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Resumo

O teste intradérmico para o diagndstico da Leishmaniose foi preconizado por Montenegro
em 1926. Tratava-se de um extrato alcalino de formas promastigotas de Leishmania que se
acreditava livre de particulas e de parasitos inteiros. Atualmente, 0s antigenos mais
utilizados constituem—se ainda de formas promastigotas, algumas integras e outras
sonicadas, a partir de “ pool *“ cepas de Leishmania ou cepas unicas, diluidas em solucdes
preservadoras como salinas fenoladas 0,4% ou mertiolatadas 1:10.000.

A producgdo do antigeno, ndo tem portanto uma padronizacdo definida no Brasil e no
Mundo e varios preparacdes antigénicos em diferentes apresentacdes sdo descritas
comprometendo a qualidade e a comparabilidade das respostas. Justificou-se assim, a
necessidade de padronizagdo da metodologia para a producdo do antigeno de Montenegro,
em diferentes fases. Este estudo prop6s definicdes de padrdes na producdo do antigeno
para a intradermorreacdo de Montenegro em relacdo a melhor indculo padronizado de
promastigotas, métodos de quantificacdo de concentracdo de proteinas, prazo de validade

e controles de qualidade, universalmente aceitos.
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Abstract

Montenegro’s antigen was advocated publicly by Montenegro in 1926 for leishmaniasis
diagnosis through intradermal test. It was an alkaline extract of Leishmania promastigotes
forms, which was thought to be particles of and parasites free. However, nowadays the
most used antigens are of promastigotes forms, some of which are integral and others are
sonicated as from pool of Leishmania strains or single ones diluted in preserving solutions
like phenol or merthiolate saline.

The production of this antigen has not been standardized in Brazil or worldwide; thus
several antigen preparations, in different doses, are described jeopardizing the quality and
comparison of answers.

Therefore, it was made necessary a standardized methodology to produce Montenegro’s
antigen in different phases. This study propose antigen definitions for Montenegro’s
intradermal reactions related to the best promastigotes inoculum, protein concentration

checking methods, validity and quality controls equivalent to the vaccines ones.
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| INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

As leishmanioses representam um grave problema de Saude Publica,
considerando sua ampla distribuicdo mundial, seu espectro de manifestacfes clinicas, o
envolvimento de uma multiplicidade de espécies de Leishmania e de vetores, de
hospedeiros e reservatdrios animais, e as dificuldades para o diagnostico da doenca e o
tratamento dos doentes.

No Brasil, tanto a leishmaniose tegumentar, como a leishmaniose visceral
ocorrem em praticamente em todas as regides do Pais. Em 2002, foram notificados 36.601
casos de leishmaniose tegumentar e 2.754 de leishmaniose visceral no Brasil (FUNASA,
2002).

Clinicamente, a doenca tegumentar se caracteriza por lesdes na pele e (ou)
mucosas, Unicas ou multiplas. Abrange desde formas inaparentes, ou com lesdes de pele
discretas com evolucdo a cura, até formas com ulceracdes multiplas, abrangendo mucosas
da face, com evolucdo arrastada, tendéncia a metastases e recidivas, de tratamento dificil
(Marzochi, 1992). A leishmaniose visceral, por outro lado, é doenca sistémica,
comprometendo principalmente os 6rgdos linfoides (baco, figado e medula &ssea),
produzindo principalmente hepato-esplenomegalia, anemia, pancitopenia e depressdo da
resposta imune celular especifica (FUNASA/ 2002).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta-se em fase de
expansdo geografica. Nas Ultimas décadas, estudos epidemioldgicos acerca da LTA
(FUNASA, 2002) tém sugerido mudangas no comportamento epidemioldgico da doenca.
Inicialmente considerada zoonose de animais silvestres que acomete ocasionalmente
pessoas em contato com florestas, a LTA pode ocorrer em zonas rurais ja praticamente
desmatadas, bem como em regides periurbanas (Marzochi & Marzochi, 1997). Observa-se
a coexisténcia de um duplo perfil epidemioldgico expresso tanto pela manutencéo de casos
oriundos dos focos antigos, ou de areas proximas a eles, como pelo aparecimento de surtos
associados a fatores decorrentes do surgimento de atividades econdémicas como garimpos,
expansdo de fronteiras agricolas e extrativismo, em condi¢Bes ambientais altamente
favoraveis a transmissdo da doenca.

No periodo de 1985 a 2001, a LTA no Brasil apresentou coeficientes de
incidéncia que oscilaram de 10,45 a 21,23 por 100.000 habitantes. Ao longo desse periodo

observou-se uma tendéncia ao crescimento, registrando-se os coeficientes mais elevados



nos anos de 1994/1995, quando atingiram niveis de 22,83 e 22,94 por 100.000 habitantes,
respectivamente (FUNASA, 2002).

Ao analisar a evolucdo da LTA no Brasil, observa-se uma expansao geografica,
sendo que, no inicio da década de 80, foram registrados casos em 19 unidades federadas e,
nos Ultimos anos, quase todas as unidades federadas registraram casos autdctones da
doenca.

Diferentes espécies de parasitos estdo envolvidos no ciclo das leishmanioses
tendo sido identificados até 0 momento 21 espécies capazes de infectar o homem em todo
mundo (Shaw, 1994). No Brasil, os principais protozoarios causadores da leishmaniose
tegumentar so:

Leishmania (Viannia) braziliensis (Vianna, 1911), agente de leishmaniose cutanea
e mucocutanea, que ocorre em diversas regides brasileiras. Esta presente nos ciclos
peridomésticos da LTA, associa-se a uma grande variedade de espécies de flebotomineos e
pode infectar varios animais domésticos e silvestres.

Leishmania (Leishmania) amazonensis (Lainson e Shaw, 1972), agente de
leishmaniose cutanea e da leishmaniose cutanea-difusa, encontram-se nas florestas
primarias e secundarias da regido amazonica, na Bahia, Minas Gerais e Goias (Silveira,
1984).

Leishmania (Viannia) guyanensis agente de leishmaniose cutanea, ocorre ao norte
da Bacia Amazénica (Barret & Senra 1989; Marzochi & Marzochi, 1994).

Leishmania (Leishmania) chagasi, agente da leishmaniose visceral, ocorre na
regido nordeste, porém estd franca expansdo nas regides Sudeste e Centro-Oeste,
(Marzochi & Marzochi, 1997).

As estratégias para o controle da LTA devem variar conforme a situacédo
epidemioldgica local. Para implementacdo e fortalecimento das agdes de controle no
Brasil, envolvendo o controle vetorial além do aprimoramento do sistema de vigilancia
epidemioldgica e entomologica, destacam-se entre outros : o conhecimento do maior
numero de casos suspeitos; o diagndstico e tratamento precoce dos casos confirmados e a

identificacdo do agente etioldgico circulante na area (FUNASA 2002).

1.2 Morfologia e Bioquimica da Leishmania

A Leishmania é um protozoario pertencente ao género Leishmania (familia
Trypanosomatidae). Estes parasitos abrigam-se em ceélulas do sistema fagocitico

mononuclear (SFM) de seus hospedeiros vertebrados e tém como hospedeiros



invertebrados os insetos da familia Phlebotominae, no Brasil compreendendo os géneros
Lutzomyia e Psychodopygus (Garrido, 1983).
O parasito apresenta-se em duas formas:

1- Forma promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor. Nesta forma a
Leishmania encontra-se em forma flagelada, alongada, e é inoculada pelo inseto durante o
repasto sanguineo. No inseto, as formas promastigotas passam por processo de
diferenciacdo celular, com alteracdo da composicdo de antigenos de superficie que as
tornam infectivas para as células fagocitarias (Sacks, 1989 apud Silva, 1999). Apés a
diferenciacdo, as formas promastigotas migram para o aparelho sugador do inseto e séo
inoculadas na derme do hospedeiro vertebrado.

2- Forma amastigota, encontrada nas células do hospedeiro vertebrado. Apos a
inoculacdo das formas promastigotas na derme, parasitas que escapam do mecanismo de
defesa inespecifica do hospedeiro sdo interiorizados pelas células do sistema mononuclear.
No interior dessas células, ocorre novo processo de diferenciacdo, com arredondamento
celular e perda do flagelo aparente. Dentro das células fagociticas, nos vacuolos
parasitoforos, conseguem resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Chang, 1983
apud Silva, 1999; Camus et al., 1995) e se multiplicar por divisdo binaria, ocorrendo a
destruicdo da celula e a liberacdo de parasitos na derme, 0s quais serdo novamente

ingeridos por outro flebétomos.

1.3 O Antigeno de Montenegro

Com a finalidade de auxiliar o diagndstico clinico da leishmaniose tegumentar,
Montenegro, em 1926, introduziu na pratica médica um teste realizado por intermédio da
injecdo intradérmica de uma suspensdo de promastigotas mortas de Leishmania
braziliensis (Montenegro, 1926). Ainda hoje o Teste de Montenegro ou Intradermorreacao
de Montenegro (IDRM), que provoca uma reacao cutanea de hipersensibilidade retardada,
é considerado o exame complementar mais importante no diagnostico da LTA por sua
grande especificidade e sensibilidade, apresentando-se positivo em 86,4 a 97,5% dos casos
de LTA (Coutinho, 1981; Marzochi, 1992).

Os trabalhos de Montenegro foram confirmados por Buss em 1929 (apud Salles
Gomes, 1939), e outros autores, porém com um numero limitado de pacientes. Utilizando
suspensdes alcalinas fenoladas de promastigotas de L. braziliensis, Salles Gomes testou
120 pacientes, dos quais 25 confirmados parasitologicamente, encontrando 117 (97,5%)

positivos, respectivamente. As reacdes eram classificadas de 1 a 4 cruzes, como reacdes



duvidosas até fortemente positivas, e lidas entre 48 e 72 horas apds a aplicacdo.
Comparando extratos com diferentes idades, verificou apenas uma ligeira perda de
poténcia, ndo significativa, dos antigenos mais velhos.

Pessoa & Pestana (1940) confirmaram os dados de Salles Gomes e
demonstraram que a intensidade da IDRM associava-se com a presenca de lesdo mucosa e
que permanecia a positividade da reacdo em individuos curados. Concluiram que a alergia
aos antigenos de Leishmania_deveria permanecer por toda a vida do individuo. Assim, a
IDRM constituiria ferramenta importante também no diagndstico retrospectivo da
leishmaniose, portanto Util para inquéritos epidemioldgicos.

Echandi (1953) descreveu casos de possiveis reacdes “falso-negativas” em
individuos com lesBes cutaneas ou historia de LT, acreditando que estes casos poderiam
estar associados a possiveis fatores imunodepressores atuando em paralelo a realizagdo da
IDRM como infecgBes virdticas (sarampo, rubéola, febre amarela) e vacinagdo contra febre
tiféide. O critério de leitura foi a medida da area da papula apresentada e como ponto de
corte da reacdo o diametro de 5mm, o qual tem sido utilizado até o presente momento.

Embora a leitura da reagdo normalmente seja realizada 48 horas ap6s a
aplicacdo do teste, Rabello et al. (1945) (apud Silva, 1999) e Fagundes et al (2000),
relatam o aparecimento de reacbes locais no ponto de inoculacdo do antigeno de
Montenegro cerca de dez dias apés a aplicacdo do teste, em individuos sadios negativos a
leitura em 48 horas, sento tais reacdes morfologicamente indiferenciaveis da resposta
positiva classica a IDRM.

Em relacdo a leishmaniose visceral, a IDRM tornou-se importante para estudos
epidemioldgicos, destacando-se o encontro de individuos positivos sem desenvolvimento
de doenca, que logo foi associado a infec¢do subclinica.

De regra geral, considerava-se a IDRM como altamente especifica para o
diagndstico da LTA, apresentando sensibilidade em torno de 90,0% e manutencdo da
positividade por toda a vida do individuo. Muito mais tarde, estudos prospectivos
mostraram que pode ocorrer negativacdo da IDRM em individuos inicialmente positivos,
cerca de cinco anos apo6s o teste inicial, conforme demonstrado por Mayrink et al. (1976) e
Marzochi et al. (1980). A alta especificidade e sensibilidade da IDRM como método
diagnostico, associada a sua praticidade e facilidade de execucédo, fez com que esse teste
fosse considerado o melhor exame para o diagndstico da LTA.

Varios estudos confirmaram posteriormente a utilidade da IDRM no
diagnostico clinico (Sessa et al.1976; Cuba Cuba et al.1980; Furtado,1980; Guerra et
al.1985; Oliveira-Neto et al.1988; Arbaji et al. 1993; Acedo Sanchez et al. 1996).



1.4 Diferentes Antigenos de Montenegro Produzidos

Em sua tese de mestrado, Silva (1999) fez uma revisdo ampla sobre o antigeno
de Montenegro, sobre a qual estamos nos referenciando nesta secdo. A autora partindo de
1926, quando o antigeno de Montenegro foi descrito, destacou os trabalhos dos varios
pesquisadores que, em diferentes épocas, vém relatando estudos acerca do antigeno.

Em uma ordem cronoldgica sdo apontados esses estudos, a seguir:

1939/ 1940 - A intradermorreacdo de Montenegro foi utilizada e avaliada em
larga escala e Salles Gomes a denominou de “Intradermorreacdo de Montenegro” (IDRM),
para que fosse usado no diagnéstico em seres humanos (Salles-Gomes, 1939).

1941- Passa a predominar a utilizacdo de suspensdo parasitaria fenolada a
0,4% (Correa, 1941 apud Silva, 1999).

1951- E utilizada fragdo polissacaridica de L.braziliensis em timerosal 1:
5000, em dois pacientes e 8 controles sadios, mas esse antigeno ndo foi avaliado (Pelegrino
e Macedo, 1958 apud Silva, 1999).

1952 — Rotberg demonstrou que os extratos originais de Montenegro continham
alguns parasitos integros ou mesmo restos parasitarios particulados, os quais seriam
desencadeantes da reacdo intradérmica. No mesmo trabalho, mostrou a correlacédo linear
entre a concentracdo da suspensdo de parasitas e o tamanho da enduracdo a IDRM,
propondo a concentracdo de 10.000.000 de parasitos nos antigenos para diagndstico .

1958 - Corréa & Amato Neto, (1958) descreveram o processo de producéo de
antigenos de Montenegro com promastigotas de Leishmania braziliensis rompidas por
ultra-som e diluidas em timerosal a 1:10. 000.Ap0s o periodo de dois anos de sua producéo
0 antigeno sonicado apresentou-se estavel.

