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RESUMO

A febre amarela (FA) € uma doenca viral aguda, transmitida por mosquitos vetores,
que pode causar doenca grave e morte. O virus da FA € um membro da familia
Flaviviridae do género Flavivirus. No Brasil, todas as regides ja apresentaram casos
da doenca e o numero de casos fatais tem aumentado. Até o presente, a vacinacao
€ 0 meio mais eficaz para prevenir e controlar a febre amarela. A partir de 2011, o
namero de doses de vacina de febre amarela solicitado tanto pelo Ministério da
Saude quanto para exportacdo aumentou. Para garantir o suprimento da vacina
febre amarela (atenuada) aos 6rgédos nacionais e internacionais em momentos de
maior demanda, assim como aumentar a oferta e melhorar o aproveitamento de
doses distribuidas, evitando o desperdicio de uma vacina estavel, estudos de
estabilidade foram realizados visando a extensao do periodo da validade do produto
reconstituido por um periodo de até 8 horas e mantido a temperatura de até 25 °C,
condicao diferente da expressa pelo produtor (até 6 horas se mantidas de 2 C a 8
C). Os resultados obtidos sugerem uma extensdo do periodo da validade do
produto apos reconstituicdo de 6 para 8 horas como também a recomendacao
opcional da temperatura de 2 °C a 8 °C ou ambiente controlado de 25 °C, resultando
em economia de recursos e melhor aproveitamento de milhares de doses do

imunizante.



ABSTRACT

Yellow fever is an acute viral disease transmitted by mosquitoes, which can cause
serious illness and death. The yellow fever virus is a member of the genus Flavivirus
family Flaviviridae. In Brazil, all regions have had cases of the disease and the
number of fatalities has increased. Until now, vaccination is the most effective means
to prevent and control yellow fever. From 2011, the amount requested by both the
Ministry of Health and for export increased. To guarantee supply of yellow fever
vaccine (attenuated) to national and international bodies in times of high demand, as
well as increase supply and improve the use of doses distributed, avoiding the loss of
a stable vaccine, stability studies were performed in order to extend the period of
validity of the reconstituted product for a period of up to 8 hours and kept at 25 C, a
different condition from the expressed by the producer (6 hours since kept 2T to 8
C). The results suggest an extension of validity period of the product after
reconstitution from 6 to 8 hours as well as the optional recommendation of 2 to 8 T
or controlled environment of 25 <C, resulting in savings of resources and better use

of thousands of doses of the immunizing.
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1 INTRODUCAO

A febre amarela € uma arbovirose, que tem o0 mosquito Aedes aegypti como
principal vetor da doenca que, por mais de 300 anos, tem sido caracterizada pela
importante morbidade e alta letalidade nas regides tropicais da Africa e das
Ameéricas (BENCHIMOL, 2001).

No Brasil, a febre amarela apareceu pela primeira vez em 1685, em
Pernambuco, onde permaneceu durante 10 anos, chegando a Salvador no ano
seguinte. Em 1691, no Recife, ocorreu o que poderia ser chamado da primeira
campanha sanitaria no Brasil, apoiado pelo governador Marqués de Monte Belo e,
posteriormente, foi mantido um periodo de siléncio epidemioldgico por cerca de 150
anos no pais (CALHEIROS, 1988; BRASIL, 1999; BRASIL, 2010).

Somente em 1849 a febre amarela ressurgiu em Salvador, mesmo ano em
gue o Aedes aegypti instalou-se no Rio de Janeiro, provocando a primeira epidemia
da doenca nesse estado. Até 1899, o Aedes aegypti ja tinha se propagado por todo
o pais, levado principalmente por navios que partiam de cidades portuérias.
Entretanto, a instalagdo dos vetores nao se limitou somente a estas cidades,
difundindo-se também para o interior do Brasil, ocasionando epidemias desde o
Amazonas até o Rio Grande do Sul (CALHEIROS, 1988; BRASIL, 1999).

Em 1901, Emilio Ribas, diretor do Servico Sanitario do Estado de Sao Paulo,
promoveu na cidade de Sorocaba a primeira campanha contra a febre amarela,
adotando medidas especificas contra o Aedes aegypti. Dois anos depois, em 1903,
Oswaldo Cruz foi nomeado Diretor Geral de Saude Publica e deu inicio a luta contra
a doenca, criando o Servico de Profilaxia da Febre Amarela. Em 1909, a febre
amarela foi considerada eliminada do Rio de Janeiro, capital do pais. Em 1920, foi
diagnosticado o primeiro caso de febre amarela silvestre no Brasil. Mas somente em
1932 essa forma da doenca foi reconhecida pela comunidade cientifica. A dltima
epidemia registrada em um centro urbano ocorreu entre 1928 e 1929, no Rio de
Janeiro, com a confirmacédo de 738 casos e 478 oObitos. A partir dai, a febre amarela
urbana continuou a ocorrer de maneira pouco expressiva até 1942, quando foram
registrados os trés ultimos casos no Acre, na cidade de Sena Madureira (BRASIL,
2004).
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1.1 ETIOLOGIA

Os virus da febre amarela séo classificados como representantes da familia
Flaviviridae, género flavivirus (MONATH & HEINZ, 1996). Sdo particulas esféricas,
envelopadas, apresentando em sua superficie as proteinas E e M (Figura 1.A). O
seu nucleocapsidio mede 40 - 60 nm de diametro (BELL et al., 1985), e é formado

pela proteina C, associados ao genoma viral (MURPHY, 1980).

Figura 1. Estrutura do virus da febre amarela. A. Formas extra e intracelulares do virus. B. Forma

molecular.
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Nos flavivirus, o genoma é constituido por uma unica molécula de &cido
ribonucléico (RNA), de polaridade positiva, que se apresenta com cap no terminal 5'
e sem poliadenilacdo no terminal 3' (MURPHY, 1980). O modelo esquemético deste
genoma pode ser observado na Figura 1.B.

O RNA genbmico apresenta uma unica sequéncia aberta que codifica uma
poliproteina de aproximadamente 350 kDa de massa molecular, que € clivada
seletivamente tanto por proteases constitutivas da prépria célula hospedeira, quanto
por proteases, codificadas pelo genoma viral (CHAMBERS, NESTOROWICZ &
RICE, 1995; YAMSHCHIKOV & COMPANS, 1995), dando origem a trés proteinas
estruturais (C, PrM (M) e E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b e NS5) (RICE et al., 1985; STOCKS & LOBIGS, 1995).

No processo de interacao flavivirus—célula, verifica-se que a endocitose das
particulas € mediada pela rede de proteinas conhecidas como clatrinas para formar
a vesicula endocitica. A medida que a vesicula vai sendo transportada, seu interior €

gradualmente acidificado. Ao atingir a faixa de pH 6,0 - 6,2 ocorre uma mudanca
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conformacional das proteinas E do envelope viral (POST, 1996). Esta modificacao
estrutural desencadeia o processo de fusdo do envelope viral com a membrana da
vesicula endocitica (MONATH & HEINZ, 1996; RICE, 1996), que resulta na liberacéo
dos nucleocapsidios no citoplasma da célula. Neste ambiente, tal como um mRNA
da propria célula, o genoma viral é traduzido em uma atividade poliribossomal livre
no citoplasma, dando inicio a sintese da proteina C.

