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RESUMO
A COVID-19 é uma doenca infecciosa causada pelo Coronavirus da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) cujos primeiros casos foram descobertos
na cidade de Wuhan (China) em dezembro de 2019. De acordo com o relatorio da
OMS, foi estimado que, até 10 de janeiro de 2023, ocorreram mais de 660 milhdes de
casos confirmados e mais de 6 milhdées de mortes por COVID-19 no mundo.
Atualmente, a forma mais eficaz de prevencdo a doencga e desenvolvimento de
sintomas graves é a vacinac¢ao. No Brasil a Fiocruz em parceria com a Universidade
de Oxford/AstraZeneca produza vacinarecombinante AZD-1222, que é composta por
material genético encapsulado em um virus projetado (adenovirus recombinante de
chimpanzé) a fim de transportar esse material genético para as células hospedeiras,
que expressarao a proteina S. O ensaio de determinagdo da poténcia da vacina
recombinante contra COVID-19 (AZD-1222) é realizado através da infectividade de
células HEK-293 com a vacina COVID-19 recombinante. Para monitorar e
acompanhar o desempenho de um processo de sdo utilizados graficos de controle.
Estes graficos, por meio de calculos estatisticos, estabelecem os limites de controle
das caracteristicas da vacina de referéncia a ser controlada utilizando a média e o
desvio padrao calculados. A vacina de referéncia é analisada em paralelo com a
amostra teste como validagcdo obrigatoria do ensaio realizado. O objetivo deste
trabalho é elaborar um grafico controle da vacina de referéncia para utilizagdo nos
ensaiosde poténciada vacinacontra COVID-19, verificando pormeio desses graficos,
se o processo esta sob controle. O ensaio baseou-se em um teste in vitro através da
avaliacao do efeito de expressao do adenovirus celular, quantificando a infectividade
viral da vacina por marcacao de cromégenoliquidoque produz uma coloragao marrom
nas culturas de células de rim embrionario humano (HEK-293). O grafico controle foi
elaborado mediante a avaliacado de vinte resultados incluidos num grafico de controle,
por intermédio do software SPC-PC IV EXPLORER®, para estabelecer os limites
minimo e maximo de controle. Os mesmos foram realizados por dois analistas
diferentes e mostraram resultados de poténcia satisfatérios para ambos, ndo
observando desvios estatisticamente significativos. Alémdisso, os graficos de controle
nao apresentaram falhas nos testes de controle adotados, apresentando flutuacdes

dentro dos limites esperados para um produto biolégico.

Palavras-chave: Controle da Qualidade. Ensaio de poténcia. Vacinas. COVID-19.



ABSTRACT

COVID-19 is an infectious disease caused by the Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) whose first cases were discovered in the city of Wuhan
(China) in December 2019. According to WHO report, it was estimated that, as of
January 10th 2023, there were over 660 million confirmed cases and over 6 million
deaths from COVID-19 worldwide. Currently, the most effective form of prevention of
the disease and development of severe symptoms is vaccination. In Brazil, Fiocruzin
partnership with Oxford University and AstraZeneca produces the recombinant AZD-
1222 vaccine, which is composed of genetic material encapsulated in a designed virus
(recombinantchimpanzee adenovirus)in orderto transport that geneticmaterial to host
cells, which will express the S protein. The assay for determining the potency of the
recombinant COVID-19 vaccine (AZD-1222) is carried out through the infectivity of
HEK-293 cells with the recombinant COVID-19 vaccine. To monitor and follow up on
the performance of a measurement process, control charts are used. These charts,
through statistical calculations, determines the mean and standard deviation in order
to establishes control limits. The reference vaccine is analyzed in parallel with the test
sample as mandatory assay acceptance criteria . The objective of this work is to
elaborate a control chart of the reference vaccine for use in the potency assays of the
vaccine against COVID-19, checking through these charts, if the process is within the
calculated control limits. The assay is based on an in vitro test through the evaluation
of the adenovirus cellular expression effect, quantifying the viral infectivity of the
vaccine by liquid chromogen labeling that produces a brown coloration in cultures of
human embryonic kidney cells (HEK-293). The control chart was prepared by
evaluating 20 (twenty) results included in a trend analysis, through the SPC-PC IV
EXPLORER® software, to establish the minimum and maximum control limits. The
same were performed by two different analysts and showed satisfactory potency
results for both, not observing statistically significant deviations. Furthermore, the
potency values were under control, showing fluctuations within the expected limits for
a biological product evaluated by a biological assay.

Keywords: Quality Control. Potency assay. Vaccines. COVID-19.
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1INTRODUCAO

1.1 COVID-19

A COVID-19 é uma doenga infecciosa, altamente contagiosa, causada pelo
Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2, SARS-CoV-2, cujos primeiros
casos foram descobertos na cidade de Wuhan, China, em dezembro de 2019
(MURHEKAR et al., 2021). Desde entéo, se espalhou globalmente, onde mais de 200
paises tiveram relatos de casos da doencga, e em margo de 2020 sua distribuicao foi
declarada como pandemiapela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OMS, 2020a).

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples de sentido positivo,
envelopado e genoma de aproximadamente 30kb, pertencente a familia
Coronaviridae, conhecida por conter cepas virais que causam doengas em animais e
humanos variando de gravidade moderada a fatal (MOHAMMADPOUR et al., 2021).
Nos ultimos 20 anos o mundo testemunhou trés surtos de coronavirus: SARS
(sindrome respiratéria aguda grave, em 2003), MERS (sindrome respiratdria do
Oriente Médio, em 2012) e agora COVID-19, em 2019 (KASUGA et al., 2021). Devido
a recombinacgao genética homadloga causada pela alta transmisséo e persisténcia do
virus circulando na populagdo, uma diversidade genética € observada com o
surgimento de cepas variantes do SARS-CoV-2, o que representa um risco maior
para a saude publica global (CAO et al., 2022)

De janeiro de 2020 até o presente, estima-se que existam mais de 1.000
variantes identificadas do SARS-CoV-2 (OMS, 2023). Monitoradas e rastreadas pela
OMS, as variantes sdo catalogadas em duas categorias: Variantes de Interesse
(Variants of Interest — VOIs) e Variantes de Preocupagao (Variants of Concern —
VOCs) e sao avaliadas com base no risco representado a saude publica global. As
variantes de interesse estdo associadas as alteragdes genéticas que podem afetar a
capacidade de transmissao viral, gravidade da doencga, viruléncia e escape
imunoldgicodovirus. Ja as variantes de preocupacéo estdo associadas a importantes
alteragbes no risco a saude publicaglobal, pois, sdo variantes que adquiremmutacgdes
que permite vantagens sobre as variantes anteriores, por possuirem maior capacidade

de transmissdo, aumento da viruléncia e a escape imune as vacinas e terapias
disponiveis (OMS, 2022).
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A variante Omicron é atualmente a VOC responsavel por mais de 98% dos
casos de COVID-19 no mundo, circulando globalmente desde novembro de 2021 ja
originou mais de 200 tipos de sub variantes levando a adigdo de uma nova categoria
ao sistema de rastreio das variantes, a denominada "sub variantes Omicron sob
monitoramento" (OMS, 2023). O monitoramento das novas variantes € de extrema
importancia para atualizacdo das vacinas disponibilizadas a populacéo, dessa forma
as doses de reforgco tém sido recomendadas para manter os niveis de anticorpos
elevados nos vacinados, protegendo assim contra as cepas ja conhecidas e as novas
sub variantes encontradas (MORENS; TAUBENBERGER; FAUCI, 2022).

1.1.2 Estrutura do SARS-CoV-2

A estrutura viral do SARS-CoV-2 é constituida pelo material genético viral
envelopado e possui quatro proteinas estruturais principais, o que confere a particula
viral um formato esférico espiculado (Figura 1), que pode medir entre 50 € 200 nm
(XU et al. 2020).

Figura 1 - Estrutura do virus SARS-CoV-2.
Proteina Spike (S)

Proteina de Membrana (M)

Proteina de Envelope (E)

Proteina de Nucleocapsideo (N)

- Acido Ribonucleico (RNA)

Fonte: (Adaptado de NAQVI el at., 2020).