1969 / 1973 - Os trabalhos de Imperato e Diakite (1969) e Imperato et al.
(1974) na Africa, mostraram a ocorréncia de reagdes positivas a salina fenolada a 0,5 em
cerca de 5% dos individuos testados concomitantemente com antigeno de Montenegro e
solucdo veiculo controle, e a auséncia de reacfes falso positivas a solucdo veiculo
mertiolatada (Imperato et al. (1974). Apoés esses trabalhos iniciou-se a utilizacdo em larga
escala do Timerosal (Merthiolate®) como preservativo nos antigenos de Montenegro.

1972 - Barbosa et al. (1972) descreveram a utilizacdo de antigenos de outros
parasitos humanos e animais, compararam antigenos de Leptomonas pessoai e Leptomonas
braziliensis com antigeno de Leishmania braziliensis em 30 pacientes de leishmaniose
tegumentar e 64 portadores de outras afeccbes, obtendo 100% de especificidade nos

pacientes e 100% de negatividade entre os controles. O ponto de corte utilizado foi de



10mm e 76,0% dos resultados foram concordantes entre os 3 antigenos utilizados (apud
Silva, 1999)

1974/1975 - Shaw & Lainson (1975) produziram antigeno solGvel a partir de
sobrenadantes de cultivo de Leishmania em sacos de dialise, obtendo reacGes tardias e
imediatas em 28 de 36 pacientes de leishmaniose cuténea. Esses antigenos ndo tém sido
usados em outros estudos

1977- Melo et al (1977) padronizaram antigenos de Leishmania braziliensis
pela concentracdo padronizada de nitrogénio protéico/ml em veiculo mertiolatado a
1:10000, obtendo correlacdo positiva entre a area endurada apresentada e a concentracao
de nitrogénio do antigeno. Foram testados 100 pacientes com diagndstico parasitologico de
LTA e 30 individuos sadios, de areas ndo endémicas, como controles. Com a concentracao
de 40 ng/ml, a sensibilidade foi de 96,0% entre os 100 pacientes e foram obtidas reagdes
negativas em todos os controles. O critério de leitura foi a medida da area da enduracao, de
acordo com o proposto por Pelegrino & Macedo(1956) para leitura de intradermorreacgdes
na esquistossomose. A producdo de antigenos de acordo com Melo et al (suspensdo
sonicada, na concentracdo de 40 ug/ml de nitrogénio protéico), tem sido a mais utilizada
nos antigenos de Montenegro produzidos no Brasil.

1986 - Reed et al(1986) produziram antigeno sollvel de Leishmania chagasi
para IDRM em pacientes de leishmaniose visceral, obtendo 95-100% de sensibilidade em
pacientes curados de calazar e nenhuma reacgéo positiva em controles sadios. O extrato foi
padronizado com 25 ug de proteina/mL e esterilizado por filtracao.

1990 - Badaro et al(1999) avaliaram a estabilidade do extrato apds 1 e 3 anos
de producdo, mostrando a manutencdo da sensibilidade e poténcia do extrato, apesar da
degradacéo.

Contudo ainda hoje, como ressaltou Silva (1999), ndo esta estabelecido um
antigeno padrdo para a IDRM de uso universal.

1.5 O Antigeno de Montenegro de Bio-Manguinhos e sua Producéao

Desde 1992, Bio-Manguinhos, uma unidade técnico-cientifica da FIOCRUZ
cuja principal missao é a producao de vacinas e insumos para diagndstico, vem produzindo
Antigeno para reacdo de Montenegro a partir de cultivo de Leishmania amazonensis, cepa
PH8, fornecida pelo Centro de Referéncia Internacional de Caracterizagcdo de Cepas de
Leishmania, Departamento de Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz. Ap0s o cultivo dos

parasitos e o processamento da suspensdo de Leishmania de forma estéril e a sonicacéo,



determina-se a concentracdo do nitrogénio protéico e o ajuste para 40 microgramas/ml
(Melo et al, 1977). Em seguida a esta etapa, ocorre o envase do produto e a estocagem. O
produto € encaminhado para o controle de qualidade, onde é submetido a testes de
esterilidade e inocuidade envolvendo avaliagdo histopatoldgica.

O quadro | demonstra a distribuicdo de Antigenos de Leishmania P/ Reacédo de
Montenegro Bio-Manguinhos® nos ultimos sete anos, apresentados atualmente em frascos
de 1 mL. Cada frasco de 1 mL contém 10 doses; os frascos de 5mL n&o estdo sendo mais
produzidos. Cada lote de antigeno corresponde, a cerca de 500 frascos, ou seja a
aproximadamente 5000 testes.

Quadro I: Producédo do antigeno de Montenegro Bio-manguinhos® em numero de frascos

e de doses no periodo de 1998 ate junho de 2004.

1998 677 342 23.870
1999 196 390 21.460
2000 |1898 306 34.280
2001 | 4393 687 78.280
2002 | 2422 68 27.620
2003 |1791 - 17.791
2004 | 650 - 6.500
Total |11377 1.793 209.801




Figura 1- Apresentagdo Comercial do “Antigeno de Leishmania Para a Reacdo de

Montenegro.”

O antigeno de Montenegro, apés a sua aprovacao pelo controle de qualidade , é
armazenado em camara fria com temperatura que varia entre 4° e 8° C na Central de
Armazenamento de Produtos Acabados. Em relacdo ao prazo de validade de 1 ano, foi
estabelecido por avaliagOes de esterilidades e inocuidades. O prazo para se obter um lote
apto a distribuicdo é de aproximadamente 45 dias.

Cada frasco de 1ml antigeno de Montenegro custa para Rede de Saude Publica
cerca de quarenta e trés reais.

As informagGes contidas na bula referem-se ao principio do teste, & cepa e
salina fenolada 0,4% utilizadas, conservacéo e validade do produto, cuidados e precaugdes,
leitura e interpretacdo, referéncias bibliogréficas e assisténcia ao usuario.

A legislacdo na ANVISA, que regula o registro de producdo do antigeno de
Montenegro corresponde as Portarias n° 686 e n° 8 e as RDCs n° 59 (sobre Boas Praticas
de Fabricacdo de Produtos para saude) e n°210 (sobre boas praticas de fabricacdo de
medicamentos). Atualmente esse produto de Bio-Manguinhos encontra-se registrado na
ANVISA dentro da categoria “correlatos”(produtos para satde) com registro VS/ MS e n°
101063300014.

Recentemente, Fagundes et al (1999), considerando a hipotese do Teste de
Montenegro apresentar reacOes falso-positivas devido ao Timerosal presente como

conservante, definiram o melhor conservante a ser utilizado comparando o timerosol a



1:10.000 e o fenol a 0,4 %. A partir dessa pesquisa de cooperacdo entre o Centro de
Referéncia  Nacional em  Leishmaniose = Tegumentar,  Departamento  de
Microimunoparasitologia do IPEC/FIOCRUZ e o Departamento de Reativos para
Diagnostico de Bio-Manguinhos, através de amplo estudo randomizado e duplo cego, o
antigeno BIOMANGUINHOS® passou a ser produzido em salina preservada com fenol a
0,4 %, a partir de maio de 2001.

1.5.1 Detalhamento da Rotina Preconizada de Producéo do Antigeno de Bio-
Manguinhos ( 1992-2002 )

Para esse processo de producdo, inicialmente inocula—se uma garrafa de 100
mL de cultura contendo Leishmania amazonensis na concentragdo de 3,8 x 10’
promastigotas/ mL, em 1000 mL de meio de cultura Schneider, acrescido de 5% de soro
fetal bovino. Depois, incuba-se a cultura em estufa BOD, a temperatura de 23° - 25° C por
4 dias.

Apds este periodo, prepara-se uma lamina para visualizar e contar os parasitas.
Em seguida, centrifuga-se a cultura com salina fisiologica 0,9% estéril e ressuspende-se o
sedimento com salina fenolada 0,4% .

A suspensdo antigénica de Leishmania é sonicada (Correa & Amato Neto,
1958; Melo, 1977), depois visualizada, e uma aliquota encaminhada ao Laboratério de
Anélise Fisico-Quimico, Departamento de Controle de Qualidade, para dosagem do
nitrogénio protéico e total pelo método de Kjedahl. Com a liberacdo deste resultado,
determina-se a quantidade de salina fenolada 0,4% que sera adicionada para atingir a
concentracdo de 40ug /mL. A suspensdo € envasada em frascos de 1mL e depois
encaminhada ao Laboratorio de Controle Microbiologico, Departamento de Controle de
Qualidade para controle de esterelidade. Com a emissdo de laudos contendo aprovacéo,
desta fase, inocula-se o antigeno em 2 camundongos fémeas pesando aproximadamente 19
gramas, sdo observados por um periodo de 14 dias.

Apdbs esse tempo, sacrificam-se os camundongos, retirando-se o baco, figado,
pulmdo e pele para avaliacdo histopatoldgica. O Laboratério de Neuroviruléncia,
Departamento de Controle de Qualidade, executa esta etapa, que apds a conclusdo da
avaliacdo emite o laudo. Estando tudo dentro dos padrdes, o lote do antigeno estara pronto
para ser enviado. Desde a obtencdo da massa parasitaria de o antigeno de Montenegro, fica

armazenado em temperatura a 4C° ,assim permanecendo até o periédo de estocagem.



Acerto da Concentracgao Antigénica.

Apds o trabalho de Melo et al. (1977), que correlacionou a eficacia do antigeno
de Montenegro & concentracdo de antigenos protéicos presentes, foi estabelecida dose de
40 microgramas de nitrogénio protéico /mL de suspensdo, ou seja, 4 microgramas de
nitrogénio protéico/ 0,AmL . Com ndo mais dispomos do método utilizado pelo trabalho
referido (neslerizacdo) para padronizacdo dos 40ug/ mL de nitrogénio proteico, nos
baseamos no antigeno utilizado por Melo et al. (1977) como padrdo e o testamos em
conjunto ao antigeno de Bio-Manguinhos, dosando o nitrogénio protéico pelo método de
Kjeldalh (Farmacopéia japonesa 1986).

Apos a testagem dos dois produtos, representados pelo antigeno de Melo
produzido pela Biobras e por Bio-Manguinhos®, realizada simultaneamente, foi
estabelecido um fator de correcdo (2,29), o qual relaciona a quantidade de nitrogénio
protéico obtida para o atual antigeno padréo a quantidade obtida para o antigeno teste. Para
0 acerto da concentragéo antigénica para 40ug de nitrogénio protéico/mL do antigeno teste,
divide-se o resultado da dosagem de nitrogénio protéico pelo fator de correcdo (2,29). O
resultado dessa divisdo é multiplicado pelo volume de suspensédo de Leishmania existente,
resultando no volume final de suspensdo a ser obtida para que o antigeno fique na

concentracdo desejada.

1.5.2 Prazo de Validade do Antigeno para Reacéo de Montenegro

O prazo de validade do Antigeno de Leishmania para Intradermorreacdo de
Montenegro Bio-Manguinhos® foi estabelecido arbitrariamente no ano de 1992, por
inferéncia ao produto padrdo Biobras o qual correspondia a 12 meses. A época, ndo havia

normas legais de controle de qualidade.

1.6 Consideracdes Criticas

O processo descrito de produgdo do Antigeno de Bio-Manguinhos para a
Intradermorreacdo de Montenegro, e apresentado esquematicamente no fluxograma a
sequir (figura 1), demonstra que, apesar de devidamente regulamentado pelos 6rgéos de
controle do Ministério da Saude, o atual processo requer o aprimoramento das seguintes
etapas : (a) determinagdo da concentragdo do parasito conforme periodo de incubag&o ;
(b) definicdo da fase de maior rendimento do antigeno; c) controle de qualidade incluindo
(c1) dosagens de endotoxinas e pirogénio; (c;) avaliacdo da especificidade do antigeno;

(c3) avaliacdo do prazo de validade; ( c4) qualidade da solucéo preservadora. Além disso,
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seria relevante poder utilizar um melhor método para a quantificacdo e o ajuste da

concentracdo antigénica .

Uma vez atendidos os diversos pontos considerados, poderiamos produzir lotes
de antigenos com maior rendimento e melhoria da qualidade, ainda, possivelmente,

reduzindo 0s custos.
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Figura 1- FLUXOGRAMA DE PRODUCAO
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11 JUSTIFICATIVAS DO TRABALHO

A implementacdo de programas coordenados pela Secretéria de Vigilancia em
salude/MS, visando ao controle das leishmanioses, vem mobilizando diversas instituicdes
em ambito Nacional, na tentativa de minimizar o problema.

A FIOCRUZ, por intermédio de Bio-Manguinhos, desde 1992 vem apoiando 0s
Programas coordenados pela SVS/MS para o controle das Leishmanioses Tegumentar e
Visceral Humana e Canina, com a producdo e distribuicdo de antigenos para Reacdes de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Intradérmica de Montenegro (IDRM). Atualmente
concentra-se na FIOCRUZ a producdo e distribuicdo destes reativos para toda a rede
publica de saude do Brasil.

Por outro lado, em parceria com Bio-Manguinhos, o Centro de Referéncia
Nacional em Leishmanioses sediado no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas /
FIOCRUZ, vem desenvolvendo, entre outros, estudos acerca da especificidade e valor
diagnostico/epidemioldgico do Teste de Montenegro. Embora sendo um teste de uso
universal para o diagndstico das leishmanioses tegumentares, muitas questdes necessitam
ser melhor elucidadas, incluindo seus processos de producdo que precisam ser
aprimorados e padronizados principalmente tratando-se de um teste para uso in vivo.

Ainda que venha sendo utilizado na rotina diagnostica desde a década de 30-40
(Salles Gomes, 1939), e permaneca atualmente como o teste de mais ampla indicagao por
sua sensibilidade, simplicidade e seu baixo custo relativo, as normas para sua producéao e
distribuicdo ndo sofreram, até hoje, uma padronizacdo universal. Em conseqiiéncia, uma
grande variedade de antigenos é utilizada por laboratérios produtores, dificultando, no
minimo, a comparacdo de resultados entre diferentes grupos clinicos.

Assim, pela grande acessibilidade e utilizacdo decorrente na rotina diagnostica
do Teste de Montenegro no Brasil, a necessidade de sua padronizacdo tem sido
freqlientemente assinalada, a comecar pela selecdo do antigeno .

A relevancia do presente estudo fortalece se pelo fato de estar dirigido a
melhoria tecnolodgica de utilizacdo do antigeno de Montenegro e sua imediata aplicacdo ao
SUS, e de associar-se as leishmanioses, importante endemia brasileira incluida entre as
ditas negligenciadas, portanto, cuja atengdo, limita-se ao setor publico.

Além do mais, a justificativa do objeto do trabalho € reforcada ao se considerar
a capacidade instalada de Bio-Manguinhos como centro produtor e a FIOCRUZ como
Orgdo de pesquisa e controle de qualidade em saude, entre outras finalidades. Deve ser
levada em conta também entre as facilidades para o desenvolvimento do trabalho, as
funcdes do Departamento de Reativos para Diagndéstico de Bio-Manguinhos e do Centro
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de Referéncia Nacional em Leishmaniose Tegumentar do IPEC, associando a experiéncia
acumulada tanto em producdo quanto em avaliacdo clinica e de campo do insumo em
questao.

