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RESUMO

O Rotavirus foi identificado pela primeira vez por Ruth Bishop em 1973. Em
1979 Bishop e sua equipe descobriram que o virus era responsavel por 25% a 40%
de todas as internagfes de criangas menores de cinco anos de idade. Infecgbes por
Rotavirus constituem a segunda maior causa de morte mundial em menores de
cinco anos. Pertence a familia REOVIRIDAE, possui sete grupos (A a G), com
transmissdo fecal-ora, o virus causa diarréia liquida, levando a desidratacéo.
Atualmente existem duas vacinas disponiveis mundialmente: Pentavalente com
rearranjo humano bovino, e a Monovalente consistindo da cepa RIX4414, que é
registrada em mais de 48 paises, e a Unica disponivel no Brasil — licenciada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Desde 2006 esta incluida no
Programa Nacional de Imunizacdo (PNI). E analisada pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), que atende ao PNI através de uma
l6gica de analise por aleatoriedade. Este estudo tem o intuito de contribuir com o
processo de entrada desta vacina no sistema aleatoriedade, reduzindo assim o
tempo de liberacéo de laudos e de insumos consumidos nos testes de avaliagao da
poténcia da vacina atenuada contra Rotavirus. O presente estudo se baseou em
dados gerados por graficos de consisténcia de producdo, onde verificamos se o
processo de producao da vacina obedece a uma constancia, se mantendo uniforme
ao longo do tempo. Todos os 222 lotes analisados no presente estudo foram
aprovados e encontram-se sob controle estatistico. Desta forma recomendamos o
ingresso do teste de Poténcia Biologica vacina atenuada contra Rotavirus no

sistema de aleatoriedade.

Palavra chave: Vacina atenuada contra Rotavirus. Sistema Aleatoriedade. Grafico de

Controle



ABSTRACT

The Rotavirus was first identified in 1973 by Ruth Bishop. In 1979 Bishop and
her team found that the virus was responsible for 25% to 40% of all hospitalizations
of children under five years old. Rotavirus infections are the second leading cause of
death worldwide in children under five years old. It belongs to the family
REOVIRIDAE, has seven groups (A to G), with fecal-oral transmission.The virus
causes watery diarrhea leading to dehydration. There are currently two vaccines
available worldwide, with rearrangement Pentavalent human bovine and Monovalent
consisting of RIX4414 strain, which is registered in over 48 countries, and only
available in Brazil - licensed by the National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA).
Since 2006 is included in the National Immunization Program (PNI) is analyzed by
the National Institute of Quality Control in Health (INCQS), which serves the PNI
through a logical analysis of randomness. This study aims to contribute to the entry of
this process of the biological potency test for attenuated rotavirus vacine into the
system of randomness, thereby reducing the release time of reports and raw
materials consumed in tests to assess the biological potency of the vaccine against
rotavirus. This study relied on data generated by graphs of production, where it was
checked if the vaccine production process follows a constancy, with regard to the
biological potency, remained uniform over time. All 222 lots examined in this study
were approved and are under statistical control. According to this we recommend that
the potency test of the attenuated rotavirus vaccine entry into the randomness

system.

Keyword: Attenuated vaccine against rotavirus. Randomness System. Control Chart
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1 INTRODUCAO

Dos diferentes agentes infecciosos conhecidos por serem associados com o
desenvolvimento de diarréia em criancas, o Rotavirus € a causa mais comum de
doenca grave na infancia (GLASS et al., 2005).

O Rotavirus foi identificado pela primeira vez em 1973 por Ruth Bishop, bi6loga
que estudava doencas gastrointestinais no Hospital Real de Criancas, em
Melbourne, Australia. Naquela época, a diarréia infantil causava perplexidade.
Apesar de a doencga ser comum e frequentemente aguda, seu agente causador
raramente era identificado. O grupo de Bishop analisou biépsias de tecidos do
duodeno ou intestino delgado de criancas com diarréia aguda em microscopio
eletrbnico e encontrou uma infestacdo de virus com formato circular (dai se deu a
origem do nome Rotavirus) nas células epiteliais da parede do intestino (GLASS,
2006).

Em 1979, Ruth Bishop e sua equipe ficaram surpresos ao descobrir, que 0
virus era responsavel por 25% a 40% de todas as internacdes de criancas com
menos de 5 anos admitidas com diarréias, em Bangladesh, no Centro Internacional
de Pesquisa de Doencas Diarréicas, onde acreditavam que a causa da diarréia fosse
bacteriana (GLASS, 2006).

Estudos mundiais mostraram resultados semelhantes. Tais estudos revelaram
gue o Rotavirus ndo sé era muito comum, como era a principal causa de mortes nos
paises mais pobres (GLASS, 2006).

No Brasil, o Rotavirus foi detectado pela primeira vez em 1976 pelo Doutor
Alexandre Linhares, do Instituto Evandro Chagas, em Belém. Este pesquisador
esteve a frente de estudos epidemioldgicos e clinicos para o desenvolvimento de
uma vacina, quando o virus foi isolado em cerca de 46% das criangas menores de
trés anos que apresentavam diarréia grave (LINHARES, 2000).

Em novo estudo realizado por Linhares, no periodo de janeiro 1979 a
dezembro de 1980, o virus foi isolado nas fezes de 122 (33%) das 369 criancas
menores de seis anos com diarréia. O pesquisador registrou uma incidéncia do
agente patogénico de 52% nas criangcas menores de um ano; de 42% naquelas com
idade entre um e dois anos, e de 31% entre as de dois e trés anos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE IMUNIZACAO, 2006).
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Tais observacdes representaram 0 marco inicial de inUmeros outros estudos
no pais, a maioria dirigida ao impacto determinado pela doenca moderada ou grave
por Rotavirus, qual seja, a que se traduz em consultas médicas e internacao
hospitalar (LINHARES, 2000).

1.1 PATOGENICIDADE

No mundo a infec¢do por Rotavirus constitui-se na principal causa de diarréia
grave em criangas, contribuindo para elevada morbidade hospitalar e mortalidade
(CARMO, 2006).

O Rotavirus é o responsavel, aproximadamente a cada ano, por 114 milhdes
de episodios de gastroenterite, 25 milhdes de consultas, 2,4 milhdes de
hospitalizagbes em menores de cinco anos e 611 mil mortes infantis, o que
representa a cifra de 5% da mortalidade infantil mundial (AGUILAR et al., 2009;
PARASHAR et al., 2003).

Estima-se no mundo que ao completar 5 anos, quase todas as criangas terao
pelo menos um episédio de gastroenterite por Rotavirus, 1 em cada 5 criancas tera
visitado uma unidade de saude, 1 em 65 tera sido hospitalizada por essa causa, e
aproximadamente 1 em cada 293 chegara a 6bito (NIETO et al., 2008; PARASHAR
et al., 2003).

A incidéncia da doenca por Rotavirus em criancas € similar em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. No entanto, as criangas em paises em
desenvolvimento morrem com mais frequéncia, devido a varios fatores, entre eles o
dificil acesso a terapia de hidratacdo e uma maior prevaléncia de desnutricdo
(PARASHAR et al., 2003).

Dados publicados pela Organizacdo Mundial de Saude em setembro de 2009,
revelaram que a Africa e Asia eram os continentes que apresentavam um maior
namero de mortes causada pelo Rotavirus, como demonstrado na figura 1.