Continuando a traducdo do RNA gendmico, sao incorporados 0os aminoacidos
hidrofébicos, que constituem a sequéncia sinal da poliproteina. Devido a presenca
desta seqiéncia, o complexo de tradugcdo (formado pelo mRNA, ribossoma e
peptideo nascente) € deslocado para a face citoplasmatica do reticulo
endoplasmatico. A sintese da poliproteina continua e o transporte € iniciado para o
limen do reticulo. (ALBERT et al., 1994; LEHNINGER, NELSON & COX, 1997).

As proteinas NS2B e NS3, apds serem sintetizadas, formam heterodimeros
com atividade de serina-protease, que promove a clivagem das proteinas
sintetizadas subsequentemente (Figura 2). O término da traducdo da poliproteina
culmina com o aparecimento da proteina NS5. As interagBes das proteinas, NS2A-
RNA-NS3-NS4A com a proteina NS5 promovem uma mudancga conformacional
nesta ultima (LINDENBACH & RICE, 1997), provavelmente, no sitio de interacao
com o RNA, originando o chamado, complexo de replicacdo que promove a sintese
de novas moléculas de RNA (LINDENBACH & RICE, 1997; OLIVEIRA, 2004). Neste
processo de formagdo do flavivirus, os nucleocapsideos neoformados interagem
com as espiculas PrM e E, que estdo inseridas na camada lipidica, com a imediata
liberacdo das novas particulas para a luz do reticulo ou do aparelho de Golgi
(MACKENZIE & WESTAWAY, 2001). As proteinas PrM e E s&o inseridas no reticulo
endoplasmatico sob a forma de dimeros (MURPHY, 1980.; WENGLER &
WENGLER, 1989.; ALLISON et al., 1995). Quando a infec¢do por flavivirus ocorre
em células deficientes de proteases, do tipo sinalases, as novas particulas
produzidas contém a proteina precursora PrM e, desta forma, sdo incapazes de
desencadear a atividade fusogénica mediada pelas espiculas E, quando expostas
ao ambiente de pH acido (STADLER et al., 1997; SANTOS, 2008).

As particulas recém-formadas seguem pela via de secrecao das células e sado

liberadas por um processo semelhante a exocitose.
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Figura 2: Modelo esquematico do genoma dos flavivirus (Adaptado de RICE, 1996).

Modelo do genoma dos Flavivirus

" RNA de fita simples positiva

1.2 TRANSMISSAO

Em 1901 foi demonstrada experimentalmente que a febre amarela podia ser
transmitida de uma pessoa a outra pelo mosquito Aedes aegypti. A divulgacdo da
descoberta desencadeou uma série de campanhas contra 0 mosquito nos paises
onde a febre amarela era um problema de saude publica. O virus da febre amarela é
mantido por dois ciclos basicos: um silvestre, onde 0s mosquitos responsaveis pela
transmissdo diferem na América e na Africa, e um ciclo urbano, onde o mosquito
Aedes aegypti € o responsavel pela disseminacdo nos dois continentes (Figura 3).
No ciclo urbano, a transmissédo pelo Aedes aegypti é feita diretamente ao homem
passa pelo periodo de incubagdo extrinseca, tornando-se vetor infectado e ir4
transmitir o virus a outras pessoas susceptiveis, iniciando o ciclo de transmisséo:
homem - Aedes aegypti - homem. O periodo de incubacao extrinseca € o tempo em
que o vetor se infectou até o momento a partir do qual ele se torna infectante. Este
periodo leva, em média, de 9 a 12 dias e é inversamente proporcional a
temperatura, isto é, tanto menor quanto maior for a temperatura (BRASIL, 2004).

Nas Ameéricas, o ciclo silvestre é distinto do africano. Os responsaveis pela
transmissdo sdo os mosquitos do género Haemagogus (Hg. janthinomys, Hg.
albomaculatus entre outros) e Sabethes (Sa. chloropterus, Sa. Soperi entre outros).
O Hg. janthinomys é o principal responsavel pele transmissao da febre amarela.
Este mosquito apresenta a maior distribuicdo geogréfica conhecida entre as
espécies desse género. Ele possui habitos exclusivamente silvestres e pica o

individuo que se expde na floresta. Esta espécie mostra-se em melhores condicbes
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de transmissdo do virus amarilico, pois € extremamente suscetivel ao mesmo. E
primatofila, ou seja, se alimenta preferencialmente em macacos e, secundariamente,
no homem, e apresenta habitos diurnos, periodo no qual o homem realiza suas
atividades ou incursdes na mata (VASCONCELOS, 2002).

No ciclo silvestre, o homem susceptivel ao entrar na mata, € picado por
mosquitos silvestres que picaram anteriormente macacos e outros mamiferos
infectados no periodo de viremia, que passa pelo periodo de incubacéo extrinseca.

Desta forma o homem é inserido no ciclo de transmissdo: macaco - mosquito
silvestre - homem (BRASIL, 2004).

Figura 3. Ciclos urbano e silvestre da febre amarela (BRASIL, 2004)
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1.3 EPIDEMIOLOGIA

Atualmente, a OMS notifica aproximadamente 90% dos casos de febre
amarela na Africa (Figura 4), representando cerca de 5.000 casos anuais, enquanto
na América do Sul estima-se a ocorréncia de 300 casos anuais (VASCONCELOS,
2003).
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Figura 4 : Ocorréncia da febre amarela no mundo.

I Paisas [ areas onde ha nsco de ransmissio da febme amarala

Ragisines da casos da febre amarela ou a prazenca da doenga Fonle: CMS 2004
maks valores & resarvalomos, no passado, ciam um risco potencial '
da nfecgdo {sfo considerados areas andamicas) 72007 HowStufVorks

Em alguns paises da Africa ainda persiste a transmiss&o urbana da doenca. A
forma silvestre é endémica nas regides tropicais da Africa e das Américas. Em geral,
apresenta-se sob a forma de surtos com intervalos de 5 a 7 anos, alternados por
periodos com menor nimero de registros (BRASIL, 2009).

Nas Ameéricas, ocorre desde a Nicaragua até o sul da Bolivia (BRASIL, 2004).
No Brasil, a ressurgéncia da doencga nos ultimos anos da década de 90 e nos
primeiros anos da década de 2000, fez somente incrementar as campanhas de
vacinacdo (BARNETT, 2007).

No Brasil, area epidemioldgica de risco, era no inicio do século, quase que
totalidade do territério brasileiro, mas com a erradicacdo da forma urbana da febre
amarela foi possivel delimitar 4 (quatro) areas epidemiologicamente distintas no
pais: 1 - Enzoodtica ou endémica, 2 - Epizoodtica ou de transicéo, 3 - Indene de risco
potencial, 4 - Area indene (BRASIL, 2004).

