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RESUMO

O desenvolvimento de vacinas contra Hepatite B tem sido essencial para prevencao desta doenca
viral que, de acordo com a OMS, em 2019 matou cerca de 820 mil individuos, e estima-se que,
a cada ano, em torno de 1,5 milhdes de novas infec¢bes surgem em todo o mundo. No Brasil,
estas vacinas sao distribuidas gratuitamente pelo Programa Nacional de Imunizacdes (PNI).
Nesse contexto, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS, presente na
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), é essencial, pois é a instituicdo responsavel por realizar o
controle da qualidade de todas as vacinas do PNI. As vacinas contra Hepatite B disponibilizadas
pelo PNI possuem a tecnologia de DNA recombinante para expressdo do antigeno de superficie
do virus da Hepatite B (HBsAg) em leveduras. Um dos ensaios realizados no INCQS, é a
determinacdo da poténcia que avalia a capacidade da vacina em oferecer imunidade ap06s sua
administracdo. O método utilizado nesta avaliacdo € um ensaio imunoenzimatico (ELISA), que
quantifica o HBsAg presente na amostra. Um dos instrumentos criticos para 0 cumprimento das
diretrizes de qualidade contidos na Resolucdo Diretoria Colegiada (RDC) 512/2021 estabelecida
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que dispGe sobre as Boas Praticas
para Laboratorios de Controle de Qualidade, na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 e na
Farmacopeia Brasileira € 0 uso de controles internos durante a execucao dos ensaios laboratoriais
de controle, de modo a garantir a qualidade e a validade dos resultados obtidos. Neste cenario, o
presente trabalho objetiva estabelecer um lote de referéncia de trabalho interno para o produtor
LG CHEM/ Instituto Butantan, a ser utilizado nos ensaios de avaliacdo de poténcia de vacina
deste mesmo produtor. Para isto, com base na analise documental dos resultados apresentados
no Protocolo Resumido de Produgéo e Controle de Qualidade do Produto (PRPCQ), um lote de
vacina candidata a referéncia de trabalho foi selecionado, e foram realizados quatro ensaios de
poténcia, com dois analistas diferentes, em dias distintos. Os resultados foram avaliados
estatisticamente por meio de andlises de “Linhas Paralelas”, que verificou desvios de linearidade
e paralelismo, através do Software Combistats® v.7. Posteriormente, um grafico de controle foi
elaborado a partir dos valores de absorbancia, utilizando o Software SPC Explorer RT ® v.5,
estabelecendo limites maximo e minimo aceitos. Por fim, no Software Combistats® v.7, a
poténcia da vacina referéncia de trabalho foi calculada através da combinacao dos resultados de

poténcia. Todos os ensaios foram considerados satisfatorios, ndo exibindo desvios de linearidade



e paralelismo. Além disso, as poténcias estimadas foram superiores a 75% do valor rotulado pelo
produtor. As absorbancias de cada diluicdo se mantiveram dentro dos limites estabelecidos pelo
gréfico de controle. Pode-se inferir, portanto, que o lote candidato a vacina de Referéncia de
Trabalho atendeu as condigdes necessarias para se tornar o novo lote de vacina de Referéncia de
Trabalho.

Palavras-chave: Vacina. Hepatite B. Referéncia Interna. Determinacdo da Poténcia



ABSTRACT

The development of vaccines against Hepatitis B has been essential for the prevention of this
viral disease which, according to the WHO, killed around 820,000 people in 2019, and it is
estimated that around 1.5 million new infections occur worldwide each year. In Brazil, these
vaccines are distributed free of charge by the National Immunization Program (PNI). In this
context, the National Institute for Quality Control in Health - INCQS, which is part of the
Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), is essential, as it is the institution responsible for
carrying out quality control of all the PNI vaccines. The Hepatitis B vaccines made available by
the PNI use recombinant DNA technology to express the surface antigen of the Hepatitis B virus
(HBsAQ) in yeast. One of the tests carried out at INCQS is the determination of potency, which
aims to assess the vaccine's ability to provide immunity after administration. The method used
in this evaluation is an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), which quantifies the
HBsAg present in the sample. One of the critical instruments for compliance with the quality
guidelines contained in Collegiate Board Resolution (RDC) 512/2021 established by the
National Health Surveillance Agency (ANVISA), which provides for Good Practices for Quality
Control Laboratories, in the ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 standard and in the Brazilian
Pharmacopoeia is the use of internal controls during the execution of laboratory control tests, in
order to guarantee the quality and validity of the results obtained. Against this backdrop, this
study aims to establish an internal working reference batch for the producer LG CHEM/ Instituto
Butantan, to be used in the vaccine potency evaluation tests of this same producer. To this end,
based on a documentary analysis of the results presented in the Product Production and Quality
Control Summary Protocol (PRPCQ), a batch of vaccine was selected as a candidate for the
working reference, and four potency tests were carried out, with two different analysts, on
different days. The results were statistically evaluated using "Parallel Lines" analysis, which
checked for deviations from linearity and parallelism, using the Combistats® v.7 software.
Subsequently, a control graph was drawn up from the absorbance values, using the SPC Explorer
RT ® v.5 software, establishing maximum and minimum accepted limits. Finally, in
Combistats® v.7, the potency of the reference vaccine was calculated by combining the potency
results. All the tests were considered satisfactory, with no deviations in linearity or parallelism.

In addition, the estimated potencies were higher than 75% of the value labeled by the



manufacturer. The absorbances of each dilution remained within the limits established by the
control chart. It can therefore be inferred that the candidate batch for the Working Reference

vaccine met the necessary conditions to become the new batch of Working Reference vaccine.

Keywords: Vaccine. Hepatitis B. Internal Reference. Potency Evaluation
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1 INTRODUCAO

1.1 Hepatite B

De acordo com a Organizacao Mundial da Satude (OMS), em 2019, cerca de 296 milhdes
de pessoas conviveram com a infeccdo cronica de Hepatite B (HB), culminando em 820 mil
mortes nesse periodo. Estima-se que, a cada ano, em torno de 1,5 milhdes de novas infeccdes
surgem em todo o mundo. A infec¢do pelo virus da hepatite B (VHB) € uma das principais causas
de doenca hepaética cronica, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Nguyen et al., 2020;
Brasil, 2022; OMS, 2023a). No Brasil, a HB é uma doenca de notifica¢do obrigatoria e passa por
constante vigilancia epidemiolégica. Estima-se que cerca de 1 milhdo de pessoas convivam com
a doenca no pais e, destas, mais de 25% ainda ndo foram diagnosticadas (Brasil, 2018; Inmetro,
2023).

1.2 Agente etioldgico e imunopatogenicidade

O VHB, também chamado de particula de Dane, foi descoberto em 1960 em soro de
aborigenes e por este motivo seu antigeno de superficie (HBsAg) foi nomeado antigeno
Australia. E um virus hepatotropico primario e oncogénico pertencente a familia
Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus e espécie Hepatitis B virus (Blumberg; Alter;
Visnich,1965; ICTV,2024). No ambiente, o VHB sobrevive por pelo menos sete dias, sendo
potencialmente infectante. Seu periodo de incubacdo varia de um a seis meses e pode ser
detectado dentro de 30 a 60 dias apds a infeccdo (OMS, 2023a).