A glicoproteina S, também conhecida como proteina Spike, forma estruturas
denominadas espiculas com formato aparente de coroa, e sdo fundamentais para a
interacao virus-hospedeiro. A proteina de Membrana (M) esta aderida ao envelope
viral e é responsavel pela morfologia do virus, tem como papel central auxiliar na
montagem da particula viral, juntamente com a proteina de Envelope (E), que é
responsavel também pela liberagcédo das particulas virais (PAWLOS et al., 2021). Por

fim, a proteina do Nucleocapsideo (N) fornece suporte ao nucleocapsideo e possui a
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funcado de proteger o genoma viral, além de, auxiliar no brotamento viral e nos
processos de replicagdo do RNA viral e formacdo do RNA mensageiro (MRNA)
(CHUNG; THONE; KWON, 2021).

A interacdo virus-hospedeiro da-se, principalmente, pela via de endocitose
mediada por receptores. Esse processo € utilizado pelo SARS-CoV-2 para invadir
células humanas e € desencadeado quando os dominios de ligagao viral ligam-se aos
receptores da célula hospedeira (SUNGNAK et al., 2020). Uma das principais rotas
endociticas do SARS-CoV-2 é via receptores da enzima conversora de angiotensina
Il (ECA2), que se liga a proteina Spike do virus (PAWLOS et al., 2021).

O processo de fusdo da particula viral do SARS-CoV-2 as células hospedeiras
€ mediado por proteases celulares, em especial pela serina protease transmembrana
tipo 2 (TMPRSS2) presente na membrana das células hospedeiras, que s&o capazes
de ativara proteina Spike por meio da clivagem de sitios especificos. Apds a ativagao,
um peptideo de fusdo, localizado na porcdo N-terminal da subunidade S2 da proteina
S, insere-se na membrana plasmatica e proporciona a fusido da particula viral com a
membrana da célula (JACKSON et al., 2022).

1.1.3 Epidemiologia

A epidemia de SARS-CoV-2 modificou todo o cenariomundialemseusdiversos
aspectos, como o da saude, social e econémico. O elevado numero de infectados
sobrecarregou os sistemas da saude, interrompeu abruptamente o contato social, em
virtude das politicas de controle epidemioldgico (em especial o lockdown) e
desencadeou uma grande crise econémica global. De acordo com relatério da OMS,
até 10 de janeiro de 2023, foram mais de 660 milhdes de casos confirmados (Figura
2) e mais de 6 milhées de mortes por COVID-19 (Figura 3) no mundo (OMS, 2023a).
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Figura 2 - Distribuicdo de casos confirmados de COVID-19 no mundo, até dia 10 de
janeiro de 2023.

Casos totais

=5.000.000

500.001 - 5.000.000

50.001 - 500.000

5.001 - 50.000

1-5.000

Mao se aplica

Fonte: (Adaptado de OMS, 2023a).

Figura 3 - Distribuicdo de mortes confirmadas por COVID-19 no mundo, até dia 10 de
janeiro de 2023.

Mortes totais

I =500.000

50.001 - 500.000
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Segundo a OMS, o Brasil ocupa o quinto lugar em numero de casos
confirmados de COVID-19, atras apenas dos paises: Estados Unidos, que lidera o
ranking de mortes e infectados, seguido pelos paises, india, Franca e Alemanha
(OMS, 2023a). O primeiro caso confirmado de infecgdo de SARS-CoV-2 no Brasil,
ocorreu em 26 de fevereiro de 2020, em um paciente que retornava da Italia e desde
entdo o pais ja contabilizou mais de 36 milhdes de casos (GIOVANETTI et al., 2022).

A primeira morte no Brasil foi registrada em 17 de mar¢o de 2020. Quatro dias
depois, todos os estados brasileiros ja possuiam pelo menos um caso confirmado de
COVID-19 e o Ministério da Saude do Brasil declarou um surto de transmisséo
comunitaria em larga escala do virus (GIOVANETTI et al., 2022). Atualmente, o Brasil
€ 0 segundo pais com o maior numero de 6bitos registrados por COVID-19, ficando
atras apenas dos Estados Unidos (OMS, 2023a).

1.1.4 Sintomatologia da COVID-19

As manifestagdes clinicas da COVID-19 nao sido especificas, porém, sao
semelhantes a quadros de sindrome gripal que podem variar de doenca leve a muito
grave e até fulminante. As manifestagdes mais comuns sao: tosse, febre, dor de
garganta, dor de cabega, mialgia, anosmia, disgeusia, rinorreia. Sintomas
gastrointestinais como nauseas, diarreia e dor abdominal também sao relatados
(GANESH et al., 2021). Em casos graves o trato respiratorio € mais afetado, o que
pode ocasionar sintomas de dispneia e quadros de pneumonia. Ja o estagio critico €
caracterizado pelo acometimento sistémico, a insuficiéncia respiratoria grave resulta
em hipdxia sistémica grave e desencadeia uma série de complicagdes: como
arritmias, insuficiéncia cardiaca, coagulopatias, faléncia multipla de 6rgéos e pode
levar a morte (SALIAN et al.,2021).

Os pacientes classificados como grupos de risco possuem um ou mais fatores
de comorbidade. Multiplos fatores estdo associados ao mau prognéstico da doenca,
entre os quais destacam-se: individuos com mais de 60 anos; tabagismo; diabetes;
doenca cardiovascular, hipertensdo; individuos imunodeprimidos, como
transplantados e pacientes com cancer (GANESH et al., 2021; WU et al., 2020).
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Estudos relatam que uma parcela substancial dos pacientes recuperados da
COVID-19 aguda continuam a apresentar sintomas fisicos e psicoldgicos por até 6
meses apos a infecgdo, em alguns casos a persisténcia de sintomas pode chegar até
mesmo aos 12 meses (BALLERING et al.,2022; HAN et al.,2022). Os sintomas
residuais mais comuns apos a infeccao incluem fadiga (28%), dispneia (18%),
artromialgia (26%), depressao (23%), ansiedade (22%), perda de memoria (19%),
dificuldade de concentracao (18%), insénia (12%), anosmia/perda do olfato/disturbio
do olfato (6%) e ageusia/perda do paladar/disturbiodo paladar (4%) (HAN etal., 2022).

1.1.5 Transmissao

O SARS-CoV-2 é capaz de infectarindividuos de qualquer faixa etaria e pode
ser transmitido por contato direto com um individuo infectado ou por contato indireto
com goticulas respiratérias contaminadas presentes em ambientes. O periodo médio
de incubacao do virus é de 3 dias, podendo variar entre 2 a 14 dias (OMS, 2020).
Durante esse intervalo o individuo pode apresentar sintomas ou ser assintomatico, o
que gera uma grande preocupagdo, pois uma parcela significativa de casos de
COVID-19 sao de pacientes assintomaticos ou com sintomas leves inespecificos (HU;
HE; ZHANG, 2021).

A infeccao direta por SARS-CoV-2 acontece com o contato préximo (< 2
metros) entre individuos, onde goticulas contaminadas s&o expelidas pelo individuo
contaminado por meio de tosses, espirros ou fala e entram em contato com mucosas
suscetiveis, como boca, nariz ou olhos do individuo saudavel (KARIA et al., 2020). E
descrita como a via principal de contaminacéao, responsavel pela maior parte dos
casos de transmissao. Ja a transmissao indireta ocorre quandoum individuoentraem
contato com goticulas ou secregdes contaminadas presentes em superficies do
ambiente circundante. Embora néo seja alto, o risco de transmissdo por meios
diferentes do trato respiratério € possivel, foi observado que mulheres gravidas
infectadas pelo virus causador de COVID-19 podem infectar bebés por meio da
transmissao vertical intra uterina, além disso, foi detectada a presenca de particulas
virais infectantes em amostras de urina e fezes de pacientes contaminados (KHAN et
al., 2021).

1.1.6 Diagnéstico
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A apresentacéo clinica juntamente com os achados laboratoriais, exames de
radiologia e o histérico de exposicdo devem levantar suspeita de infecgdo por SARS -
CoV-2.No entanto, o diagndstico preciso deve ser feito utilizando exames de detecgao
viral em amostras clinicas do trato respiratorio. A presenga de SARS-CoV-2 pode ser
confirmada por meio da pesquisa de antigeno ou acido nucleico, com testes rapidos
e/ou teste laboratorial baseado em reagdo em cadeia da polimerase com transcricao
reversa (RT-PCR). Os testes rapidos chegaram como uma alternativa ao alto custo e
a grande demanda de testes de amplificacdo de acidos nucleicos, com a proposta de
ter um resultado em até 15 minutos e ser possivel de ser feito em casa pelo préprio
paciente,tornaram-se a ferramenta que facilitou odiagndstico precoce e, dentre outros
beneficios, contribuiram para prevencgéo da transmissao do virus (GANESH et al.,
2022; SALIAN et al.,2021).