Diante destes dados alarmantes, a rotavirose constitui a segunda causa de
morte mundial nos menores de cinco anos, sendo precedida apenas pelas infecgbes
respiratorias (NIETO et al., 2008). Segundo registros morrem a cada dia

aproximadamente 2.000 criancas com quadro diarréico causado por esse patdgeno,
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e 82% destas mortes ocorrem em paises mais pobres (LINHARES, 2000;
PARASHAR et al., 2003).

No Brasil, a realidade n&o difere da mundial, dados do DataSUS referentes ao
ano de 2006 revelam que ocorreram neste periodo 2.236 Obitos por doencas
diarréicas em menores de 5 anos.

Dados de 2008 disponiveis na Sala de Situacdo do Ministério da Saude
revelam que, nesse ano, ocorreram 47.223 O6bitos por doencas infecciosas e
parasitarias na populacédo brasileira. Desse total, 3.737 decorreram de diarréia e
gastroenterite de origem infecciosa presumida e 1.128, de diarréia em menores de 5
anos, representando uma tendéncia decrescente em relacdo ao ano de 2006, o que
ainda representa um dado alarmante, que necessita de estratégias eficazes de
combate (SALVADOR et al., 2011).

Em paises desenvolvidos, assim como no Brasil, sua importancia esta
relacionada ao impacto da doenca na populagdo, traduzido pelos seus danos a
saude, afetando o desenvolvimento infantil, bem como a sociedade pelos custos
gerados da demanda aos servicos médicos, atendimento ambulatorial, pronto
atendimento, hospitalizacbes (custos diretos) e as perdas de dias de trabalhos, de
escola, gastos com medicamentos, transportes e outros (CARMO, 2006).

O conhecimento da interacdo de diarréia persistente e ma nutrigdo como
causa de mortalidade, tem reforcado a necessidade de desenvolvimento de
programas de intervencao, além do tratamento baseado em terapia de reidratacao
oral primeiramente, e na ocorréncia de vomitos e diarréias graves, e indicado

tratamento via endovenosa, o que requer internacao (SALVADOR et al., 2011).
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Figura 1 - Taxa de mortalidade mundial de criancas causada pelo Rotavirus
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1.2 ETIOLOGIA

O Rotavirus pertence a familia REOVIRIDAE e apresenta uma morfologia

esférica com simetria icosaédrica, cerca de 100 mm de didmetro e capsideo viral

constituido por trés camadas protéicas concéntricas, como demonstrado na figura 2,

(RACZ et al., 2005). O genoma consiste em RNA de fita dupla com 11 segmentos

localizados dentro do nucleocapsideo e com proteinas nao estruturais, responsaveis

por funcbes essenciais a replicagdo, patogénese e determinacdo da especificidade

da espécie. Homens e animais sdo passiveis da infeccao pelo Rotavirus, que possui

sete grupos (de A a G). Porém, apenas os grupos A, B e C infectam o homem.
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Figura 2 — Foto do Virus REOVIRIDAE

Fonte: site WIKISPECIES

http://species.wikimedia.org/wiki/File:Rotavirus_Structure.png

A subdivisio em grupos depende dos antigenos comuns, localizados
primordialmente no capsideo interno. Os Rotavirus que causam mais de 95% das
infeccdes em humanos correspondem aos do grupo A. Dentre os Rotavirus deste
grupo, identificam-se diferentes tipos de antigenos (denominados sorotipos),
baseados nas diferencas antigénicas das proteinas do capsideo interno, VP7 e VP4.
Até o momento, foram descritos 14 tipos antigénicos VP7 humanos (denominados
também de tipos G por se tratar de uma glicoproteina) e 9 tipos antigénicos P
(denominados P, devido a “sensibilidade a protease”) (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE IMUNIZACAO, 2006). O grupo B causou grandes focos de gastrenterite em
criancas e adultos apenas na China; e o grupo C, apesar de ser de distribuicdo
mundial, foi encontrado em baixa prevaléncia (COMITE NACIONAL DE
INFECTOLOGIA, 2006).
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Freguientemente os mais encontrados em todo o0 mundo séo os sorotipos G1 a
G4 do Grupo A (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Dados de Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Equador, Honduras, México,
Panama e Venezuela estimam que mais da metade das hospitalizacdes por
Rotavirus se deve ao sorotipo G1 (NIETO et al., 2008).

Quando o ser humano ingere o virus, a proteina VP4 da superficie externa
dos Rotavirus é fracionada, pelas enzimas pancreéticas, tripsina ou elastase, em
duas proteinas menores (VP5 e VP8), e apos este fendbmeno o virus adere as
células do epitélio intestinal (BRINCKS, 2005). Assim, o principal sitio de replicacéo
viral é o intestino delgado, em patrticular o jejuno, nas células do topo das vilosidades
intestinais (RACZ et al., 2005). A lesdo de tal epitélio desencadeia ent&o o fendmeno
de ma absorcdo, devido a depressdo transitéria no nivel das dissacaridases,
resultando, por conseguinte, no carater osmotico da diarréia (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

1.3 SINTOMAS

O carater severo dos episddios diarréicos associados aos Rotavirus é de
reconhecimento universal, identificando-se maior impacto nos paises do Terceiro
Mundo, onde despontam como agravantes a desnutricdo e, 0s simultaneos

processos infecciosos envolvendo outros enteropatdégenos (LINHARES, 2000).

Infeccbes por Rotavirus muitas vezes podem ocorrer de forma subclinica.
Apresentando curto periodo de incubacéo, os episédios de diarréia podem variar de
um quadro leve, com diarréia liquida e duracéo limitada a quadros graves com febre,
vomitos e desidratacdo. As consequéncias da infeccdo estéo relacionadas a idade.
Embora possam infectar individuos de todas as idades, infec¢des sintomaticas, isto
€, apresentando diarréia, geralmente ocorrem em criancas na faixa etaria de seis
meses a dois anos. Aproximadamente 90% das crian¢as nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento sdo acometidos de uma infeccdo por Rotavirus até os 3 anos
de idade (BERNSTEIN, 2007).

Tem sido a principal causa de surtos de diarréia nosocomial em creches e

pré-escolas. Apesar da doenca diarréica ocorrer primariamente em criangas,
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também é comum em jovens e adultos, associada a surtos esporadicos de diarréia
em espacos fechados como escolas, ambientes de trabalho e hospitais (CARMO,
2006).

A duracéo do quadro clinico €, em média, de quatro a cinco dias, embora o
periodo possa variar de um a dez ou mais dias. A lesdo da mucosa intestinal pode
levar a uma intolerancia transitéria aos dissacarideos que, huma pequena proporcao
de pacientes, pode se prolongar (SOCIEDADE BRASILEIRA DE IMUNIZACAO,
2006).

Como existem varios sorotipos de Rotavirus, a gastroenterite por este agente
pode ocorrer mais de uma vez. A primeira infeccdo geralmente é a mais grave.
Estudos clinicos sugerem que apdés a segunda infeccdo as manifestacées clinicas se

abrandam e a doenca tem menor probabilidade de complicacbes (CARMO, 2006).