Também, como mestranda do curso de Pds—Graduacao em Vigilancia Sanitaria
do Instituto Nacional de Controle Qualidade da FIOCRUZ e trabalhando na Tecnologia de
Producdo do Antigeno de Montenegro no Departamento de Reativos para Diagndstico em
Bio-Manguinhos, dispomos do local ideal para o desenvolvimento da pesquisa de natureza
metodoldgica, que é o SEPRO (Setor de Protozoarios desse Departamento) onde contamos
com o apoio local, além do interesse das trés unidades cientificas da FIOCRUZ
envolvidas.

Finalmente, mesmo compreendendo que o estudo do teste de Montenegro nao
se esgotara, no tempo demandado, todas as etapas consideradas ( item 1.6), pretendemos
dar um passo importante na normatizacéo técnica e melhoria da qualidade do teste.
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111 OBJETIVOS

111.1 Objetivo Geral

Padronizar o processo de producdo do antigeno de Leishmania para a
Intradermorreacdo de Montenegro, visando a sua producdo em maior escala para
atender as necessidades crescentes no diagndéstico clinico e de inquérito de campo das

leishmanioses.

111.2 Objetivos Especificos

Estabelecer padrbes de procedimentos técnicos no processo de producdo de
antigeno para o teste de Montenegro quanto a:

Concentracdo antigénica - melhor inéculo;

Controle fisico-quimico;

Controle biolégico - teste de inocuidade;

Prazo de validade;
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IV METODOLOGIA

O processo de trabalho foi desenvolvido em Bio-Manguinhos, envolvendo o
Departamento de Reativos para Diagnostico através do Setor de Protozoarios e Setor de
Quimica de Proteinas; e o Departamento de Controle de Qualidade, através do
Laboratério de Controle Fisico-Quimico ( Setor de Apoio e Pesquisa), Laboratorio de
Controle Microbioldgico( Setor de Esterilidade e Setor de Controle Bioldgico ) e o

Laboratorio de Neuroviruléncia.

e Estabelecimento do Lote Semenete Com Cepa de Leishmania para
obtencdo do antigeno

Manteve-se a utilizacdo da cepa PH8 (IFLA /BR/ 1967/ PH8) de Leishmania
amazonensis, isolada a partir de flebotomineos da regido amazénica. A escolha desse
parasito deve-se a sua facilidade de crescimento em meio de cultivo in vitro, boa
antigenicidade e utilizacdo por diferentes laboratérios. Como de rotina, foram usadas na
producdo formas promastigotas do parasito e efetuada a manutencao da cepa atraves de
repique a cada 72 horas, em garrafas contendo 25 mL de meio Schneider (Sigma)
acrescido de 5% de soro fetal bovino (Sigma) mais 5% de cultura de Leishmania
(volume/volume) sendo as culturas armazenadas em estufa BOD a temperatura de 23°-
25° C.

A escolha dessa faixa de temperatura deve-se a experiéncia de cultivo do parasito ao

longo dos ultimos anos de observacdo semanal da cepa em microscopia.

IV.1. Determinacgéo das Curvas de Crescimento
o Determinacdo da Curva Padréo

Para A determinacdo da fase logaritmica, ou seja, a fase na qual os parasitas em
cultivo estdo em maior numero e com boa viabilidade, foram realizadas trés curvas
basicas de crescimento, a partir do indculo de 10° leishmanias considerando a pratica
geral na escolha desse quantitativo.

Foram utilizadas, para cada curva, 300mL do meio Schneider acrescido de 10% de
soro fetal bovino, sendo distribuidos 10 mL em cada garrafa totalizando 30 garrafas
Corning para cultivo celular medindo 25cm®. Para cada dia, 3 garrafas foram contadas
em camara de Neubauer. As culturas foram observadas diariamente, pelo periodo de 10

dias, e a contagem quase sempre foi realizada no mesmo horario. Paralelamente, por
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determinacdo a 555 nandmetros, foi efetuada a quantificacdo dos parasitos através da
medida da densidade ética das culturas em espectrofotdmetro UV1203, durante o

mesmo periodo.

o Determinacdo da Curva com Azul de Tripan

O objetivo da realizacdo desta curva foi observar as formas integras de
parasitas existentes durante o periodo de cultivo. Utilizou-se a coloragdo de azul de
Tripan para quantificar as leishmanias em Camara de Neubauer, visando a contar
somente as formas completas das leishmanias, que ndo se impregnam pela a¢do do
corante, possibilitando uma contagem mais correta e real. Esse processo foi repetido
pelo periodo de dez dias, quase sempre se respeitando 0o mesmo horario. Alem da
contagem, também foi determinada a densidade dptica correspondente a medida de
aborsbancia, feita por espectofotométro. Assim, pdde-se obter duas curvas de
quantificacdo de leishmanias: por contagem direta e densidade dptica.

o Quantificacdo dos antigenos protéicos para cada dia de crescimento da

cultura

Depois da contagem, as culturas contadas foram lavadas com salina
fisioldgica estéril 0,9%, centrifugadas a 3.000 rpm (2984 g) em 3 ciclos de 20 minutos
cada e ressuspensas também em salina. Em seguida foram submetidas a um aparelho de
ultrasom. E para que os parasitos estivessem totalmente rompidos (sonicados), em
aparelho de ultrasom utilizou-se cinco ciclos de 20 minutos cada com intervalo de 5
minutos. No final, uma aliquota foi retirada e observada ao microscopio 6tico para
confirmar o rompimento dos parasitos pelo ultra-som. Apos isso, a massa parasitaria foi
armazenada em freezer -20°C. De cada dia de cultivo, foram retirados 5 mL de
suspensdo sonicada e enviados ao Laboratério de Controle Fisico-Quimico desta
unidade para quantificacdo de antigenos protéicos atraves da determinagdo do teor de
nitrogénio pelo metodo de Kjeldahl.

O melhor ponto da curva de crescimento das leishmanias para a obtencéo de
antigenos correspondeu ao momento de maior multiplicacdo parasitaria, detectada por

maior nivel de absorbancia, e maior dosagem protéica.

17



IVV.2 Determinacdo do Melhor Indculo para a Producdo Antigénica

A partir da determinagdo do melhor ponto da curva de crescimento para o
cultivo, foi determinado o melhor indéculo visando a obtencdo de lotes mais
homogéneos, e maior rendimento da producao.

Para essa determinacdo, foram produzidos lotes pilotos com diferentes
indculos inicias, os quais foram submetidos a0 mesmo processamento para obtencéo,
quantificacdo, sonicacdo e posterior dosagem de antigenos protéicos das massas
parasitarias. Para o crescimento, foram inoculados 4 frascos de 300mL de meio
Schneider, acrescido de 10% de soro fetal bovino, com 30 mL de suspensdo de
parasitos, nas seguintes concentragdes iniciais:

Frasco 1: 30mL de suspenséo de parasitos contendo 10° parasitos/ mL
Frasco 2: 30mL de suspenséo de parasitos contendo 10° parasitos/ mL
Frasco 3: 30mL de suspensdo de parasitos contendo 10’ parasitos/ mL
Frasco 4: 30mL de suspensdo de parasitos contendo 10° parasitos/ mL

Quando as culturas atingiram a fase logaritmica, conforme determinado pela
curva de crescimento, as massas parasitarias foram lavadas com salina fisioldgica estéril
0,9%, centrifugadas a 3.000 rpm (2984 g) em 3 ciclos de 20 minutos cada e
ressuspensas também em salina fisioldgica. Em seguida, foram sonicadas (em 5 ciclos
de 20 minutos cada, com intervalo de 5 minutos) e as massas armazenadas em freezer -
20°C. A seguir, foram quantificadas as proteinas totais, o nitrogénio protéico e o
nitrogénio total.

Assim, o melhor inoculo corresponde, no final do processamento e
quantificagdo dos antigenos protéicos, ao que apresentou melhor rendimento,
determinado pela maior concentracdo de antigenos obtida.

IV.2.1 Verificacdo da Repetibilidade das Curvas
As determinagdes pelos métodos de contagem de parasitos em camara de

Neaubauer e dosagem de nitrogénio protéico e total pelo método de Kejldahl foram

realizados em dois experimentos para comparacao dos resultados.
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IV.3 Determinacdo do Método mais Adequado para Afericdo da Concentracdo
Antigénica

Foram comparados dois diferentes métodos de dosagem de antigenos
protéicos para a determinacdo do melhor método de quantificacdo do extrato parasitario
através de dosagem de nitrogénio protéico e nitrogénio total (Método de Kjeldahl), e de
proteinas totais (Método do Biureto). Como etapa prévia a utilizacdo dos métodos de
Kjeldahl e Biureto, foi efetuada a precipitacdo da amostra com &cido tricloroacetico.

o Precipitacdo com &cido tricloroacético

Para realizacdo do Meétodo de Kjeldahl, visando a determinacdo de
nitrogénio protéico e total , utilizou-se 1 mL de suspenséo proveniente dos diferentes
indculos (10 10°, 107, 10®) aos quais foram adicionados 2,0mL de &gua destilada e
0,5mL da solucdo aquosa de &cido tricloroacético 10%. A precipitacdo ocorreu em 60
minutos.

Para a posterior utilizacdo do método do Biureto, que visa a quantificacéo
de proteinas totais, partiu-se de 5 mL de suspensao proveniente dos diferentes indculos
(10° 10°% 107, 10%), &s quais foram adicionados os 10,0 mL de 4gua destilada e 2,5mL
da solucdo aquosa de &cido tricloroacético 10%. A precipitacdo ocorreu em 60 minutos
a temperatura ambiente.

Apos a centrifugacdo por 2700 rpm (2684 g) durante 30 minutos foram
descartados os respectivos sobrenadantes, enquanto o precipitado, apds dissolucéo

adequada, teve seu teor protéico determinados pelo métodos de Kjeldahl e do Biureto.

IV.3.1 Utilizacdo do Método Kjeldahl

O precipitado formado ( item IV.3) foi dissolvido em 10 mL de NaOH 2%
e transferido para um baldo de mineralizacdo onde foram adicionados 2 mL de &cido
sulfurico concentrado e uma * pitada” de catalisador de Demazert ou mistura selénica.
Mineralizou-se a referida amostra em chapa mineralizadora durante 2 horas ou até que a
mesma ficasse incolor. Em seguida, a amostra mineralizada foi destilada em aparelho
de destilacdo tipo Kjeldahl, sendo utilizados 10 mL de solucdo hidréxido de sédio 40%
para a liberacdo da amonia. A aménia liberada foi recolhida em um frasco Erlenmeyer
com capacidade de 50 mL, contendo 2 mL de &cido bérico 4% e 2-3 gotas de indicador

misto. Interrompeu-se o recolhimento quando o volume atingiu cerca de 30 mL.
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Procedeu-se a titulacdo usando-se HCL 0,014N. Por fim foi efetuado um

ensaio em branco e duplicata das amostras.

IVV.3.2 Utilizacdo do Método Biureto.

Para a quantificacdo protéica pelo método do Biureto partiu-se da realizacédo
de uma curva , tendo como padréo a solucdo de BSA ( ver anexo 2 ).

O precipitado acima formado ( 1V.3.1.) foi dissolvido em 1mL de NaOH
0,01N e, desta solucéo, foi utilizado 0,2 mL ao qual volume foi adicionado 0,05 mL de
agua destilada e 1mL do reativo de Biureto. Deixou-se em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo da luz. Foi feita a determinacdo das absorbancias das
amostras no comprimento de onda de 555nm.Também foi feito um branco consistindo
de 15 mL de &gua e 2,5 mL de TCA10%. A solucdo referente a este branco foi
trabalhada igualmente as amostras do inoculo e utilizada para “zerar” o
espectrofotébmetro (absorbancia = 0 ou transmitancia = 100%).

Além da dosagem de proteinas das suspensdes com diferentes indculos iniciais
conhecidos, foi dosado também o teor protéico de antigenos de Montenegro ja na
concentracdo de uso (40ug nitrogénio protéico/ mL).

Uma amostra de suspensdo de Leishmania contendo 4,49 mg/mL de nitrogénio
protéico foi ajustada apOs a diluicdo adequada para a concentracdo de 40ug de
nitrogénio protéico/ mL. Em seguida, 5mL dessa suspensdo ajustada foi adicionada a
10 mL de 4gua e 2,5 mL de TCA 10%.

Deixou-se repousar por 30 minutos; centrifugou-se a 2.700 rpm durante 30
minutos; desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu- se em 1mL de NaOH 0,01N.

Ap0s o tratamento foi dosada a proteina pelo método do Biureto, em duplicata.

As quantificacBes sdo apresentadas no Anexo 2.
IVV.3.3 Verificacdo da Repetibilidade das quantificaces.

Foram comparados, em dois experimentos os resultados das quantificacdes
de nitrogénio protéico e total pelo método de Kjedahl e de proteinas totais pelo método
do Biureto, sendo este ultimo realizado em triplicata.

Considerando-se a indicacdo posterior de avaliacdo da reprodutibilidade da
metodologia, apos a definicdo do melhor indculo e sua repetibilidade, é necessario
definir a correspondéncia entre a quantidade de antigeno dosado pelo método de
Kjeldahl e do Biureto.
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Para isso sera calculado um fator de correcdo utilizando-se as dosagem
estimadas pelo o método do Biureto, levando-se em conta os resultados obtidos a partir

dos diferentes indculos iniciais.

IV.4 Determinagdo dos Controles de Qualidade

O controle de qualidade do antigeno padrdo (indculo 10°) constituiu-se de:
controle microbioldgico para evidenciacdo de contaminacdo bacteriana e por fungos e
controle histopatoldgico (teste de inocuidade) para afericdo da seguranca in vivo ( com

animais de experimentacéo).

IV.4.1 Determinacéo do Controle Microbioldgico
Exame Direto

Foram utilizados tubos contendo 20mL do meio Tioglicolato de Sddio
(MERCK) e tubos de meio Caseina Soja ( MERCK) , para inocular 1ml da amostra e
incubar por 14 dias.

O tubo contendo o meio Tioglicolato de Sédio foi mantido a temperatura de
30 a 35°C e o tubo contendo Caseina Soja a temperatura de 25°C, durante 14 dias;
ambos 0s tubos foram observados todos os dias macroscopicamente ( Otto Bier 1985 ).

Caso a observacdo macroscépica revelasse alguma alteracdo no meio de
cultura (turvacdo, formacdo de grumos), era feita um esfregaco em lamina do material
para coloracdo de Gram e observacdo em microscopio Optico para identificacdo do
contaminantes. Qualquer alteracdo macro ou microscopica nos meios de cultura

utilizados indicava contaminacdo do antigeno e reprovacdo do mesmo para distribuicéo.

