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RESUMO

Introducdo: O teste de toxicidade in vivo, conhecido como teste de toxicidade
inespecifica (TTI), é sugerido para avaliar a seguranca de produtos biologicos e derivados
de biotecnologia. O principio do teste é a administracao do produto em animais, seguido
por um periodo de observacao. O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) ¢é o laboratorio de controle nacional brasileiro (LCN) que controla os produtos
bioldgicos, especialmente vacinas e soros hiperimunes, para o Programa Nacional de
Imunizacao (PNI) antes da liberacao para o mercado. Sao preconizados ensaios quimicos,
microbioldgicos e toxicoldgicos, inclusive o TTIl. Objetivo: Analisar retrospectivamente o
TTI realizado no INCQS e verificar as monografias da Farmacopeia Brasileira onde ainda é
preconizado o teste. Método: Foi realizado um levantamento no sistema de dados Harpya
do INCQS, para verificar os resultados satisfatorios e insatisfatorios do TTI. Resultados:
No periodo de 1999 a 2012, foram realizados 3.453 TTI nos produtos bioldgicos,
resultando em 100% de resultados satisfatorios. Com base nestes resultados e seguindo
a tendéncia mundial, o INCQS vem desde 2002 reduzindo gradualmente a quantidade
de produtos bioldgicos submetidos ao TTI. Atualmente, o risco de contaminacdo de
produtos farmacéuticos com substancias nao especificas é significativamente baixo, pois
as indUstrias sao reguladas para o cumprimento das boas praticas de fabricacdo (BPF).
Embora o TTI ainda permaneca nos Testes Gerais da Farmacopeia Brasileira, ele nédo é
requerido nas monografias especificas de soros hiperimunes e vacinas para uso humano.
Conclusdes: O TTI nao parece ser eficiente para detectar toxicidade inespecifica em
biologicos e o Brasil deve seguir a tendéncia mundial de interromper a sua execucao.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade Inespecifica; Controle de Qualidade; Vacinas; Soros Hiperimunes

ABSTRACT

Introduction:The in vivo toxicity test known as Unspecific Toxicity Test (ITT) is
recommended to assess the safety of biological products and biotechnology derivatives.
The principle of this test is the administration of the product in guinea pigs and mice,
followed by an observation period. INCQS is the Brazilian National Control Laboratory
(NCL) that works controlling biological products, especially vaccines and hyperimmune
sera for the Immunization National Program (INP) before going to market. Chemical,
microbiological and toxicological tests are performed, including ITT. Objective: To
analyze the ITT performed at INCQS and to verify the monographs of the Brazilian
Pharmacopeia where the test is still recommended. Method: A survey was carried out with
the Harpya data system, which is used to record all samples and analyses. Results: From
1999 to 2012, 3,453 ITT were performed on biological products, resulting in 100% negative
results. Based on these results and following a worldwide trend, since 2002 INCQS has
been gradually reducing the amount of vaccines and hyperimmune sera submitted to the
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unspecific toxicity test. Currently, the risk of contamination of pharmaceutical products with non-specific substances is significantly
low, as industries are regulated to comply with Good Manufacturing Practices (GMP). Although ITT still remains in the General Tests of
the Brazilian Pharmacopoeia, it is not required in specific monographs of hyperimmune sera and vaccines for human use. Conclusions:
These results show that ITT appears to be not enough efficient for detecting nonspecific toxicity due to biological products manufacture
and Brazil may follow the worldwide trend to stop performing it.

KEYWORDS: Unspecific Toxicity; Quality Control; Vaccines; Hyperimmune Sera

INTRODUCAO

O teste de toxicidade in vivo, também conhecido como teste
de toxicidade inespecifica (TTI), é sugerido para a avaliacao da
seguranca de produtos biologicos e derivados de biotecnologia.
0 principio desse ensaio consiste na administracao de um volume
especifico do produto em dois cobaios e cinco camundongos,
seguido por um periodo de observagdo. Um produto é classifi-
cado como conforme se, apds 7 dias do inicio do teste, todos os
animais sobreviverem e nao manifestarem respostas inespecifi-
cas ou inesperadas para o produto e, além disso, ndao sofrerem
reducao de peso corporeo’.