Os testes soroldgicos de detecgdo de anticorpos, que medem a presencga de
imunoglobulinas (Ig) IgG (infecgédo passada) e IgM (infeccao atual/recente), também
podem ser realizados por meio de testes de deteccdo rapida e sdo recomendados
principalmente para atividade de vigilancia e monitoramento (OMS, 2020b;
UDUGAMA et al., 2020).

1.2 Vacinas
1.2.1 Vacinas contra COVID-19 no Brasil

A vacinagao contra a COVID-19 é a intervencédo mais eficaz para mitigar o
avanc¢o da pandemia visto que limita o desenvolvimento de novas variantes do SARS-
CoV-2 e garante imunidade para as cepas ja descobertas (OMS, 2022). Diversos
paises e empresas farmacéuticas trabalharam em conjunto para conter os impactos
da pandemia mediante a producao de vacinas seguras e eficazes contra COVID-19,
assim como, realizaram o monitoramento das vacinas disponibilizadas para uso
emergencial e registradas nos paises (OMS, 2022).

No Brasil o planejamento da vacinacéo nacional é orientado com base na Lei
n.° 12.401, de 28 de abril de 2011, que dispde sobre a assisténcia terapéutica e a

incorporacéo de tecnologia em satide no ambito do Sistema Unico de Satude (SUS)e
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Lei n.°6.360/1976 e normas sanitarias brasileiras, conforme RDC n.° 55/2010, RDC
n°® 348/2020 e RDC n.° 415/2020 que responsabiliza a Anvisa pela avaliacdo de
registros e licenciamento de todas as vacinas disponibilizadas no pais (BRASIL,
1976a; BRASIL, 2010; BRASIL, 2011;BRASIL, 2020; BRASIL, 2020a; BRASIL,
2020b).

No dia 17 janeiro de 2021 a Anvisa autorizou para uso emergencial as vacinas
Coronavac(Sinovac)e AstraZeneca AZD 1222 (Oxford/Astrazeneca/Serum Institute of
India/Bio-Manguinhos), e no dia 18 de janeiro teve inicio a Campanha Nacional de
Vacinacgao contra a Covid-19 no Brasil tendo os trabalhadores da saude, populagao
indigena e os idosos como grupos prioritarios. Ja em fevereiro de 2021 a Anvisa
concedeu o registro definitivo da vacina COMIRNATY® (Pfizer/Wyeth) no pais, e no
dia 12 de margo de 2021 foi aprovado o registro definitivo da vacina AstraZeneca
AZD1222  (Oxford/Astrazeneca/Serum Institute of India/Bio-Manguinhos).
Posteriormente, a quarta vacina contra COVID-19 foi autorizada para uso no pais, a
vacina Janssen foi autorizada para uso emergencial em margo de 2021 e em abril de
2022 obteve a aprovacéo do registro definitivo (ANVISA, 2022).

1.2.2 Plataformas Tecnoldgicas Das Vacinas

Na corrida pela produgao de uma vacina segura e eficaz contra a COVID-19,
as fabricantes farmacéuticas utilizaram diferentes plataformas tecnoldgicas no
desenvolvimento das vacinas, e embora algumas tecnologias sejam novas, todas
mostraram-se promissoras (SHARMA et al., 2020).

A seguirsao descritas as principais plataformas tecnoldgicas utilizadas para o

desenvolvimento das vacinas disponibilizadas no Brasil:

a) Vacinas de virus inativados — Conhecida por ser uma tecnologia classica de
producdo, as vacinas de virus inativados estdo disponiveis no mundo ha quase 70
anos, desde a criacdo do primeiro imunizante feito com essa plataforma, a vacina
contra poliomielite. A vacinainativada é constituida por virus cultivados em culturas
de células, que posteriormente sao inativados por procedimentos fisicos
(irradiacao,calor) ou substancias quimicas, tornando-se assim, uma vacina segura
dado que, os virus inativados perdem a capacidade de replicagdo. A producao da

vacina Coronavac (Sinovac) se fundamenta nessa tecnologia (MOURA et al.,2021).
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b) Vacinas de RNA mensageiro (mMRNA) — Composta por nanoparticulas lipidicas
transportadoras do segmento do RNA mensageiro do virus que contém instrucoes
para a produgao da proteina antigénica (proteina Spike), que sera capaz de estimular
a resposta imune especifica. Uma modalidade inovadora e promissora da industria de
vacinas que permite a producgao rapida de grandes volumes de vacina, assim como,
fornece uma vacinaseguranao infecciosa,incapazde se integrar ao material genético
humano. A producgao da vacina Comirnaty (Pfizer) se fundamenta nessa tecnologia
(MOURA et al.,2021).

c) Vacinas de vetores virais — Vacinas produzidas a partir de virus humanos ou
de outros animais, que podem ser replicantes ou ndo, e atuam como vetores de genes
que codificama producaode proteinas antigénicas.No caso da vacinacontra COVID-
19 a proteina selecionada para gerar uma resposta imunoldgica é a proteina Spike(S)
do SARS-CoV-2. O virus recombinante modificado de forma a ser inapto a causar
doengas, opera como condutordo material genético do antigeno capaz de estimular
uma resposta imune. A producdo das vacinas dos fabricantes
Oxford/Astrazeneca/Serum Institute of Indias/Bio-Manguinhos e Janssen se
fundamentam nessa tecnologia, portanto, a vacina contra COVID-19 AZD1222 é
produzida utilizando essa plataforma (MOURA et al.,2021).

1.2.3 Vacina COVID-19 AZD-1222

A vacina AZD1222 contra a COVID-19, desenvolvida pela AstraZeneca em
parceria com a Universidade de Oxford, e posteriormente produzida por Bio-
Manguinhos/Fiocruz,foiuma das primeiras vacinas disponiveis para comercializagao.
Em virtude de testes ja realizados em uma vacina similar contra o coronavirus
causadorda Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS) em 2019, os resultados
de segurancae a eficaciatestadas auxiliaramde forma expressiva o avancoe rapidez
das pesquisas clinicas relacionadas a vacinas virais recombinantes (LI et al, 2020).

A vacina é composta por vetor de adenovirus recombinante de chimpanzé,
deficiente para replicacdo (ChAdOx1), que expressa a glicoproteina SARS-CoV-2
spike(S). Produzido em células renais embrionarias humanas (HEK) 293

geneticamente modificadas. A proteina Spike(S) expressa é reconhecida pelas células
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e desencadeia uma resposta imune especifica, provocando assim, a geracao de
anticorpos e células T contra a SARS-CoV-2 (Figura 4) (GRIFONI et al., 2020).

Figura 4 - Mecanismo de agdo da vacina recombinante.
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Fonte: (Adaptado de Nature, 2020).

Sua administragdo é indicada somente para maiores de 18 anos, possui
esquema vacinal primario de duas doses de 0,5 ml cada com intervalo entre 4 e 12
semanas apos a primeira dose, com exceg¢ao dos individuos imunocomprometidos,
em que o esquemavacinal primario € composto portrés doses da vacina (OMS, 2022).

Possui permissao para ser aplicada como dose de reforgco, que tem como
objetivo restaurar a eficaciada vacinae deve ser administrada entre 4 e 6 meses apés
completar o esquema vacinal primario. As doses de reforgo s&do administradas a
populacdo vacinada que completou a série primaria quando, ao longo do tempo, a
imunidade e a protegc&do clinica ficam abaixo do nivel considerado suficiente para
aquela populagao (OMS, 2022).
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Em caso de gravidez, hipersensibilidade a qualquer componente da vacina,
disturbios de coagulagdo, trombose venosa e/ou arterial, ou Sindrome de
Extravasamento Capilar é contraindicada a administragcdo da vacina AZD-1222
(EMARY et al, 2021).