Dosagem de endotoxinas

Foi utilizado o teste gel Clot, para avaliar qualitativamente a presenca de
endotoxinas de acordo com o grau de sensibilidade (Anexo 4 ). Os testes fazem parte do
kit Endosafe®.

O teste pela técnica de gel Clot, fornece resultados binarios, positivo ou
negativo, conforme a formacdo de coagulo ou ndo; constituindo um teste muito

objetivo, apesar de ndo ser quantitativo € considerado muito objetivo (Coopre,1990).
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Teste de pirogénio

Foi utilizado o teste in vivo em coelhos, de acordo com a Farmacopéia
Brasileira. Para cada amostra foram utilizados 3 coelhos de ambos 0s sexos. Estes
coelhos foram submetidos a um exame preliminar pelo periodo de 72 horas, quando foi
acompanhada a variacdo da temperatura corporal dos animais. Terminado este periodo
somente 0s coelhos que ndo apresentaram variagdes acima de 0,5°C foram utilizados
para o0 teste. Este consiste na introducdo anal do antigeno nos trés coelhos
(respectivamente 1,9 ; 1,8 e 1,9 mL ), seguida do registro de temperatura a cada 30
minutos durante 5 horas. No final do teste a temperatura ndo devera ultrapassar a

variacdo de 0,6°C para gue seja considerado dentro do padréo de qualidade. (Anexo 5).

IVV.4.2. Controle Histopatologico -Teste de Inocuidade

Para o teste de inocuidade, realizado in vivo foram utilizado in vivo em Mus
musculus Suigos, fémeas, pesando 20 gramas nos quais foi avaliado o antigeno apés a
padronizacdo do indculo antigeno padrdo com solucdo salina fenolada 0,4% (
preservante) e com solucdo salina fisioldgica 0,9% (controle). Foram utilizados os

seguintes reativos:

e Antigeno de Montenegro padrdo 03UMNO006Z
e Salina fenolada 0,4%

e Salina fisioldgica 0,9%

e Grupo controle de animais ndo inoculados.

Cada produto foi inoculado em 5 camundongos fémeas, pesando
aproximadamente 20 gramas. Os 20 camundongos de linhagem Swiss foram oriundos
do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério Animal (CECAL) /FIOCRUZ. Foram
mantidos em gaiolas de polipropileno especificas para a espécie e receberam ragdo
peletizada e &gua filtrada ad libitum.

Os animais foram tricotomizados na regido dorsal (cérvico-toracica). A seguir,
foram inoculados por via intradérmica 0,1mL da suspensdo do antigeno de Montenegro
(Bio-Manguinhos), correspondente & mesma dose humana. Durante o periodo de
quatorze dias os camundongos foram examinados com a finalidade de se observar as

reacOes inflamatorias no local da inoculacdo. No final do periodo, todos os animais
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foram submetidos & eutanasia por inalagdo de carbono Co, em camara hermética e
propria para o procedimento.

Apo6s exame macroscopico, colheram-se fragmentos de pele, figado e bago os
quais foram fixados em formalina tamponada a 10%.

Uma vez fixados, fragmentos do figado, baco e pele foram recortados em
microtomo, lavados em &gua corrente, desidratados, clarificados, infiltrados por
parafina, cortados a quatro micrémetros e corados pela técnica de hematoxilina-eosina,
para serem examinados ao microscépio optico.

Os critérios para aprovacdo do teste de inocuidade foram :

-Auséncia de morte dos animais durante o teste.
- Auséncia de alteracBes macroscopicas na necropsia.

- Padréo histoldgico normal dos 6rgdos examinados.

IV.5 Avaliagdo do Prazo de Validade do Antigeno para Intradermorreacdo de
Montenegro Bio-Manguinhos

O cronograma da pesquisa impediu no momento, a analise do prazo de validade
do teste aperfeicoado pelo presente estudo, uma vez que esse produto requereria um
tempo maior para acompanhamento. Por isso utilizamos como modelo de avaliagdo

produtos estocados para inclusdo no processo de padronizacao.

Diferentes frascos de antigenos estocados a 37°C, foram avaliados 20 meses
apos o vencimento do prazo de validade dos mesmos, estabelecidos previamente (sem
estudo anterior) como de 12 meses. Corresponderam aos seguintes reativos:

Antigeno de Montenegro com validade até mar¢o de 2002 ( lote 013MNO0052);

Antigeno de Montenegro com validade até janeiro de 2003 ( lote 021MNO001Z2),

Antigeno de Montenegro dentro do prazo de validade como controle (lote
03UMNO0062).

A avaliacdo constituiu-se dos controles microbioldgicos (item 1V.4.1), sendo
injetavel, aplicacdo das normas de boas praticas de laboratétio, aréa bio-limpa,

procedimentos operacionais obedecendo as mesmas metodologias.
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V RESULTADOS
V.1 Curvas de Crescimento

Curva Padréao

A tabela 1 mostra o crescimento de Leishmania amazonensis cepa PH8, durante
nove dias (excluido o dia zero) demonstrado pela contagem em camara de Neubauer e
por Absorvancia, representado pela média das 3 garrafas. No décimo dia de observacéo

a cultura sofreu contaminacao, tendo sido excluida do processo.

Tabela 1: Crescimento de Leishmania amazonensis cepa PH8. Medida por contagem de

parasitos em camara de Neubauer por Absorvancia.

Dias | Camara de Neubauer Absorvancia
(10°) (600nm)
1° 2,6 0,233
2° 3,7 0,306
3° 4,8 0,536
4° 7,3 0,916
50 8,2 0,124
6° 11,8 0,213
7° 12,3 0,236
8° 12,7 0,234
9° 12,3 0,195

Os valores tabelados foram usados para a confeccdo do grafico conforme
demonstrado na tabelal. No caso ndo se levou em conta somente as formas viaveis do
parasito, mas sim todas as formas (vidveis e ndo vidveis) contadas na camara de

Neaubauer.
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Grafico I — Curva de crescimento de Leishmania amazonensis cepa PH8
demonstrado pelo ndmero de parasitas, contados em camatra de

Neubauer e por absorbancia durante dez dias .

14 - - 1000
- 900
12 -
- - 800
S 10 - - 700
< e
0 - 600 <
8 8 o [ .
% | 500 3 Atzsorvanua
5 6 ® |——Céamara de Neubauer
o - 400 o
o S
T 4 - 300
= - 200
2 _
- 100
0 T T T T 0
0 2 4 6 8 10

dias de contagem

A tabela 2 e o grafico Il registram as concentracdo de parasitos desde 0 momento apos
0 repique, até o décimo dia, medida em Camara de Neubauer, e encontradas por
absorvancia, a partir da diluicdo da cultura em azul de Tripan que preserva as formas
integras das leishmanias

Considerando-se ambos 0s métodos, identificou-se que o crescimento maximo a
partir do inéculo de 10’ correspondeu aos 4° e 5° dias, respectivamente, sendo que a
visualizacdo dos parasitos integros em cdmara de Neaubauer de contagem decresceu a

partir do 6° dia progressivamente (até negativar-se no 9° dia ).
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Tabela 2 : Crescimento de Leishmania amazonensis cepa PH8, demosntrado pela

contagem de parasitos em camara de Neubauer apés diluicdo em azul de

Tripan.
Dias de Contagem em Camara de Medida de
contagem Neubauer (x10") Absorvancia
0 1,97 0,010
1° 2,10 0,027
20 2,25 0,038
3° 2,90 0,047
40 3,40 0,059
5e 3,80 0,050
6° 3,40 0,048
7° 2,75 0,033
8° 2,39 0,030
ge 2,00 0,021
Gréfico Il - Curva de crescimento. Leishmania amazonensis cepa PH8 demonstrado

pelo numeros de parasitos, contados em camara de Neubauer e por

absorbancia, apés diluicdo com azul de Tripan .
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A curva de crescimento com a adicdo de azul de Tripan, um corante que

permitiu apenas as formas parasitarias viaveis fossem contadas. A comparacao entre 0s
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graficos | e Il mostra que as formas mortas presentes na suspensdo parasitaria e
contadas na curva sem azul de Tripan podem influir na medida da densidade Optica das
culturas. Na medida por absorvancia, a contagem é maior que na contagem em camara
de Neubauer das leishmanias e indicou que o 4° dia de cultura correspondeu a fase de

maior multiplicacdo do parasito.

A tabela 3 e o grafico Il mostram a concentracdo de nitrogénio protéico
estimada pelo método de Kjeldahl durante nove dias de crescimento da cultura visando
& determinagdo do ponto de maior concentracdo de antigeno.

Tabela 3: Dosagem do Nitrogénio Protéico pelo Método Kjeldahl correspondente aos

nove dias de crescimento em cultura de Leishmania amazonensis cepa PHS.

Dosagem de Nitrogénio

Dias de contagem da curva protéico mg / mL
1 0,15

0,14

0,28

0,24

0,34

0,27

0,21

0,28

0,19

©O©| 00| N| O O & W N
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Grafico Il - Curva da concentracdo do nitrogénio protéico pelo Método Kjeldahl
durante nove dias de crescimento em cultura de Leishmania amazonensis
cepa PHS.
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A tabela 3 e o grafico Il mostram, através da dosagem do nitrogénio protéico,
que no 5° dia da cultura dos parasitos, estes se apresentaram em maior nimero tendo
sido o ponto também onde foram obtidos os maiores valores para a dosagem de
nitrogénio protéico. No entanto, foi o dia que antecedeu ( vide tabelas 1 e 2 e graficos |
e Il ) o aumento da mortalidade das culturas e menor viabilidade dos parasitas
cultivados. Assim, considerando o desempenho das curvas de crescimento, definido
pelos trés diferentes métodos, associadamente “a necessidade de uma boa viabilidade
das culturas para obtencdo e producdo dos antigenos protéicos, sem contaminantes
provenientes da degradacdo parasitaria e das proteinas no meio, optamos por trabalhar
com o 4° dia de cultivo como padrdo para os repiques de manutencdo e producdo de

antigeno de Montengro.
V.2 Melhor in6culo destinado para producao.

Reprodutibilidade dos Experimentos
Apos a selecdo do melhor do melhor dia da curva de crescimento para a
producdo, determinou-se a padronizacdo do inoculo em termos quantitativos para 0s

repiques de producdo de massa parasitaria.
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A tabela 4 relaciona os indculos diferenciados, com seus quantitativos em
camara de Neubauer correspondentes as diferentes afericGes determinadas pela
dosagem de nitrogénio protéico e total, em dois experimentos realizados em épocas
distintas.

Analisando a Tabela 4, ndo podemos observar uma correlacdo linear entre
namero de parasitos inoculados, crescimento observado em camara de Neubauer, e as
dosagens de nitrogénio protéico e total, nos dois experimentos. Em ambos, o nimero de
parasitos foi similar, embora os resultados das dosagens de nitrogénio correspondente
ndo tenham sido igualmente reprodutiveis.

Considerando a dosagem de nitrogénio protéico como mais diretamente
representativa da quantidade de antigenos protéicos, admitimos que os melhores
resultados foram os que aproximadamente se repetiram, correspondendo aos inéculos na

faixa de 10 parasitos.

Tabela 4 — Comparacdo entre 0s experimentos para determinacGes de concentracdo de
antigenos segundo indculo, obtido no 4° dia de crescimento, através de
contagem de parasitos em camara de Neubauer e 0s métodos de nitrogénio

protéico e total.

Experimentos| Indculo Céamarade Nitrogénio Nitrogénio
Neaubauer Protéico Total
(ng/mL) (ng /mL)

10° 5,4 x 10° 35 10
| 10° 4,1 x10° 05 20
10’ 3,8 x 10’ 475 98

10° 6,0 x 10 45,5 117

10° 3,2x 10° 24,7 395

I 10° 3,9 x10° 23,1 500
10’ 4,4 x 10’ 43,1 605

10° 5,9 x 10° 35,2 47,9

Os gréficos 4 e 5, expressam a correspondéncia entre os resultados demosntrados
na repetibilidade dos dois experimentos visando a determinacdo do melhor inoculo para

a producao.
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Grafico IV — Distribuicdo de indculos de parasitos em cultura e correspondentes

determinacges de nitrogénio protéico e total, segundo o experimento I.
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Gréfico V — Distribuicdo de indculos de parasitos em cultura e correspondentes as
dosagens de nittrogénio protéico e total segundo o experimento Il
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Rendimento da producéo a partir da padronizagao do inéculo

A tabela 5 mostra que a opcdo do 4° dia de crescimento parasitario para a
ampliacdo do cultivo visando a producdo e a adocao de inoculo padronizado para a
obtencdo de massa, trouxe melhoria significativa para o rendimento da producao.
Analisando-se quatro lotes produzidos antes dessa padronizacao, entre junho e setembro
de 2002, e outros quatro produzidos apdés, entre abril e novembro de 2003, observamos
que o rendimento medido pelas quantidades de nitrogénio protéico e pelo numero de
frascos obtidos, para cada lote, foi expressivamente maior ap0s a padronizacao.
Representou, em média, uma elevacdo de rendimento de, respectivamente, 83,2% e
93,4% ( tabela 5).

Tabela 5: Frascos de antigenos obtidos para intradermorreacdo de Montenegro e
respectivas dosagens de nitrogénio protéico, antes e apds a definicdo do
indculo padronizado correspondente a 10" parasitos/ml.

Anterior a Apoés a
Periodo padronizagéo Padronizagéo: Elevacéao
inéculo 10° inoculo - 10’ Rendimento
(6 a 9/2002) (4 al1l/2003)
Lote do Produto 027MNO003Z 034MNO003Z
(n° do lote ) 028MNO007Z 033MNO004Z
029MNO010Z 030MNO005Z
029MNO011Z 03UMNO006Z
N° de Frascos 774 2217
Média N° de|258 499 93,4 %
Frascos/lote
Dosagem de |027MNO003Z - (3,1) |034MNO003Z - (4,49)
Nitrogénio Protéico|028MNO007Z — (2,89) | 033MN004Z —( 5,72)
(mg %) 029MNO010Z —(2,89) |030OMNO005Z —( 3,75)
029MNO011Z —(2,26) | 03UMNO006Z —(6,47)
Média Dosagem N, |2,79 5,11 83,2 %
Desvio Padrao 0,36 1,22
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V.3 Método Definido para Afericdo da Concentracao Antigénica.

Em paralelo a dosagem de nitrogénio protéico, foram testados métodos de
dosagem de proteinas totais , com vistas a possivel substituicdo do método de Kjeldahl
para afericdo da concentracdo antigénica. As massas parasitarias obtidas a partir dos
experimentos | e Il foram utilizadas para padronizagédo dos experimentos de dosagens de
proteinas totais pelo método do Biureto.