1.4 TRANSMISSAO

As fezes de criancas infectadas apresentam concentracdes de Rotavirus que
sdo excretadas desde dois dias antes, até vinte e um dias apdés o inicio dos sinais e
sintomas. Cerca de 10 a 100 particulas virais ja sdo suficientes para desencadear a
doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE IMUNIZACAO, 2006).

A transmissao € fecal-oral (alta excrecao nas fezes — um trilhdo de particulas
virais/mL de fezes), por 4gua ou alimentos contaminados, por contato pessoa a
pessoa, objetos contaminados e, também por secrecdes respiratorias, mecanismo
que permite a disseminacéo explosiva da doenca (VRANJAC, 2006).

A sazonalidade das infeccBes, estendendo-se desde o outono até a
primavera, € observada nos paises de clima temperado. Nas regifes tropicais as
infeccbes ocorrem o ano todo (VRANJAC, 2006).

O elevado potencial disseminador e a grande variedade de cepas circulantes
do Rotavirus, favorecidos por fatores como o clima, conglomerados urbanos de alta
densidade populacional, convivéncia em creches e outros ambientes fechados,
mostram que, além das medidas tradicionais de higiene e de saneamento basico para
sua prevencao, a perspectiva real para o seu controle seria a introducdo de uma

vacina eficaz e segura no calendério de vacinacgdao infantil (VRANJAC, 2006).
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1.5 PREVENCAO E CONTROLE

Prevalece amplo consenso, atualmente, de que o efetivo controle das
gastroenterites por Rotavirus se condiciona ao advento de uma vacina eficaz para
uso corrente ao longo do primeiro semestre de vida (LINHARES, 2000). Tal
assercdo se fundamenta na singularidade que permeia a epidemiologia das
infeccdes por esses virus, evidenciada pelo fato de as taxas de incidéncia da doenca
nos paises desenvolvidos e naqueles em desenvolvimento serem comparaveis.
Devido ao fato de o virus ser altamente contagioso e se espalhar com grande
facilidade deduz-se que, eventuais intervencdes na esfera da saude publica, como o
acesso amplo a agua potavel e a implementacdo de medidas visando ao
saneamento basico, resultardo em impacto inexpressivo no que concerne a

morbidade associada as diarréias por Rotavirus (LINHARES, 2000).

1.6 A VACINA ATENUADA CONTRA ROTAVIRUS

Os investimentos em pesquisas para disponibilizar uma vacina eficaz e
segura contra o Rotavirus vém sendo realizados desde 1980 (VRANJAC, 2006).

Tal esforco se deve, sobretudo, ao quadro epidemiolégico dramatico da
infecc@o por este agente, que ndo é passivel de prevencdo por meio de programas
de saneamento e higiene (VRANJAC, 2006).

Em agosto de 1998, o laboratorio Wyeth Ayerst licenciou, nos Estados Unidos,
a vacina denominada Rotashield™ de natureza antigénica polivalente e com
rearranjo genético, na tentativa de ampliar a protecdo contra os sorotipos G1 a G4
(VRANJAC, 2006). Nos nove meses seguintes mais de 600 mil criancas receberam
1,2 milhdes de doses da vacina. Em 1999, varios bebés sofreram uma séria
complicagdo duas semanas apoOs receberem a vacina. Em tal complicacdo, um
segmento do intestino invaginava-se sobre outro segmento, obstruindo a luz
intestinal, criando um bloqueio chamado intussuscepcéo (IS). O Centers for Disease

Control (CDC) que monitorava a experiéncia, ordenou a suspensao imediata do
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programa de imunizacao, que havia consumido 15 anos e centenas de milhdes de
dolares (GLASS, 2006).

Atualmente existem duas vacinas contra Rotavirus disponiveis no mercado
gque se mostraram altamente eficazes. As duas produzidas por industrias
internacionais. Sendo uma delas, monovalente consistindo na cepa RIX4414; de
origem humana, e a outra, pentavalente, com rearranjo humano-bovino, contendo
cinco virus geneticamente distintos reagrupados (GLASS, 2006).

Segundo recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a vacina
contra Rotavirus deve ser administrada em crian¢cas do mundo todo (WHO, 2010).

Como demonstrado na figura 3, dados da WHO de 2009 avaliaram que paises
pobres da Africa e Asia, ndo possuem a vacina contra Rotavirus em seu programa

nacional de Imunizacédo (WHO, 2010).
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Figura 3- Utilizacdo mundial da Vacina contra Rotavirus em Programas Nacionais de

Imunizag&o em 20009.
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http://www.who.int/nuvi/rotavirus/Countries_Using_RotaV_Nat_Immunization_Schedule.pdf

A vacina monovalente RIX4414 foi desenvolvida com uma cepa isolada em
Cincinnati, Ohio, EUA (cepa 89-12) a partir de uma crianca doente infectada pelo
Rotavirus em 1989. Observou-se que a infeccdo natural com a cepa de Rotavirus
89-12 induzia a producédo de anticorpos neutralizantes contra 0s quatro principais
sorotipos do Rotavirus e conferia a protecao contra Rotavirus subsequentes, mesmo
quando a infec¢do inicial era assintomética (BERNSTEIN, 2007).

Tal vacina é registrada em mais de 48 paises e a Unica disponivel no Brasil -

licenciada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2005 e
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incluida no calendario do Programa Nacional de Imunizacbes (PNI) em 2006. A
licenca concedida determina a administracado de duas doses em criangas de seis a
24 semanas, com intervalo minimo de quatro semanas (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE IMUNIZACAO, 2006).

Composta de virus de seres humanos isolados e atenuados, que permitem a
manutencdo de sua capacidade imunogénica, porém nao patogénica, apresenta
apenas um sorotipo em sua composi¢cdo G1[P8]. A apresentacdo € monodose,
sendo que cada dose da vacina contém: frasco com po liofilizado e aplicador com
diluente; apOs a reconstituicdo, cada dose corresponde a 1 mL , a qual deve ser
administrada exclusivamente por via oral (SALVADOR et al., 2011).

O maior objetivo da vacinacdo contra o Rotavirus € mimetizar a resposta
imunologica a infeccdo natural, protegendo o vacinado contra doenca
moderada/grave e suas consequéncias, como hospitalizacbes, morte e impacto
socioecondmico (SOCIEDADE BRASILEIRA DE IMUNIZACAO, 2006).

Atualmente, as cifras brasileiras acerca da eficacia da vacina contra Rotavirus
utilizada no Brasil revelam que a protecao para todas as diarréias por Rotavirus é de
aproximadamente 70%; para formas graves, € de 86% a 98%; para hospitalizacdes
por diarréia por Rotavirus, € de 80% a 95% (SALVADOR et al., 2011).

1.7 PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZACAO

Com o éxito da Campanha de Erradicacdo da Variola (CEV) na década de
60, houve o fortalecimento dentro do Ministério da Saude, de uma corrente que
defendia maiores investimentos no controle de doencas infecciosas preveniveis por
imunizagédo. O ultimo caso de variola no Brasil foi em 1971 e, no mundo, em 1977 na
Somaélia (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Em 1973, com o Ministério da Saude (MS) funcionando no Rio de Janeiro, as
atividades de vacinacdo estavam divididas: enquanto algumas eram
operacionalizadas pelos programas verticais do MS, como variola, tuberculose e
febre amarela, outras eram executadas através das secretarias estaduais de Saude,
como poliomielite, sarampo e vacina triplice bacteriana (TEMPORAQ, 2003).