Estudos realizados em diversos paises apontam eficacia de 73% pelos trés
primeiros meses apos a vacinagao, alcangando maior eficacia quando fornecida com
intervalo de 12 semanas entre a primeira e a segunda dose, constatando assim, que
a producéo de anticorpos é significativamente maior napopulagdo com maior intervalo
entre doses (OMS, 2022). Resultados preliminares de um estudo, apontam que a
terceira dose da vacina AZD-1222 aumenta significativamente os niveis de anticorpos

neutralizantes contra a variante Omicron (ZHOU etal., 2021).

1.2.4 Cobertura vacinal e seu impacto na populagao

A vacinagao contra COVID-19 no Brasil, junto das medidas preventivas, tem
sido uma estratégia efetiva de mitigacdo da pandemia. A campanha nacional de
vacinagao contra COVID-19 iniciou em janeiro de 2021 de forma lenta e progressiva,
por consequéncia da falta de imunizantes e acomodac¢édo do inicio da vacinagao
(BRANDAO; CRISTALDO, 2021). Contudo, o inicio e avanco da vacinacdo da
populagao contra COVID-19, ocasionou uma queda acentuada no numero de casos

confirmados no ano de 2021 (Figura 5) e, principalmente, no numero de mortes por
COVID-19 (Figura 6).
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Figura 5 - Distribuicdo do numero de casos confirmados de COVID-19 e doses

aplicadas de vacinas contra COVID-19 mensalmente no Brasil.
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Figura 6 - Distribuicdo do numero de mortes confirmadas por COVID-19 e de doses
de vacinas aplicadas mensalmente no Brasil.
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Fonte: Our World in Data

O surgimento de variantes do SARS-CoV-2 limitou o sucesso das vacinas e da
imunidade natural,comono inicio do ano de 2021, onde se observa (Figura5) um pico
de casos ocasionado pela variante Gama, e o pico de casos no inicio do ano 2022,
causado pelo surgimento da variante Omicron (ZHOU et al., 2021).

Atualmente, a OMS estima que cerca de 87% da populagao brasileira esta
imunizada com pelo menos uma dose da vacinae 79% esta com o esquema vacinal
completo. De acordo com a OMS, até o dia 03 de dezembro de 2022, o total de doses
administradas no pais ja ultrapassou o numero de 490 milhées de aplicagbes (OMS,
2023). O Ministério da Saude estima que cerca de 30% das doses aplicadas no Brasil
tenham sido da vacina AZD-1222, produzida pela Universidade de
Oxford/AstraZeneca e Bio-Manguinhos/Fiocruz (Figura 7) (BRASIL, 2022a).
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Figura 7 - Porcentagem de doses de vacinacontra COVID-19, por produtor, aplicadas

no Brasil, até dezembro de 2022.
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Fonte: (BRASIL, 2022a).

O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial na aplicagado de doses de
vacinas, ficando atras apenas da China (3,4 bilhdes de vacinas), india (2,2 bilhées de
vacinas) e Estados Unidos (666 milhdes de vacinas) (Figura 8) (OMS, 2023).
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Figura 8 - Distribuicdo de doses totais aplicadas por habitantes, até dezembro de
2022.
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Fonte: (Adaptado de OMS, 2022).

Dados indicam que a campanha de vacinacao contribuiu para a queda de
mortes por COVID-19 na populagao idosa a partir de abril de 2021 (DOLBERTH; DEL
SENT; SCHMIDT, 2022). No entanto, apesar do inicio da imunizagao no Brasil o
numero de mortes diarias por COVID-19 permaneceu aumentando (VICTORA et al.,
2021). O impacto da vacinagdo na diminuicdo do numero de mortes diarias na
populacéo geral se deu somente 81 dias apds o inicio da campanha, isso se deve a
disponibilizagao de doses insuficiente e gradativa para a populagao, provocada pela
discrepanciaentre o fornecimentoe demanda de vacinas contra COVID-19 (ARAUJO;
FERNANDES, 2022).

Outro fator que dificultou oavangoda vacinacéo no Brasil foi a descrencasobre
a eficacia das vacinas contra COVID-19 e a onda de desconfianca na ciéncia que
emergiu em alguns paises, movimentos antivacina e negacionistas enfraquecerama
campanha de vacinagao no Brasil (HALLAL, 2021).

Embora a vacinagao contra COVID-19 tenhainiciadono Brasil em 18 de janeiro
de 2021, a soma desses fatores gerou um cenario de distorgdo social atrelado a

diminuicdo da confianga inerente a capacidade de imunizagdo das vacinas e
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popularizou o uso de tratamentos precoces sem eficacia comprovada contra COVID-
19 (FURLAN; CARAMELLI, 2021). A falta de campanhas nacionais de apoio a
vacinacao e informacdes corretas sobre a segurangada vacinainfluenciou ahesitagao

da populacgao sobre as vacinas e dificultou a cobertura vacinal.

1.3 Programa Nacional de Imunizagées - PNI

Em 1973, por determinagao do Ministério da Saude, foi elaborado o Programa
Nacional de Imunizagdes - PNI, legitimado pela Lei 6.259, de 30 de outubro de 1975,
e regulamentada pelo Decreto 78.231, de 12 de agosto de 1976 (BRASIL, 1976). O
PNI possibilitou a coordenacido da politica nacional de vacinagao da populacao
brasileira, de forma fundamental para assegurar a uniformidade do calendario vacinal,
introducao de novasvacinasimportantes, padronizagaotécnicade manejo e aplicagao
dos imunobiologicos, e permitiu a elaboragdo de estratégias de campanhas de
vacinagao que tiveram grande relevancia no controle de doencgas e eliminagao da
poliomielite, uma grande conquista do programa (SILVA JUNIOR, 2013).

Atualmente, o PNI garante, de forma gratuita, a oferta a populagéo 45 vacinas
diferentes disponiveis para proteger doengas como poliomielite, sarampo, rubéola,
caxumba, entre outras (BRASIL, 2022). Além disso, o programa assegura que as
vacinas ofertadas sejam seguras e eficazes para todos os grupos populacionais que
sao alvo de acgdes de imunizagdo, como criancgas, adolescentes, adultos, idosos e
indigenas (DOMINGUES et al., 2020; SILVA JUNIOR, 2013). Todos os lotes de
imunobioldgico sdao submetidos a analise no Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), 6rgéo responsavel pelo controle da qualidade desses
produtos no Brasil, principalmente, de vacinas distribuidas pelo PNI e pela liberagao
de lotes (BRASIL, 2008).

O PNI celebra uma histéria, de quase meia década, repleta de conquistas que
renderam reconhecimento e respeitabilidade da sociedade brasileira e internacional
se tornando assim, um programa de Saude Publicade referéncia (DOMINGUES et
al., 2013).



31

1.3.1 Controle da qualidade de vacinas

Um grande desafio na produgao de vacinas € o estabelecimento de padrées
de qualidade quanto a eficacia e seguranga dos imunobiolégicos, sendo
responsabilidade dos produtores o cumprimento desses critérios. O Ministério da
Saude, em consonancia com suas atribuicdes, fiscaliza desde 1973 o controle da
qualidade dos imunobiolégicos disponiveis no pais (PONTE, 2003).

O controle da qualidade na fabricagao de vacinas € fundamentado no controle
de processos de producdo, matérias-primas e produto final. Os testes sao
determinados com base no perfil ideal da vacina para atender as necessidades do
paciente e fornecer o mais alto nivel de protecdo (CARVALHO, 2014).

A verificagdo do controle da qualidade é empregada em diversas etapas da
produgao da vacina, nas etapas de expansao celular para inoculagéo do antigeno, no
isolamento do antigeno, nas etapas de purificagdo do Bulk (Produto a Granel), e no
produto final antes da comercializagdo, com o objetivo de atestar a seguranca e
eficacia de acordo com as especificagdes do produto (LUSKY, 2005; GOMEZ;
ROBINSON; ROGALEWICZ, 2013). Além disso, deve-se cumprir as determinagdes
impostas pela Anvisa,definidaspelaRDCn°301/2019 e RDC n°497/2021, que dispde
sobre as Boas Praticas de Fabricagcédo e condiciona a existéncia de parecer técnico
que ateste que o fabricante atende aos requisitos técnicos de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) ou Boas Praticas de Distribuicdo e/ou Armazenagem (BPDA)
necessarios a comercializagéo do produto (BRASIL, 2019; BRASIL, 2021).