Atualmente, Aedes aegypti infesta 3.952 municipios brasileiros e Aedes
albopictus infesta 1.533 e a interacdo entre essas espécies é importante, pois se
desenvolvem nos mesmos criadouros artificiais e s&o muito comuns em areas de
grande concentracdo humana (BRASIL, 2004), o que as torna areas de risco da

doenca (Figura 5).
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Figura 5: Distribuicdo geogréfica das areas consideradas endémicas de febre amarela no Brasil, em
amarelo nota-se a presencga do virus nas regides Norte, Centro-Oeste, parte do Sudeste, parte do

Nordeste e partes isoladas da regido Sul.
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Fonte Ministério da Salde - Secretaria de Vigilancia em Saude (04/04/2008 - on line).

A questdo da reurbanizagcdo tem sido muito discutida atualmente,
principalmente com relacdo a verdadeira suscetibilidade do Aedes aegypti ao virus
da febre amarela, bem como a capacidade do Aedes albopictus de se infectar com o
virus e servir de ligacdo entre o ciclo silvestre e o meio urbano. Por outro lado, o
Aedes aegypti esta distribuido em todos os estados do pais, tanto dentro quanto fora
das areas endémicas e epizoodticas (VASCONCELOS, 2003).

1.4 PATOGENIA E PATOLOGIA

Os aspectos patogénicos da infeccdo pelo virus da febre amarela séo
conhecidos em parte e as informac¢des acumuladas derivam de estudos em primatas
nao humanos, camundongos e achados histopatolégicos de casos humanos fatais.
A inoculacédo do virus amarilico em camundongos desencadeia encefalite fatal. Em
macacos determina tropismo semelhante ao observado no homem, isto &,
viscerotropismo tendo o figado como 6rgéao alvo (VASCONCELOQOS, 2003).

ApoOs a inoculagao pelo mosquito, o virus da febre amarela infecta e se replica

em células dendriticas epidérmicas, fibroblastos e macrofagos nos linfonodos
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regionais. Produz uma pequena viremia e se espalha por todo o organismo atingindo
o figado, principal 6rgdo-alvo da infeccdo, baco, rins, medula 6ssea e musculos
cardiacos esqueléticos. O espectro clinico da infec¢cdo por virus da febre amarela
varia de formas assintomaticas, formas leves ou moderadas com doenca febril ndo
especifica e formas ictéricas graves, em aproximadamente 20% das infec¢bes. O
quadro tipico ocorre, apds a incubacdo de 3 a 6 dias, com inicio abrupto de febre,
calafrio, cefaléia intensa, mialgia generalizada, anorexia, nauseas e hemorragia
gengival. Este periodo dura cerca de 3 (trés) dias e é acompanhado de viremia.
Pode seguir-se um periodo de remissdo em que melhoram o0s sintomas
(FIGUEIREDO, 2007).

Nas formas leves e moderadas da doenca, a sintomatologia € indiferenciada,
ndo caracteristica, e se confunde com muitas doencas comuns nas areas
endémicas, como malaria, febre tiféide, mononucleose infecciosa. Na forma
moderada, 0 paciente pode apresentar nauseas sem vomitos, bem como, mialgias e
artralgias que ndo incomodam o paciente e nao dificultam a sua locomocéo. A febre
s6 cede mediante o uso de antitérmicos. Acompanha este quadro pelo menos um
dos sintomas classicos da doencga: hematémese (vOmito negro), ictericia ou
oliguria/anuria (VASCONCELOS, 2003).

1.5 PREVENCAO E CONTROLE

A febre amarela faz parte das doencas de notificagcdo compulsoria, e como tal
qualquer caso suspeito deve ser comunicado a autoridade mais préxima. Algumas
ferramentas importantes tais como erradicagdo dos vetores, vigilancia
epidemioldgica e vacinacdo, podem ser utilizadas para dificultar a manifestacao da
febre amarela urbana (COLLIER, 2000; BRASIL, 2005a).

A vigilancia epidemioldgica tem desempenhado um papel importante na
prevencao de surtos de febre amarela em humanos. Segundo a Lei 8080/1990
(BRASIL, 1990), vigilancia epidemiolégica € um conjunto de ac¢des que proporciona
o conhecimento, a deteccdo ou a prevencdo de qualquer mudanca nos fatores
determinantes e condicionantes de saude individual ou coletiva e tem a finalidade de

recomendar e adotar as medidas de prevencdo e controle das doencas e agravos
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(BRASIL, 1990). Faz parte da vigilancia epidemioldgica, a vigilancia de epizootias,
entomoldgica e de casos humanos (BRASIL, 2005c).

O controle e a prevencdo da febre amarela podem ser realizados pela
vacinagcdo e pelo controle dos mosquitos vetores. A vacinagdo confere protecao
individual e coletiva & populacdo, bloqueia a propagacdo geografica da doenca,
criando uma barreira de imunidade, e previne epidemias (BRASIL, 2005b). Uma vez
instalada a doenca, o tratamento € somente sintomatico, pois ndo existe henhum
tratamento especifico e efetivo contra a doenca febre amarela (WHO, 2000).

O controle dos mosquitos vetores pode ser realizado utilizando medidas para
sua eliminacdo. Entre as medidas utilizadas, pode-se citar a eliminacdo de
criadouros tendo como método de primeira escolha o controle mecéanico como
remogdo e destruicdo; aplicagdo de larvicidas autorizados como medida
complementar; o uso de repelentes e telas protetoras por parte da populacdo; além
da orientacdo da populacdo com relacdo aos meios de evitar a proliferacdo dos
vetores (BRASIL, 2001).

1.5.1 A vacina febre amarela (atenuada)

A vacina febre amarela (atenuada) foi inicialmente desenvolvida nos Estados
Unidos, em 1936, por meio da adaptacdo a passagem seriada do virus selvagem em
embrides de camundongos e ovos de galinha embrionados, dando origem a cepa
17D.

O virus da febre amarela 17 D originou-se do primeiro isolado em 1926 de um
jovem africano de nome Asibi por passagem em macaco Rhesus (STOKES et al
1928). Entre 1935 e 1937, a cepa selvagem denominada Asibi, sofreu adaptacdo
através de numerosas passagens em cultura de embrido de camundongo, de
embrido de galinha e posteriormente em cultura de embrido de galinha sem tecido
do sistema nervoso central (THEILER & SMITH, 1937). Nesta fase, a cepa passou a
ser denominada 17 D. Em 1936, a cepa 17 D, de passagem 227°, foi usada pela
primeira vez como vacina em Nova York.