No soro de individuos infectados podem coexistir particulas com potencial nédo
infectivo e infectivo, as quais se apresentam no formato esférico ou filamentoso. As
filamentosas e esféricas menores sdo nao infecciosas. As filamentosas possuem cerca de 22
nandmetros (nm) de tamanho, com Unico envelope viral, ja as esféricas menores, variam de
17 a 25 nm. As esféricas completas, chamadas de particulas de Dane, sdo infecciosas e possuem
didmetro de 42 nm (Brasil, 2018; Chuang; Tsai; Ou, 2022). As diferentes particulas estdo

representadas na Figura 1.
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Figura 1 — Modelos de particulas virais do virus da hepatite B (VHB) e subvirais ndo infecciosas
Particula de Dane Particulas subvirais

I \\942\11'&1'”' OG0 Parmculs esfenca

Legenda: L ou PreS1, M ou PreS2 e S representam as glicoproteinas de HBsAg: grande (L), médio (M)
ou pequeno (S), respectivamente.
Fonte: Rita (2022).

O material genético do VHB é do tipo &cido desoxirribonucleico (DNA) parcialmente
duplicado, com cerca de 3.200 pares de bases (3,2kb), que se encontra delimitado por uma
estrutura icosaédrica formada pela unido de multiplas proteinas centrais, chamadas “proteinas
do core” ou ainda de antigeno do core (HBCAQ). O arranjo contendo o icosaedro e o material
genético forma o nucleocapdsideo viral. Este é circundado por um envelope composto por
fosfolipideos e trés glicoproteinas de HBsAg que diferem entre si conforme o tamanho: grande
(L), médio (M) ou pequeno (S) e que sdo chamadas de preSl, preS2 e S principal,
respectivamente (Crowter et al.,1994; Chuang; Tsai; Ou, 2022). As trés proteinas em questdo
cumprem importante papel na infectividade e replicacdo viral, mediando a entrada do virus nos
hepatdcitos (Le Seyek et al., 1999). O HBeAg é uma proteina marcadora de replicacdo viral nos
hepatdcitos. Durante esse processo, sao produzidas particulas ndo infecciosas constituidas
apenas do antigeno HBsAg e, em menor quantidade, do antigeno e (HBeAg) (Roncato; Ballardin;
Lunge, 2008; Liang, 2009). Nesse sentido, 0 virus possui trés antigenos principais: antigeno e
(HBeAQ), antigeno do core (HBCAQ) e HBsAg, descritos pela primeira vez em 1970 (Dane et
al., 1970; Landers; Greenberg; Robinson, 1977). No interior do nucleocapsideo viral, além do
DNA, também se encontra a enzima DNA polimerase com atividade de transcriptase reversa

(Brasil, 2018). A estrutura do VHB esta representada na Figura 2.



Figura 2 — Representacdo esquematica da estrutura do virus da Hepatite B (VHB)

Proteina de superficie
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Legenda: A e B representam a estrutura geométrica e componentes da particula de Dane.
Fonte: Adaptado de Anand et al. (2022).
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1.3 Epidemiologia

Schweitzer e colaboradores realizaram, em 2015, uma revisao sistematica que coletou
dados de notificacdo de HB crbnica de 161 paises entre 1957 a outubro de 2013, estimando a
prevaléncia mundial do HBsAg em 3,61%. E notoria a grande disparidade no que tange a
endemicidade entre diferentes regides conforme observa-se na Figura 3. Ademais, as taxas mais
elevadas concentram-se na Africa (8.83%) e em regibes do pacifico Ocidental (5.26%)
(Schweitzer et al., 2015).

19

Figura 3 — Endemicidade global para o antigeno de superficie do virus da Hepatite B(HbsAQ)

(1957-2013)

-~

ENDEMICIDADE
(] Sem dados
] Baivo (<2%)
[ Intermedidrio Baixo (2- 499%)
3 Intermediario alto (5-7,99%)

B Alto

(28 %) e ' :

Fonte: Adaptado de Schweitzer et al. (2015).

Segundo dados recentes da OMS, as regides do Pacifico Ocidental e Africana apresentam
juntas 197 milhdes de pessoas acometidas pela HB crbnica, ao passo, que a regido do
Mediterraneo Oriental, Sudeste Asiatico e das Américas possuem, respectivamente, 18, 14 e 5
milhdes de individuos cronicamente infectados (OMS, 2023a).

Em 2019, a proporcdo de criancas menores de cinco anos de idade cronicamente

infectadas pelo VHB caiu para menos de 1%. Entre os anos de 1980 e o inicio dos anos 2000,



préximo ao surgimento da vacina, essa porcentagem era de 5%. Estima-se que 25% das criangas
que adquirem o virus nesta fase, apresentardo cirrose hepéatica ou cancer priméario de figado
quando adultas (OMS, 2023a; Lavanchy, 2004). A vacinacao infantil e protecdo materna contra
a HB ¢ indispensavel pois a infecgdo torna-se cronica em cerca de 90% dos casos adquiridos do
periodo neonatal até os seis meses de vida. Dos seis meses aos cinco anos de idade, o risco de
cronicidade € de 20 a60%. Contudo, na fase adulta, essa taxa diminui para 5% (CDC, 2023; OMS,
2023a).

A presenca do VHB no organismo é imprescindivel para a replicacdo de outro virus
causador de danos hepaéticos, o virus da hepatite D (VHD), também chamada de Delta. Segundo
a OMS, a Hepatite D (HD) afeta cerca de 5% das pessoas acometidas pela infecgédo cronica de
HB. Além disso, a coinfeccdo é considerada a forma mais grave de hepatite viral cronica, sendo
assim o desfecho clinico em morte € mais predominante nesses casos. Nesse contexto, a
imunizacdo contra HB previne a infeccdo pelo VHD (OMS, 2023b).

De acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), de 2000
a 31 de dezembro de 2022, foram notificados 750.651 casos confirmados de hepatites virais no
Brasil. Destes, a segunda maior parcela foi atribuida a HB que correspondeu a 276.646 (36,9%).
Nesse periodo, a regido com maior prevaléncia de HB foi Sudeste seguida da Sul, Norte, Nordeste
e por fim Centro-Oeste. E fundamental atentar-se para os dados referente ao percentual de casos
de HD, ja que estes indiretamente representam a populacédo infectada com o VHB. Com relacao
a esse grupo, foram notificados no mesmo periodo 4393 casos e a maior prevaléncia

correspondeu a regido Norte, conforme a Figura 4 (Inmetro, 2023).
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Figura 4 — Percentual de casos de hepatites virais notificados segundo as regides do Brasil (2000

a 31 de dezembro de 2022)
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Fonte: SINAN/SVS/MS (2022).