1.3.2 Papel do INCQS no controle da qualidade das vacinas

Segundo a RDC n° 73/2008, que dispbe sobre o Regulamento Técnico para
procedimento de liberagao de lotes de vacinas para consumo no Brasil, com objetivo
de promover o controle da qualidade dos imunobioldgicos adquiridos pelo mercado
privado e pelo Programa Nacional de Imunizagdes (PNI), a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) delega ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude da Fundacgao Oswaldo Cruz (INCQS/Fiocruz) a responsabilidade pela
liberagéo de todos os lotes de vacinasutilizadasno pais (CARVALHO, 2014; BRASIL,
2008; NETTO, 2010).
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Os lotes de vacinas fornecidos pelos produtores sao submetidos a analise
documental e/ou laboratorial no INCQS/Fiocruz, onde se avaliam indicadores da
eficacia do produto (ensaios de identidade, estabilidade e poténcia) e da seguranca
(testes de esterilidade, toxicidade e pirogénio ou endotoxinabacteriana) (CARVALHO,
2014; NETTO, 2010).

1.4 Ensaios de poténcia

Requerimentos legais determinam que cada lote de vacina produzido seja
avaliado para seu potencial de inducao de imunidade protetora pds-administragao,
essa avaliagdo é definida por ensaio de poténcia (MOURA, 2009). O método de
avaliagao da poténcia estabelecido pode variar a depender das caracteristicas de
cada vacina, como a modalidade da vacina (subunidade proteica, mRNA, inativada,
cepa atenuada ou vetor viral) e o mecanismo de agédo (VERCH; TRAUSCH, SHANK-
RETZLAFF, 2018).

Além disso, diferentes métodos podem ser utilizados para determinacédo da
poténcia, tais como, ensaios de propriedades fisico-quimicas, imunogenicidade,
infectividade, antigenicidade e protecdo contra infec¢do ou doenga (CARVALHO,
2021).

No contexto da vacina viral recombinante, o ensaio determina o numero de
particulas infecciosas por mL, podendo ser estabelecido por ensaiode infectividade in
vitro, como titulagao viral por plaque e DICC50, combinadas com outras técnicas de
identificacdo, como qPCR, citometria de fluxo ou imunocoloragao (KOBAYASHI,
2022).

O ensaio de poténcia da vacina recombinante AZD-1222 preconizado pelo
produtor, € fundamentado na infectividade das culturas de células frente ao
adenovirus presente na vacina. E um método in vitro que utiliza células da linhagem
HEK-293 (célulasde rim embrionariohumano)e avalia a infectividade davacinafrente
a cultura celular, por meio da determinacédo de unidades infecciosas por células. O
resultado do ensaio é analisado frente a média da contagem do numero de células
infectadas por adenovirus presentes na cultura celular (INCQS, 2022a).

Embora possa ser importante controlar o numero de particulas entregues para

garantir a seguranca, esse valor por si sé ndo € muito informativo, pois apenas os
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virus viaveis contribuem para a poténcia (VERCH; TRAUSCH, SHANK-RETZLAFF,
2018).

Como controle de precisao e reprodutibilidade,cada ensaiodeve incluirumlote
de Material de Referéncia, que possua valor de poténcia previamente definido, além
de possuir limite inferior e superior de controles (ARTE, 2019; DOS SANTOS et al.,
2011).

1.5 Grafico de Controle

O grafico de controle € uma ferramenta aplicada na analise e monitoramento
das variagdes inerentes ao processo produtivo, desenvolvidopor Shewhart, o sistema
de mensuragao dessas variabilidades ficou conhecido como Controle Estatistico de
Processo e visa facilitar a identificacdo das fontes de variabilidade anormal no
processo (INCQS, 2018). E constituido do controle, anélise e correcdo das néo
conformidades (valores fora dos limites de especificagdo), dessa forma, considera-se
que a probabilidade de liberagao de um produto defeituoso seja minimizada, pois este
grafico permite a mensuragao de quanto o processo pode estar ou ndo sob controle
estatistico (SOKOVIC et al., 2009).

O Controle Estatistico de Processo (CEP) € uma estrutura que utiliza
ferramentas de resolucdode problemas uteis para alcancara estabilidade do processo
através da reducao da variabilidade. Comecgou a ser utilizado nas industrias de
manufatura na década de 1920, mas agora existem aplicagbes abundantes em
cuidados de saude, ensaios biolégicos e epidemiologia (WOODALL, 2006; THOR et
al., 2007). A principal ferramenta utilizadano CEP é o grafico de controle, composto
por uma linha central que representa a média das observagdes do processo, possui
também os limites superiores e inferiores de controle, definidos pelo valor da média
adicionado de trés desvios padréo, que garante um intervalo de confianca de 99,7%
(SHEWHART, 1931).

Os graficos basicos de Shewhart utilizam apenas as informacgdes do processo
contido no ultimo ponto plotado e ndao analisam as informacgdes dadas pela sequéncia
de eventos, e como forma de melhorar a sensibilidade da analise e identificar padroes

do processo, testes de desempenho podem ser aplicados ao grafico. De acordo com
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a Western Electric (1956), um sinal fora de controle deve ser produzido sempre que
ocorrer pelo menos um dos seguintes eventos:

1. Um ponto fora dos limites de controle;

2. Dois pontos consecutivos além dos limites de alerta (+2DP);

3. Quatro pontos consecutivos plotados do mesmo lado da linha central;

4. Oito pontos consecutivos plotados em um mesmo lado da linha central.

Na pratica de graficos de controle, duas fases distintas tém sido utilizadas na
literatura: Fase | e Fase Il (WOODALL, 2000; VINING, 2009). A fase | tem como
objetivo identificar se os dados amostrados de um processo estdo sob controle ou
nao. Ja na fase Il o objetivo basico é testar os dados futuros para especificar se o
processo permanece sob controle ou mudou para o estado fora de controle, de forma
a avaliar continuamente o processo e suas variagdes. Sendo assim, o grafico de
controle de Shewhart uma exibigdo grafica da qualidade do produto e/ou processo
(BERSIMIS;PSARAKIS;PANARETOS, 2007).

Dessa forma, uma observacgao fora dos limites de controle é interpretada como
evidénciade que o processo esta fora de controle, uma causaatribuivel esta presente,
portanto, se faz necessaria uma interferéncia de melhoria no processo. Diagrama de
Ishikawa e Metodologia de Analise e Solugao de Problemas (MASP) s&o algumas das
ferramentas e metodologias utilizadas na identificagao e solugao de problemas e na
melhoria continua (MORAES et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar da queda acentuada no numero de contaminados e 6bitos por COVID-
19 nos ultimos meses no pais em decorréncia, principalmente, do avanc¢o da
vacinagao e cobertura vacinal, o comportamento e evolugao natural da doenca
continua sendo um desafio para todo o mundo. Assim, mesmo frente a uma reducéo,
ao menos temporaria, no numero de casos graves da doenga no pais, € necessariaa
manutencgao das estratégias de enfrentamento ao virus, em especial as politicas
publicas de fortalecimento dos sistemas de atencao a saude e de vacinagao. De fato,
milhares de casos continuam sendo diagnosticados todos os dias ao redor do mundo,
potencializando o surgimento de novas variantes capazes de remodelar o cenario
epidémico, e 0 avango e manutencgao das vacinas segue sendo o principal agente
responsavel de protegéo contra casos graves da doencga (MIRI, 2022).

Para que as vacinas cumpram o seu proposito, de forma eficaz e segura, é
necessario que um rigoroso processo de produgdo e controle da qualidade seja
realizado. Nesse contexto, o INCQS/Fiocruz é o laboratério responsavel pelo controle
da qualidade das vacinasdistribuidas no Brasil (FERNANDES DE LIMA; RIBEIRO DE
MORALIS; OLIVEIRA, 2022). O uso e o acompanhamento de materiais de referéncia é
imprescindivel para a harmonizagado de metodologias entre os laboratérios produtores
e o Laboratério de Controle Nacional (INCQS) (OMS, 2006). A utilizagédo de graficos
de controle permite 0 monitoramento do comportamento do processo e o registro da
sua variabilidade (CESAR, 2011).