Entre 1971 e 1973, a Divisdo Nacional de Epidemiologia e Estatistica de

Saude (DNEES) desenvolveu toda a tecnologia e metodologia necessarias a
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implementacdo de acdes de vacinacdo em massa que pudessem ser utilizadas no
controle de outras doencas. Na esséncia trabalhava-se na construcdo de uma
estratégia que pudesse tirar a extrema defasagem histérica no combate a estas
doencas com uma intervencdo baseada em campanhas, associada a uma forte
estrutura de vigilancia epidemiolégica (TEMPORAO, 2003).

A criacdo do Programa Nacional de Imunizacdo (PNI), em 1973, deu-se no
ambito do processo de formulagcdo de grandes programas nacionais, na gestao do
ministro Mario Machado de Lemos (1972-74). Lancado oficialmente em Brasilia, no
final de 1973, o PNI estava funcionalmente vinculado ao DNEES com o objetivo de
coordenar as acdes de imunizagcdo que se caracterizavam, até entdo, pela
descontinuidade, pelo carater episddico e pela reduzida éarea de cobertura
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

O PNI, em seu documento conceitual, refere como exigéncias programaticas
que seria preciso estender as vacinacdes as areas rurais, aperfeicoar a vigilancia
epidemiologica em todo o territdério nacional, capacitar laboratérios oficiais para
respaldarem com diagndstico, instituir pelo menos um laboratério nacional de
referéncia para o controle da qualidade das vacinas, racionalizar sua aquisicao e
distribuicdo e uniformizar as técnicas de administracdo, além de promover a
educacdo em saude para aumentar a receptividade da populacdo aos programas de
vacinacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

De 1990 a 2003, o PNI fez parte do CENEPI/FUNASA (Centro Nacional de
Epidemiologia-Fundacdo Nacional de Saude). A partir de 2003, passou a integrar a
DEVEP/SVS (Departamento de Vigilancia Epidemioldgica- Secretaria de Vigilancia
em Saude), inserido na Coordenacdo Geral do Programa Nacional de Imunizacgéo-
(CGPNI) (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Ao longo do tempo, a atuacdo do PNI, ao consolidar uma estratégia de
ambito nacional, apresentou, na sua missdo institucional precipua, consideraveis
avancos. As metas mais recentes contemplam erradicacdo do Sarampo e a
eliminacdo do Tétano neonatal. A essas se soma, controle de outras doencas
imunopreveniveis como Difteria, Coqueluche, e Tétano acidental, Hepatite B,
Meningites, Febre Amarela, formas graves da Tuberculose, Rubéola e Caxumba em
alguns estados, bem como, a manutencdo da erradicacdo da Poliomielite
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
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Diante deste panorama, destaca-se que um dos escopos do Programa
Nacional de Imunizacdo (PNI) é garantir a exceléncia de qualidade dos
imunobiolégicos a serem aplicados, ou seja, ndo garantir tho somente a vacinagao,
mas uma perfeita e adequada imunizacao, tentando alcancar coberturas vacinais de
100% de forma homogénea em todos 0s municipios e em todos os bairros
(SALVADOR et al., 2011).

1.8 QUALIDADE DOS IMUNOBIOLOGICOS

A institucionalizacdo do Programa Nacional de Imunizacdes, a progressiva
implementacdo e dinamizacdo de suas atividades e o0 sucesso alcancado pela
adocao de estratégias de imunizacdo em massa proporcionadas pelas campanhas
aumentaram em muito a utilizacdo de imunobiolégicos e trouxeram consigo a
necessidade de garantir a qualidade dos produtos empregados tanto pelo Programa
Nacional de Imunizacdo como pelas demais atividades de vacinac¢ao colocadas fora
de sua esfera de atencdo. Tal necessidade se tornou publica em maio de 1981,
quando, em virtude de ter sido constatada a contaminagao da vacina importada da
lugoslavia, que iria ser utilizada na campanha contra a poliomielite, foram adiados os
dias nacionais de vacinacao, previstos para julho e agosto daquele ano (PONTE,
2003).

O problema comecou em abril daquele mesmo ano, quando foram
observadas alteragcbes de cor e presenca de impurezas em alguns frascos do
imunizante adquirido para uso na campanha em fase de preparacdo. A deteccao
desses frascos levou a um exame mais cuidadoso da vacina e do processo de
producdo do Laboratério Torlak, fabricante do antigeno sob suspeita. As andlises
levadas a efeito pela FIOCRUZ identificaram a proliferacdo do fungo Penicillium sp,
que, apesar de ndo ser nocivo ao homem, confirmava a existéncia de falhas na
elaboracdo da vacina. Por outro lado, técnicos brasileiros (da Fiocruz e do Instituto
Butantan) enviados a lugoslavia constataram defeitos mecénicos na maquina de
envasamento que poderiam explicar a contaminacdo do produto. Diante de tais
circunstancias, as autoridades optaram por rejeitar as 26 milhdes de doses ja
estocadas no Brasil e cancelar o recebimento de 54 milhfes de outras tambéem

contratadas com o laboratério lugoslavo. Paralelamente, buscaram suprir as
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necessidades de vacinas da campanha nacional contra a poliomielite fazendo novas
aquisicbes com outros laboratérios (PONTE, 2003).

Em 30 de maio de 1981, o Ministério da Saude iria comecar a discutir a
implantacdo de um sistema nacional de controle da qualidade de vacinas, definindo
os laboratorios mais aptos para realizar esse tipo de analise, ficava estabelecido que
gualgquer vacina importada pelo Brasil deveria passar por exames rigorosos no
Centro Nacional de Referéncia para Enteroviroses, da FIOCRUZ. O pais comecava
a perceber o grau de defasagem institucional e tecnolégica que o separava dos
paises do primeiro mundo no que se relacionava ao controle da qualidade e a
producéo de vacinas e medicamentos (PONTE, 2003).

No inicio de 1979, recursos para controle da qualidade e producgéo de vacinas
foram transferidos provisoriamente para os laboratérios de Bio-Manguinhos e Far-
Manguinhos na Fiocruz, até que as novas instalacbes fossem construidas no
campus daquela instituicdo. A nova sede, a mudanca de denominacgéo para Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), bem como 0s recursos
necessarios ao funcionamento do laboratério ja haviam sido negociados com o
Governo Federal e vinham sendo paulatinamente liberados (PONTE, 2003).

Concluia-se as obras do prédio sede, adquiria-se equipamentos necessarios,
contratava-se pessoal e iniciava-se a ocupacgédo dos 12 mil metros quadrados de
area construida. Embora aclamado como o maior laboratorio no género da América
Latina, somente em 1983 o INCQS passou a centralizar o controle da qualidade das

vacinas empregadas pelo PNI (PONTE, 2003).

1.9 INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) € uma
unidade da Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) que atua em areas de ensino, de
pesquisa e de tecnologias de laboratério relativas ao controle da qualidade de
insumos, produtos, ambientes e servigos sujeitos a ac¢do da Vigilancia Sanitaria
Entre seus parceiros estdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o0s
Laboratérios Centrais e Centros de Vigilancia Sanitaria das Secretarias Estaduais e

Municipais de Saude. Como membro integrante do Sistema de Vigilancia Sanitaria
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Brasileira, tem como sua responsabilidade as acdes tecnolOogicas e normativas
correspondentes ao controle e fiscalizagcdo de produtos e substancias de interesse
para a saude, com o objetivo de verificar o cumprimento da legislacdo. Estdo no
escopo de sua competéncia as analises laboratoriais previstas na legislacéo
sanitaria; emissdo de documentos ou normas; participagdo em inspecdo de
industrias, quando convidado; avaliacdo de processo de registro de produtos e a
capacitaco de recursos humanos (BRANDAO, 2008).