1.4 Transmissao e sintomatologia

O perfil de transmissdo da HB varia conforme a area. Em regiGes endémicas, isto €,
aquelas em que a doenca possui alta prevaléncia, € mais comum a transmissdo vertical ou
perinatal, ou seja, de mée para filho durante o parto. Além desta, também é frequente a
transmissdo horizontal, na qual o individuo é exposto ao sangue infectado, primordialmente entre
criangas de até os cinco anos de idade. Em pessoas ndo vacinadas, a transmissdo sexual é
prevalente. Isso se da pelo contato direto com fluidos e secrecfes vaginais, menstruais, seminais,
sem a utilizacdo de preservativos (CDC, 2023; OMS, 2023a).

Além da transmisséo horizontal, vertical e sexual, a infeccdo pelo VHB também pode ser
adquirida por meio da utilizacdo de agulhas, instrumentos médicos e odontoldgicos reutilizados
e contaminados com sangue e saliva de individuos infectados. E possivel também infeccio
através da utilizacdo de sangue, hemoderivados ou em transplantes de érgdos positivos para
HBsAg ou para DNA do virus. Contudo, essas ultimas formas de infeccdo sdo mais raras

21



22

atualmente devido aos protocolos de rastreabilidade de doadores (Trépo et al., 2014; OMS,
2023a).

Normalmente durante as primeiras semanas ap6s a infecgdo, ou seja, ao longo da fase
aguda, a maioria dos individuos ndo apresentam sintomas. Naqueles que desenvolvem, algumas
manifestagdes clinicas podem ser observadas: dor abdominal, nausea, escurecimento da
coloracdo da urina (coluria), ictericia, cansago persistente, mal-estar e vomitos frequentes. Mais
raramente, faléncia hepatica culminada em morte pode ocorrer (Nguyen et al., 2020; OMS,
2023a). Contudo, a cura espontanea também pode ser um desdobramento possivel (Brasil, 2018).

A HB crénica é definida pela persisténcia viral por mais de seis meses, a qual é
evidenciada pela deteccdo do HBsAg ao longo desse periodo. Nesse quadro, complicacOes
hepaticas como fibrose, carcinoma hepatocelular e cirrose podem ser percebidas
primordialmente no periodo avangado da doenca. Um aspecto particular da infecgéo viral cronica
pelo VHB, que ndo ocorre com demais virus causadores de hepatite, é a possibilidade de
evolugdo para cancer hepatico independentemente da ocorréncia de cirrose. No entanto, é
possivel também que a HB crdnica se apresente assintomatica por muitos anos, prejudicando o
diagnostico e o tratamento precoce, e assim aumentando a morbimortalidade da doenca (Brasil,
2018; Nguyen et al., 2020; OMS, 2023a).

1.5 Diagndstico e tratamento

Comumente o diagnostico etioldgico da HB é feito ao acaso por meio da realizacdo de
exames periodicos ou triagem de doadores de sangue. Quando ha uma suspeita médica, a avaliacdo
clinica é fundamental a fim de guiar o profissional de satde na solicitacdo dos exames adequados,
todavia a confirmacdo do diagnéstico da HB é basicamente laboratorial. Marcadores soroldgicos
como a pesquisa pelo HBsAg, Imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG) anti-HBc,
anticorpo contra HBsAg (anti-HBs) e HBeAg séo utilizados para identificacdo da doenca e da fase
desta. Ademais, exames bioquimicos: dosagem de alanina aminotransferases (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) — que detectam dano no tecido hepatico — de biologia molecular: reacdo
em cadeia de polimerase (PCR) e carga viral; e imunoensaios como ELISA, podem ser utilizados
para verificacdo de alteragdes metabolicas hepaticas, na confirmacdo da presenca do virus, bem

como na evolucdo do tratamento. Exames de imagem como ultrassom e fibroscan auxiliam na
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verificacdo do grau de fibrose hepéatica e monitoramento do avanco do dano hepético (Trépo et
al.,2014; Brasil,2018; Jeng et al., 2023; OMS, 2023a).

Durante o primeiro més apos a infeccdo, 0 DNA viral pode ser detectado por biologia
molecular. Entre 10 e 15 semanas apos a infec¢do, os niveis séricos de ALT e AST comecam a se
elevar (Brasil, 2018).

No que tange aos marcadores sorologicos, de maneira geral, todos devem ser avaliados
conjuntamente para correta interpretacdo. A presenca do Anti-HBc total indica contato prévio com
0 virus, mas isoladamente ndo determina quando este contato ocorreu. O resultado positivo para
HBsAg indica que o virus esté circulante no organismo, j& a vacina induz apenas a producdo do
marcador anti-HBS. Por fim, o anti-HBc IgM presente indica infeccdo recente. Para confirmar a
soroconversao e protecdo do individuo apos a vacinacdo devem ser quantificados titulos maiores
de 10 mIU/ml de anti-HBs (Mcmadhon, 2009).

A Figura 5 abaixo evidencia a interpretacdo combinada dos resultados soroldgicos possiveis
para HB (Brasil, 2018).

Figura 5 — Interpretacdo dos resultados soroldgicos para Hepatite B (HB)
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Fonte: Brasil (2018).

O tratamento da HB varia conforme a fase da doenca: aguda ou cronica. De maneira geral,
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0 tratamento do paciente portador de HB aguda é sintomatoldgico, de modo a prevenir vémitos,
enjoo, diarreia e demais sintomas. Com relacdo ao paciente portador de HB crénica, alguns
medicamentos estdo disponiveis: entecavir e tenofovir. Estes objetivam diminuir a inflamacao
hepatica e progressdo da doenca, ou seja, retardar ou reverter a cirrose e reduzir a chance de
desenvolvimento de céncer. Contudo, para a grande maioria dos casos, o tratamento deve ser feito
para o resto da vida. A OMS, em 2021, estimou que cerca de 12 a 25% dos individuos acometidos
pela HB precisardo ser medicados, porém, segundo o mesmo 6rgdo, em 2023, esta estimativa
deverd aumentar (Trépo et al., 2014; OMS, 2023a).

No caso de gravidas positivas para hepatite B, ¢ fundamental o uso de medicamentos
antivirais a fim de que o virus néo seja transmitido para o bebé. Estudos mostram que administracdo
de terapia antiviral no terceiro trimestre gestacional podem prevenir falhas da imunoprofilaxia na
transmissdo vertical em gravidas com alta viremia (Pan; Lee, 2013). Em todos os casos, a
rastreabilidade do virus, objetivando o diagnostico precoce, impacta totalmente a qualidade de vida
do portador da doenca por permitir o tratamento adequado no inicio, evitando complicacdes

frequentes como cirrose e cancer (Brasil, 2018).

1.6 Prevencgdo

A vacina de HB ¢ o principal mecanismo profilatico contra a doenca. Esta foi disponibilizada
pela primeira vez em 1981 e sua recomendacdo mundial foi aprovada em 1992 (Wong et al., 1984;
OMS, 2010b; Trépo et al., 2014). Ela foi produzida a partir da purificacdo de HBsAg presente no
plasma de sujeitos portadores de infecgédo cronica. Em 1988 foi implementada uma nova tecnologia
que possibilitou a producdo de vacina por meio de técnicas de biologia molecular. Por meio da
clonagem de um gene especifico codificante do HBsAg, introduzido em células de levedura, o
antigeno recombinante pode ser extraido e utilizado para producéo vacinal. Nesse contexto, surgiu
a vacina com tecnologia de DNA recombinante (Meireles; Marinho; Van Damme, 2015).