O TTI é denominado pelo Codigo de Regulamentos Federais dos
Estados Unidos (US Code of Federal Regulations) como teste de
seguranca geral (general safety)?, pela Farmacopeia Europeia é
considerado como toxicidade anormal® e também conhecido como
teste de inocuidade pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS)“.

A preocupacao mundial com a seguranca dos produtos biologicos
vem desde 1894, quando o governo alemao introduziu normas
especificas para o soro antidiftérico, nas quais uma amostra de
soro era considerada segura se estivesse livre de precipitacao,
nao contivesse quaisquer impurezas bacterianas e se a concen-
tracao de fenol presente estivesse abaixo de 0,5%. Para deter-
minacao da concentracao de fenol eram realizados testes em
camundongos, em que, se o produto, injetado por via subcuta-
nea, apresentasse uma concentracao de 0,5% de fenol, o animal
manifestaria apenas tremores e, caso a concentracao fosse supe-
rior a 0,5%, resultaria em convulsao e morte do referido animal.

Deste modo, o teste em camundongo se tornou um padrao sendo
também empregado na avaliacdo da seguranca do soro antite-
tanico e das primeiras vacinas bacterianas em que o fenol era
utilizado como agente preservativo®.

Em 1901, em St. Louis, nos Estados Unidos da América (EUA), um
lote de soro antidiftérico apresentou contaminacdo com toxina
tetanica e 14 criangas foram a 6bito. Na mesma época, um inci-
dente similar ocorreu na Italia, culminando em 13 6bitos apds o
tratamento de criancas com soro antidiftérico. Em consequén-
cia, um teste com cobaio foi introduzido na Alemanha como um
indicador bioldgico para toxinas estranhas ao produto. Esse teste
foi ampliado para um teste geral de seguranca a fim de detectar
contaminagdes nao especificas em produtos biologicos®.

Na Farmacopeia Brasileira, o TTI foi preconizado pela primeira
vez em 1959 sob a denominacao de teste de inocuidade. Nele
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eram utilizados somente cobaios para verificar contaminantes
em vacinas contra pertussis, febre amarela, febre tiféide e vari-
ola®. Em 1976, passaram a ser utilizados cobaios e camundongos
para o teste na vacina antimeningocdcica AC’.

Em 1994, o Instituto Paul-Ehrlich distribuiu um questionario
detalhado para a maioria dos fabricantes de vacinas europeus
e norte-americanos, com o objetivo de mapear os resultados do
TTP. Considerando os resultados do questionario, a Comissdo da
Farmacopeia Europeia, em novembro de 1995, decidiu excluir o
TTI para todos os soros e vacinas veterinarias, soros hiperimunes
para uso humano e imunoglobulinas, assim como vacinas combi-
nadas com difteria, tétano e pertussis. Para todas as outras vaci-
nas para uso humano, quando requerido o TTI, esse teste deve-
ria ser parte da secdo da monografia relativa a producédo. Desse
modo, as autoridades regulatorias europeias se empenharam em
estabelecer estudos retrospectivos do TTI com o objetivo de se
obter dados histéricos que possam subsidiar alguma tomada de
decisdo quanto ao teste®’.

No Brasil, em 1996, o teste de toxicidade inespecifica foi preco-
nizado nas normas de producao e controle de qualidade dos soros
antiofidicos e das vacinas difteria, tétano e pertussis, toxoide
tetanico e dupla difteria e tétano™'.

Atualmente, na Farmacopeia Brasileira, o procedimento para
verificar a toxicidade inespecifica de soros e vacinas de uso
humano esta incluido na monografia do teste geral de toxici-
dade’. O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS), por ser o laboratorio de controle nacional responsavel
pela liberacao de soros hiperimunes e vacinas para uso humano
no Brasil'?, tem uma grande preocupacdo com o uso de ani-
mais de forma desnecessaria buscando sempre uma tendéncia
mundial dos principios dos 3 Rs (reducdo, refinamento e subs-
tituicdo)™. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a analise
retrospectiva do TTI realizado no INCQS desde 1999, avaliando
quais as monografias da Farmacopeia Brasileira em que ainda é
preconizado o teste’'4.