Os produtos chegam para a analise no Instituto por apreensfes fiscais
(demanda espontanea), por programas de analise com a ANVISA e Vigilancias
Estaduais ou Municipais, enviados pelos Laboratorios Centrais ou para analise e
parecer em processos Judiciais (BRANDAO, 2008).

E atualmente constituido por quatro departamentos técnicos de acordo com a
area de conhecimento: Quimica (DQ), Microbiologia (DM), Farmacologia e
Toxicologia (DFT), Imunologia (DI), além do Departamento de Apoio aos Programas
de Saude (DAPS), para recebimento e armazenamento de amostras (INCQS, 2011;
BRANDAO, 2008).

Com o inicio da vacinacdo contra Rotavirus pelo Programa Nacional de

Imunizacdo (PNI) em 2006, o INCQS deu inicio as seguintes andlises:

1.9.1 Analise documental

E analisada a documentac&o referente a produgdo com a intengéo de avaliar
se 0 produto obedece a todos os parametros de qualidade estabelecidos pelas
normas oficiais da OMS.

Tem como objetivo a competéncia técnica na realizacdo de ensaios e na
producdo de resultados precisos e exatos. Abrange todas as atividades das areas
técnicas e administrativas, garantindo a confiabilidade e rastreabilidade dos
resultados institucionais, controlada de acordo as normas oficiais da OMS
(BRANDAO, 2008).
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1.9.2 Andlise laboratorial

> Departamento de Quimica

. Determinacéo do pH

. Volume Médio

> Departamento de Microbiologia
. Esterilidade

> Departamento de Imunologia

. Termoestabilidade

. Identidade

. Poténcia

1.10 TESTE DE POTENCIA DA VACINA ATENUADA CONTRA ROTAVIRUS

O teste de poténcia tem por objetivo constatar se o titulo da vacina, informado
pelo produtor encontra-se dentro de todas as especificagdes preconizadas pela
OMS.

O teste fundamenta-se na estimativa do contedudo de virus infectante da
amostra, expresso em CCIDsp (dose 50% infectante em cultura de células).

A determinacdo da poténcia da vacina atenuada contra Rotavirus é realizada
a partir da avaliacdo de trés frascos, de um mesmo lote, recebido e armazenado
conforme recomendacdes do fabricante, no Laboratério de Vacinas Virais do
Departamento de Imunologia do INCQS.

Teste realizado in vitro, segundo POP 653430040 (INCQS, 2008), como
observado na figura 4, utilizando microplacas de 96 orificios semeadas com
suspensao celular de linhagem MA-104 (células de linhagem de rim fetal de macaco

Rhesus) em um volume de 200 pL na concentracdo de 1 x 10* cél/mL em meio
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DMEM, para a manutencao e crescimento celular, a placa deve ser incubada a 37 °C
por 3 a 4 dias.

Apbs este tempo todo o meio de crescimento das microplacas € descartado e
as mesmas sao lavadas trés vezes com meio de lavagem DMEM, para a completa
remocao do soro fetal bovino.

A vacina (teste e referéncia) diluida é inoculada em um volume de 100 pL por
orificio das quatro ultimas diluicdes em cada 10 orificios da microplaca, sempre da
mais diluida, para a mais concentrada, deixando a coluna 12 para controle de
células, como o esquema da figura 5.

Apés 7 dias de incubacdo em estufa de CO? a 37 °C, todo o contetdo
existente nas microplacas é retirado e adicionado acetona a 90% em agua destilada,
incubando-as por 20 minutos a — 20 °C.

A acetona e removida, deixando-se as microplacas secando em temperatura
ambiente, posteriormente adiciona-se anticorpo anti VP7 (2C9- Identificagdo do
Anticorpo) diluido em Blotto (80 mg PBS+ 4 mg Leite Desnatado), incubando por
uma hora a 37 °C.

Lavar e secar bem as placas apos este intervalo e adicionar anticorpo IgG
anti-camundongo conjugado com peroxidase.

Apbs a incubacdo por uma hora a 37 °C lava-se trés vezes e secar as placas
para inocular solucdo de DAB (Diaminobenzidina - um cromdgeno que promove a
visualizacédo da reacao antigeno-anticorpo final que ocorre com a proteina detectada
na célula), deixa-se as placas por 10 minutos ao abrigo da luz em temperatura
ambiente.

O corante é descartado completamente apds este intervalo de tempo, as
microplacas séo lavadas em agua corrente por trés vezes, deixa-se secar, a leitura e
realizada no microscopio invertido, onde serd visualizado em quantos pog¢os ocorre 0
efeito citopatico (traduzido por uma alteracdo na cor, provocada pela interacdo
antigeno-anticorpo, marcada por corante ligado ao anticorpo - DAB). Para cada poco
onde ocorre tal efeito, € atribuido um valor, que corresponde ao fator de diluicdo
(0,6). Posteriormente, calcula-se a média geométrica dos poc¢os que apresentaram
efeito citopético, atribuindo a cada um deles o valor de diluicdo de 0,6. Aplica-se
estes valores em uma planilha de calculo estatistico do Excel, onde o programa
realiza o calculo com base na leitura do 7° dia, segundo Spearman & Karber

expressando os resultados em CCIDs, / dose. A média deve ser acima 10° CCIDs, /
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dose, que definira se a amostra encontra-se dentro do titulo preconizado.



30

opaaul oidoasoiajul
wa seoe|d se 13| 8 JeDag

‘ajuanod enbe
we webeaeT

D.lE B RIOY
L Joa 1eqnouj obBuopunwed -pue

06| oduioanue Jeuocidipy

JyBiulano sojnuiw gl
‘ayg oedn|os Jeuodipy

ejadid Woo
jenuew wabeae L=

(602) LdA Bue

odiodpue JeuocpIpy wa wabedss 3

EUO}82E Bp OoBdowsy

00 % G Wod D, LE B
‘seip /7 1od oeSeqgnouj sessowe sep oedenaouy|

<=

eusique einjesadwe)

0,02- & sojnujw
0zZ Jod oedegnouy|

ejadid wod
lenuew weabeae

D.l€ g EIOY
| Jod jegnau|

epesap enbe we

9,06 B BUO}adE JeuoIpY

0D %8§
sensowe wod D,L¢ B ‘selp ¥
sep oedinng e ¢ 1od ogdeqgnou]

POL-YIN sen|a2
wod sepealwlas sese|d

<= . <

SNIIABJOY BIJUOD BUIDERA Bp ogde|n}i} ap ojuswipasold op opiwnsal ewanbs3-p einbi4




Figura 5- Esquema da aplicacdo das amostras diluidas em microplacas de 96

orificios.
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1.11 SISTEMA DE ALEATORIEDADE

Através de um acordo firmado com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e a Fundacao Nacional de Saude (FUNASA), em reunido realizada em
junho de 2002, em Brasilia, o INCQS passa, a partir do inicio de 2003, a ndo mais
realizar analise laboratorial lote-a-lote de algumas vacinas. A liberacdo dos laudos
analiticos se d& apdés a verificagdo das informacdes descritas nos protocolos
resumidos de producdo e controle da qualidade do produto e, no caso de
importados, também com base no certificado de liberacdo emitido pela autoridade
regulatéria do pais de origem. Esta decisdo levou em consideracao trés critérios
basicos: histérico de consisténcia de resultados analiticos satisfatorios ao longo dos
anos; autorizacdo de comercializacdo expedida pela ANVISA (registro sanitario); e
historico de eventos adversos. Este procedimento é sugerido como forma efetiva de
controle da qualidade pela OMS e ja vem sendo realizado pelos principais
laboratérios oficiais dos paises de tecnologia de ponta (NETTO, 2010).