No Brasil, a recomendacdo do Ministério da Saude para vacinacdo infantil universal iniciou
em 1998. Ja em 2001, a orientacdo foi estendida para até os 19 anos (SES-SP, 2006). A OMS
indica que o recém-nascido seja vacinado com duas ou trés doses de vacina contra HB. A primeira
deve ser dada antes das primeiras 24 horas de vida, e as demais com intervalo de 4 semanas entre

elas. Apesar dessas recomendacdes, dados de cobertura vacinal em todo o mundo disponibilizados
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pela OMS/ United Nations International Children's Emergency Fund (UNICEF) demostram, em
2022, uma cobertura vacinal global de apenas 45% dos neonatos com até 24 horas de vida.
Entretanto, para o Brasil, essa taxa sobe para 82.33% nesse mesmo ano (OMS, 2022; OMS, 2023a).

As vacinas contra HB apresentam-se sobre as formas monovalentes e combinadas com
hepatite A, pentavalentes: HB, difteria, tétano, pertussis e Haemophilus influenza tipo B (HIB) ou
hexavalentes em que, além das dltimas, € adicionada protecdo para poliomielite. Apresentam
hidroxido de aluminio como adjuvante e podem conter ou ndo timerosal em sua composicdo. O
adjuvante € utilizado para potencializar a resposta imunolégica quando administrado no organismo
(Farmacopeia, 2020; Instituto Butantan,2022b). E importante salientar que de acordo com o
produtor, sdo utilizadas diferentes espécies de leveduras para expressdo do antigeno HBsAg,
durante o processo produtivo da vacina (SES-SP, 2006).

Além da vacinacgdo, a rastreabilidade de bolsas de sangue e hemoderivados, controle e
profilaxia pds exposicdo em profissionais de salde, campanhas de prevencdo a acidentes com
perfurocortantes séo importantes mecanismos preventivos para infecgdo pelo VHB (OMS, 2010a;
OMS, 2023a).

1.7 Vigilancia Sanitaria

De acordo com a Lei Organica da Satde n° 8.080 de 1990, que criou o Sistema Unico de
Saude (SUS), entende-se por Vigilancia Sanitaria (VS): “um conjunto de acdes capaz de eliminar,
diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da producéo e circulacéo de bens e da prestacdo de servigos de interesse da satide”. Nesse
contexto, o controle sanitario de todos os bens e servi¢os que possivelmente possam impactar a
salde da populacdo é objeto de atuacdo da vigilancia sanitaria. Portanto, os imunobiol6gicos
também sdo alvo deste processo (Brasil, 1990).

A VS atua de modo articulado e descentralizado conforme os principios do SUS de
descentralizagéo e integralidade. Para isso, o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) foi
criado por meio da Lei n°® 9.782 de 26 de janeiro de 1999. O SNVS ¢ executado pela administracdo
publica direta e indireta dos entes federativos do Brasil (Brasil, 1999).

No que tange aos imunobioldgicos, o Ministério da Saude estabeleceu a Portaria Conjunta
n°92, de 9 de outubro de 2008, da Secretaria de Vigilancia em Saude, a qual articula a unido entre



26

as esferas federais, estaduais e municipais a fim de tratar da farmacovigilancia de vacinas. De acordo
com o Art. 2° desta Portaria, a farmacovigilancia de vacinas e outros imunobioldgicos compreende-
se como: “o processo de deteccdo, avaliagcdo, compreensao, prevencao € comunicagdo de eventos
adversos pds-imunizacdo ou qualquer outro problema relacionado com a vacina ou vacina¢ao”
(Brasil, 2008a). Dessa maneira, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satude (INCQS) e as Secretarias Estaduais de Saude (SES)
se unem para regulamentar, controlar e fiscalizar a qualidade das vacinas no territorio brasileiro.
Por meio da Resolucéo da Diretoria Colegiada -RDC n° 73/2008 a ANVISA delegou ao INCQS a
tarefa de avaliar e emitir certificados relacionados a liberagéo de lotes de vacinas para consumo no
pais (Brasil, 2008b).

Um outro principio do SUS é a universalizacéo gue significa estabelecer o acesso de todos
a saude. Nesse contexto, o Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) é protagonista a fim de tornar
0 acesso a vacinacgdo universal, um objetivo possivel. O PNI foi criado em 18 de setembro de 1973
e nasceu com a missdo de organizar e coordenar as acdes de vacinacdo no pais. Desde entdo
alcancou muitos éxitos e reconhecimento mundial, com apoio da UNICEF, do Rotary Internacional
e do Programa das NacGes Unidas para o Desenvolvimento (PNUD), além de participar da
Organizagdo Pan-Americana da Satde (OPAS). E papel do PNI definir diretrizes e acbes para
imunizacdo de toda a populacdo brasileira independente de classe social, sendo assim estabelece o
Calendério Nacional de Vacinacao que, em parceria com SUS, disponibiliza atualmente 20 vacinas,
dentre elas a vacina contra HB. Nesse contexto, o Brasil € um dos paises que oferecem o maior
numero de imunobioldgicos, de forma gratuita, a grupos alvo. Os calendarios de vacinacao
disponibilizados pelo programa séo divididos por faixas etarias e condi¢Oes especiais: calendario
da crianca, do adolescente, do adulto e do idoso e de gestantes e estdo reunidos nos anexos A, B, C
e D. Além das vacinas, também sdo oferecidos soros e imunoglobulinas. O PNI realiza também a
vigilancia de eventos adversos as vacinas e estudos avaliativos do impacto das mesmas na
morbimortalidade. O PNI estabelece que toda vacina tramitada por meio de seu sistema deva passar
previamente por uma rigorosa andlise de qualidade. Nesta circunstancia, o INCQS/Fundacao
Oswaldo Cruz (Fiocruz) é essencial, pois é o 6rgao responsavel pelo controle da qualidade das
vacinas disponibilizadas pelo PNI, e consequentemente libera-las ou ndo para uso pela populagéo
brasileira (Brasil, 1975; Brasil, 1990; Domingues; Teixeira, 2013; Junior, 2013).
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1.7.1 Controle de qualidade de vacinas HB

O controle da qualidade de lotes de vacinas HB € realizado por laboratorios do INCQS. Séo
executadas analises documentais e testes laboratoriais que avaliam a eficicia — identidade e
poténcia— e seguranca — esterilidade e endotoxina bacteriana ou pirogénio. Este instituto possui um
Sistema de Gestdo da Qualidade implementado de acordo com a normas ABNT NBR ISO/IEC
17025:2017, a qual define requisitos gerais para atuacdo em laboratérios de ensaio, calibracéo e
amostragem, objetivando garantir a competéncia do laboratorio e a validade de seus resultados
(ABNT, 2017). O Setor de Vacinas Virais Il pertencente ao laboratorio de Vacinas Virais,
Biofarmacos e Cultura de Células (LVVVBCC) localizado no Departamento de Imunologia (DI) do
INCQS/Fiocruz, realiza os ensaios laboratoriais de poténcia e as analises documentais do Protocolo
Resumido de Producéo e Controle de Qualidade (PRPCQ). A metodologia empregada nos ensaios
laboratoriais é definida pela Farmacopeia Brasileira e em documentos normativos da OMS. No que
diz respeito ao ensaio de poténcia, € possivel a realizacdo de ensaios com animais ou ainda por
meio de métodos in vitro validados que utilizem anticorpos monoclonais especificos para HBsAg
(Farmacopeia, 2020).

