB$ 43,42 por amostra.
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6 - DISCUSSAO

A curva dose-resposta demonstrou que existe umrdande temperatura dependente da dose e
que os dados encontrados corroboram os descritdiserstura. Hochestein e colaboradores
publicaram os resultados referentes ao estudo amelédo desenvolvido pela Farmacopéia
Americana e o0 Centro para Avaliagdo e PesquisasBid&gicos do Food and Drug
Administration (FDA), do qual participaram doze dedtérios, e recomendaram, entre outros
pontos, a néao reutilizacado do coelho positivo pa@otoxina num periodo de duas semanas e a
reducao do critério de 0,6°C para 0,5°C. Nestedesfiambém ¢é ratificado a utilizacdo deste
novo critério por refletir o limite da dose pirog&nhumana, mostrando que 1 ng/kg (5 UE/KQ)
€ a menor dose que causa febre nos coelhos (HOEEENSt al, 1990).

Diante disso, esta dose foi utilizada como paré&mngdrra este estudo, pois, qualquer alteracéao
de resposta nesse nivel de dose inviabilizariautllizacdo de animais. Além disso, doses
acentuadamente elevadas poderiam nao sofrer n@&ecfas da reutilizagdo, justamente por

provocarem reacdes pirogénicas significativas.

Os resultados sugerem que 0s animais podem semeat@ utilizados, uma vez que nao houve
diferenca entre as respostas nos diferentes diasin@nto de resposta observada no grupo I
(dia 3) nao foi estatisticamente significativa eztacdo ao grupo | (controle positivo) e desta

forma atribuido a uma variabilidade biolégica dodelo animal.

Neste estudo, os achados em relacdo a vacina airigoedcica AC corroboram os do estudo
apresentado por Bourg para vacina anti-hepatitepBrefFreitas para soros hiperimunes onde
mostram a possibilidade de reutilizar animais,lBémaximo de 4 vezes, no periodo de uma
semana. Segundo estes achados, este fato comdhaiireduzir em um terco o numero de
coelhos utilizados (BOUREt al, 1997; FREITAS, 2008).

Estudos complementares devem ser conduzidos coninadiddde de testar todas as

possibilidades de administragdo prévia de difeseptedutos bioldgicos.

23



Ainda falta ser avaliado se € possivel a reutiivados mesmos animais para diferentes
produtos simultaneamente e se existe a possibdidadreutilizacdo dos animais para outros
produtos biolégicos, dentro dos 14 dias preconiggmila Farmacopéia Brasileira, no caso de
um resultado positivo na primeira administracdo.eNtanto, a importancia maior do estudo de
reutilizacdo de animais esta na avaliacdo de aasos&gativas, uma vez que historicamente, o
namero de amostras insatisfatorias no teste dgémio € muito reduzido, nao ultrapassando
2% do total de amostras analisadas por ano no ING@Es da questdo ética relacionada a
reducao, a reutilizacdo contribui de forma sigatiica para a reducdo do custo do ensaio por
amostra, ou seja, de R$ 173,70 para R$ 43,42. dditaomo exemplo o proprio setor de
pirogénio onde sao utilizados por semana, um letardmais de 24 coelhos, do qual, se todos
0os animais forem considerados aptos no treinammrt@sponderiam a 8 produtos avaliados.
Se este mesmo lote de animais for utilizado quatres na mesma semana para a mesma classe
de produtos, podem ser liberadas até 32 amostrasosanesmos animais, sem a necessidade

de solicitar novos coelhos ao CECAL.

Esta reducéo significativa do custo ratifica o lesio encontrado por Freitas (2008), onde
segundo o autor, um relatério realizado em 2008 @#stdo de Monitoramento de Custos
(GEMOC) para o INCQS, apresentou que um ensaidrdggmioin vivo custava por amostra
R$ 733,28. Cabe ressaltar, que o calculo foi urtimava, ja que, o custo por amostra pode
diminuir dependendo do nimero de amostras anatisamldia, além do preco do animal. Além
disso, na realizacdo de 5 amostras simultaneassto icaria em R$ 701,40, uma vez que 0S
gastos fixos (luz, hora-homem e etc) se mantémtaotes. Ainda segundo 0 mesmo autor,
quando reutilizados os mesmos animais até 4 vexeemodo de 7 dias, a reducdo dos custos
giraria em torno de 25% dos valores atuais. Alésalios dados encontrados indicaram que 20
amostras realizadas de forma simultdnea com anireatdizados custariam os mesmos R$
701,40 para 5 amostras (FREITAS, 2008).