O INCQS atende ao PNI através de uma logica de andlise por aleatoriedade,
isto €, para cada 4 lotes de vacinas e diluentes ingressados no Instituto,
independente de sua apresentacdo , somente 1; e aleatoriamente selecionado e
submetido aos ensaios laboratoriais, esta selecdo e realizada através do SGA
(Sistema de Gerenciamento de Amostra), utilizado pelo INCQS desde 1999, sistema
informatizado que permite o acompanhamento das analises de produtos desde a
sua chegada ao Instituto até a liberagcdo dos laudos de analise. A politica de
aleatoriedade prevé ainda que 100% dos lotes ingressados no INCQS seja objeto de
analise documental, e a andlise de protocolo resumido de producédo e controle,

ocorra para todos os lotes destinados ao PNI.

1.12 ANALISE DE CONSISTENCIA DE PRODUCAO

Consisténcia é um conceito antigo que tem por objetivo assegurar a liberagcédo
ininterrupta de produtos eficazes e seguros para a populacdo. Tal definicdo de
analise de consisténcia pode ser usada quando se refere a uma nova abordagem
para a liberacdo de lotes de vacinas tradicionais. A analise de consisténcia utiliza

parametros estabelecidos para a constituicdo de um perfil do produto, que pode
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substituir o teste atualmente utilizado para liberacdo de lotes. O perfil do produto é
estabelecido no momento de seu licenciamento e tal perfil € monitorado durante toda
a sua producéo sob um estrito sistema da qualidade. O perfil do produto garante que
cada lote liberado seja similar a vacina do fabricante de eficacia clinica e seguranca
comprovadas, no que diz respeito a todas as caracteristicas estabelecidas entre
produtor e 6rgdo regulador no momento da licenca (HENDRIKSEN et al., 2008,
MATTIA et al., 2011).

A analise de consisténcia visa identificar indicadores criticos de um produto
efetivo e seguro e ainda monitorar tais indicadores durante a producéo, reduzindo
assim, a necessidade de realizacdo de testes em produtos finais (HENDRIKSEN et
al., 2008).

Consisténcia se baseia em informacdes obtidas durante o desenvolvimento
do produto e a producao utilizando ferramentas analiticas adequadas e continua
avaliacdo dos dados gerados através do tempo (HENDRIKSEN et al., 2008).E um
conceito que inclui a aplicacdo de diretrizes do processo de validagao, testes no
processo e produto final, com a finalidade de verificar se um processo de fabricacao
produz lotes finais que sdo consistentes com um que preenche todos os critérios de

seguranca, qualidade e eficacia (MATTIA et al., 2011)

1.13 ACOMPANHAMENTO DA CONSISTENCIA DE PRODUCAO

Um Workshop realizado pelo European Centre for Validation Alternative
Methods (ECVAM) em 2006 na Italia chegou a concluséo de que a liberacéo de lotes
de vacinas por analise de consisténcia pode ser considerado uma realidade
(HENDRIKSEN et al., 2008). A andlise de consisténcia leva a um sistema mais
rigoroso de controle da qualidade dos lotes de vacina (HENDRIKSEN et al., 2008).

Além dos testes analiticos-laboratoriais e analise documental para verificacao
dos critérios preconizados pelas normas oficiais para os produtos imunobioldgicos,
os laboratérios nacionais podem realizar a analise da consisténcia de producéo lote
a lote. No caso deste estudo, a andlise consistiu na confeccdo de graficos de
controle com os resultados de poténcia obtidos pelo produtor, e pelo INCQS, e a

diferenca absoluta de resultados dos valores fornecidos pelo produtor e pelo INCQS,
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com a finalidade de verificar a possibilidade do ingresso do teste de poténcia da
vacina atenuada contra Rotavirus no sistema de aleatoriedade ANVISA/INCQS.

O processo de producdo de vacinas em sistemas biologicos € altamente
sujeito a muitas varia¢des, das mais complexas até as mais sutis.

Por este motivo, todas as fases da producdo de vacinas devem ser
rigorosamente checadas e controladas desde o inicio ao final da mesma.

Essas variacdes podem ocorrer tanto por alteracoes da atividade do material
de referéncia (que sao devidamente certificados e aferidos), como do proprio
meétodo, ou de outros fatores envolvidos, como linhagens celulares, reagentes e

subjetividade dos desfechos relacionados aos testes empregados (OMS, 2010).

1.14 CONTROLE ESTATISTICO DE PROCESSO

Para a confeccdo dos graficos, foi utilizado o programa SPC Explorer RT da
Quality America que foi desenvolvido em 1960, e refere-se a um conjunto de
técnicas avancadas para monitoramento e controle do desempenho operacional de
lotes e processos continuos (BERSIMIS et al.,, 2007). Este programa € muito
utilizado pelo INCQS, e validado pela OMS para o acompanhamento de materiais de
referéncia visando a validacdo de ensaios, para a avaliacdo de consisténcia de
producdo de fabricantes de imunobiolégicos e para a comparacdo entre 0s
resultados dos fabricantes e do 6rgéo fiscalizador. Sua principal ferramenta é o
grafico de controle, usado para verificar a estabilidade do processo (WOODAL,
2000). O gréfico reflete os limites de especificacdo, ou seja, o limite de controle
superior (UCL), e o limite de controle inferior (LCL), os quais os dados do teste
devem obedecer (RALLABANDI et al., 2009), distinguindo causas de variabilidade
comuns e especiais.

As comuns seriam originarias da variabilidade natural do processo, cuja
variacdo possui um comportamento puramente aleatorio, indicando que o0 processo
esta sob controle (BAYER, KOZAKEVICIUS, 2010). As causas especiais revelam a
formacdo de padrdes distintos acusando que algo incomum estd influenciando o
processo (BAYER, KOZAKEVICIUS, 2010). Se nao houver variabilidade devido a
causas especiais, este processo pode ser considerado “sob controle estatistico”
(WOODAL, 2000).
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A OMS recomenda o uso de graficos de controle com limites de confianca de
trés desvios-padrdo para acompanhamento dos materiais de referéncia, da andlise
de tendéncias e da consisténcia de producao (OMS, 1997; 2010).



36

1.15 JUSTIFICATIVA

Dentre os produtos bioldgicos analisados pelo INCQS, encontra-se a vacina
atenuada contra Rotavirus, que é uma das vacinas que ainda nao entrou no sistema
de aleatoriedade, e que constitui um papel importante no Brasil, pois a rotavirose
como mencionado anteriormente, representa a segunda maior causa de mortes em
criangas menores de cinco anos, constituindo um problema de saude publica.