Levando-se em consideracdo o alto custo do uso de animais, o sofrimento e estresse
causados a eles e a propagacdo de ideias que buscam a minimizacdo de seu uso em testes
cientificos, o Setor de Vacinas Virais Il validou, no passado, 0 ensaio in vitro imunoenzimatico
(ELISA) do tipo sanduiche, que vem sendo utilizado nos procedimentos de verificacdo de poténcia
de vacinas adsorvidas HB. Dentre as principais ideias contrarias ao uso de animais para fins
cientificos, tem-se o conceito dos “3Rs”. Este surgiu mediante a publicacdo do artigo “The
Principles of Humane Experimental Technique” de W. M. S. Russell e R. L. Burch, ha pouco mais
de 60 anos. O nome “3Rs” provém do inglés para abreviacao de Replacement (substitui¢éo),
Reduction (reducéo) e Refinement (refinamento). A substituicdo visa a utilizacdo de metodologias
alternativas aos testes in vivo quando possivel. A reducao significa o uso do menor nimero possivel
de animais, caso ndo haja maneiras alternativas. Por fim, o refinamento correlaciona-se com a
inovacdo cientifica por meio da minimizacdo do sofrimento animal com o aprimoramento de
formas de reducdo de dor ou ainda na busca por melhorias na eficiéncia do trabalho cientifico
(Russel; Burch, 1959; Meyer, 2003; Challenger, 2020).

Um dos instrumentos criticos para o cumprimento das diretrizes de qualidade contidos na
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RDC 512/2021 estabelecida pela ANVISA, que dispde sobre as Boas Préticas para Laboratérios
de Controle de Qualidade, nanorma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 e na Farmacopeia Brasileira
€ 0 uso de controles internos durante a execucao dos ensaios laboratoriais de controle de qualidade
de imunobioldgicos, de modo a garantir a qualidade e a validade dos resultados obtidos. Um desses
controles internos é o uso de lote de referéncia para cada um dos produtores de vacina. Isso decorre
do fato de que cada produtor utiliza um tipo de cepa de levedura especifica (ABNT, 2017;
Farmacopeia, 2020; Brasil, 2021). Nesse contexto, o ensaio de poténcia de vacinas HB ¢ realizado
por meio de um ELISA do tipo sanduiche para a quantificacdo do HBsSAg. Em paralelo a
vacina analisada, utiliza-se uma vacina de Referéncia de Trabalho, para cada produtor, conforme
especificado pela Farmacopeia Brasileira. Algumas vacinas, como a HB do fabricante LG CHEM
Ltd/Instituto Butantan apresentam hidréxido de aluminio como adjuvante em sua composicao, o
qual é um interferente na quantificacdo do HBsAg por meio do ELISA sanduiche. Nesse contexto,
para realizacdo da metodologia, € necessario que as amostras passem por um pré-tratamento antes
da realizacdo do ensaio, a fim de dissociar esse composto quimico da amostra em anélise. E
importante salientar a metodologia utilizada para determinacdo da poténcia de vacinas adsorvidas
contra HB € acreditada pela Coordenacdo Geral de Acreditacdo do Inmetro (CGCRE), Unico
organismo de acreditacdo reconhecido pelo Governo Brasileiro para acreditar Organismos de
Avaliagéo da Conformidade (Inmetro, 2023).

1.8 Justificativa

A vacinacdo € o principal instrumento profilatico contra a HB. O ensaio de poténcia é um
mecanismo de controle de qualidade da vacina, e para realiza-lo é necessario que a cada ensaio,
seja utilizada em paralelo, uma vacina de referéncia, do mesmo produtor, previamente estabelecida.
O lote de referéncia funciona como um controle interno do ensaio e deve satisfazer os critérios de
aprovacdo, que incluem a reprodutibilidade e repetibilidade. O estabelecimento deste lote é
renovado conforme termina-se a validade do ultimo lote de referéncia. Sendo assim, este trabalho
é fundamental para continuagdo das analises de controle de qualidade das vacinas de HB do
produtor LG CHEMY/ Instituto Butantan, que posteriormente serdo disponibilizadas para

imunizacdo da populacdo brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer um lote controle de referéncia de trabalho interno para o produtor LG CHEM/
Instituto Butantan de vacina adsorvida de Hepatite B, a ser utilizado nos ensaios de avaliacdo de

poténcia de vacina deste mesmo produtor.

2.2 Objetivos especificos

a) Determinar um lote de vacina como possivel candidata a referéncia de trabalho;

b) Realizar ensaios para avaliacdo da poténcia do lote da vacina candidata;

c) Determinar o coeficiente de variagdo da poténcia entre 0s ensaios;

d) Elaborar gréafico de controle para anélise de tendéncias a partir dos valores de absorban- cia

obtidos nos ensaios, utilizando o software SPC Explorer RT® v. 05.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostras de lote candidato a referéncia de trabalho — Lote A

As amostras utilizadas correspondem a vacina adsorvida HB (recombinante) fabricadas
pela empresa LG CHEM Ltd, e importadas, distribuidas e registradas pelo Instituto Butantan.
Apresentam-se como suspensao injetavel, cuja via de administracdo € intramuscular. Cada frasco
contém 10 ml de solucdo que correspondem a 10 doses de 1 ml para adultos, contendo 20
microgramas (pg) de HBsAg. E constituida de particulas ndo infecciosas de HBsAg purificadas,
produzida com a tecnologia deDNA recombinante em células de levedura (Saccharomyces
cerevisiae), adsorvidas em sais de aluminio como adjuvante e com timerosal como conservante.
Quanto a conservacdo, deve ser armazenada em geladeira, de 2° a 8° Celsius (°C), sem congelar
(Instituto Butantan, 2022a).

Para a eleicdo do lote candidato a vacina de referéncia de trabalho, foram selecionados 0s
lotes com maior nimero de frascos entregues ao INCQS, e em seguida, analisados os resultados de
poténcia apresentados pelo produtor no Protocolo Resumido de Producgéo e Controle de Qualidade
(PRPCQ), selecionando, assim, o lote candidato a Vacina de Referéncia de Trabalho (INCQS,
2023).

O lote candidato foi denominado “Lote A”. Foram entregues ao laboratério 12 frascos dessa

vacina, que se encontram dentro do prazo de validade de 27 de abril de 2025.
3.2 Avaliacdo analitica da poténcia das vacinas adsorvidas contra Hepatite B

A andlise da poténcia de vacinas in vitro € um critério que objetiva avaliar a antigenicidade
por meio da quantificacdo de HBsAg presente na amostra. Foi utilizado como base para realizacao
do ensaio, o Procedimento Operacional Padrdo (POP) n.° 65.3430.033 revisao 12 (INCQS, 2023),
estabelecido e aprovado pelo INCQS/Fiocruz.