Na Fundacdo Oswaldo Cruz, esta cepa foi subcultivada até a passagem 2432
em ovos embrionados, passando a ser designada 17 DD (SOPPER, 1937).
Objetivando a manutencédo da integridade e propriedade viral, Bio-Manguinhos (BM)

adotou o sistema de lote semente primaria, e a partir deste, por passagem em 0vos
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embrionados, originaram varios lotes sementes secundérias, 0s quais estdo
liofilizados e estocados a — 70 °C. A massa viral (originario do lote semente
secundario) que hoje é obtida para producdo de lotes de vacinas contra febre
amarela em BM, corresponde a passagem de nimero 286% a partir da amostra
atenuada original 17 D. Portanto, a vacina contra a febre amarela é a primeira no
mundo a usar o sistema de lotes-sementes, isto €, os lotes originais do virus
atenuado sdo submetidos a uma nova passagem em ovos embrionados, dando
origem a lotes secundarios que servirdo de fonte para a producdo do imunizante
(BIO-MANGUINHOS, 2002; BIO-MANGUINHOS 2004).

O Brasil € o Unico pais, que por mais de sete décadas utiliza a cepa 17 DD na
producéo de vacina 5, 10 e 50 doses (POST et al., 2001) que recentemente teve seu
produto incluido no Expanded Program on Immunization (EPI) em paises da Africa.

Desde o final da década de 30, a vacina febre amarela (atenuada) constituiu a
linha de producédo mais bem sucedida da Fundacdo Oswaldo Cruz (BENCHIMOL,
2001). Eles produziam o equivalente a 80% da producdo mundial, suprindo né&o
somente as necessidades nacionais, como também as de outros paises suscetiveis.
Em 1976, criou-se o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos em BM que seria
responsavel pela producdo de vacinas bacterianas e virais e que assumiu a tarefa
de continuar a producéo da vacina para febre amarela (BENCHIMOL, 2001).

Bio-Manguinhos € o Unico produtor nacional que, além de suprir a demanda
do Programa Nacional de Imunizagdo (PNI), exporta o excedente para governos e
instituicdes publicas estrangeiras. Em 2001, apos a pré-qualificacdo da vacina pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), passou a deter o direito de fornecé-la para
as agéncias das Nacdes Unidas. Nestes ultimos trinta anos, participou ativamente
para aperfeicoar tanto o processo de producdo quanto o desenvolvimento
tecnolégico da vacina (BENCHIMOL, 2001).

A vacina febre amarela (atenuada) € considerada altamente imunogénica,
segura, efetiva e esta indicada em individuos com mais de seis meses de idade,
sendo ministrados em dose Unica e com reforco a cada dez anos. Esta vacina &
rotineira no PNI do Ministério da Saude (PNI/MS), criado em 1986, nas zonas
endémicas, de transicdo e de risco potencial, sendo recomendada a todas as

pessoas que se deslocam a zona endémica (FIGUEIREDO, 2007).
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1.5.2 Distribuicao da vacina febre amarela (atenuada)

As vacinas demandadas pelo PNI sdo produzidas em BM séo transportadas
em caminhdes frigorificos para a Central Nacional de Armazenamento e Distribuicdo
de Imunobiologicos (CENADI), local em que permanecem em camaras frias até a
aprovacao dos lotes de vacinas e diluentes pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS). Uma vez liberados, a CENADI envia lotes em caixas
térmicas para as Coordenacdes Estaduais, onde sdo conservados em camaras frias.
Desta mesma forma, € feito o transporte para as Centrais Regionais, onde as
vacinas também ficam armazenadas. Nas centrais regionais, 0s representantes dos
postos de vacinacdo retiram a quantidade de vacinas necessarias por um

determinado periodo de tempo para a area onde atuam (Figura 6).

Figura 6: Fluxograma da distribuicdo e conservacédo dos lotes da vacina febre amarela (atenuada)
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1.5.3 Situacéao atual da vacina febre amarela (atenuada) no Brasil

Bio-Manguinhos é reconhecido internacionalmente como fabricante da vacina
febre amarela (atenuada). Desde 1937, as preparacfes vacinais sdo obtidas em
seus laboratérios a partir da cepa atenuada 17DD do virus da febre amarela

(atenuada), cultivada em ovos embrionados de galinha livres de agentes
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patogénicos, de acordo com as normas estabelecidas pela OMS (BIO-
MANGUINHOS, 2002).

As vacinas produzidas em BM tém a sua qualidade garantida por um
processo produtivo onde cada etapa € monitorada segundo as regras do mais
atualizado sistema de garantia da qualidade, de forma a garantir a rastreabilidade
dos resultados de cada acéo (BIO-MANGUINHOS, 2002).

No Laboratorio de Controle Microbioldgico, a vacina febre amarela (atenuada)
€ submetida aos testes de Endotoxina (LAL), Ovoalbumina, Esterilidade, Poténcia,
Termoestabilidade, Identidade, perda do titulo na termoestabilidade e estudo de
estabilidade (DIAS, 2003).

Atualmente a vacina febre amarela (atenuada) é fornecida nas apresentacoes

de 5 e 10 doses para assegurar o atendimento da demanda nacional e internacional.

1.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Estabilidade é a capacidade de o produto de manter suas propriedades
guimicas, fisicas, bioldégicas e microbiolégicas dentro dos limites especificados
durante seu prazo de validade. A estabilidade das vacinas tem um grande impacto
no sucesso dos programas de imunizacdo em todo o mundo. Portanto, a avaliacao
da estabilidade é um ponto chave para garantir a qualidade e eficacia de todos os
produtos farmacéuticos, em especial as vacinas (WHO, 2006a).

Os estudos de estabilidade sdo realizados com a finalidade de fornecer
evidéncias de como a qualidade do produto em questdo varia com o tempo (ICH
2003). Historicamente, os testes de estabilidade das vacinas eram baseados
somente na sensibilidade destes produtos a temperatura (JADHAV et al., 2009).
Atualmente, a influéncia de outros fatores ambientais como umidade e luz, também
pode ser avaliada. Além disso, os fatores relacionados ao proprio produto, como as
propriedades fisicas e quimicas das substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica, composicéo, processo de fabricagao, tipo e propriedades dos
materiais de embalagem, também devem ser considerados na avaliacéo final (ICH,
2003 ; BRASIL, 2005a).

Os estudos de estabilidade podem ser divididos em prazo de validade
provisorio (teste de estabilidade acelerado), prazo de validade definitivo (teste de

estabilidade de longa duracéo), periodo de utilizacdo (teste de estabilidade de longa
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duracdo) e estabilidade de acompanhamento (teste de estabilidade de longa
duracao) (ICH, 1995, BRASIL, 2005a ; WHO, 2006a).

1.6.1 Histdrico da estabilidade da vacina febre amarela (atenuada)

Ha anos, numerosos estudos demonstraram pouca estabilidade das vacinas
febre amarela (atenuada) preparada sem estabilizadores, perdendo sua atividade
quando armazenada a - 20 °C ou + 5 °C por seis meses, deterioram-se muito
rapidamente a altas temperaturas (LOPES, 1987; LOPES, 1988; ISHAK, 1990;
SOOD, 1993).