O ingresso do teste de poténcia da vacina atenuada contra Rotavirus no
sistema de aleatoriedade proporcionara uma reducgéo de tempo de liberacao de lotes

da mesma, assim como dos insumos consumidos nestes testes.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a possibilidade do ingresso do Teste de Poténcia da vacina atenuada contra
Rotavirus no sistema de aleatoriedade ANVISA/INCQS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Coletar os dados dos Testes de Poténcia da vacina atenuada contra
Rotavirus, fornecidos pelo produtor, e pelo INCQS, no periodo de 2006 a 2010;

. Aplicar os dados no Programa Estatistico de Controle de Processo (SPC
Explorer RT);

. Estabelecer o limite de confianca de 95% preconizado pelo ICH, para + 0,5

logio da estimativa da média aceitavel;

. Confeccionar o coeficiente de variagdo CV% geométrico;
. Calcular a média das diferencas;
. Comparar os valores resultantes dos testes de poténcia, obtidos pelo

fabricante com os dados do INCQS, e analisar as diferencas através do programa
SPC Explorer RT.



38

3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Levantamento dos dados gerados nos Testes de Poténcia da vacina atenuada

contra Rotavirus entre 2006 e 2010;

Realizado junto a equipe do Laboratério de Vacinas Virais do Departamento
de Imunologia do INCQS, levantamento sobre os resultados obtidos pelos
fabricantes para os testes de poténcia, através de consulta ao protocolo resumido de
producdo e controle. Esses dados foram utilizados para analisar criticamente a
consisténcia de producdo das vacinas atenuada contra Rotavirus e ainda, para
comparar com os valores obtidos dos testes de poténcia realizados no INCQS.

Foram transferidos para planilhas de Microsoft Excel®, para posteriormente
ser representado através de gréficos com o do uso do Programa SPC Explorer RT.

3.1.2 Confeccéo de grafico de controle

Os graficos foram realizados utilizando os seguintes dados:

. Valores de poténcia fornecidos pelo fabricante no protocolo resumido de
controle e producéo;

. Valores de poténcia obtidos nos testes realizados no INCQS;
. Diferenca absoluta dos valores fornecidos pelo fabricante e os obtidos pelo
INCQS.

A partir da coleta dos dados, os gréaficos foram confeccionados como definido
no PU 3400.011 (INCQS, 2008).

Os eixos dos graficos foram formados pelo tempo (abscissa) e pelo resultado
do teste de poténcia (ordenada). As linhas centrais dos graficos (PCL) consistiram
da média, dos limites superiores e inferiores, calculados a partir da média adicionada
de 2 desvios-padrao (DP) e média mais 3 DP.
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Duas linhas paralelas a PCL, respectivamente, acima e abaixo desta, sao
tracadas correspondendo aos limites superiores de controle (UCL) e o limite inferior
de controle (LCL). Os limites inferiores foram calculado a partir da média subtraida
de 2 DP e 3 DP. As médias, os desvios- padrdao e, conseqientemente os limites
foram calculados com os 20 primeiros valores mensurados a cada ano. Os limites de
2 DP sao considerados limites de alerta e os de 3 DP, limites de rejeicdo do ensaio.
Limites de controle (0, 999=3 DP) e de alerta (0, 975= 2 DP) para a média e o
desvio-padrao (amplitude) sdo definidos estatisticamente pela probabilidade de um

ponto encontrar-se dentro dos limites quando o processo é controlado.

3.1.3 Limite de Confian¢a preconizado pelo ICH

O limite de confianca superior foi calculado a partir da soma de 0,5 logip na

média e o limite de confianca inferior a partir da subtracéo de 0,5 logip na média.

3.1.4 Confeccéo do Coeficiente de Variagéo

E uma medida relativa de dispersdo, para comparacdo em termos relativos do
grau de concentracdo em torno da média.

Para cada ano foi avaliado o CV% geomeétrico utilizando planilhas do Microsoft
Excel. O calculo é feito a partir da seguinte formula:

CV= Desvio Padrao . 100
Média

3.1.5 M

édia das diferencas

Apos calcular a diferenca entre valores do produtor e do INCQS, calcula-se a

meédia das diferencas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TOTAL DE LOTES DE VACINA ATENUADA CONTRA ROTAVIRUS

Conforme observado na figura 6, no periodo compreendido entre 0 més de
janeiro de 2006 e dezembro de 2010, ingressaram no INCQS 222 lotes de vacina
atenuada contra Rotavirus. Pode-se observar que existe uma variacado no niumero de
lotes, enquanto 87 lotes foram analisados no ano de 2009, observa-se que apenas
18 lotes ingressaram em 2006 e 14 lotes no ano de 2007.

Neste sentido, e importante ressaltar que nos anos de 2006 e 2007, o teste de
poténcia da vacina atenuada contra Rotavirus, estava sendo implementado e
aperfeicoado pelo INCQS. Ressaltamos ainda que a vacinagdo foi incluida no
calendéario do PNI, em 2006.

Esta variacdo no quantitativo dos lotes por ano pode ser explicada por fatores
como: o tamanho do lote (que depende da capacidade de producdo de cada
fabricante), e pelas estratégias politicas relacionadas a acbes preventivas pelo
Ministério da Saude.

Figura 6- Gréafico dos lotes de vacina atenuada contra Rotavirus analisados por ano
no INCQS.
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4.2 AVALIACAO DA CONSISTENCIA DE PRODUCAO DA VACINA ATENUADA
CONTRA ROTAVIRUS ATRAVES DA ANALISE DOS GRAFICOS DE CONTROLE

Foram adotadas duas abordagens para a analise dos dados dos testes de
poténcia da vacina atenuada contra Rotavirus: graficos de controle, e a abordagem
preconizada pelo ICH, onde o limite de 95% de confianca ndo deve ser maior que
10,5 logip da estimativa da média aceitavel, como preconizado para titulacdo de
suspensoes virais (ICH Q5A, 1999).

4.2.1 Avaliacdo da consisténcia de producdo da vacina atenuada contra Rotavirus
no ano de 2006

Todos os 18 lotes analisados pelo produtor encontraram-se dentro dos limites
de controle (figura 7 a). Nenhum valor ultrapassou o limite de confianca de 95%
preconizado pelo ICH, para 0,5 log;o da estimativa da média aceitavel.

A figura 7 b, mostra os valores de poténcia obtidos pelo INCQS para os
mesmos lotes da figura 7 a, demonstrando que nenhum lote encontra-se fora dos
limites de controle. Assim como na figura 7 a nenhum valor ultrapassou o limite de
confianca de 95% preconizado pelo ICH, para +0,5 logip da estimativa da média
aceitavel.

Na figura 7 ¢, constam as diferencas absolutas para os valores de poténcia do
laboratorio de controle do produtor e do INCQS. Foi observado um valor fora do
limite superior de controle. Este valor ultrapassou o limite de confianca de 95%
preconizado pelo ICH.
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Figura 7: Resultados de poténcia do fabricante (a), do INCQS (b) e a diferenca (c)

dos resultados dos lotes analisados em 2006
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4.2.2 Avaliacdo da consisténcia de producdo da vacina atenuada contra Rotavirus
no ano de 2007

Em 2007, foram analisados apenas 14 lotes de vacina contra Rotavirus. Todos
os lotes encontraram-se dentro dos limites de controle, no grafico que representa os
valores fornecidos pelo produtor (figura 8 a).