METODO

Foi realizado um levantamento do nimero dos TTI executados no
INCQS em produtos bioldgicos, como vacinas e soros hiperimu-
nes, no periodo de 1999 a 2019. A coleta de dados dos resulta-
dos satisfatorios ou insatisfatorios, respectivamente, negativos
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ou positivos para toxicidade, foi realizada com a utilizacao do
Harpya, um sistema de gerenciamento de amostras laboratoriais
desenvolvido no INCQS, em parceria com o Programa das Nacoes
Unidas para o Desenvolvimento (PNUD) e Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Além disso, também foram analisa-
das todas as monografias que requerem o TTI nas 52 e 62 edicoes
da Farmacopeia Brasileira. Apds o levantamento, foi construida
uma planilha no software MS-Excel® com todas as vacinas e soros
testados e os respectivos quantitativos de ensaios realizados no
periodo estudado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a analise retrospectiva dos ensaios realizados no INCQS, no
periodo de 1999 a 2012, foi selecionado um total de 3.453 TTI
realizados em 20 vacinas e 11 soros hiperimunes para uso humano
(Tabela 1). Nesta selecdo, todos os produtos biologicos tiveram
resultados satisfatorios, considerados como aprovados ou negativos
para TTI. Resultados semelhantes com a aprovacao da totalidade
de amostras foram observados em outros estudos retrospectivos®.

No contexto de validacdo de métodos analiticos, no que diz res-
peito ao parametro especificidade, verifica-se que o teste nao é
especifico e muitos fatores podem influenciar no resultado, tais
como: peso corporeo, linhagem e nivel de estresse dos animais,
segundo avaliacao da incerteza nos testes em animais realizados
no Departamento de Farmacologia e Toxicologia do INCQS. Além
disso, é obrigatorio demonstrar que o teste é adequado para o
uso pretendido e nédo é possivel padronizar um controle positivo,
visto que o ensaio procura por contaminacgao inespecifica'.

Os resultados positivos observados em vacinas podem ser devido
aos ingredientes ativos ou componentes da formulacao, e nao
uma consequéncia de contaminacées inespecificas®'®. A reprodu-
tibilidade do teste é questionavel, visto que nao ha correlacdo
com a qualidade do produto ou contaminacao, ou seja, os mes-
mos lotes que apresentaram resultados positivos na TTIl foram
satisfatorios em retestes subsequentes'.

Atualmente, o risco de contaminacdes de produtos farmacéuti-
cos com substancias inespecificas é significativamente baixo, visto
que as indUstrias sao altamente reguladas quanto ao cumprimento
das normas das boas praticas de fabricacdo (BPF) e contam com
um rigido controle da qualidade durante o processo produtivo'” '8,

Considerando que o teste para soros e vacinas é realizado em
dois cobaios e cinco camundongos por amostra, verificou-se que
foram utilizados pelo menos 6.906 cobaios e 17.265 camundon-
gos no INCQS durante o periodo estudado.

Além do TTI, animais sdo também utilizados para teste de potén-
cia e outros testes de seguranca'. Varios estudos que se utilizam
de experimentagao animal geralmente envolvem problemas éti-
cos, demandam altos custo e tempo de analise, sendo alguns
deles questionaveis em relacao a sua relevancia.

Devido ao alto quantitativo de animais utilizados para o teste de
seguranca de vacinas e soros, muitas agéncias regulatorias tém
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Tabela 1. Testes de toxicidade inespecifica realizados em vacinas e soros
hiperimunes no INCQS no periodo de 1999 a 2012.