Visando resolver e/ou evitar o problema da perda da poténcia das vacinas,
varios fabricantes tém introduzido vacinas com estabilidade acentuada. Meios como
a lactose, sorbitol, histidina e alanina, gelatina hidrolizada, entre outros, tém
promovido consideravelmente a estabilidade ao calor da vacina liofilizada 17D,
demonstrando com isso, que vacinas estabilizadas podem ser usadas com mais
seguranca em diferentes condicdes ambientais (LOPES, 1987; LOPES, 1988;
ISHAK, 1990; SOOD, 1993).

A introdugéo de estabilizadores melhorou consideravelmente a estabilidade
térmica das vacinas liofilizadas. Contudo, existem declinios similares na titulagem
gquando a vacina estabilizada € mantida continuamente a 37 °C e quando é
submetida alternadamente a 37 °C e 4 °C (WHO, 2006a).

Como norma estabelecida pela WHO, a vacina contra a febre amarela
(atenuada) apds os testes de termoestabilidade (37 °C por 2 semanas) deve reter
um titulo de 1000 LDso (teste em camundongos) e a perda do titulo da vacina
estocada - 20 °C ou 2 - 8 °C, comparada ao da termoestabilidade (37 °C por 2
semanas), nao deve ser maior que 1 logio.

Cada produtor deve estabelecer uma relacdo entre as metodologias LDsp e
UFP. Nesse sentido, estudos internos (dados nao apresentados) demonstraram que
0,73 logl0 a diferenga entre as duas metodologias. Assim, as vacinas de febre
amarela produzidas em BM, ap0s os testes de termoestabilidade, devem reter um
titulo = 3,73 log 10 UFP por dose humana (DH).

Segundo normas, na estabilidade do produto acabado (vacina), aléem de
estudos da avaliagdo de campo como: pré-clinicos e clinicos, e laboratoriais como:
analises fisicas, quimicas e microbiolégicas, o produto deve ser testado quando



25

reconstituido e o nivel de degradacdo (perda de poténcia) quando armazenado as
temperaturas de 2 °- 8 °C e — 20 °C pelo prazo de 36 meses (WHO, 2006a).

Os estudos de estabilidade s&o itens imprescindiveis no registro de produtos
biolégicos e também fazem parte das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). A
legislacdo nacional existente que trata deste assunto é a RE 1/2005, que publicou o
guia para a realizacdo de estudos de estabilidade (BRASIL, 2005a) e que revogou a
RE 398/2004.

1.7 JUSTIFICATIVA

As vacinas produzidas em BM tém a sua qualidade garantida por um
processo produtivo onde cada etapa € monitorada segundo as regras do mais
atualizado sistema de garantia da qualidade, de forma a garantir a rastreabilidade
dos resultados de cada acéo (BIO-MANGUINHOS, 2002).

Nesse panorama, o Controle da Qualidade esta inserido como uma atividade
essencial em BM, onde assegura que seus produtos estejam de acordo com 0s
padrdes internacionais estabelecidos. O Departamento de Qualidade é composto
por Laboratérios que analisam os produtos de acordo com as exigéncias
preconizadas pelas Agéncias Regulatérias como ANVISA e OMS.

Segundo recomendacgfes da OMS, a vacina febre amarela (atenuada) apos
sua reconstituicdo, deve ser conservada em banho de gelo (temperatura proxima de
0 °C) utilizada dentro de seis horas, e em seguida descartada. O presente estudo de
estabilidade tem como finalidade verificar a estabilidade da vacina febre amarela
(atenuada), apdés a sua reconstituicdo. Este estudo ira fornecer informacgdes
necessarias para os postos de saude, quanto ao tempo de utilizagdo da vacina, apés
a sua reconstituicdo, sem que a mesma perca a sua capacidade de imunizar o
individuo (BIO-MANGUINHOS, 2004; WHO, 2006).



26

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a consisténcia da producédo da vacina de febre amarela (atenuada) em
BM através do estudo de estabilidade do produto apds sua reconstituicdo para uso
dos postos de saude.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

« Avaliar a poténcia da vacina febre amarela (atenuada) em periodos de 3, 6 e

8 horas apds reconstituicdo sob temperaturas de 2 - 8 °C, 25 °C e 37 °C.
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3 METODOLOGIA

3.1 PLANO DE AMOSTRAGEM E LOTES DE VACINA UTILIZADOS NO ESTUDO

A figura 7 demonstra os 3 lotes de vacina febre amarela (atenuada) 5 doses
(VFA) e os 3 lotes de vacina febre amarela (atenuada) 10 doses (VFC) utilizados no
estudo. Trés frascos de cada lote foram utilizados para obtencdo das médias dos

titulos nos respectivos tempo/temperatura.

Figura 7: Esquema para realizacdo do estudo.

Tempo (horas) da realizacédo do teste ap0s a reconst ituicdo
Lotes

TO T3 T6 T8

VFA | 093VFA023Z
5 096VFA035Z Temperaturas avaliadas (C)
doses | 096VFAQ37Z
VFC | 096VFA011Z
10 096VFAO012Z7
doses | 096VFA013Z

2-8 | 2-8 25 37 2-8 25 37 2-8 25 37

VFA= vacina febre amarela (atenuada) 5 doses; VFC= vacina febre amarela (atenuada) 10 doses;
TO= Vacina titulada logo apés reconstituicdo; T3= Vacina titulada 3 horas apés reconstituicdo; T6=
Vacina titulada 6 horas apés reconstituicdo; T8= Vacina titulada 8 horas apés reconstituicao.

3.2 CULTURA DE CELULAS

A metodologia de Unidade Formadora de Placas (UFP) para determinacdo da
concentracéao viral (WHO, 2006) foi realizada utilizando cultura de células Vero (rim
de macaco verde africano — origem American Type Culture Collection-ATCC).

As células foram dispersas com uma solucéo de tripsina-EDTA, e em seguida
ressuspensas em Meio 199 Eagle Earle’s (Sigma®), 5% de soro fetal bovino
(Invitrogen), 5% de NaHCO3 4,4% e 0,1% de sulfato de gentamicina 80 mg, de modo
a conter uma concentracdo final de 3,0 x 10° células/mL, para utilizacdo em 24
horas. Um volume de 3,0 mL desta suspensao celular foi distribuido em cada orificio
de uma placa, para cultivo celular, de 6 orificios (35 mm de diametro/orificio). As
placas foram incubadas numa temperatura de 37 °C, em atmosfera de 5% de CO, e

umidade relativa de 95%.
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3.2.1 Reconstituicao da vacina

O diluente que acompanha cada apresentacdo da vacina febre amarela
(atenuada) (agua para injetaveis para 5 e 10 doses) deve estar entre 2 °C e 8 °C.
Para a reconstituicdo da vacina, juntar lentamente, com auxilio de uma seringa e
agulha estéreis, o volume do diluente gelado (2,5 mL para 5 doses, 5 mL para 10
doses) ao frasco de cada vacina liofilizada. O frasco da vacina deve ser agitado
suavemente para evitar a formagao de espuma, de maneira a obter uma suspenséo

uniforme.
3.2.2 Diluicao das amostras de vacinas

A diluicdo da vacina reconstituida foi realizada através de diluicdo seriada
(fator 4) em tubo de hemolise contendo 1,5 mL de meio-199, conforme disposi¢cao na

tabela 1.