Portanto, a relevancia deste trabalho fundamenta-se no fato de que para
garantira qualidade dos resultados da vacina analisada € necessaria a elaboragao de
um grafico de controle da vacina de referéncia contra COVID-19, uma vez que o
material de referéncia é analisado em paralelo com a amostra teste. Além disso, o
acompanhamento do material de referéncia é pratica essencial para a qualidade dos
ensaios analiticos dos imunizantes, a fim de determinar que os resultados obtidos
estdo dentro de limites pré-estabelecidos em grafico de controle, critério obrigatorio

para aceitagao dos testes de poténcia.



36

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Elaborar um grafico controle do material de referéncia para utilizagao nos

ensaios de poténcia da vacina contra COVID-19.

3.2 Objetivos Especificos

« Estimar o titulo da vacina AZD-1222 candidata a referéncia utilizando ensaios
de poténcia;

+ Estabelecer os limites inferior e superior de controle do material de referéncia;

« Realizar o controle sistematico dos resultados da poténcia do material de

referéncia utilizando o grafico controle.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras da vacina candidata a material de referéncia

As amostras da vacina contra COVID-19 AZD-1222, fabricada por
Oxford/AstraZeneca/Bio-Manguinhos e candidata a material de referéncia, foram
armazenadas em aliquotas e mantidas em temperatura entre -30°C e -50°C. Apenas
um lote de vacina foi utilizado para a realizagao dos ensaios de elaboragao do grafico
controle. Toda a metodologia foi realizada de acordo com o POP n° 65.3430.049

estabelecido e aprovado pelo INCQS.

4.2 Cultura de células

Foram utilizadas culturas de células da linhagem HEK-293 (células
embrionarias de rim humano), cuja manutengéao e preparo seguemo PU n° 3430.062
(INCQS, 2022) do Setor de Cultura de Células, do Departamento de Imunologia (Dl),
INCQS. Este procedimento de uso visa padronizara manutencéo e o fornecimento da
linhagem HEK-293, oriunda da ATCC (American Type Culture Collection), utilizada no
DI em ensaios de determinagao de infectividade da vacina Oxford/AstraZeneca/Bio-
Manguinhos (AZD1222) para COVID-19.

4.2.1 Manutenc¢ao da linhagem HEK-293

Os lotes de trabalho (LT) constituem o estoque de células utilizado na rotina de
ensaios realizados no INCQS/Fiocruz entre as passagens 2 e 20 apdés o
descongelamento, sendo esta uma obrigatoriedade para a garantia da qualidade dos
ensaios.

Para a manutencao celularforamseguidas as recomendacdes conforme o POP
65.3430.031 que estabelece os procedimentos para a manutencido de cultivos
celularesanimais e humanos que serao descritos ao longo desta metodologia (INCQS,
2021).
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As culturas foram mantidas com o Meio de Dulbecco modificado com sais de
Eagle (DMEM)(Gibco) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)(Sigma) e
1% de Penicilina e estreptomicina (P/S) (Gibco), em estufa umidificada a temperatura
de 37 °C £ 2 °C, com atmosfera de 4% - 6% de COz2.

Para a realizagao do subcultivo (passagem) da linhagem celularfoi retirado o
meio de culturae lavada a monocamada uma vez com solug¢ao salinatamponada com
fosfato livre de Calcio e Magnésio (PBS)(Gibco), agitando delicadamente a garrafa
para lavara monocamada das células. Apds a lavageminicial com PBS foi adicionada
a solugcao comercial TrypLE™ Express (Gibco) para ftripsinizacdo celular. A
quantidade de tripsina utilizada varia de modo a preencher superficialmente toda a
monocamada da garrafa. A garrafa seguiu para incubacaoemestufa com temperatura
até 37 °C £ 1 °C com 5 £ 1% CO? por 3 a 5 minutos, para que a monocamada se
desprendesse com mais facilidade.

Apds o desprendimento da monocamada, foi adicionada uma aliquota de meio
DMEM 10% SFB(Sigma) e 1% P/S(Gibco), previamente preparado e armazenado
refrigerado para auxiliarnainibicdo da agao da tripsina. As células foram dissociadas
energeticamente por aspiragdes e liberagdes sucessivas da suspensao celularusando
uma pipeta de volume adequado, e um pool das solug¢des contidas nas garrafas foi
realizado. Apds a homogeneizagao e dissociagdo das células, esta suspensao celular
foi transferida para um tubo tipo Falcon e foi centrifugada por cinco minutosa 1080
rpm em temperatura ambiente.

Em seguida, descartou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se as células em
DMEM 10% SFB(Sigma) e 1% P/S(Gibco) e seguiu para a contagem das células, de
acordo com o PU n®3430.053 (INCQS, 2018). Posteriormente, calculou-se o volume

necessario a ser utilizado no subcultivo.

4.2.2 Preparo e fornecimento da suspenséo celular

Para a realiza¢ao do ensaio de determinacao de poténcia da vacina AZD-1222
contra a COVID-19, a linhagem celular fornecida deve estar entre as passagens P2 e

P20, e possuir concentragédo de 2,8 x 10° (+ 10%) células/mL.
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Ap0s tripsinizacdo da monocamada de células em cultura e ressuspensao em
meio fresco, foi realizada a contagem celularem camara de Neubauer. Determinada
a concentragdo de 2,8 x 10° (£10%) células/mL, a suspensao celularfoi fornecida em
erlenmeyer de acordo com o volume necessario para a realizagdo do ensaio,

estipulado previamente em solicitagado prevista no PU n° 3430-062 (INCQS,2022).

4.2.3 Preparo do meio de dilui¢do da vacina

O DMEM suplementado com 10% SFB(Sigma) e 1% P/S(Gibco) foi utilizado
como meio de manutencaodas culturas celulares,como meio de fornecimento e como

meio de dilui¢gdo da vacina no ensaio de infectividade.

4.3 Revestimento das placas com Poli D-Lisina

A poli-D-lisina (PDL) € um composto sintético, utilizado para melhorar a ades&o
celular e a absorgdo de proteina, alterando as cargas de superficie do substrato

celular.

Para o revestimento da placa de 24 pogos, em CSB, adicionou-se 0,25 mL de
solucdode PDL em cada poco da placa. Apos adicionara solucédo, a placa foitampada
e agitada gentilmente para garantira homogeneizacgao da solugao sobre a superficie
do poco; a placa entado foi incubada por, pelo menos, 5 minutos em temperatura
ambiente. Apds a incubacgao, o liquido de cada pogo foi removido, por inversao da
placa em recipiente para descarte ou por aspiragdo. Em seguida, os pogos foram
lavados, trés vezes, com um mL de agua destilada ultrapura (Sigma). Na ultima
lavagem, o volume de agua foi removido totalmente do pogo e a placa foi deixada

secando por, no minimo, 1 hora, até estar completamente seca.
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4.4 Plagueamento de células

Na etapa de plaqueamento das células, as placas revestidas com poli-D-lisina
foram identificadas com a data do inicio do ensaio, numero do ensaio e nome ou
iniciais do operador. Em seguida, foram distribuidos 900 puL da suspensao celular
(concentragdo de 2,8 x 10° (x 10%) células/mL) em cada pogo da placa de ensaio.
Apds o plagueamento, as placas foram tampadas e homogeneizadas de forma a
distribuir uniformemente as células na superficie de cultura dos pocos.

Depois do plaqueamento a placa foi incubada, por no maximo 120 minutos, em
estufa a temperatura de 37 °C + 2 °C, com atmosfera de 4% - 6% de COz2, durante o

preparo das diluicbes das amostras.