3.2.1 Circunstancias gerais

As seguintes conjunturas sdo possiveis para eleicdo de um novo lote de referéncia:
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a) Quando se tem um lote de referéncia anterior que acabara a validade em breve.

b) Quando nédo se tem um lote de referéncia anterior. Nesse caso 0s motivos podem ser:
sera o primeiro lote a ser eleito para um produtor especifico ou ndo ha mais frascos de
referéncia anterior disponiveis para realizacdo dos ensaios de poténcia das amostras que
chegam ao INCQS.

Na presenca de um lote de referéncia estabelecido previamente, o ensaio € realizado com
amostra deste, paralelo a uma outra amostra candidato a referéncia. Na auséncia de um lote de
referéncia estabelecido previamente, pelos motivos supracitados no item b, o ensaio é realizado
com o candidato a referéncia paralelo a ele mesmo, no entanto, uma destas amostras sera
considerada referéncia-padrdo para o ensaio e, neste caso, a poténcia de referéncia-padrao para o
ensaio seré o valor determinado no PPRCQ pelo produtor.

No presente trabalho, ndo haviam amostras de lote de referéncia anterior, portanto cada
ensaio foi realizado com a mesma amostra, chamada de lote A paralela a si mesma. O valor de
referéncia-padrédo de poténcia determinado no PPRCQ foi de 20 [1g/mL.

Foram realizados quatro ensaios de poténcia com o lote A, por dois analistas distintos e em
dias diferentes. Os resultados foram avaliados de acordo com critérios estatisticos de aceitacdo por
meio da verificacdo de desvios de linearidade e paralelismo. O lote candidato s6 pode ser utilizado
caso os valores de poténcia observados se mantiverem dentro dos limites de aceitagdo e se na
variacdo da poténcia entre os ensaios o coeficiente de variagdo (CV) for menor que 32%. Para
aceitacdo dos Kits, os valores de absorbancias correspondentes aos controles positivo e negativo

devem estar dentro das especificagdes de sua bula (Diasorin, [S.d.]).

3.2.2 Pré-tratamento das amostras

Como a vacina contra HB do produtor LG CHEM Ltd/Instituto Butantan contém hidrdoxido
de aluminio como adjuvante em sua composicao, faz-se necessario que as amostras passem por um
pré-tratamento antes da realizacdo do ensaio, a fim de dissociar esse composto quimico da amostra
em analise. A solucdo de pré-tratamento é composta por dietanolamina (DEA) a 2,5%, Triton X
100 a 0,2% e tampéo fosfato-salino (PBS) (INCQS, 2023).

O processo iniciou-se com a adi¢ao de 300 microlitros (L) da solucdo de pré-tratamento a
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300 pL da vacina ndo diluida (diluicdo de 1:2), para cada amostra em paralelo. Em seguida
homogeneizou-se a mistura em vortex e incubou-se em temperatura ambiente por 30 minutos. Em
seguida, centrifugou-se por 60 segundos a 15.000 rotacdes por minuto (rpm), a fim de precipitar o
hidroxido de aluminio dissociado, conforme ilustrado na Figura 6. Por fim, utilizou-se os

sobrenadantes para etapa seguinte correspondente as dilui¢cdes da vacina (INCQS, 2023).

Figura 6 — Pre-tratamento das amostras em paralelo

—
-
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Lote A Sobrenadante 1
tratamento

icim Pré Sobrenadante 2
tratamento

Fonte: A autora (2024).

3.2.3 Diluicdo das amostras de vacina

A partir dos sobrenadantes realizou-se uma pré-diluicdo com PBS acrescido de 0,2% de
albumina sérica bovina (BSA) para obter uma solucéo de aproximadamente 1 [1g/ml. Considerou-
se a concentracgéo descrita no frasco, de 20 [1g/mL, diluindo-se 100 [JL do sobrenadante de vacina
em 900 [IL de PBS/BSA. Em outro tubo foram adicionados 20 [JL da solugédo de 1 [g/mL e 980

(1L diluente da amostra (PBS/ BSA 0,2%) para obter uma concentracdo de 20 ng/mL de
cada vacina (INCQS, 2023).

Para diluicdo das amostras de vacina, considerou-se, aleatoriamente, o sobrenadante 2 como
referéncia-padrdo do ensaio. A partir da concentracdo de 20 ng/mL, o sobrenadante 2 foi diluido

para as concentragdes de 0,25 ng/mL; 0,50 ng/mL; 1,0 ng/mL; 1,5 ng/mL e 2,0 ng/mL em triplicatas
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e 0 sobrenadante 1 nas concentragfes de 0,25 ng/mL; 0,50 ng/mL; 1,0 ng/mL e 1,5 ng/mL, em
triplicatas, conforme ilustrado na Figura 7. Os sobrenadantes da vacina e suas diluicdes foram

homogeneizadas com uso de vortex, antes de sua utilizacdo ao longo do processo (INCQS, 2023).

Figura 7 — Diluigdo das amostras para realizagdo do ELISA
1 pg/ml 20 ng/ml
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Fonte: A autora (2024).

Posteriormente, as diluicdes foram distribuidas na placa de 96 pocos contida no Kit Murex

HBsAg Version 3%, conforme descrito no item 3.2.3 a seguir.

3.2.4 Metodologia do Kit Murex HBsAg Version 3®

A avaliacdo analitica da poténcia é realizada pelo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) do
tipo sanduiche. Para isso, utiliza-se o Kit Murex HBsAg Version 3® do fabricante DiaSorin. Este
kit contém: a) solucdo de controle positivo; b) solugdo de controle negativo; ¢) microplacas com
96 pocos sensibilizadas com anticorpos monoclonais especificos para epitopos HbsAg; d) solucéo
de conjugado, com anticorpos de cabra marcados com peroxidase de rabano (HRP) contra o
HBsAg; e) solugdo de lavagem; f) solugdo de substrato, com 3,3°-5,5’-tetrametilbenzidina e
peroxido de hidrogénio. Alem do Kit, para realizacdo do ELISA séo necessarios: solucéo de parada

de reacdo (Acido Sulfarico 2 M) e os equipamentos calibrados e/ou qualificados: agitador de
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microplacas, estufa a 37°C + 1°C, espectrofotdbmetro e micropipetas (Diasorin, [S.d.]).
Apo6s a diluicdo, foram distribuidos 100 pL das triplicatas das vacinas diluidas e dos

controles positivo e negativo nos pogos da microplaca, conforme o esquema da Figura 8 a seguir.

Figura 8 — Distribuicdo das triplicatas das diluigdes e dos controles positivo e negativo na

microplaca
Legenda

‘Controle negativo
‘ Controle positivo

Dilui¢des do sobrenadante 1

Dilui¢des do sobrenadante 2

i1 & 3. 4 5 § 7T & 8 11l 12

X & M m O N @ >

Fonte: A autora (2024).