Visando a comparagdo dos dois métodos utilizados, os valores obtidos para a
dosagem de nitrogénio protéico foram usados para calculo de estimativa do teor de
proteinas totais correspondentes. A Tabela 6 e o grafico VI resumem os resultados
obtidos, e os calculos referentes aos mesmos sdo apresentados no anexo 2. Os
experimentos foram realizados em triplicata, estando a tabela representando os valores
médios dos 3 experimentos. Detectou-se uma maior sensibilidade do metodo de
Biureto, tendo sido a quantidade de proteina detectada bem maior do que a estimada

pela inferéncia a partir do método Kjeldahl.

Tabela 6 : Comparacdo entre as dosagens do nitrogénio protéico e proteinas totais para

definicdo do melhor método de quantificagdo antigénica.

EXPERIMENTO I EXPERIMENTO 11
Inoculos | Concentracdo | Concentracdo | Concentracdo | Concentracdo | Concentracgdo de | Concentrag
N? Protéico* de prtn de ptn N?Protéico* | prtn estimada* | &o de prtn
((ng/ml) estimada * Met. (ng/mL) Met. (ng/mL) obtida **
Met.Kjeldahl (ng/mL) Biureto** Kjeldahl Met.
(ng/mL) (ng/mL) Kjeldahl
(ng/mL)
10° 3,5 21,87 243,75 24,0 154,37 411,94
10° 5.0 31,25 436,30 23,1 144,37 489,13
10’ 47,5 296,87 675,97 43,1 269,37 674,37
10° 45,5 284,37 755,60 35,2 220,00 687,47

* Os valores estimados

protéico determinada pelo método de Kjeldalh X 6,25 (assumindo-se o valor médio de
16% do nitrogénio em proteinas
** Valores obtidos pelo método do Biureto X Fator de correcdo 4,785 (19,5 x 1,25)

considerando as diluicBes da amostra e da curva padréo. 5
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Grafico VI. Comparacdo entre as dosagens do nitrogénio protéico e proteinas totais

para definicdo do melhor método de afericdo antigénica.

Gréfico VI - Nitrogénio X Biureto

1-Experimento 2- Experimento
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Admitindo-se que o padréo do antigeno para intredermorreacdo de Montenegro é
definido pela concentracdo de 40 microgramas de nitrogénio protéico / ml ( Mello e
col. 1977); que a dosagem pelo método de Kjeldah apresentou discrepancias na
repetibilidade e que o método do Biureto apresentou maior consisnténcia de resultados,
considerou-se gue este pode substituir com vantagens o método de Kjeldahl ,

Os célculos referentes aos dados da tabela 6 e grafico VI sdo apresentados no
Anexo 2.

Para a correlacdo entre a estimativa da dosagem de proteinas pelos dois métodos
utilizados, foi elaborada uma tabela de conversdo, considerando os valores dos dois
experimentos.

Os valores mostrados na tabela de converséao resultam da divisdo da média de
valores da dosagem de proteina pelo método do Biureto, que foram divididos pelos
resultados obtidos de estimativa de proteina pelo método de Kejdalh , para cada in6culo

inicial.
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Tabela 7 — Fatores de conversdo entre as concentragdes protéicas determinadas pelo
método Biureto e Kjeldahl (Cp Biureto e Cp Kjeldahl)

Indculo 10° 10° 10’ 10°

EXPERIMENTO 1|- - 2,28 2,66
Fator de Correcgéo

EXPERIMENTO Il |2,66 3,39 2,507 3,12
Fator de Corregéo

Cp — Concentracéo de proteinas

Eliminando-se os valores obtidos pelo método do Kjeldahl para os indculos 10°
e 10° do experimento I, que, conforme dito anteriormente parecem os mais inadequados,
é possivel calcular-se um fator médio de conversdo entre as concentragdes protéicas
estimadas por ambos os métodos . Esse sera da ordem de 2,52 (Cp Biureto e Cp
Kjeldahl), se eliminarmos o fator de converséo de 3,39, o mais discrepante entre todos,
ou de 2,66 se levarmos em conta o aludido fator discrepante (ver tabela 7). O valor de
conversdo a ser assumido de 2,52 mostra o desvio em relacdo a todos os fatores de
conversdo obtidos exceto o de 3,39 portanto correspondente a um erro relativo < 10 %.

Célculo:
Experimento |

10° * desprezado
10°  * desprezado
10" ->2,28
10% -> 2,66

10" -> 675,97+ 296,87 = 2,28
10° -> 755,60 + . 284,60 = 2,66
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Experimento 11

10° -> 411,94+ 154,37 = 2,66
10° -> 489,13 = 14437 = 3,39
10" -> 674,37 + 269,37 = 2,50
10% -> 687,47 =/ 220,00 = 3,13

O fator 2,52 é resultado de média do experimento | + 0s experimentos |1

V.4 Controles de Qualidade do Antigeno
V.4.1 Controles Microbiol6gicos
Exame Direto

O controle microbiolégico do Antigeno, por exame direto, do material da cultura
mantida em meio de Tioglicolato e no Fluido de Caseina de soja, realizado conforme a
rotina estabelecida, Apos dias de cultivo acompanhado de observagdes macroscopica e
microscopica ndo foi identificado crescimento de microorganismo. O mesmo aconteceu
nos 7°e 8° dias e depois no 14° dia de cultivo. Os laudos s&o apresentados no Anexo 3.

Presenca de Endotoxinas

Né&o foi observada presenca de endotoxinas, conforme laudo emitido pelo setor

de Controle Microbioldgico . O laudo € apresentado no Anexo 4.

V.4.2 Teste de Pirogénio

Em relacdo, ao teste de pirogénio ndo se verificou que a soma da variagdo da
temperatura dos coelhos nédo atingiu 0,6°C, estando dentro do limite para aprovacdo do

teste, conforme laudo emitido no Anexo 5 .

V.4.3 Teste de Inocuidade - Controle Histopatolédgico

Apo0s o periodo de 14 dias de observacdo, em que ndo se observou nenhuma alteracdo
no ponto de inoculacdo do antigeno, a histopatologia da pele, do figado e baco também
ndo apresentou alteracfes conforme laudo no Anexo 6. A figura 3 corresponde ao
conjunto histopatoldgico da pele, referente ao teste de inocuidade em camundongos
inoculados com antigeno padrdo, camundongos incoculados com salina fenolada e ndo

inoculados.

35



Figura 3 — Histopatologia de pele de camundongos inoculado com Antigeno Padrédo
(A), Salina fenolada (B),N&do Inoculados ( C ), lote vencido (D) e lote de antigeno

reprovado (E).

200 pm 200 pm
| —— | | —|

ot e . "
. s s [ il o]

C (salina fenolada 122 03)

E ( reprovado 53 02)
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V.5 Definicdo do Prazo de Validade do teste para Intradermorreagdo de
Montenegro

V.5.1 Controles Microbioldgicos
V.5.1.1 Exame direto

O exame macro e microbioldgico realizado pelo método de Gram nos lotes
013MNO005Z e 021MNO001Z ap6s 20 meses, em estufa a 37°C, resultaram negativos,

ndo se detectando crescimento de bactérias e/ou fungos, nas amostras e no controle ,

conforme atesta-se em laudo no Anexo 7.

V.5.1.2 Presenca de Endotoxina

Em relagdo a presenca de endotoxina em ambos os lotes testados o resultado

foram satisfatérios conforme laudo no Anexo 8.

V.5.1.3.Teste de Pirogénio

Quanto ao teste de pirogénio em ambos os lotes analisados os coelhos
apresentaram variacdo da temperatura de 0,5°C pelo periodo de 5 horas estando dento

do limite de aprovacéo do teste de acordo com laudo no Anexo 9.
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VI DISCUSSAO

A leishmaniose tegumentar american (LTA) é endémica em 88 paises do mundo,
dentre os quais o Brasil, e apresenta diferentes desafios aos profissionais envolvidos em
seu diagnostico, tratamento e controle, principalmente levando — se em conta a
multiplicidade de formas clinicas que apresenta, a relativamente baixa sensibilidade do
diagnostico etioldgico de certeza, a multiplicidade de parasitas, vetores e reservatorios
envolvidos em seu ciclo bioldgico, as dificuldades com a terapéutica e a falta de
quaisquer medidas satisfatorias de prevencdo ( Marzochi & Marzochi 1994).

Quanto ao aspecto de diagnostico, a Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM)
vem sendo largamente utilizada desde o final da década de 1930, no Brasil e no mundo,
como teste preliminar indicativo de leishmaniose tegumentar, sendo, ainda hoje, o
exame complementar mais sensivel e especifico disponivel para a Rede de Salude de
diversos paises.

No Brasil, o teste é largamente utilizado em todas as regides, admitindo-se a
ampla distribuicdo da doenca. Considerando a media anual de 35 mil casos notificados
da doenca/ ano, poderiamos estimar que, a0 menos, um numero equivalente de testes
deveriam ser realizados anualmente no pais. Isso sem considerar inquéritos de campo
para avaliacdo da prevaléncia da infeccéo.

Contribuem para a ampla utilizacdo da IDRM, além da sua alta sensibilidade e
especificidade, a facilidade de aplicacdo, o baixo custo do teste e a ndo exigéncia de
equipamentos para sua utilizagdo, como requerem o0s testes sorologicos € mesmo 0s
métodos de diagndstico de certeza. Este fato, associado ao predominio da LTA em areas
pobres do pais, leva-nos a 6bvia deducdo de que, em muitas regides, a IDRM ¢é a Unica
ferramenta disponivel para o diagndstico da LTA.

No entanto, devemos lembrar que estamos nos referindo a um teste realizado in
Vvivo, ou seja, 0 paciente recebe em seu préprio organismo o antigeno de Leishmania, ao
contrario de outros exames, realizados com amostras de soro e outros materiais
coletados e enviados ao laboratério. Do ponto de vista da Vigilancia Sanitéaria (VISA),
portanto, a IDRM constitui-se em agente de risco. Logo, € pertinente que seja alvo de
observacdo e controle pela VISA em todas as etapas de sua utilizacdo: producdo do
insumo, aplicagdo e leitura da reacdo, notificacdo de efeitos adversos e resultados
alcancados (eficécia e efetividade do teste).
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No inicio da utilizagdo da IDRM as normas para pesquisa clinica e laboratorial
ndo estavam claramente estabelecidas quanto aos seus aspectos éticos, nem quanto a
avaliacdo e qualidade do produto, que, no caso, hd muitas décadas, caiu no mercado e
foi “consagrada pelo uso”. No entanto, além das demandas regulamentares, sabemos
que ha falta de padronizacdo na producdo desse insumo. Consideramos entdo, de
fundamental importancia, investimentos que visem a aprimorar a IDRM e adequar sua
producdo e utilizacdo as normas vigentes, com o fim de avaliar, monitorar e minimizar o
risco ao paciente e maximizar a efetividade do teste.

Neste trabalho especificamente, procuramos investir na padronizagéo do insumo
necessario para a realizacdo da IDRM, o antigeno de Leishmania (leishmania). A
importancia dessa padronizacdo deve-se principalmente a dois pontos:1) falta de uma
cepa padrdo para a producdo de um teste diagnostico utilizado por toda a rede do pais,
associada a uma multiplicidade de espécies de Leishmania envolvidas na LTA e seus
diferentes ciclos epidemioldgicos, com vistas a comparabilidade dos resultados da
IDRM em diferentes areas endémicas,. 2) ao atendimento a normas técnicas de
seguranca e controle de qualidade, visando a minimizar o risco ao paciente que recebe o
produto .

O antigeno de Montenegro é produzido através da sonicacdo de uma cultura de
parasitas, o que leva a uma suspensdo antigénica, contendo antigenos sollveis, semi-
soluveis e particulados, de diferentes caracteristicas moleculares. A padronizacdo da
composicdo dessa suspensdo torna-se portanto, extremamente dificil, bem como a
reprodutibilidade do seu processo produtivo. Para a melhoria dessa reprodutibilidade e a
melhor homogeneidade dos lotes de antigeno produzidos, optamos por padronizar
essencialmente a fase de crescimento parasitario utilizada no processo de producdo,
através da utilizacdo de parasitas na mesma fase de cultivo, estabelecida pela curva de
crescimento. Tratando-se de aprimoramento de produto para uso em escala comercial,
escolhemos como o melhor dia para utilizacdo dos parasitos para o antigeno aquele no
qual as promastigotas estavam ndo somente em grande nimero, mas também com sua
melhor viabilidade e presumidamente uma boa expressdo de antigenos, que
corresponderia ao final da fase logaritmica de crescimento e inicio da fase estacionaria,
o qual, em nossa curva correspondeu ao 4° dia de crescimento, como demonstramos por
absorbancia ( tabela 2 e grafico 11 ). Excluimos a avaliagdo com base na contagem de
parasitos em Camara de Neaubauer pelo valor subjetivo implicado nessa observacao.
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Além disso, procuramos, no aprimoramento do processo produtivo, utilizar
mecanismos que possibilitassem a melhoria do rendimento da producdo, de forma a
aumentar o tamanho dos lotes, e, por consequéncia, reduzir custos. Para isso, buscamos
investigar qual o melhor inoculo, a ser utilizado na produ¢do da massa parasitéria, que
levaria ao maior lote possivel, sem perda da qualidade da suspensao. Nossos resultados
mostraram que essa abordagem fez sentido, ja que, com a padronizacdo do inoculo, o
rendimento da producdo, medido em numero de frascos produzidos, aumentou
significativamente. Além disso, o processo de padronizacao do inoculo ndo implicou em
retardamento do tempo de producédo do antigeno, nem novos investimentos.

A partir dai, a quantificacio dos antigenos protéicos na suspensdo de
leishmanias, relacionadas ao indculo da maneira mais precisa possivel, torna-se de
fundamental importancia para a obtengdo de um antigeno de qualidade. A concentracao
de antigenos protéicos para o antigeno de Leishmania foi estabelecida em 1977 e até
hoje é considerada ideal. As metodologias de quantificacdo desses antigenos é que
variaram ao longo do tempo, indo do método de nesslerizacdo até o método de Kjeldahl,
utilizado hoje em dia por Biomanguinhos. Considerando a baixa sensibilidade deste
método e a existéncia de outros mais sensiveis, rapidos e adequados para a dosagem de
proteinas, optamos por estabelecer 0 método do Biureto como o de escolha para a
quantificacdo de antigenos protéicos em nosso extrato.

Assim, pudemos comparar 0s resultados obtidos com os mesmos inoculos
iniciais e com a mesma metodologia (Kjeldalh) em dois tempos distintos, bem como
com as duas metodologias testadas (Kjeldalh e Biureto) também em tempos diferentes.