Produto Periodo WIS
amostras
Vacina difteria e tétano adulto 1999-2001 726
Vacina difteria, tétano e pertussis 1999-2010 907
Vacina difteria, tétano, pertussis e HIB 2002-2011 444
\Blaecilrj”aBdifteria, tétano, pertussis, hepatite 2002-2009 10
Vacina haemophilus influenza B (HIB) 1999-2002 113
Vacina meningococica C 2002-2009 30
Vacina meningocécica BC 2000-2005 22
Vacina meningococica AC 2009-2010 14
Vacina febre amarela 1999-2001 160
Vacina febre tifoide 2001-2006 6
Vacina hepatite A 2000-2006 7
Vacina hepatite B 1999-2002 243
Vacina influenza 2000-2002 144
Vacina pneumococica 2000-2004 30
Vacina contra a raiva 1999-2007 197
Vacina contra rubéola 1999-2000 11
Vacina contra sarampo 1999-2000 63
Vacina contra varicela 1999-2000 2
Vacina contra sarampo e rubéola 1999-2000 101
Vacina contra sarampo, caxumba e rubéola  1999-2000 53
Soro antirrabico 1999-2001 21
Soro antiaracnidico 1999-2001 5
Soro antibotropico 1999-2001 62
Soro antibotropico-crotalico 1999-2001 5
Soro antibotropico-laquético 1999-2001 6
Soro anticrotalico 1999-2001 23
Soro antidiftérico 1999-2001 4
Soro antielapidico 1999-2001 3
Soro antiescorpi6nico 1999-2001 7
Soro antiloxoscélico 1999-2001 2
Soro antitetanico 1999-2001 32
Total 3.453

Fonte: Elaborada pelos autores, 2020.

estimulado a implementacdo de métodos para reduzir, refinar ou
substituir o uso de animais em testes de seguranca (principio dos
3 Rs). Quando as alternativas de substituicao dos testes em ani-
mais comecaram a ser tratadas na area de produtos biologicos,
o TTI foi um dos primeiros ensaios destacados. Entretanto, como
o objetivo do teste nao é claramente definido, nao teria um
modelo in vitro plausivel para substitui-lo, direcionando assim
para a exclusao do teste®.

Com base no histdrico de aprovacéo dos produtos, o TTI em vaci-
nas e soros hiperimunes foi gradualmente excluido no INCQS a
partir de 2001 (Tabela 2).

Em 2002, a OMS verificou que em varios paises houve estudos
para exclusao do TTI para muitos produtos e, nas recomenda-
coes para assegurar a qualidade, seguranca e eficacia de vaci-
nas, € preconizado que o teste pode ser omitido na liberacao de
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Tabela 2. Exclusao do teste de toxicidade inespecifica no INCQS de
2001 a 2012.
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Quadro. Monografias da Farmacopeia Brasileira 52 Edicao que requeriam
o Teste de Toxicidade.

Periodo Quantidade de produtos excluidos Produto
Vacinas Soros hiperimunes Antimoniato de meglumina solucéo injetavel
2001 5 - Nistatina
2002 2 11 Fator IX da coagulagao sanguinea humana liofilizado
2003 3 - Fator VII da coagulacao sanguinea humana liofilizada
2005 1 R Fibrinogénio humano liofilizado
2006 1 R Vacina difteria, tétano e pertussis
2007 2 R Vacinas para uso humano
2008 1 R Fonte: Elaborado pelos autores, 2020.
2010 2 -
201 2 ) Apesar do INCQS ter contribuido com a Farmacopeia Brasileira
2012 ! . para a exclusdao do TTl em vacinas e soros a partir de 2002,
Total 20 11

Fonte: Elaborada pelos autores, 2020.

rotina do lote final, uma vez que a consisténcia de producao seja
demonstrada®™. Quanto aos soros hiperimunes, a OMS preconiza
que o TTI deve ser realizado na etapa de desenvolvimento do
produto, mas esta sendo gradualmente retirado em muitas nor-
mas regulatorias, visto que o teste fornece informacao limitada
para o controle da qualidade de um produto. A implementacao
correta das BPF deve fornecer evidéncia de que o produto cum-
priria com o TTI%.,

Uma norma da Food and Drug Administration de 2015 exclui
o teste geral de seguranca para a deteccao de contaminan-
tes toxicos em certos produtos bioldgicos direcionados para
a administracdo em humanos, vacina influenza inativada e
produtos alergénicos?'.

Em novembro de 1995, a Comissao da Farmacopeia Europeia
decidiu excluir o TTI das monografias de vacinas para uso veteri-
nario, assim como limitar o teste para vacinas de uso humano®°.

Em novembro de 2017, a Comissao da Farmacopeia Europeia
adotou a exclusao do TTl em 36 monografias de vacinas para uso
humano, as quais tinham sido revisadas e, em janeiro de 2019, o
teste foi completamente suprimido?.

Os resultados indicaram que na Farmacopeia Brasileira 52 Edi-
caoainda era preconizado o teste de toxicidade em sete mono-
grafias (Quadro)™.
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