Em seguida, a microplaca foi incubada a 37 °C £ 1 °C durante uma hora, para que ocorresse
a ligacdo entre o antigeno HBsAg presente na vacina e 0s anticorpos monoclonais especificos para
os diferentes epitopos do HBSAg que revestem os poc¢os. Foram adicionados 50 pL do conjugado,
contendo anticorpos de cabra marcados com a enzima HRP contra o HBSAg, e incubados
novamente a mesma temperatura durante 30 minutos. Os pocos foram lavados com solu¢do de
lavagem, removendo os antigenos e anticorpos que ndo se ligaram. Em seguida, foi adicionado 50
pl do substrato, que ao ligar-se ao conjugado, catalisou a reacdo e por consequéncia, alterando a
cor para parpura nos pogos reativos. Apos a incubacéo, adicionou-se a solucao de parada de reacéo
(Acido sulfdrico 2M) e a placa foi lida em espectrofotdmetro (BioTek, ELX 800, Estados Unidos)
com absorbéncia de 450nm. A Figura 9 representa a formagdo do complexo que leva a producao

do sinal luminoso.
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Figura 9 - Representacdo do ELISA sanduiche

Enzima HRP g
N\

\_J ['

Antigeno Anticorpo de
Deteccdo
Anticorpo de captura

(anti-HBsAg)

Fase solida
Legenda: Os anticorpos monoclonais presentes nos pogos das microplacas se ligardo ao
antigeno (HBsAg) presente na vacina. Com adi¢do de conjugado (anticorpo de detec¢do)
marcado com a enzima peroxidase de rabano (HRP), sera formado um complexo anticorpo-
antigeno-anticorpo. Posteriormente, na adi¢do do substrato, um sinal de detecgdo (sinal
luminoso) sera produzido através de reacdo enzimatica.
Fonte: A autora (2024).

3.3  Leiturae avaliagdo estatistica dos resultados

Os resultados de absorbancia da leitura fotométrica das diferentes dilui¢des das vacinas do
lote A foram avaliados por meio de software estatistico CombiStats® v.7.0 (EDQM, Council of
Europe) conforme o Procedimento de uso (PU) n.° 3400.012 rev 04 (INCQS, 2022a). Para isto foi
utilizado a estatistica de “linhas paralelas", verificando-se desvios de linearidade e paralelismo,
calculando, assim, a poténcia estimada da vacina. Na avaliacdo de desvios de paralelismo e ou
linearidade nas curvas dose resposta, deve-se buscar o melhor ajuste. Caso observado auséncia de
paralelismo e linearidade entre as curvas, pode-se remover até duas diluicbes da vacina de
referéncia-padrédo correspondente ao sobrenadante 2 (0,25 e/ou 2,0 ng/mL) e uma da vacina
referente ao sobrenadante 1 (0,25 ou 1,5 ng/mL), e/ou retirar um resultado de uma das triplicatas

de cada diluicéo.
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Os valores de absorbancia de cada dilui¢cdo foram incluidos em um gréafico controle para
andlise de tendéncias, utilizando o software SPC Explorer RT® v. 05 (Quality America, Texas,

EUA) para estabelecer os limites maximo e minimo aceitos para cada diluicdo (INCQS, 2023).

3.4 Critérios de aprovacéo do ensaio

Para gque os testes sejam aceitos, o valor da leitura de densidade 6ptica (DO) do controle
negativo deve ser inferior a 0,2 e o valor da DO do controle positivo deve ser 0,8 superior a média
do controle negativo. Quando os resultados ndo atingirem estes critérios, o ensaio deve ser repetido.
Além disso, a poténcia estimada da amostra da vacina sera considerada conforme quando o valor
encontrado no ensaio for maior ou igual a 75% do valor rotulado no frasco da vacina. Ademais, 0s
limites de confianca da poténcia estimada devem estar entre 80 e 125% para 0 ensaio ser aprovado.

Os critérios de aceitacdo dos resultados estdo resumidos na Figura 10 abaixo (INCQS, 2023).

Figura 10 - Resumo dos critérios de aprovacao do ensaio

DO do controle positivo > 0.8 +
meédia do controle negativo

Critérios

Poténcia >75% do valor rotulado

Limites de confianca da poténcia
entre 80 e 125%

Fonte: A autora (2024).
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3.5 Garantia da validade dos resultados

Além de manter os equipamentos e instrumentos utilizados no ensaio corretamente
monitorados, calibrados, verificados, e com a manutencao periddica, o lote da vacina de referéncia
de trabalho estabelecido é acompanhado por intermédio do lancamento dos resultados de
absorbancia em grafico de controle de valores individuais utilizando o software SPC Explorer RT®

v. 04, conforme PU 3400.011 (INCQS, 2022b) para garantir a qualidade e validade dos

resultados.
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4. RESULTADOS
4.1 Poténcia estimada das vacinas contra Hepatite B

A Tabela 1 a seguir evidencia os resultados de poténcia estimada calculados para cada um

dos quatro ensaios, com seu respectivo analista e limites de confianca.

Tabela 1 — Resultados dos quatro ensaios com seus respectivos analistas, datas de realizacdo,
poténcias estimadas do lote A (candidato a vacina de referéncia de trabalho) e limites

de confianga minimo e maximo

) ) Limite Poténcia Limite
Ensaio Data Analista ) ) )
minimo Estimada maximo
1 21/06/2023 1 96,3% 18,95pg/mL 103,8%
2 22/06/2023 2 93,4% 17,45ug/mL 106,9%
3 26/06/2023 2 91,9% 17,13pug/mL 108,5%
4 27/06/2023 2 92,2% 18,76pg/mL 108,2%

Fonte: A autora (2024).

Os anexos E, F, G e H apresentam o0s resultados gerados por meio do software estatistico
CombiStats® v.7.0 (EDQM, Council of Europe) referente aos quatro ensaios realizados para
eleicdo do novo lote de referéncia de trabalho.

A partir das poténcias estimadas de cada um dos ensaios, foram calculadas as médias de
poténcia e de limites de confianga minimo e méaximo. Os resultados foram de poténcia de 18,15 ug
de HBsAg por mililitro de vacina e os limites de confianca minimo e méximo foram de 95,1% e
105,1%, respectivamente. O Anexo | apresenta esses resultados, os quais também foram gerados

por meio do software estatistico CombiStats® v.7.0 (EDQM, Council of Europe).

4.2  Variancia da poténcia entre 0s ensaios

A Tabela 2 a seguir evidencia os resultados do célculo de variacdo da poténcia entre 0s

ensaios através do coeficiente de variancia.
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Tabela 2 — Resultados de média, desvio padrdo e coeficiente de variagdo provenientes do célculo
de variacdo da poténcia entre os quatro ensaios do lote A (candidato & vacina de

referéncia de trabalho)

Média Desvio Padrao Coeflc?lAent_e de Cntx_anoNde
variancia Aceltacao
18,0725 0,9162 5% 32%

Fonte: A autora (2024).