Tabela 1: Esquema utilizado para diluicdo das amostras de vacina febre amarela (atenuada) para a
realizacéo do teste de poténcia.

Volume (vacina) Diluente* Diluicédo
0,5mL 1,5mL 1:4
0,5mL de 1:4 1,5mL 1:16
0,5mL de 1:16 1,5mL 1.64
0,5mL de 1:64 1,5mL 1:256
0,5 mL de 1:256 1,5mL 1:1024
0,5 mL de 1:1024 1,5mL 1:4096

*diluente: Meio-199 + 5% de SFB

Uma aliquota de 0,5 mL da vacina reconstituida foi adicionada ao primeiro
tubo de hemdlise contendo 1,5 mL (meio de diluicdo). Ap6s homogeneizagcdo e
trocar a ponteira, foi retirado 0,5 mL dessa primeira diluicdo e adicionado ao
segundo tubo. O procedimento foi repetido até ao ultimo tubo de cada fila.
Nota: O processo foi realizado em cabine de seguranca biologica-CSB; os tubos
foram mantidos em banho de gelo; troca de ponteira foi realizada a cada dilui¢ao;
uma vacina de febre amarela (material de referéncia — MR) foi utilizada para controle

do teste em cada ensaio.
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3.2.3 Inoculagéo e incubacéo das placas de 6 orificios com células Vero

As placas contendo monocamada confluente de células Vero foram
numeradas em ordem crescente e devidamente identificadas (niUmero da passagem,
data de preparo, diluicdo utilizada, nimero do lote e frasco da vacina em estudo).

No momento do teste, o0 meio-199 das células Vero foi aspirado dos orificios
das placas e uma aliquota de 0,2 mL da vacina previamente diluida (1:4, 1:16, 1:64,
1:256, 1:1024 e 4096) em meio-199 (para dilui¢cdo), foi inoculado em cada 3 orificios
da placa por diluicdo. Apos adsorcdo de 1 hora em estufa a 37 °C com 5% CO,
(homogeneizado a cada 15 minutos), o indculo foi aspirado e 3 mL de overlay de
Carboximetilcelulose a 3% foi adicionado em cada orificio da placa.

As placas foram incubadas em estufa a 38 °C com 5% de CO, durante 7 dias.
A vacina de referéncia (VR) e uma placa de controle de células — CC (meio-199

como indculo) foram utilizadas simultaneamente para controle dos testes.

3.2.4 Determinacdo do numero de UFP

ApOs os 7 dias de incubacéo, as células foram fixadas com 2% de formaldeido
por 1 hora e coradas com solucdo de cristal violeta a 0,1% por 10 minutos. Os
plagues contados (com auxilio de negatoscépio) em cada diluicdo foram
multiplicados pelo fator de diluicdo. Os resultados foram expressos em log;o UFP/DH.
Nota: Como normas do procedimento interno, foram consideradas as diluicbes que

apresentaram entre 10 e 60 UFP.
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4 RESULTADOS

Os resultados apresentados (Figura 8), correspondem a média dos 3 frascos
utilizados em cada teste de poténcia com os lotes de vacina febre amarela
(atenuada) 17 DD produzidos durante o ano de 2009 e mantidos a 2 - 8 °C .

As denominacgdes TO, T3, T6 e T8, referem-se aos periodos (horas) em que
os testes foram realizados, totalizando 4 momentos, apds a reconstituicdo dos
frascos contendo a vacina liofilizada.

Os titulos nos testes em TO (momento logo apos reconstituicdo) nos 6 lotes
analisados (3 lotes VFA= 093VFA023Z, 096VFA035Z e 096VFA037Z e 3 lotes VFC=
096VFC011Z, 096VFC012Z e 096VFC013Z) apresentaram resultados homogéneos,
com pouca variacao e dentro da especificagdo, quando comparados ao momento da
liberacdo do lote comercial (Figura 8).

A vacina (MR), estocada a — 20 °C, utilizada como controle nos testes de
poténcia dos 3 lotes VFA e 3 lotes VFC, demonstrou consideravel consisténcia de
titulos obtidos nos 4 momentos (TO, T3, T6 e T8).

Os resultados demonstraram consisténcias, com pouca ou nenhuma perda
dos titulos nos lotes das vacinas VFA e VFC ap0s reconstituicdo e mantidos em
temperatura de 2 °C — 8 °C e 25 °C até o momento T8. No entanto, o lote VFC
012Z apresentou uma perda de 0,47 log de 10 em T8/25°C.

Embora o lote 096VFC012Z em questdo tenha apresentado uma perda
maior, 0,47 log 10, em relacdo ao TO, o lote manteve um titulo de 4,62 log 10
UFP/DH em T8/25 °C, ou seja, bem acima do minimo exigido pelo produtor que é
de 3,73 log 10 UFP/DH.

Os testes com os lotes submetidos a 37 °C apresentaram perda gradativa de
titulos em T3 e T6, e apenas os lotes VFA 037Z e o VFC 013Z apresentaram
titulos 4,0 e 4,11 log 10 UFP/DH, respectivamente, acima do minimo (3,73 log 10
UFP/DH), no entanto, os respectivos lotes, juntamente com os demais em estudo,
apresentaram queda acentuada apés T3/37°C, deixando bem claro, com isso, a
extrema sensibilidade das vacinas reconstituidas mantidas em temperaturas 37 C

e tempo prolongado.