Outro ponto fundamental que deve ser ressaltadotg@areutilizacdo sdo as questdes praticas
em termos de agilidade de prazos e laudos. Eskdadgi de prazos se refere ao fato de que,
uma vez que 0s animais possam ser reutilizadoslicdtazdo dos mesmos ao CECAL sera
menos frequente, j& que os animais ficardo no dPCQS em experimentacdo por um
tempo maior. Cabe ressaltar que a utilizacao gpekesses animais nao fere nenhum principio
ético, uma vez que 0s mesmos nao estdo submetidesresse e nem a procedimentos

dolorosos.
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A possibilidade de reutilizacdo dos coelhos pam@meaantimeningococica AC pode refletir,
Também, na reducdo de custos da producdo desshsqwaignificando a médio ou longo
prazo uma economia aos cofres publicos relativosngpra dos mesmos para distribuicdo aos

postos de saude.

Considerando o disposto no paragrafo 2°, do Ar2Zigodo Decreto n® 4.725/2003 que define
como uma das competéncias do INCQS o “estabeletime® normas e metodologias de
controle da qualidade para a rede de laboratoddistema Unico de Saude” (SUS), diante dos
resultados desse estudo, apos a publicacdo ddéhiwatiantifico, sera sugerida a Farmacopéia
Brasileira a modificacdo para que se passe a pemniteutilizacdo de coelhos no teste de
pirogénio para vacina antimeningocdcica AC atétqdas possibilidades estejam concluidas.

Um levantamento recente sobre o numero de trabalieogificos que procuram cumprir o
preceito dos 3Rs mostrou que aproximadamente 6@%eddrabalhos estdo relacionados com a
reducdo do uso de animais, cerca de 30% versaspeait@da substituicdo, enquanto que 10%
tratam do refinamento (REINHARDT, 2008). Estes nionagefletem de forma significativa a
dificuldade que ainda temos, hoje em dia, de enaonbs alternativas que substituam o uso de
animais nas diversas areas da experimentacdo. foesta, o presente estudo se encontra em
consonancia com esses numeros apresentados, qutraggado “R” onde se tem maior

abrangéncia de atuacao e possibilidade de desémenito ou adaptacdo metodoldgica.

Assim sendo, até que o uso do métadoritro do Teste de Ativacdo de Mondcitos esteja
validado e reconhecido pelos 6rgaos regulatérios fsstar vacinas, a Unica forma de seguir o
preceito dos 3Rs, € reduzindo o uso de animaigste tle pirogénio através da reutilizacao de
coelhos ja submetidos a administracdo prévia depsedutos que tenham apresentado
resultados negativos quanto a pirogenicidade, asesmp ja € preconizado pela Farmacopéia
Brasileira para outras classes de produtos.
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7 - CONCLUSOES

Os resultados encontrados permitem as seguintelisdns:

1 - E possivel reutilizar coelhos que tenham reteelacina antimeningocdcica AC até 4 vezes
no periodo de 7 dias, respeitando os intervalog&idoras, desde que os mesmos tenham

apresentado resultado negativo;

2 - A reutilizacdo de animais permite uma diminaign até 70% da quantidade de coelhos

utilizados;

3 - Como consequéncia da reducdo de animais, ¢esceisvolvendo a criacdo e a manutencao

destes, Também sofrera decréscimo;
4 - Os resultados encontrados permitem sugerirrindépéia Brasileira a modificacdo da

monografia da vacina antimeningococica AC, quantce@mendacdo de reutilizacdo dos

coelhos no teste de pirogénio.
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