Na primeira situacao, observou-se que os valores obtidos para os experimentos |
ell

(ver tabela 6 e anexo 2) com o método de Kjeldahl foram bastante discrepantes
entre si (comparar 21,87 X 154,37; 31,25 X 144,37), mostrando a pouca
reprodutibilidade do método e auséncia de correlacdo entre o in6culo utilizado para a
dosagem e a quantidade de proteina estimada. Em relagdo aos inéculos 107 e 10° os
valores em geral obtidos foram melhores que os referentes aos indculos mais diluidos,
em ambos 0s experimentos, sendo que para 0s dois inoculos os desvios observados
nesses experimentos, assumindo-se sempre o maior valor como 100%, foram menores
que 9, 4% (comparar 296,87 X 269,37 e 284,37 X 220,00).

No segundo caso, referente a comparacdo dos valores obtidos com os dois

métodos utilizados, pdde-se observar que as concentragdes protéicas estimados pelo
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método do Biureto foram sempre superiores aquelas estimadas pelo método de Kjeldahl,
comparando-se 0s mesmos indculos e dentro do mesmo experimento. Além disso,
confrontando-se as dosagens de proteina pelo Biureto para os 4 indculos nos
experimentos | e Il, vimos que os resultados foram de uma forma geral mais similares
do que os decorrentes da dosagem de nitrogénio protéico, mostrando maior
repetibilidade pelo método de Biureto.

Essas andlises comparativas tém ainda mais sentido se considerarmos que as
técnicas de tratamento das amostras dos antigenos, prévias as dosagens protéicas, foram
idénticas incluindo até a precipitagdo com TCA.. E, se assim é o0 caso, como um dos
métodos de dosagem de proteinas mostrou, aproximadamente, uma concentracdo
protéica aproximadamente 2,5 vezes maior do que a outra? Deve-se lembrar que 0s
métodos usados sdo baseados em propriedades diferentes, ou melhor, o método do
Biureto prevé a ligacdo de Cu™ em meio alcalino aos pares de elétrons disponiveis no
nitrogénio das ligacOes peptidicas, enquanto o método de Kjeldahl dosa ou quantifica o
nitrogénio de qualquer material como NH,*, incluindo o nitrogénio protéico. Nesta
situacdo, geralmente, assume-se o valor médio de 16 % de nitrogénio nas proteinas, dai
o fator 6,25 que é utilizado para multiplicar os valores do nitrogénio protéico e assim
fornecer a concentracdo protéica aproximada. Mesmo que se assuma que o TCA
precipita todas, e somente, proteinas, os valores de correlagdo protéica podem estar
errados se o teor médio de nitrogénio das proteinas ndo for igual a 16 %. Classicamente,
0 método do Biureto tem vantagens sobre o método de Kjeldahl e mesmo sobre outros
métodos espectrofotométricos mais modernos (CBG-250, Folin-Lowry classico e
modificado, Bicinchoninico e outros) ( Zaia et all,1998). Mesmo sendo, menos sensivel
dos métodos citados ele é mais preciso, facil utilizacdo e com conservante adequado
pode ser armazenado indefinidamente.

Assim, cumpre-se sugerir que o método de Biureto seja doravante usado em
substituicdo ao método de Kjeldahl. Se este for o caso, deve-se levar em conta que, para
efeitos da amostragem futura, o valor da concentracdo de proteina estimada pelo Biureto
deva ser dividido por 2,5 para alcancgar-se o valor da concentracdo protéica estimada
pelo nitrogénio protéico, levando-se em conta o fator 6,25 (16% de nitrogénio de
proteinas). Além disso, antes da producdo em larga escala e distribuicdo de antigeno a
rede de saude com base na dosagem de proteinas, os métodos de Kjeldahl e Biureto
deverdo ser avaliados por outros laboratérios, para validagdo dos resultados obtidos

neste trabalho, ainda em fase pre-clinica.
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A partir do insumo tecnicamente padronizado, segue-se a etapa dos controles de
qualidade necessarios a sua utilizacdo como produto, mais uma vez levando-se em conta
as caracteristicas particulares como antigeno veiculado e sua forma de uso.

Na rotina ja estabelecida em Bio-Mamguinhos, sdo realizados o controle
microbiologico a partir do exame direto, e 0 teste de inocuidade em animais
experimentais, a partir do exame histopatolégico de fragmentos de pele e visceras de
animais inoculados com o antigeno produzido. Como complemento desses controles,
objetivamos avaliar a introdugéo dos testes para deteccdo de endotoxinas e pirogénios.

As endotoxinas sdo estruturas encontradas na parede celular de bactérias Gram —
negativas, as quais podem causar problemas de saude a quem as recebe, incluindo a
elevacdo da temperatura corporal, mesmo na auséncia do microrganismo vivo. E de
suma importancia a investigacdo de sua presenca em injetdveis, considerando que
quantidades muitissimo pequenas dessas substancias sdo suficientes para o
desencadeamento de manifestacOes clinicas. Para a dosagem de endotoxinas, optamos
pelo método de LAL, por ser o utilizado no controle da vacina da Febre amarela, em
diversos diluentes e 4gua para injetaveis.

N&o encontramos na literatura relatos de dosagem de endotoxinas nos antigenos
de Montenegro produzidos, portanto, ndo poderiamos definir, a priori, 0s niveis
maximos aceitaveis para esse produto. Logo, optamos por trabalhar dentro dos limites
estabelecidos para o controle de vacinas e diluentes. N&o foi observada a presenca de
endotoxinas em nenhuma das amostras examinadas, em todos os experimentos, de
acordo com a sensibilidade e limites de deteccao do teste utilizado, o que sugere que o
insumo foi produzido em condicdes apropriadas de esterilidade, aumentando a
seguranga daquele que o recebe. Novamente, tratando-se de uma abordagem recém
introduzida, a interpretacdo dos resultados dos testes de endotoxina devera ser
cuidadosamente avaliada. Por outro lado devemos destacar que, de forma positiva, a
introducdo do mesmo no controle de qualidade da producdo do antigeno, ndo trouxe
aumento do tempo de producéo dos lotes estudados.

Em relagdo ao pirogénio, trata-se de um importante teste que determina oS
limites aceitaveis de riscos para reaces febris em pacientes que recebem produtos
injetaveis. Este teste também é recomendado no controle de qualidade de vacinas,
diluentes e agua para injetaveis. Novamente, ndo encontramos registros anteriormente
publicados de dosagem de pirogénios em antigenos de Montenegro produzidos. Em

nosso trabalho, ndo foram encontrados niveis de pirogénios em quantidade que elevasse

42



a temperatura corporal a mais de 0.6°C dos coelhos examinados como determina o
critério de normalidade do teste. Sendo assim, todos os antigenos testados foram
considerados livres de pirogénios. Mais uma vez, ressaltamos a necessidade da
continuidade da repeticdo e avaliacdo continua desses resultados e destacamos que a
inclusdo deste teste também ndo trouxe acréscimo significativo ao tempo de producao
do insumo.

Quanto ao teste de inocuidade in vivo (prova de seguranga ) € utilizado na rotina
como teste padrdo para a aprovacdo de um lote de antigeno de Montenegro, sendo
semelhante ao teste de toxicidade inespecifica utilizado no controle da vacina contra
Sarampo. No protocolo de nosso estudo, esse teste foi seguido de avaliacdo
histopatoldgica ndo s6 do local de inoculacdo do produto, mas também de diferentes
visceras (figado e baco) para deteccdo de possivel toxicidade sistémica. Nenhum
camundongo apresentou qualquer alteracdo local ou sistémica que determinasse a
reprovacdo do lote do produto, de acordo com os critérios considerados (citados na
Metodologia) nem comprometesse a salde e a viabilidade dos animais inoculados.
Dessa forma, acreditamos que esse teste € importante para auxiliar a deteccdo da
presenca de contaminantes e/ou substancias indesejaveis as quais poderiam desencadear
manifesta¢des clinicas adversas, num modelo mais sensivel do que os testes in vitro. Em
nosso experimento, avaliamos também, de forma comparativa, um grupo controle de
camundongos ndo inculados e um grupo inoculado com o preservante do antigeno
diluido em salina fisiologica, para identificarmos possiveis reacfes adversas decorrentes
da presenca do fenol na composic¢do do insumo. Consideramos que esses NoVoS grupos
controle, cujo numero de animais devera ser determinado pelo setor que realiza o teste,
obedecendo as condicBes determinadas pela Comissdo de Etica Animal (CEUA) da
FIOCRUZ e a definicdo de amostragem, devam ser absorvidos & rotina de controle de
qualidade do antigeno de Montenegro.

Por fim, iniciamos estudos preliminares para determinar, com 0 maior grau de
precisdo possivel, o prazo de validade desse tipo de produto. Para isso, deixamos alguns
lotes ja produzidos, estocados a 37 °C e por tempo superior ao prazo de validade (20
meses) pré — estabelecido, submetendo-os aos mesmos testes realizados no antigeno
padrdo que definimos. Os resultados obtidos foram basicamente idénticos aos
observados nos antigenos recentemente produzidos e nos controles, mostrando que, sob
esse aspecto, e estocado em condi¢Bes mais extremas que as utilizadas rotineiramente, o

produto nédo sofreu contaminagdo e/ou alteracdo significativa capaz de comprometer a
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sua seguranca. Um estudo clinico a seguir é devidamente necessario para completa
defini¢do do melhor prazo de validade do novo produto.

Consideramos que essas abordagens, em seu conjunto, conforme proposto, e
complementadas por estudos posteriores controlados de poténcia do antigeno, devem
contribuir para a necessaria oferta de um teste classico e universal para o diagndstico
das leishmanioses, porém devidamente padronizado e com controle de qualidade como
insumo e produto final, simples e acessivel, e com provavel reducao de custo.

O fluxograma a seguir (figura 4) ilustra como podera se desenvolver o0 processo
de producdo da leishmania em érea biolimpa, controlada, utilizando-se Boas Préticas de
Laboratorio( BPL) e Boas Préaticas de Fabricacdo ( BPF) com a inclusdo dos novos

controles fisico-quimicos e de qualidade padronizados.
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FIGURA 4 - FLUXOGRAMA PADRONIZADO PROPOSTO
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VII CONCLUSOES

1-O in6culo para a producdo de massa parasitaria deverdo ser de 10’ parasitas/
mililitro de meio de cultura para a producdo do maior nimero possivel de frascos

por lote de produto.

2-Os repiques de expansdo da cepa para a produgdo de massa parasitaria deverdo ser
realizados com promastigotas no 4° dia de crescimento in vitro em meio de cultura

Schneider mais soro fetal bovino.

3 -O rendimento da producdo aumentara de forma significativa com a adocdo do
inéculo e dia de cultivo padronizados, sem aumento de custos e de tempo de

producéo do Antigeno.

4- O método de dosagem de proteinas pelo Biureto mostrou-se mais adequado que o
método atualmente em uso para dosagem de nitrogénio protéico ( método de
Kjeldahl), sendo sugeridos mais estudos para que o referido método do Biureto seja

utilizado na rotina padrdo de producédo dos antigenos da leishmania.

5 -Novos métodos de controle microbioldgico e ampliacdo dos testes de inocuidade
in vivo devem ser incluidos na rotina da producéo do insumo para maior garantia de

qualidade.

6 -Sdo necessarios estudos complementares paralelos para a determinacdo dos
prazos maximos de validade do novo produto em diferentes condigdes de
estocagem, bem como estudos controlados de poténcia do antigeno pré-clinicos e

clinicos.
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ANEXO 1- Preparo da técnica Azul de Tripan
Preparo da solugdo Azul de Tripan

0.1 g de azul de Tripan

50 mL de salina 0,9% estéril

Procedimento

Fazem-se diluicdes seriadas de 1:10; 1:100; 1:1000;

ex: 0,9 mL de azul tripan + 0,1mL de cultura de leishmania.

Monta-se a camara de Neubauer.

Adiciona-se aproximadamente 100uL da dilui¢do 1:100.
Conta-se cada quadrante.

Somam-se 0s quadrantes e dividi-se por 4;

ex: 200:4=50x10°x10*=5X 10"’
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ANEXO 2- Célculos de Experimentos

Calculos referentes a tabela 6
Célculos dos Experimentos
Curva Padréao

2.1 Método de Kjeldhal ( Quantifiacdo de nitrogénio protéico ) : Teste executado em
Out/2003

Inéculos Kjeldahl
10° 0,0035 mg/mL x 6,25 = 0,021875 = 21,87ng/ ml
10° 0,005 mg/mL x 6,25 = 0,03125 = 31,25 pg/ml
10’ 0,0475 mg/mL x 6,25 =0,26987 = 296,87 pg/ml
108 0,0455 mg/ml x 6,25 = 0,24837 = 284,37 ug /mL
2.2 Metodo de Biureto ( Quantificacdo de proteinas ) : Teste executado em
Outubro/2003
Inoculo Biureto X  Caélculo (195 X1,25) = 4.875
5
10° 0,049 0,2389 mg/ ml = 238,9 pg/ml
0,059 0,2876 mg/mL = 287,6 pg/ml
0,051 0,2486 mg/mL = 248,6 ng/mi
10° 0,096 0,4680 mg/ ml = 468,0 ug/ml
0,089 0,4339 mg/ ml =433,9 ug/ml
0,090 0,4387 mg/ ml = 438,7 pg/ml
10’ 0,138 0,6727 mg/ ml =672,7 ug/ml
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0,139 0,6776 mg/ ml =677,6 ug/mil

0,139 0,6776 mg/ ml = 677,6 ug/mi

10° 0,163 0,7976 mg/ ml =797,6 ug/ml
0,155 0,7556 mg/ ml = 755,6 pg/ml
0,155 0,7556 mg/ ml = 755,6 ug/ml

2.3 Meétodo de Kjeldahl (Quantificacdo de nitrogénio protéico): Teste executado em
Jan/2004

Indculos Kjeldahll

10° 0,0247 mg/mL x 6,25 = 0,15437 = 154,37pg/ ml
10° 0,0231 mg/mL x 6,25 = 0,14437 = 144,37 ug/ml
10’ 0,0431 mg/mL x 6,25 = 0,26937 = 269,37 ug/ml
10® 0,0352mg/ mL x6,25=0,22 = 220 pg/ ml

2. 4 Método de Biureto ( Quantificacdo de proteinas ) : Teste executado em
Janeiro/2004

Inoculo Biureto X Célculo (195 X1,25) = 4.875
5
10° 0,085 0,4144 mg/ ml = 414,4ug/mi
0,084 0,4095 mg/mL = 409,5 pg/mi
0,081 0,3949mg/mL = 394 ,9 ug/mi
108 0,101 0,4924 mg/ ml =492,4 ug/ml

0,099 0,4826 mg/ ml =482,6 ug/ml
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0,101 0,4924 mg/ ml = 4924 ug/ml
10’ 0,141 0,6874 mg/ ml = 687,4 pug/ml
0,136 0,6630 mg/ ml =663,0 ug/ml
0,138 0,6727 mg/ ml = 672,7 png/ml
108 0,141 0,6874 mg/ ml =687,4 ug/ml
0,142 0,6925 mg/ ml = 692,5 pug/ml
0,140 0,6825 mg/ ml = 682,5 ug/ml
2.5 Curva Padrdo com BSA
0,6
¢ 0,5 b
S
5 04- .
(%]
2 0,3
5
‘s 0,2 -
o
o 0,1
0 T T T T T T T T
0 1 2 3 5 6 7 8 9 10
mg/mL
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ANEXO 3- Controles Microbiol6gico Laudo dos Testes de Esterilidade( Exame
Direto)do lote de Antigeno de Montenegro e Salinas dentro do prazo de validade.