Na Figura 8 b, 7 valores encontram-se além do limite superior de controle, e 6
lotes fora do limite inferior de controle.

No limite de confianca de 95% preconizado pelo ICH, para +0,5 logip da
estimativa da média aceitavel apenas 6 valores encontram-se fora deste limite.

Na Figura 8 c, que representa as diferencas absolutas para os valores de
poténcia do produtor e do INCQS, foi observado que todos os valores encontram-se
dentro dos limites de controle.

Foi possivel observar um numero significativo de valores do teste de poténcia
do INCQS fora dos limites de controle. Alguns fatores como: mudanca no Bulk, na
producdo da vacina ou algumas alteracdes no comportamento das células usadas
nos testes, podem ter ocasionado a distribuicdo bimodal (onde o grafico apresenta 2

medias), ou distribuicdo ndo normal na curva do grafico na figura 8.

No entanto todos os lotes da vacinas atenuada contra Rotavirus avaliados neste ano

foram aprovados.
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Figura 8: Resultados de poténcia do fabricante (a), do INCQS (b) e a diferenca (c)

dos resultados dos lotes analisados em 2007
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4.2.3 Avaliacdo da consisténcia de producdo da vacina atenuada contra Rotavirus
no ano de 2008

No ano de 2008, foram analisados 66 lotes. Todos apresentaram valores de
poténcia dentro dos limites de controle. A Figura 9 a representa os valores
fornecidos pelo produtor, diferentemente dos valores encontrados para as figuras 9 b
e 9 ¢, onde 3 valores estavam acima da UCL.

Ja no limite de confianca de 95% preconizado pelo ICH, para 0,5 logio da
estimativa da média aceitavel, nas figuras 9 a, 9 b e 9 ¢, ndo foram encontrados

valores acima ou abaixo deste limite estabelecido.
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Figura 9: Resultados de poténcia do fabricante (a), do INCQS (b) e a diferenca (c)

dos resultados dos lotes analisados em 2008
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4.2.4 Avaliacdo da consisténcia de producdo da vacina atenuada contra Rotavirus
no ano de 2009

No ano de 2009, somente 1 entre os 87 valores fornecidos pelo produtor
encontra-se acima do limite superior de controle figura 10 a.

No grafico dos valores encontrados pelo INCQS na figura 10 b, e no grafico
que representa os valores de diferenca absoluta entre os valores fornecidos pelo
produtor e pelo INCQS (figura 10 c), nenhum dos valores encontrava-se fora dos
limites de controle.

J& para o limite de confianca de 95% preconizado pelo ICH, de +0,5 logio da
estimativa da média aceitavel, nas figuras 10 a, 10 b e 10 ¢, assim como no ano

anterior, ndo foram encontrados valores acima ou abaixo do limite estabelecido.
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Figura 10: Resultados de poténcia do fabricante (a), do INCQS (b) e a diferenca (c)

dos resultados dos lotes analisados em 2009
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4.2.5 Avaliacdo da consisténcia de produgdo da vacina atenuada contra Rotavirus
no ano de 2010

Em 2010, foram analisados 37 lotes de vacina contra Rotavirus, na figura 11 a,
gue representa os valores fornecidos pelo produtor, todos os valores estdo dentro
dos limites de controle, assim como no grafico do INCQS (figura 11 b), e no grafico
(figura 11 c) que representa a diferenca absoluta dos valores do produtor e do
INCQS.

Como observado nos anos de 2008 e 2009, nenhum dos valores das figuras 11
a, 11 b e 11 c, estéo fora do limite de confianca de 95% preconizado pelo ICH, para

10,5 log;o da estimativa da média aceitavel.
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Figura 11: Resultados de poténcia do fabricante (a), do INCQS (b) e a diferenca (c)

dos resultados dos lotes analisados em 2010

(@)

(b)

(€)

UCL- Limite superior de controle; UWL- Limite super

LC-7,043

-—_—— — —— —— —— —HUCL=T 057

IRV

SNAAV AR AV BV

A T e H LwiL=6 201
B - T e e e r—r—r——H L CL=6,050
1385 F 9 1113 15 17 19 21 23 25 27 20 31 33 35 37
LC-6,043
LC-7,086
6,05
_—— e — —HuC1=6905
6,85
---------------------------------------------------------- H UwiL=5 795

A N A, A

---------------------------------------------------------- H LwiL=5,374

goste— — — I (1=5267

LC-6,086
LC-0,659

UCL=0 455

WL=0,355

“1a . X\ al | —
o NNV WYV

o L L R L B L L B R L LR R R B L R et HLWL=-0042

-u.1E1——.—.ﬁT.——————————"-C'—Lf'-“z

LC-0,341

alerta; LCL- Limite inferior de controle; LC-Limite de confianga.

ior de alerta; LWL- Limite inferior de



52

4.2.6 Diferenca interlaboratorial (Coeficiente de Variacao)

Através da tabela na figura 12 podemos observar que Coeficiente de variacdo
(CV%) interlaboratorial esta de acordo com o que a OMS preconiza, onde ensaios
biologicos realizados com linhagens celulares podem apresentar uma variacao
superior a 50% (WHO/ VSQ/97.02).

Figura 12: Tabela demonstrando o coeficiente de variacéo interlaboratorial e a

diferenca entre as médias em log.

ANO CV% DIF. MEDIA EM LOG
2006 3, 687 0, 261
2007 3, 636 0, 307
2008 2,890 0, 217
2009 2,523 0,181
2010 2,134 0, 167
TODAS AS AMOSTRAS 2,774 0, 204

CV%- Coeficiente de Variacéo; DIF.MEDIA EM LOG- Dif erenca entre as médias de cada

laboratério expressas em log.

Na Figura 12 podemos observar que os valores dos limites de variabilidade de
cada ano,e de todos 0s anos juntos, encontram-se dentro do preconizado pela OMS,
onde — via de regra- ensaios biologicos apresentam uma variacao entre 5 e 20%, e
ensaios com linhagem celular- no caso deste estudo- podem apresentar valores
superiores a 50% (WHO/ VSQ/97.02).

A média das diferencas dos valores de poténcia biolégica da vacina atenuada
contra Rotavirus encontradas no laboratério do produtor e no INCQS, néo
ultrapassou 0,5 logip. Afirmando que nao houve grande variabilidade entre eles.
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo nos permite concluir que:

A partir de 2008 todos os anos subseqientes analisados neste estudo
como 2009 e 2010 demostraram testes de poténcia da vacina atenuada contra
Rotavirus realizados pelo produtor e pelo INCQS, sob controle estatistico, e as
causas especiais de variagdo, caso ocorram, estdo sendo controladas.

Todos os valores encontram-se dentro dos limites de confianca de 95%
preconizado pelo ICH, que devem ser da ordem de 0,5 log;o da estimativa da média
aceitavel.

Através da analise dos dados deste estudo, podemos concluir que o teste de
Poténcia Bioldgica da vacina atenuada contra Rotavirus encontra-se sob controle
estatistico. Desta forma recomendamos que seja efetuada a inclusado deste teste no

sistema de aleatoriedade.
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