Figura 8: Titulos da vacina febre amarela (atenuada) apés reconstituicéo.
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— " o 8 o — Titulos da Vacina contra Febre Amarela Apds Reconiticéo
EO oS s g 9,§ 29 o Resultados em log 10 UFP/DH
@’5« %g §§§$ ggg TO T3 T6 T8
&< S|FSg21 25 %g %g 25°C | 37°C | 2-8°C| 25°C | 37°C | 2-8°C| 25°C | 37°C
04 Frasc | 5,03 | 5,08 | 5,10 | 4,01 | 5,28 | 524 | 2,60 | 530 | 5,32
N :'7,::" o] 5,12 | 5,10 | 5,15 | 3,92 | 525 | 529 | 245 | 5,37 | 527 i
Q Frasc | 5,09 | 5,00| 512 | 3,97 | 525 | 526 | 2,30 | 525 | 532
% o] 5,08 | 506 | 5,12 | 3,97 | 523 | 526 | 2,45 | 531 | 5,30
2 o Frasc
S | =2 0
N Médi
a
O Frasc | 5,15 | 5,33 | 529 | 498 | 555 | 541 | 3,20 | 558 | 5,09
N :’,;g. (o] 5,21 | 5,17| 519 | 499 | 537 | 540 | 3,10 | 5,63 | 5,25 i
0 Frasc | 5,21 | 5,27 | 536 | 499 | 544 | 516 | 3,99 | 567 | 532
2 (o] 5,19 | 5,26 | 528 | 499 | 545 | 532 | 3,40 | 5,63 | 5,22
& S o Frasc
> § 395 0
N Médi
a
O o Frasc | 5,10 | 5,20 | 5,37 | 5,16 | 5,65 | 526 | 4,10 | 549 | 543
N :,;g. o] 5,20 | 5,26 | 5,07 | 5,16 | 565 | 535 | 3,90 | 553 | 558 i
5 Frasc | 5,26 | 5,21 | 528 | 514 | 544 | 530 | 4,00 | 565 | 562
< 0 5,19 | 5,22 | 524 | 516 | 558 | 530 | 4,00 | 556 | 554
= | Frasc
g | a8 0
U Médi
a
MR (Ref. Interno) 5,0 5,0 5,05 511
0w Frasc
T 0 4,68
< @ Frasc | 4.80 4’6 502 | 473 | 4,78 | 502 | 3,05 | 512 | 514
3 (o] 4,86 4 517 | 468 | 466 | 493 | 3,08 | 486 | 4,85
5 | e Frasc| 467 | ,7c| 493 | 4,63 | 484 | 481 | 276 | 495 | 500 | -
3 o~ (o] 478 | 7~ | 504 | 468 | 4,76 | 492 | 2,96 | 498 | 5,03
o - 4,69
Médi
a
Om Frasc | 5,17 | 5,18 | 493 | 4,18 | 510 | 452 | 2,61 | 513 | 4,59
N :’,;g. (o] 5,02 | 5,10| 464 | 436 | 506 | 451 | 268 | 511 | 4,58 i
S Frasc | 509 | 5,01 | 481 | 449 | 503 | 446 | 245 | 516 | 4,69
Q § 0 509 | 510| 4,79 | 434 | 506 | 450 | 258 | 513 | 4,62
> > %) Frasc
8 - o)
N Médi
a
O o Frasc | 5,11 | 5,21 | 5,16 | 4,74 | 528 | 507 | 4,24 | 543 | 5,12
N ,‘i':r. (o] 5,19 | 5,23 | 503 | 4,47 | 511 | 4,86 | 3,80 | 527 | 519 i
o |7 Frasc | 5.36 | 520 | 521 | 4,89 | 512 | 4,89 | 428 | 539 | 508
3 (o] 522 | 5,22 | 513 | 4,70 | 5,17 | 494 | 4,11 | 5,36 | 5,12
= | o Frasc
S | %8 0
N Médi
a
MR (Ref. Interno) 5,05 4,89 5,02 5,15
MR (Material de referéncia interno); - = N&o apresentou plaques no ensaio; TO, T3, T6 e T8 = Tempo

em que as vacinas foram tituladas apés a reconstituicao.
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Para avaliacdo de dados de estabilidade e sugerida pela FDA, inclui analise
de covariancia (ANCOVA) e regressao linear. A ANCOVA é utilizada para testar se
as retas a serem ajustadas para descrever a tendéncia dos lotes apresentam
diferencas significativas entre as inclinagbes e os interceptos. O nivel de
significancia a ser usado é a = 0,25, conforme sugestdo do guia do FDA, pela
pequena quantidade de lotes usada em estudos de estabilidade, o que torna o poder
do teste relativamente baixo.

De acordo com os resultados obtidos na ANCOVA, trés possibilidades de
modelagem da tendéncia foram observadas:
» Diferenca significativa entre inclinacdes — trés retas concorrentes;
» Diferenca significativa entre interceptos, mas sem diferenca significativa entre
inclinagbes — trés retas paralelas;
» Sem diferenca significativa tanto para inclinagdes quanto para interceptos — reta

Unica.

O intervalo de 95% de confianca (IC95%) unilateral para a média foi empregado
para avaliar se os resultados estdo em um nivel aceitavel em relacdo ao limite de
especificacdo. O prazo de validade é estimado como o tempo onde ocorre o
intercepto entre o IC95% e o limite de especificagdo. Uma abordagem mais
interessante envolveu também o uso do intervalo preditivo 95% (IP95%), envolvendo
o erro do modelo ajustado e o erro possivel de outras observacdes (dentro do
periodo de estudo).

Os graficos 1-10 (figuras 9 e 10) abaixo foram obtidos utilizando o programa R
versao 2.11.1 (2010-05-31), The R Foundation for Statistical Computing, conforme
titulos de VFA e VFC da figura 8.
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Figura 9: Andlise estatistica dos lotes de VFA.
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Figura 10: Andlise estatistica dos lotes de VFC
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Na avaliacdo dos resultados VFA poés-reconstituicdo mantidos a 2 — 8 °C
pode-se notar que até 8 horas a poténcia € crescente, de maneira aproximadamente
linear (Grafico 1).

Pela ANCOVA, as inclinacdes nao apresentaram diferenca significativa
(p=0,376) e os interceptos apresentaram diferenca significativa (p=0,012). Desta
forma, a modelagem apresentou trés retas paralelas (Grafico 2). As estimativas dos
coeficientes do modelo e seus erros-padrao estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Estimativa dos coeficientes e erros-padrao dos resultados de VFA pés-reconstituicao
mantidasa2 -8 €

Estimativa Erro-padréo p-valor
Intercepto (lote VFA 023Z7) 4,9695 0,0508 < 0,001
Diferenca lote VFA 035Z em relacao ao VFA 023Z 0,2125 0,05584 0,005
Diferenca lote VFA 037Z em relacao ao VFA 023Z 0,2175 0,05584 0,004
Inclinacéo 0,0472 0,0075 < 0,001

O lote 093VFA023Z (Gréfico 2) é o que apresenta menor nivel médio de
poténcia entre os trés, mas ainda assim apresenta resultados bem acima do limite
de especificacdo (3,73 logioPFU/dose). Os intervalos de confianga e preditivo
passam bem longe do limite de especificacdo, dando suporte estatistico ao fato de
que, até o tempo 8 horas, o produto mantém uma poténcia dentro das
especificacoes.

Os trés lotes VFA mantidos a 25 °C (Gréafico 3) apresentaram diferenca significativa
entre inclinagdes (p=0,166) e também diferenca significativa entre interceptos
(p=0,088). As estimativas dos coeficientes do modelo e seus erros-padrdo estédo

descritos na tabela 3.

Tabela 3: Estimativa dos coeficientes e erros-padrao dos resultados de VFA pos-reconstituicao
mantidas a 25 C.

Estimativa Erro-padréo p-valor
Intercepto (VFA 0232) 5,0639 0,056676 < 0,001
Diferenca lote VFA 035Z em relacdo ao VFA 0237 0,1622 0,080152 0,089
Diferenca lote VFA 037Z em relacdo ao VFA 0237 0,0867 0,080152 0,321
Inclinagdo (VFA 0232) 0,0297 0,010857 0,034
Diferenca inclinacéo lote VFA 035Z em relac&o ao VFA 237 —0,0235 0,015354 0,177

Diferenca inclinacéo lote VFA 037Z em relacdo ao VFA 023Z 0,0096 0,015354 0,555
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Os intervalos de confianca e preditivo sdo construidos com base no lote que
apresenta os resultados menos favoraveis, que no caso € o lote VFA 035Z, pois,
além de apresentar a menor inclinagéo, no tempo 8 horas este € o que apresenta a
reta em uma posi¢cao mais proxima do limite de especificacdo (Gréfico 4).