Ministério da Saude
Institule de Tecnologia
o)l em Imunobiclégicos
FIOCRUZ . =
| Fundaca Cruz 3 Bio-Manguinhos

Folha /
DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
LABORATORIO DE CONTROLE MICROBIOLOGICO
TESTE DE ESTERILIDADE
Produto: Antigeno de Leishmania para a Reagfio de Montenegro
Lote n® : 03UMNO06Z N° dose por frasco : ..x....
Data de entrada : 16/12/2003 Protocolo : 015714006
Data do Teste : 19/12/2003 Data do 1° Repique : Data do 2° Repique : —/--/-—
Meétodo : DIRETO
N° de amostras : 03 Volume por frasco © ImL
MEIOS UTILIZADOS
FLUIDO DE TIOGLICOLATO/LOTE N° :030/03 FLUIDO DE CASEINA DE SOJA/LOTE N° : 058/03
(30 - 35°C) (20 - 25°C)
Repique: 19% ..x.... Repique: 2°# . x.... Repique: 1% ..x..... Repique: 2% ..x.....
N° bos: ...x.... /15ml vol. Inoc./tubo: ...X..... ml  N°twbos: ..x... /15ml vol Inoc/tubo: .. .x... ml
N tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 1,5 ml  N°tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 1.5 ml
RESULTADOS
Primeiro controle: (3°,4°,5° dia) (<) () (-) Primeiro controle: (3°,4°,5°dia) () () (-)
Segundo controle: (7°,8° dia) SIS Segundo controle: (7°,8° dia) (OI0)]
Terceiro controle: (14° dia) -) Terceiro controle: (14° dia) -)
Placa de controle ambiental/lote n®: ACasoy 056/03 Resultado: Satisfaiorio
Resultado : ( X ) Satisfatério ( ) Insatisfatorio Resultado: ( X ) Satisfatério ( ) Insatisfatério
Final do teste: 02/01/2004
CONCLUSAO FINAL: (X ) APROVADO ( ) REPROVADO
Observagdo:  ..X....
Analista: Beatriz;Cétia; Data:02/01/2004
Chefe de Controle Microbioldgico: _;:_r: Var L:
O .
Revisio
04
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Folha [/

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
LABORATORIO DE CONTROLE MICROBIOLOGICO

TESTE DE ESTERILIDADE

Produto;Salina Fenolada 0,4%
Lote n° : 030SF003Z

Data de entrada : 26/11/2003
Data do Teste : 27/11/2003
Método : DIRETO

N° de amostras : 01

FLUIDO DE TIOGLICOLATO/LOTE N° :028/03

(30 - 35°C)
Repique: 1°# ..x.... Repique: 2% ..X....
N° tubos: ..x.... /15ml vol. Inoc./tubo: ..x....
N° tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 2.5

Primeiro controle: (3°,4°,5° dia) (-) () (=)
Segundo controle: (7°,8° dia) () (=)

Terceiro controle: (14° dia) (-)

Placa de controle ambiental/lote n®: ACasoy 053/03

Resultado : ( X ) Satisfatorio ( ) Insatisfatorio

Final do teste: 11/12/2003

Data do 1° Repique :

N° dose por frasco : ...X....
Protocolo : 015305005

Data do 2° Repique : --/-=/===-

Volume por frasco : SmL

MEIQS UTILIZADOS

FLUIDO DE CASEINA DE SOJA/LOTE N° : 055/03

(20 - 25°C)

Repique: 1°# .. x.... Repique: 2°% ...x....

N°tubos:  ..x.... /15ml vol. Inoc./ibo: ..x....

N° tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 2,5

RESULTADOS

Primeiro controle: (3°,4°,5°dia) () () (=)
Segundo controle: (7°.8° dia) =)
Terceiro controle: (14° dia) )

Resultado: Satisfatorio

Resultado: ( X ) Satisfatorio ( ) Insatisfatorio

CONCLUSAO FINAL: (X ) APROVADO ( ) REPROVADO

Observagio:  ..X....

Analista: Marta;Rodrigo:

£

Data:11/12/2003

Chefe de Controle Microbiolégico: <1554 1ol
\i"L'J'»' T TE

59

Revisio
04




Folha /

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
LABORATORIO DE CONTROLE MICROBIOLOGICO

TESTE DE ESTERILIDADE

Produto:Salina Fisiologica 0,9%
Lote n° : 030SF005Z

Data de entrada : 26/11/2003
Data do Teste : 27/11/2003
Meétodo : DIRETO

N° de amostras : 01

FLUIDO DE TIOGLICOLATO/LOTE N° :028/03
(30 - 35°C)

Repique: 1% ..x....
N° tubos: ...x....
N° tubos: 01

Repique: 2°# .. x....

/100 ml vol. Inoc./tubo: 2,5

Primeiro controle: (3°,4°,5°dia) () () (=)
Q10

Terceiro controle: (14° dia) -)

Segundo controle: (7°.8° dia)

Placa de controle ambiental/lote n°: ACasoy 053/03
Resultado : ( X ) Satisfaiério ( ) Insatisfatorio

Final do teste: 11/12/2003

/15ml vol. Inoc./tubo: .. x....

Data do 1° Repique :

N° dose por frasco : ..X....
Protocolo : 015304005
Data do 2° Repique : ~-/-=/----

Volume por frasco : SmL

MEIOS UTILIZADOS

FLUIDO DE CASEINA DE SOJA/LOTE N° : 055/03
(20 - 25°C)

Repique: 1°%# ..x.... Repique: 2°# .. x....

mi  N°tubos: ..x.. /15ml wvol Inoc./tubo: .. .x....
ml  N°tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 2.5
RESULTADOS

Primeiro controle: (3°,4°,5°dia) () ()

Segundo controle: (7°,8° dia) G

Terceiro controle: (14° dia) )

Resultado:Satisfatorio

Resultado: (X ) Satisfatorio ( ) Insatisfatério

CONCLUSAO FINAL: (X)APROVADO ( ) REPROVADO

Observacio:  ..x...

Analista: Marta;Rodrigo;

Chefe de Controle Microbiologico:

2 B

Data:11/12/2003

ESundL
\} 2

Revisdo
04
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ANEXO 4 - Controle Microbioldgico - Laudo de Presenca de Endotoxinas do
Lote de Antigeno de Montenegro Dentro do Prazo de Validade

Ministério da Sadde
Instiluto de Tecnologia
St em Imunobiclogicos
L)
RO - j Bio-Manguinhos

Folha /
DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
LABORATORIO DE CONTROLE MICROBIOLOGICO
TESTE DE ENDOTOXINA
Produto: WAt ” YU -"_6,: FLLLE AL CA 4RIV LA
Loten®:__ USUMNOOLZ N’ dose por frasco: 4(
Data de entrada: - 1, 0% 4 200Y Protocolo: pFill =
Data do teste: _2- / 01 4 2004
Métado: LAL - Qel. w "_
N° de amostras: 7,
Diluigao da Amostra:
e ~|  Controle Controle
2 ! positivo negativo
= ¥ ; f =
Z T =
Especificacdo: Lactose (< 6 + 50% UE/ ml)
VZA /VFA/VFB (=< 5.0 UE / dose)
VMB (< 100 UE/ pgPS)
PSA/PSC (<20 UE/pgPS§)
Diluente / WFI (Méaximo 0,25 UE / ml)
Diluente Salina (< 0,25 UE /ml)
Endotoxina : Lote: % L2230 Val.: _2,):2005
LAL: Sensib.: "..:. ‘-"5"';': M~ Lote: 14994 | Val: _“ ,-f ¥
Caleulo: 2 X 125 = 0,215 UVE[m_
Resultado: — L5 VE/mi— -
CONCLUSAOQ FINAL: ( » ) APROVADO ( ) REPROVADO
Observagao: - — ——/——
Analista: Kaendwr | Hema Data:_ 29/ V1 1 200Y

Chefe do Controle Microbioldgico: .&"VD uorlz,

5
s Duari®

S Revisdo
i e 05

\l":'l:}' So
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ANEXO 5 —Controle Microbioldgico - Laudo do Teste de Pirogénio do Antigeno
de Montenegro dentro do Prazo de Validade

Ministério da Salde
Instituto de Tecnologia
& Bm Imunobislogicos
FIOCRUZ
o o j Bio-Manguinhos

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
SETOR DE CONTROLE BIOLOGICO

TESTE DE PIROGENIO
Produto: (T s dasi —\r %{.'_*&'._:_;-_-::- P ST~ W= ,r/)'_ =l } e Ve o onies
J —1‘*' i : —J
Lote: DRI MpPOO G 7 Registro: S8l
Data da entrada: 28 /_~3 /o4 Data do ensaio: Oy /. o8 oY
Amostragem: L —end Teste: ] [2]
Via de inoculagdo: Endovenosa Peso do coelho: 1500 g a 3000g
COELHO N°. =0 2 as RESULTADOS:
SEXO N g F\ FARMACOPEIA EUROPEIA
N°DE SATISFA- NAO
3 - 2 2 G : 4
PESO(g) DIA- 3 | yB3o | 1Coneugliiil el COELHOS TORIO | SATISFATORIO
DA 0 1913 'c 3O N 23 03 =NLI"C = 2,6°C
TEMPERATURA MEDIA 9. 2. 39 & 39.2 06 <28C >43°C
VOLUME INJETADO (ml) | 9 y. 3 y 3 09 <44°C > 59°C
TO + 30’ 4,9..2 29.9 39.2 12 < 6,6°C > 6,6°C
TO + 60° 392 Kl 29 .3, |CRITERIOS:
O + 90° ] i a) Satisfatorio — se no 1° teste nenhum dos 3 coelhos
391 ha L 29.2 | apresentar temperatura individual > 0,6°C ¢ o somatorio
p: - ’ da variagdo individual de temperatura dos mesmos
10+ 120 384 451 39 .4 estiver no limite estabelecido na 2° coluna.
, s g b) Repetir o teste — se o somatério da temperatura
10150 391 4o0.0 SBE individual dos coelhos na 1* coluna estiver entre a 2" e a
N : oy 3" e se aleum coelho apresentar temperatura = 0,6°C
T 180 39.0 39.8& 392 |no1°teste.
VARIACAO INDIVIDUAL ) ¢) Nio satisfatério — Se o somatério da temperatura
DE TEMPERATURA 0.0 =4 o individual dos coelhos na 1° coluna, for > a temperatura
SOMA DAS VARIACOES 5 = da 3" coluna e se mais que 3 dos coelhos usados no total
DE TEMPERATURA a5 SE dos testes apresentar temperatura individual = 0,6° C.
T0 = Temperatura inicial
CONCLUSAO FINAL: ( 7 ) APROVADO ( ) REPROVADO
Observagdo: —_— e —
Operador: [ {)-; i T L=l Data: _ &6 / _if _QL

¥

J */ﬁ» o
Chefe do Controle Biolégico: IX s l/\r WA P

PEDRO JORGE DE 0, CORREA

Tpiroge2
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ANEXO 6 — Controle Histopatoldgico —Laudos dos Testes de Inocuidade Lote de
Antigeno de Montenegro e Salinas Dentro do Prazo de Validade.

Ministério da Sadde

"“'t;\ Instituto de Tecnologia
IE:-’ A em Imunohiolégicos
FIOCRUZ v\ = D :
Fundagio Oswaldo Cruz af Bio-Manguinhos

LABORATORIO DE NEUROVIRULENCIA-LANEU

Exame Anatomo-patologico n°: 12/2004

Entrada em: 28/01/04

Saida em: 09/02/04

Espécie: Mus musculus Suigos

Sexo: Fémeas

Procedéncia: DRD

Natureza do material: Fragmentos de Figado/Baco/Pele

Hipoétese diagndstica: Camundongos inoculados com Ag. de Montenegro Teste Lote
03UMNO06Z (15/01/04)

Pesquisador: Janaina

Macroscopia: Nao foram observadas alteracdes dignas de registro

Microscopia: Tecidos examinados morfologicamente normais

Diagnéstico: Orgos examinados sem alteragdes histologicas dignas de registro

AVRTAY
Renato Sargio \Marchevsk

BIO-MANGUINHOS / FIOCRUZ
MATRICULA SIAPE 462616
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Ministério da Salde
r 4 M, Instituto de Tecnologia
|| &@m Imuncbiclegicas

LDGI Bio-Manguinhos

Fundagiio Oswaldo Cruz

LABORATORIO DE NEUROVIRULENCIA-LANEU

Exame Anatomo-patologico n®: 80/2004

Enftrada em: 22/6/(4

Saida em: 10/7/04

Espécie: Mus musculus Suigos

Sexo: Fémeas

Procedéncia: DRD

Natureza do material: Pele/Bago/Figado

Hipotese diagnostica: Camundongos controles (Teste de 26/5/04)
Pesquisador: Janaina Pinho

Macroscopia: Auséncia de lesOes:

Microscopia: Orgios examinados morfologicamente normais

Diagnéstico: Orgos examinados sem alteracdes hi stoldgicas.

Laboratério de Neuroviruléncia
Bio=Manguinhos/FIOCRUZ
Matricula STAPE 462616
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Ministério da Satide ‘

“%,  Instituto de Tecnologia
em Imunobioiogicos
FIOCRUZ b :

¥ Bio-Manguinhos

Fundagao Oswaldo Cruz

LABORATORIO DE NEUROVIRULENCIA-LANEU

Exame Anatomo-patolégico n°: 37/2004

Entrada em: 16/3/04

Saida em: 4/4/04

Espécie: Mus musculus Suigos

Sexo: Fémeas

Procedéncia: DRD

Natureza do material: Pele/Bago/Figado

Hipdtese diagnostica: Cinco camundongos inoculados com salina fisioldgica
Lote 030SF005Z

Pesquisador: Janaina Pinho

Macroscopia: Auséncia de lesdes

Microscopia: Orgéos examinados microscopicamente normais

Diagnéstico: Orgdos examinados sem alteragdes histologicas.