4.5 Preparacao da diluicao seriada em megaplaca

Para a preparacao dadiluicao seriada, utilizou-se o meio DMEM 10% SFB com
1% de Penicilina-Estreptomicina, o mesmo utilizado anteriormente na suspenséao
celular distribuida na microplaca. Foram distribuidos, com o auxilio de uma pipeta
multicanal automatica, 270 pL do meio de diluicdo em cada po¢o da megaplaca
referente ao material de referéncia (MR). Para cada ensaio, foram preparadas duas
diluigdes seriadas (duplicatas) para o material de referéncia. A aliquota de MR
utilizada para cada ensaio foi previamente descongelada e homogeneizada antes do
uso, conforme bula do produtor. Para o preparo da diluigdo seriada, 30 yL do MR
foram adicionados ao primeiro po¢co de cada duplicata e deu-se inicio a diluicao,
utilizando fator 10, com dilui¢do final de 10-5. Cada dilui¢édo foi homogeneizada 10
vezes antes do preparo da diluicdo seguinte. Finalizado o preparo das dilui¢ées do
MR, foram distribuidos 270 yL do meio de diluicdo (DMEM 10% SFB com 1% de
Penicilina-Estreptomicina) em dois pogos da megaplaca, destinados ao controle

negativo do ensaio.
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4.6 Infecgao das células

A placa contendo células foi entdo retirada da estufa, apdés periodo de no
maximo 120 minutos, e, com auxilio de pipeta monocanal, 100 uL das duplicatas de
controle negativoe 100 pL das duplicatasdo MR na diluicdode 10-5 foram transferidas
da megaplaca para os respectivos pogos placa de ensaio. Em seguida, a placa foi
incubada em estufaa 37 °C + 2 °C, com atmosfera de 4% - 6% de COz2,, por 46 — 48

horas.

4.7 Fixagao das células

Apés 46 — 48 horas de incubacgao das placas, as mesmas foram examinadas
ao microscopio para verificar se houve contaminagao microbiana, e, caso nao tenha
havido contaminag¢do, o meio de cultura € removido por inversdo em um recipiente
para residuos. Com auxilio de pipeta multicanal (em velocidade minima de despejo)

as células foram fixadas com um mL de metanol (J.T. Baker), distribuido em cada

pOCoO.

As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos e, ao final
deste tempo, todo o metanol foi removido dos pogos por inversdo em um recipiente
para descarte de residuos, sendo retirado qualquer residuo de metanol através de
leves batidas em papel absorvente. Em seguida, os pogos foram lavados, trés vezes,

com um mL de PBS

4.8 Imunocoloragao

A imunocoloragdo,ou imunomarcacao, € divididaem trés etapas: a primeira da-
se pela adigdo de anticorpo primario monoclonal especifico; a segunda da-se pela
adicao de anticorpo policlonal secundario contra imunoglobulinas conjugado; e, por
ultimo, da-se a adicdo de substrato colorimétrico especifico, no caso do ensaio
substrato DAB.
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Para a primeira etapa, foram adicionados 250 pyL por pogco da solucéo de
anticorpo de camundongo contra adenovirus (Abcam) previamente diluido com
PBS/BSA 1% (Sigma) na concentracédo final de 1:1000. Seguiu-se para
homogeneizagao e posterior incubagao, em temperatura ambiente, num agitador
orbital a 50-60 rpm, por 60 + 10 minutos. Apds a incubacéo, o liquido de cada poco foi
removido por inversao da placaem recipiente para descarte, ou por aspiracéo, e entao
os pocos foram lavados trés vezes, com um mL de PBS. A placa foi passada sobre

papel absorvente para secagem e remog¢ao do liquido residual.

Na segundaetapa, foram adicionados 250 uL por poco da solugaode anticorpo
secundario policlonal de coelho contra IgG de camundongo (HRP) (Abcam)
previamente diluido com PBS/BSA 1% na concentracgao final de 1:2000. Seguiu-se
para homogeneizagao e posterior incubagao,em temperatura ambiente, num agitador
orbital a 50-60 rpm, por 60 £ 10 minutos. Apds a incubacéo, o liquido de cada pogo foi
removido por inversaoda placaem recipiente para descarte, ou por aspiracéo, e entao
os pogos foram lavados trés vezes, com um mL de PBS. A placa foi passada sobre

papel absorvente para secagem e remog¢ao do liquido residual.

Na ultima etapa de coloracao, foram adicionados 250 pL por po¢o da solugao
de DAB (Thermo Scientific) previamente diluido em tampao de substrato de perdxido
estavel. Seguiu-se para homogeneizagado e posterior incubagéo, em temperatura
ambiente, num agitador orbital a 50-100 rpm, por 10 £ 2 minutos. Apds a incubaco,
o liguidode cada poco foi removido por inversdo da placa em recipiente para descarte,
ou por aspiragao, e entdo os pocos foram lavados trés vezes, com um mL de agua
destilada ultrapura(Sigma). Na ultima repeticdo da lavagem, foi mantido o volume de

um mL de agua destilada ultrapura na placa para realizacao da leitura.

4.9 Leitura da placa

Para a leitura da placa foi utilizado microscopio invertido(Nikon Eclipse TS100),
(aumentode 100x), dotado de lente ocularde 22 mm e objetiva de 10X, para contagem
de células.O quadro 1 foi utilizado para determinar o intervalo de contagem de células

e 0 numero total de campos por pog¢o. Utilizando um contador, foram contadas as
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células coradas em marrom (presenca de infecgao/antigeno viral), em cinco campos

do pogo, conforme ilustrado na figura 9, seguindo os seguintes critérios:

- Contar dois campos nas areas A, dois na area B e um na area C, nao

sobrepondo campos adjacentes;

- Nao contar campos que contenham areas danificadas ou com descolamento

celular;

- Contar células aglomeradas (quando nao for possivel distinguir seus limites)

como uma so célula;

- Se 0s 5 campos nao puderem ser contados no poco selecionado, este pogo

nao deve ser contado e a amostra precisara ser testada novamente;

- Nao incluir células fora do intervalo de contagem para calculo de titulo.

Quadro 1 - Intervalo de contagem de células e total de campos por pogo de acordo
com a lente ocular.

Numero de campo da lente Total de campos por poco Intervalo de contagem de
ocular células coradas
18 mm 75 7 — 100 células/campo
20 mm 61 8 — 124 células/campo
22 mm 50 10 — 150 células/campo

Fonte: (INCQS, 2022a).
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Figura 9 - llustragdo da organizagao do pogo em areas A, B e C para contagem de

células.

Fonte: (INCQS, 2022a)

4.10 Analise dos resultados
A analise dos resultados é fundamentada no calculo da média da contagem de
células coradas a partir dos cinco campos. O titulo infeccioso (valor da poténcia) e o

coeficiente de variacdo foram calculados, conforme o POP n° 65.3430.049
estabelecido pelo INCQS.

4.11 Critérios de aceitagao do ensaio

Todos os ensaios aprovados obedeceram aos parametros descritos no Quadro
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Quadro 2 - Critérios de aceitagado do ensaio de infectividade da vacina AZD-1222.

Parametro

Critério

Infectividade

= 7,0 x 1078 ifu/mL

A contagem de células MR deve estar
dentro da faixa em um ou mais niveis

de diluicao eficazes

Contagem de células coradas
recomendada de acordo com o numero
do campo e do diametro da lente ocular

usada

Cada campo CN

< 5 células coradas

%CV titulo entre as duplicatas do MR

na mesma diluicao

< 30%

Resultado de infectividade do MR*

(pelo menos de um nivel de diluigao)

Titulo infeccioso esperado + 3DP

(conforme grafico controle estabelecido
no INCQS)

*critério determinado apds o estabelecimento do grafico controle.

Fonte: (Do autor, 2023)
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412 Construgao do grafico controle pelo software SPC-PC IV EXPLORER

(Statistical Process Control)

A partir da coleta dos dados, os graficos foram confeccionados como
preconizado pela OMS. Os eixos dos graficos foram formados pelo tempo (abscissa)
e pelo resultado do teste de poténcia (ordenada). As linhas horizontais continuas,
tracejadas e pontilhadas do grafico representam a média e os limites superiores e
inferiores de controle e de alerta, respectivamente. Os limites de alerta sdo calculados
a partir da média adicionada de dois desvios-padrao (DP), e os limites de controle séo
calculados a partir da média adicionada de 3 DP. As médias, os desvios-padrao e os
limites foram calculados com os 20 primeiros valores obtidos. Depois de adicionados
aos graficos, os valores foram imediatamente submetidos aos testes ou regras de
controle no programa SPC-PC IV EXPLORER. Os testes de controle aplicados, de
acordo com o POP n° 65.3400.002 estabelecido pelo INCQS, foram:

e Existéncia de algum ponto além dos limites de controle;
e Seis valores consecutivos ascendentes ou descendentes;
e Nove pontos sucessivos do mesmo lado da linha central;

e Dois pontos sucessivos além de 2 DP (Limite de Alerta).