J& a avaliacdo dos resultados de VFA mantidos a 37 °C (Grafico 5), os titulos
apresentam gueda forte e instavel a 37 °C, e ja caem abaixo da especificacdo antes
de 6 horas, logo néo se recomenda o uso do produto sob esta condic&o de uso.

Os lotes de VFC mantidos a 2 — 8 °C (Grafico 6 e 7) ndo apresentaram
diferenca significativa entre inclinagcbes (p=0,630), no entanto, apresentaram
diferencas significativas entre interceptos (p=0,001). Nesse caso, 0 modelo usado foi
de 3 retas paralelas (Grafico 7). As estimativas dos coeficientes do modelo e seus
erros-padréo estao descritos na tabela 4

Tabela 4: Estimativa dos coeficientes e erros-padrdo dos resultados de VFC pds-reconstituicao
mantidas a2 — 8 C.

Estimativa Erro-padréo p-valor
Intercepto (lote VFC 011Z7) 4,7505 0,0521 <0,001
Diferenca lote VFC 012Z em relacdo ao VFC 011Z 0,2925 0,0573 <0,001
Diferenca lote VFC 013Z em relagéo ao VFC 011Z 0,44 0,0573 <0,001
Inclinacéo 0,0122 0,0077 0,151

Na avaliacdo dos resultados VFC mantidos a 25 °C, diferenca significativa entre
inclinacdes (p=0,052) e significativa entre interceptos (p=0,017), foram observadas
(Grafico 8). As estimativas dos coeficientes do modelo e seus erros-padrao estdo
descritos na tabela 5.

Tabela 5: Estimativa dos coeficientes e erros-padrdo dos resultados de VFC pos-reconstituicdo
mantidas a 25 C.

Estimativa  Erro-padrdo p-valor

Intercepto (VFC 0112) 4,8433 0,1038 < 0,001
Diferenca lote VFC012Z em relagédo ao VFC 011Z 0,1865 0,1468 0,251
Diferenca lote VFC 013Z em relagdo ao VFC 0117 0,3417 0,1468 0,056
Inclinagao (VFC 0112) 0,0233 0,0199 0,285
Diferenca inclinagc&o lote VFC 012Z em relacdo ao VFC 0117 —0,0892 0,0281 0,019
Diferenca inclinacéo lote VFC 013Z em relacédo ao VFC 011Z —0,0438 0,0281 0,170

O pior lote nesse caso foi o lote VFC 012Z, como se percebe prontamente
pelo grafico 9. Mas este lote ainda apresenta resultados satisfatérios em relagcéo ao
limite de especificacéo.

Os resultados de VFC mantidos a 37 °C (Grafico 10), apresentaram

similaridade aos resultados de VFA (Gréafico 5), com queda de titulos em 6 horas
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apos reconstituicdo, logo ndo se recomenda o uso do produto sob esta condi¢éo de

uso.
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5 DISCUSSAO

Os estudos de estabilidade permitem indicar o prazo de validade de um
produto, além das condicbes ideais de armazenamento e de uso e sao
imprescindiveis para garantir eficacia e seguranca. Além disso, segundo a RDC
315/2005 (BRASIL, 2005b) e a RDC 55/2010 (BRASIL, 2010), o relatorio de estudos
de estabilidade é um dos documentos indispensaveis que compdem o processo de
registro do produto junto a ANVISA.

A estabilidade das vacinas utilizando diferentes estabilizadores, destacando a
lactose, sorbitol, histidina e alanina, gelatina hidrolizada, entre outros, sdo de grande
importancia para os produtores evitando maiores perdas de poténcia nos preparados
vacinais mesmo quando armazenada a — 20 °C (LOPES, 1987; LOPES, 1988;
ISHAK, 1990; SOOD, 1993; WHO, 2006).

Segundo o produtor, a vacina apés reconstituicdo deve ser mantida
refrigerada, a temperaturas comprovadamente entre + 2 °C e + 8 °C, conservada em
banho de gelo ou gelo reciclavel e ser utilizada dentro de 6 horas, adotando
também, cuidados que evitem a sua contaminagao.

Andlises de resultados dos lotes de vacina de febre amarela 5 doses e de 10
doses demonstram o comportamento com titulos bastante satisfatérios em todos os
momentos analisados nas temperaturas de 2 — 8 °C e 25 °C. No entanto, o rapido
decréscimo de titulo a 37 °C em todos os lotes serve como alerta para que a vacina
apos reconstituicdo ndo deve ser mantida na respectiva condicao.

Bio-Manguinhos obteve crescentes melhorias na estabilidade das vacinas de
febre amarela (atenuada) através da combinacdo de diferentes estabilizadores e
ajustes no ciclo de liofilizacéo.

Estudos de dose-resposta (dose minima suficiente para imunizacao
individual) e a purificagcdo da vacina com sulfato de protamina sao propostas de
BM para minimizar os raros casos de efeitos adversos causados pela vacinagéao e a
purificacdo do produto, respectivamente. Todos 0s projetos seguem conforme
normas e recomendacdes WHO e ANVISA e tem foco na qualidade e custo do
produto.

Embora seja necesséaria a implementacdo de mais ensaios envolvendo um
namero maior de lotes/frascos, acompanhados dos testes de esterilidade (nado

avaliados no presente estudo) em condi¢Bes idénticas aos testes de poténcia em
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guestdo (tempo e temperatura), verificou-se que as vacinas se mantém em
condicBes de uso por até 8 horas se mantidas em temperatura de até 25 C.

Nesse mesmo sentido, a consisténcia dos titulos dos lotes de VFA e VFC
apos reconstituicdo, demostrados nesse estudo, serve como estimulo para novos
estudos para confirmagdes dos dados, 0s quais servirdo como proposta tanto para
extensdo do periodo de validade da vacina de 6 para 8 horas, quanto de sua

condicdo de armazenamento apos reconstituicao.
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6 CONCLUSAO

A analise e avaliacdo do estudo de estabilidade com diferentes lotes da
vacina febre amarela (atenuada) sugerem que a poténcia do imunizante mantem-se
estavel apos reconstituicdo mesmo quando mantido a temperaturas 2 — 8 T e 25 °C
por até 8 horas.

Os testes com os lotes submetidos a 37 °C apresentaram perda de titulos a
partir do tempo T3, mostrando com isso a extrema sensibilidade das vacinas apoés
reconstituicdo mantidas fora das condi¢es estabelecidas pelo produtor.

Embora o teste de esterilidade n&o tenha sido realizado no estudo, os
resultados de poténcia obtidos nos lotes VFA e VFC sugerem continuidade do
estudo visando a extensao do periodo de validade do produto apés reconstituicdo de
6 para 8 horas, como também a recomendacao opcional da temperatura de 2 °C — 8

°C ou ambiente de 25 °C.
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