Laboratério de Neufoviruléncia
Bio-Manguinhos/FIOCRUZ
Matricula SIAPE 462616
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Ministério da Salide
Instituto de Tecnologia
', em Imunobiologicos

" Bio-Manguinhos

FIOCRUZ
Fundagaoc Oswaldo Cruz

LABORATORIO DE NEUROVIRULENCIA-LANEU

Exame Anatomo-patologico n°: 36/2004
Entrada em: 16/3/04

Saida em: 4/4/04

Espécie: Mus musculus Suicos

Sexo: Fémeas

Procedéncia: DRD

Natureza do material: Pele/Bago/Figado

Hipotese diagndstica: Cinco camundongos inoculados com salina fenolada

Lote 0305Fe0057
Pesquisador: Janaina Pinho

Macroscopia: Auséncia de lesdes

Microscopia: Orgéos examinados microscopicamente normais

Diagnostico: Orgdos examinados sem altera¢des histologicas.

\\
Renato S rgit\Marcheviky

Labf:ratdrio de Nelirovirulaneia
B!o-ManguinholemCRUZ
Matricyla STAPE 462616
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ANEXO 7 - Laudos do Exame Direto dos Lotes de Antigeno de Montenegro com

Prazo de Validade Vencida

)

Ministério da Saide

FIOCRUZ
Fund.

Institie de Tecnologia

om Imunobioldgicos
Bio-Manguinhos

G

Folha /

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
LABORATORIO DE CONTROLE MICROBIOLOGICO

TESTE DE ESTERILIDADE

Produto: Antigeno de Leishmania para a Reagio de Montenegro

Lote n°: 013MN005z (37%C)
Data de entrada : 14/11/2003
Data do Teste : 17/11/2003
Método : DIRETO

N° de amostras : 03

FLUIDO DE TIOGLICOLATO/LOTE N* :028/03

Data do 1° Repique :

N dose por frasco : ...x....
Protocolo : 015043005
Data do 2° Repique : —/—/—-

Volume por frasco : 1mL

MEIOS UTILIZADOS

FLUIDO DE CASEINA DE SOJA/LOTE N° : 055/03

(30 - 35°C) (20 - 25°C)
Repique: 1°% ..x..... Repique: 2% . .x..... Repique: 1% ...x..... Repique: 2°# . x.....
N° tubos: ...x..... f15ml vol. Inoc./tubo: .. .x..... TSNP bos: .. X..... /15ml  vol. Inoc.fiubo: .. x..... ml
N° tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 1.5 ml N tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 1,5 ml
RESULTADOS
Primeiro controle: (3°,4°,5° dia) (-) (-) (-) Primeiro controle: (3°.4°.5°dia) (=) (=) (=)
Segundo controle: (7°,8° dia) =) (=) Segundo controle: (7°,8° dia) (=) (=)
Terceiro controle: (14° dia) =) Terceiro controle: (14° dia) (=)
Placa de controle ambiental/lote n°: ACasoy 048/03 Resultado: Satisfatdrio
Resultado : ( X ) Satisfatorio ( ) Insatisfatério Resultado: ( X ) Satisfatorio ( ) Insatisfatério
Final do teste: 01/12/2003
CONCLUSAO FINAL: (X ) APROVADO ( ) REPROVADO
Obgervagdo:  ..x....
Analista:  Beatriz;Catia; Data:01/12/2003
- Chefe de Controle Microbiologico:
Revisiio
1]
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Ministério da Sadde

()

FIOCRUZ
Ga Cruz

Instituto de Tecnologi
(} SEEsR
3 Bio-Manguinhos

Folha /

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
LABORATORIO DE CONTROLE MICROBIOLOGICO
TESTE DE ESTERILIDADE

Produto: Antigeno de Leishmania para a Reagfio de Montenegro

Lote 0° : 02IMN001Z (2772
Data de entrada : 14/11/2003
Data do Teste : 17/11/2003
Método : DIRETO

N° de amostras : 03

FLUIDO DE TIOGLICOLATO/LOTE N° :028/03

(30 - 35°C)
Repique: 1% ...x.... Repique: 2°# .. X....
N° tbos: ..x... /15ml vol. Inoc.ftubo: ..x....
N° tubos: 01 /100 ml vol. Inoc./tubo: 1,5

Primeiro controle: (3°4°,5° dia) (-) (-) (-)
Segundo controle: (7°,8° dia) =)

Terceiro controle: (14° dia) (O]

Placa de controle ambiental/lote n°: ACasoy 048/03
Resultado : ( X ) Satisfatério ( ) Insatisfatério

Final do teste: 01/12/2003

Data do 1° Repique :

N° dose por frasco : ..x...
Protocolo : 015042001
Data do 2° Repique : —/—/—

Volume por frasco : 1mL

MEIOS UTILIZADOS
FLUIDO DE CASEINA DE SOJA/LOTE N°: 055/03
(20 - 25°C)
Repique: 1°# ..x...... Repique: 2°% ...x....
/15ml  vol. Inoc./tubo: ..x.....
/100 ml vol. Inoc./tubo: 1,5

ml ml
ml  N°tubos: 01 ml
RESULTADOS

Primeiro controle: (3°4°.5°dia) () () ()

Segundo controle: (7°,8° dia) (OIS

Terceiro controle: (14° dia) )

Resultado: Satisfatério

Resultado: ( X ) Satisfatorio ( ) Insatisfatorio

CONCLUSAO FINAL: (X) APROVADO ( ) REPROVADO

Observagiio:

Analista:  BeatrizCatia:
Chefe de Controle Microbiolégico:

Data:01/12/2003

Revisiio
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ANEXO 8 — Resultado do Teste de Endotoxinas dos Lotes de Antigenos de
Montenego Com Prazo de Validade Vencida

Janaina Pinho Passos

De: Wilma D'Elia

Enviado em: quinta-feira, 15 de janeiro de 2004 16:31
Para: Janaina Pinho Passos

Assunto: Resultados LAL

Boa tarde, esses sdo os resultados dos Antigenos de Leishmania :
Lote 021MNOO1Z : < 0,125 UE/mL

Lote 013MNOO05Z : < 0,125 UE/mL
Qualquer dlvida contacte-nos.

Atenciosamente
Wilma, Helena, Ricardo.
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ANEXO 9- Laudos do Teste de Pirogénio dos lotes Antigenos de Montenegro com
Prazo Validade Vencida.

Ministério da Sadde
Institute de Tecnologia
O em Imunabioligicos
FIOCRUZ = T
1 [ : ; e j Bio-Manguinhos

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
SETOR DE CONTROLE BIOLOGICO

TESTE DE PIROGENIO

Produto: ’?‘)"‘) &;ﬁ o ofe .4. ELRA 2 = e /6!//5621}/( Cﬁjf{é‘ n?;._nc’{,',,c:

Loe: P73 A pyo0& %= Registo: & <2 &
Datadacntrads: _ 26 /_©Z | 200 % Data do enssio: _ /S | 02 | Z=2F
Amostragem; Pl | vy Teste: X1 [2]
Via de inoculagdo: Endovenosa Peso do coelho: 1500 ¢ a 3000g
COELHO N°. il 2 23 RESULTADOS:
SEXO = 2 =r FARMACOPEIA EUROPEIA
e N°DE SATISFA- NAO
PESO (g) DIA- 7 l€&o | /foz | /S8 | coELnos TORIO | SATISFATORIO
DIA 0 7236 | /9es | (Pc3 03 Sh e > 26°C
TEMPERATURA MEDIA 35 2 5.y 39.3 06 =2%c >43°C
VOLUME INJETADO (ml) /,? Zio L g 09 <44°C > 59°C
TO + 30 25/ 3.2 Ee 3 12 < 6,6°C > 6,6°C
TO + 60’ 35 2 35.2 36.¢ |CRITERIOS:
f _ | a) Satisfatério — se nenhum dos 3 primeiros coelhos
10+90 3%/ Sl 32X ap temperatura > 0,6°C ¢ o somatorio da
— " Temperatura dos coelhos da 1* coluna estiver no
10+120 S5l 29 2 3F:& limite estabelecido na 2° coluna.
: y b) Repetir o teste — se 0 somatério da temperatura
el 3%.0 2% 2 =2%.L  |dos coelhos na 1* coluna estiver entre a 2* ¢ 3°
’ - Coluna,
T0+180 39.0 TS 2% £ |¢) Nio satisfatorio — Se na repetigiio do teste, mais
VARIACAO INDIVIDUAL _ de 3 coelhos do mesmo grupo apresentar
DE TEMPERATURA N s @-3  |iemperatura >que 0,6° C e se o somatério da
SOMA DAS VARIACOES L Temperatura dos coelhos na 1* coluna for = que a
DE TEMPERATURA ChEiteie Temperatura da 3* coluna.
T0 = Temperatura inicial
CONCLUSAO FINAL: ( ><) APROVADO ( ) REPROVADO
Observagio: =% E—
Operador: _ G i ¢ A el e 2 (I:"‘:""'z sroe ol Daa: /& | ©2 | Zoog

Chefe do Controle Biolégico: /b / 5 e fElr
A Pr—y
EDRO JOf ORREA

Tpiroge2
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Ministério da Satde
Instituto de Tecnologia
ol Imunobioligicos
Fandaghs O o j Bio-Manguinhos

DEPARTAMENTO DE CONTROLE DE QUALIDADE
SETOR DE CONTROLE BIOLOGICO

TESTE DE PIROGENIO
Produto: ‘4[” d;ﬁ—f 4 4‘-5‘&”—» e /é/&aGQ&'J ggy ﬂ;;;léi e G
Lote:_ Ol voo L % Registro: o2/
Datadaentrada: _©O¢& [_©Z [ Zoo % Data do ensaio: /6 102 j2oud
Amostragem: [0 € Teste: X1 [2]
Via de inoculagiio: Endovenosa Peso do coelho: 1500 g a 3000g
COELHO N°. 2a Z 2 24 RESULTADOS:
SEXO &7 e = FARMACOPEIA EUROPEIA
= N° DE SATISFA- NAO
PESO(g) DA- 7 | s300 | 1€4F | €S2 | copmos TORIO __| SATISFATORIO
DIA 0 /803 d¥PS3 A5/2 03 =1°C > 26°C
TEMPERATURA MEDIA 3¢ c 392 28.2 06 <28%C > 43°C
VOLUME INJETADO (ml) Y .9 i 09 <44°C 2 59°C
TO +30° 358 350 35.2 12 <66°C > 6,6°C
TO + 60° 258 39 e $%. 2 |CRITERIOS:
. a) Satisfatdrio — se nenhum dos 3 primeiros coelhos
o 3%5¢ S 39.3 apresentar temperatura > 0,6°C e o somatério da
3 = Temperatura dos coelhos da 1* coluna estiver no
T0+120 3P 37/ i il limite estabelecido na 2° coluna.
s b) Repetir o teste — se 0 somatorio da temperatura
me 3586 79/ 3s. 7. dos coelhos na 1* coluna estiver entre a 2° e 3°
2 Coluna.
L 383 3%/ 39.v ¢) Nio satisfatério — Se na repetigio do teste, mais
VARIACAO INDIVIDUAL 2 0.0 de 3 coelhos do mesmo grupo apresentar
DE TEMPERATURA & g o.2 temperatura > que 0,6° C e se o somatorio da
SOMA DAS VARIACOES o. 4 L Temperatura dos coelhos na 1* coluna for > que a
DE TEMPERATURA d Temperatura da 3° coluna.
TO = Temperatura inicial
CONCLUSAO FINAL: (<) APROVADO ( ) REPROVADO
Observagio: S
Operador: _Y'o e 2 Ehns K, jﬁo'}aw‘_' =x Data; /€ | @< | S=0%
Chefe do Controle Biologico: 72/ #& s e [ e
7 0RO JORGEL "E-'TI

SORREA

Tpiroge2
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ANEXO 10 - Laudos do Controle Histopatologico dos Lotes de Antigeno de

Montenegro com Prazo de Validade Vencida.

Ministério da Salde
Instituto de Tecnologia
2 em Imunobiolégicos

FIOCRUZ o :
Fundagao Oswaldo Cruz = Bio Mangumhos

LABORATORIO DE NEUROVIRULENCIA-LANEU

Exame Anatomo-patologico n° 39/2004
Entrada em: 16/3/04

Saida em: 4/4/04

Espécie: Mus musculus Suigos

Sexo: Fémeas

Procedéncia: DRD

Natureza do material: Pele/Baco/Figado

Hipétese diagnostica: Cinco camundongos inoculados com Ag. de Montenegro

Lote 021MNO001Z
Pesquisador: Janaina Pinho

Macroscopia: Auséncia de lesdes

Microscopia: Orgéos examinados microscopicamente normais

Diagnéstico: Orgéos examinados com morfologia normal.

L

Renatd Sergi Marchevsky
Laberatério de Neuroviruléncia
Bio-Manguinhos/FICCRUZ
Matricula SIAPE 462616
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Ministério da Satide

5, Instituto de Tecrologia
i em Imunobioiogicos

# Bio-Manguinhos

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

LABORATORIO DE NEUROVIRULENCIA-LANEU

Exame Anatomo-patoldgico n®: 38/2004

Entrada em: 16/3/04

Saida em: 4/4/04

Espécie: Mus musculus Suigos

Sexo: Fémeas

Procedéncia: DRD

Natureza do material: Pele/Baco/Figado

Hipotese diagndstica: Cinco camundongos inoculados com Ag. de Montenegro
Lote 013MNO005Z

Pesquisador: Janaina Pinho

Macroscopia: Auséncia de lesdes

Microscopia: Orgéos examinados microscopicamente normais

Diagnostico: Orgéos examinados com morfologia normal.

PN

Renato Sér archevsky
Laboratério de Neuroviruléncia
Bio-Manguinhos/FIOCRUZ
Matricula SIAPE 462616
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Ministério da Salde

Instituio de Tecnologia
% em Imuncbiolégicos

Bio-Manguinhos

FICCRUZ
Fundagac Oswaldo Cruz

LABORATORIO DE NEUROVIRULENCIA-LANEU

Exame Anatomo-patologico n® 34/2004

Entrada em: 16/3/04

Saida em: 4/4/04

Espécie: Mus musculus Suigos

Sexo: Fémeas

Procedéncia: DRD

Natureza do material: Pele/Baco/Figado

Hipdtese diagndstica: Camundongos controles (Teste de 2/3/04)

Pesquisador: Janaina Pinho

Macroscopia: Auséncia de lesdes

Microscopia: Orgaos examinados morfologicamente normais

Diagnostico: Orgdos examinados sem alteracBes histologicas.

&A\

Renato Sprg archeysky
Laboratério de Newrovirulgncia
Bio-Manguinhos/FIOCRUZ
Matricula STAPE 462616
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