5. RESULTADOS
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5.1 Ensaio de poténcia

De acordo com a leitura das placas, foram obtidos os resultados da média da
poténcia estimada das duplicatas do material de referéncia apresentadas nas tabelas

abaixo:

Tabela 1 - Valores de poténcia encontrados no Material de Referéncia analisados

durante o estabelecimento dos limites de controle.

Estabelecimento - Material de Referéncia

Numero do resultado Resultado da poténcia (ifu/mL)
1 1,67 x 10"9
2 1,58 x 1019
3 1,44 X 10"9
4 1,39 X 10"9
5 1,44 x 10"9
6 1,48 x 10"9
7 1,58 x 10"9
8 1,29 x 10"9
9 1,39 x 10"9
10 1,33 x 10"9
11 1,88 x 1019
12 1,55 x 10"9
13 1,42 x 10"9
14 1,52 x 1079
15 1,57 x 10"9
16 1,50 x 10%9
17 1,74 x 10"9
18 1,83 x 10"9
19 1,71 x 10"9

20 1,24 x 10"9

Fonte: (Do autor, 2023).

Tabela 2 - Valores de poténcia encontrados no Material de Referéncia analisados

durante o acompanhamento nos ensaios realizados.
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Acompanhamento - Material de Referéncia

Numero do ensaio Resultado da poténcia (ifu/mL)
1 1,54 x 109
2 1,63 x 10"9
3 1,64 x 10°9
4 1,36 x 10"9
5 1,72 x 10"9
6 1,73 x 10"9
7 1,26 x 109
8 1,33 x 10"9

Fonte: (Do autor, 2023).

De acordo com as poténcias obtidas, pode-se observar que as leituras foram
homogéneas, mesmo sendo definidas pela leitura de dois analistas diferentes. Além
disso, todas as monocamadas de células de controle negativo mantiveram-se bem
definidaseinalteradas apds o periodo de incubacao dasplacas, conforme a ilustragao

na Figura 10.

Figura 10 - Monocamada de células de controle negativo.
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Fonte: (Do autor, 2023)

Os resultados exibidos nas tabelas acima correspondem ao numero de
particulas infecciosas por mL, obtidos pela contagem de células infectadas por
particulas virais viaveis marcadas por cromégeno liquido que produz uma coloragao

marrom. Podemos observar o efeito da infecgdo celular conforme a ilustracdo na

Figura 11.

Figura 11 - Monocamada apresentando células infectadas marcadas por cromégeno.

Fonte: (Do autor, 2023)

5.2 Construgao do grafico controle

Os resultados foram plotados no grafico controle para realizar o controle
sistematico do lote do material de referéncia, no qual as médias, os DP e os limites de

alerta e controle foram definidos com base nos 20 primeiros resultados de

infectividade mensurados, observado na figura 12.
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Figura 12 - Grafico de Controle dos resultados de poténcia do material de referéncia.
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Fonte: (Gerado pelo software SPC).

--- LSA (UWL): Limite Superior de Alerta; --- LIA (LWL): Limite Inferior de Alerta; ~ LSC (UCL): Limite
Superior de Controle; __ LIC (LCL): Limite Inferior de Controle; meédia (PCL).

Com a elaboragao do grafico foram delineadas no SPC as faixas limites

especificas para o lote do material de referéncia utilizado conforme a tabela 3:

Tabela 3 - Limites estabelecidos pelo SPC-PC IV EXPLORER.

Amostra PCL (média) LCL -UCL LWL - UWL
Material de referéncia @ 1,528 1,098 - 1,957 1,241 -1,814

Fonte: (Do autor, 2023).

*LSA (UWL): Limite Superiorde Alerta; LIA (LWL): Limite Inferior de Alerta; LSC (UCL): Limite Superior
de Controle; LIC (LCL): Limite Inferior de Controle; média (PCL).
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5.3 Controle estatistico e acompanhamento do processo utilizando o grafico

controle

Apds o estabelecimento dos limites realizamos o acompanhamento dos
resultados das poténcias do material de referéncia, como forma de avaliar a

estabilidade do processo e a qualidade do material de referéncia.

Figura 13 - Grafico de Controle de acompanhamento dos resultados de poténcia do

material de referéncia obtidos nos ensaios.
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Fonte: (Gerado pelo software SPC).

- LSA (UWL): Limite Superior de Alerta; -—- LIA (LWL): Limite Inferior de Alerta; _ _ LSC (UCL): Limite
Superior de Controle; __ LIC (LCL): Limite Inferior de Controle; meédia (PCL).
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6. DISCUSSAO

As vacinas de uso humano sdo medicamentos profilaticos com a capacidade
deinduziraimunidade especificanoindividuo vacinado frente aum agente infeccioso.
Com a institucionalizagao do PNI, estes imunobioldgicos passaram a sofrer umrigido
controle da qualidade no Brasil por determinagao do Ministério da Saude com objetivo
principal de estimular e expandira utilizagdo de agentes imunizantes, tanto de origem
nacional quanto internacional, buscando a integridade e a uniformidade das agdes
relativas as imunizagdes realizadas no pais (NETTO et al., 2010)

O processo de controle da qualidade de imunobioldgicos tem como obijetivo
avaliar as especificagdes definidas em normas oficiais e/ou registro sanitario, e as
ferramentas aqui apresentadas podem subsidiar o INCQS com dados relevantes no
que diz respeito ao monitoramento da consisténciade producao, eventuais mudangas
de processos e até auxiliar na percepcdo de necessidade e/ou na conducio de
auditorias em laboratérios produtores (NETTO et al., 2011).

O material de referéncia € utilizado como amostra de controle, para verificar se
os resultados obtidos em um determinado ensaio estdo em conformidade com os
resultados obtidos nos ensaios de validagao do procedimento analitico. A utilizacdo
do material de referénciaem conjunto com graficos de controle permite a avaliagao do
processo de controle da qualidade de um imunobiolégico, além disso, permite
identificar causas especiais de variagdo do processo (NETTO et al., 2011).

Também & possivel observar variagdes naturais do processo, também
denominadas causas comuns de variagcao, que estardo presentes mesmo que todas
as operagdes sejam executadas com métodos padronizados. Quando ocorrem
somente causas comuns de variacdo, todos os valores se encontram dentro dos
limites de controle (Figura 12 e 13). Neste caso, diz-se que apesar da variabilidade, o
processo esta sob controle estatistico. Porém, por se tratar de um grafico que controla
a variagao do processo, nao é uma ferramenta que desempenha a fungao de apontar
as causas de tais variagbes, e sim, apenas aponta se existem causas gerando
alteracao nesta estabilidade. A identificagao de tais causas pode ser realizada com o
auxilio de outras ferramentas (AGUIAR, 2006).
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O presente estudo possui a finalidade de elaborar o primeiro grafico controle
da vacina de referéncia para utilizacdo nos ensaios futuros de poténcia da vacina
contra COVID-19 (AZD1222), realizados no DI.

De acordo com os graficos, os ensaios realizados n&o apresentaram nenhum
valor acima ou abaixo dos limites permissiveis, além disso, os valores de poténcia
passaram de forma competente nos testes de desempenho aplicados ao grafico de
controle, apresentando flutuagcdes dentro dos limites esperados para um produto

bioldgico avaliado por um ensaio biolégico.
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7. CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos no presente estudo permite concluir que:

° De acordo com os ensaios realizados por diferentes analistas, a vacina
de referéncia apresentou valores de poténcia satisfatorios e em conformidade

com as especificacdes do fabricante.

° Os resultados do material de referéncia nos ensaios realizados

apresentaram valores de poténcia homogéneos, dentro dos limites de controle.

e Todos os ensaiosforam considerados validos e satisfatérios, pois cumpriram
com os critérios de aceitacdo do ensaio e se mantiveram dentro dos limites

estabelecidos.

° A utilizagdo do Grafico de Controle foi eficaz no monitoramento e

controle sistematico do processo.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectiva do trabalho, a partir da entrada de mais lotes de vacinas para
analise no INCQS, os valores de limite de controle obtidos pelo grafico de controle
serao utilizados para validacdo dos ensaios de liberagao de lotes subsequentes da
vacina AZD-1222 adquiridas pelo PNI.
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