4.3 Estabelecimento de grafico de controle do lote de referéncia de trabalho e seus

limites estatisticos

Os resultados de absorbancia de cada diluicdo da vacina de referéncia foram plotados em
um gréfico de analise de tendéncias no programa SPC Explorer RT® v. 05. Dessa forma,
estabeleceu-se a média e os limites m&ximo e minimo aceitos para cada dilui¢do utilizada no ensaio
de avaliacdo da poténcia da vacina contra HB, que estao representados na Tabela 3. Nesse contexto
foram criados quatro gréaficos para cada uma das dilui¢des de 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5ng/mL, conforme

apresentado nas Figuras 11, 12, 13 e 14.

Tabela 3 — Limites maximos e minimos e médias dos gréaficos de controle para as diluicBes
de 0,25ng/mL; 0,50ng/mL; 1,00ng/mL e 1,50ng/mL

Diluicéo Meédia Limite minimo Limite maximo
0,25 524,3 3442 704,4
0,50 856,0 690,6 1021,4
1,00 1578,2 1047,9 2108,5
1,50 2301,2 1664,5 2937,9

Fonte: A autora (2024).



Figura 11- Gréfico de controle para dilui¢do de 0,25 ng/mL do lote A
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1 21/06/2023 482,300 Ensaio frente 8 amostra 29/23
2 22/06/2023 577,000 Ensaio frente 8 amostra 29/23
3 26/06/2023 468,300 Ensaio frente a8 amostra 29/23
4 27/06/2023 569,700 Ensaio frente @ amostra 29/23

POP 65.3400.002 - Anexo C—1l. 1/ 1 - Rev. 04
Classificacdo: 542

Fonte: A autora (2024).



Figura 12- Gréfico de controle para dilui¢do de 0,5 ng/mL do lote A
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N° de ensaio Data do ensaio Diluigao 0,5 Observagao
1 21/06/2023 796,300 Ensaio frente a amostra 28/23
2 22/06/2023 915,300 Ensaio frente @ amostra 29/23
3 26/06/2023 822,300 Ensaio frente 4 amostra 29/23
4 27/06/2023 890,300 Ensaio frente a amostra 29/23

POP 65.3400.002 - Anexo C-1fl. 1/ 1 - Rev. 04
Classificacdo: 542

Fonte: A autora (2024).



Figura 13- Gréfico de controle para dilui¢do de 1,0 ng/mL do lote A
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N° de ensaio Data do ensaio Diluigao 1,0 Observagao
1 21/06/2023 1473,300 Ensaio frente a amostra 29/23
2 22/06/2023 1758,300 Ensaio frente a amostra 29/23
3 26/06/2023 1409,000 Ensaio frente & amostra 29/23
4 27/06/2023 1672,300 Ensaio frente & amostra 29/23

POP 65.3400.002 — Anexo C —l. 1/ 1 - Rev. 04
Classificagio: 542

Fonte: A autora (2024).



Figura 14- Gréfico de controle para dilui¢do de 1,50 ng/mL do lote A
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N° de ensaio Data do ensaio Diluigdao 1,5 Observagao
1 21/06/2023 2052,700 Ensaio frente a amostra 28/23
2 22/06/2023 2480,000 Ensaio frente 8 amostra 29/23
3 26/06/2023 2167,300 Ensaio frente a amostra 29/23
4 27/06/2023 2505,000 Ensaio frente a amostra 29/23

POP 65.3400.002 - Anexo C —1l. 1/ 1 - Rev. 04
Classificacéio: 542

Fonte: A autora (2024).
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A partir dos gréficos de controle produzidos, serdo inseridos, ao longo do tempo, os valores
de absorbancia das futuras leituras de cada diluicdo do lote de referéncia, os quais deveréo se
manter dentro dos limites maximo e minimo. Dessa forma, sera realizado o acompanhamento do

lote de referéncia de trabalho estabelecido.
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5 DISCUSSAO

As vacinas sao importantes instrumentos profilaticos contra o desenvolvimento de doencas.
Quando inoculadas no individuo, induzem imunidade especifica ativa. Podem ser constituidas por
microrganismos inativados, microrganismos atenuados, substancias por eles produzidas ou fracGes
antigénicas (Farmacopeia, 2020). Tendo em vista a importancia dos imunobiolégicos para a saude
coletiva, é de suma relevancia realizar o controle de qualidade dos imunobiol6gicos. O ensaio de
poténcia € um mecanismo de controle de qualidade da vacina que avalia sua eficacia.

E preconizado o uso de controles internos durante a execucdo dos ensaios laboratoriais de
controle de qualidade de imunobioldgicos, de modo a garantir a qualidade e a validade dos
resultados obtidos (ABNT, 2017; Farmacopeia, 2020; Brasil, 2021). Um desses controles internos
é 0 uso de lote de referéncia para cada um dos produtores de vacina. Nesse contexto, faz- se
necessario que a cada ensaio de avaliacdo de poténcia, a amostra seja analisada frente a uma vacina
de referéncia, de mesmo produtor, previamente estabelecida. O estabelecimento é renovado
conforme termina-se a validade do dltimo lote de referéncia. Para que um lote candidato seja
designado como lote de referéncia, € indispensavel que esse satisfaca critérios de aprovacao que
incluem analises estatisticas, em consonancia com as determinac@es da OMS (2010c).

Os ensaios foram realizados utilizando o kit Murex HBsAg Version 3® do fabricante
DiaSorin. Incluem-se como critérios de aprovacao do ensaio, os valores de densidade éptica (DO)
do controle negativo e positivo do kit. Os resultados de DO dos controles negativos se mantiveram
inferiores a 0,2 e dos controles positivos obtiveram valores de absorbancia 0,8 superiores a média
dos controles negativos, validando, portanto, o kit (INCQS, 2023).

Os resultados de absorbancia da leitura fotométrica foram incluidos em uma planilha de
calculo ja validada no software estatistico CombiStats® v.7.0 (EDQM, Council of Europe). Para
avaliacdo dos resultados, foi utilizado a estatistica de “linhas paralelas”, verificando-se desvios de
linearidade e paralelismo, calculando, assim, uma poténcia estimada da vacina. N&o foram
observados desvios de linearidade e paralelismo. Além disso, as poténcias foram superiores a 75

% do valor rotulado (20 pg de HBsAg/mL) e se mantiveram dentro dos limites de confianga
maximo (125%) e minimo (80 %) determinados. Os resultados de todas as diluicGes se mantiveram
dentro dos limites definidos pelos graficos de controle, em conformidade com o POP 65.3430.033
(INCQS,2023).
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Para avaliacdo da reprodutibilidade, faz-se necessario que dois analistas distintos
participem da determinacéo do lote de referéncia, realizando ensaios distintos. A variancia entre os
valores de poténcia encontrados foi de 5%, sendo o limite para aprovacdo de no maximo 32%.

Logo, também obteve-se éxito para esse critério.
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6 CONCLUSAO

Pode-se inferir, portanto, que a vacina do lote A apresentou resultados satisfatérios, de
modo que obteve poténcia estimada maior ou igual a 75% do valor rotulado no frasco da vacina
(20 pg de HBsAg/mL), sem apresentar desvios de linearidade e paralelismo.

A variancia dos resultados de poténcia entre os quatro ensaios foi menor de 32%; as
absorbancias de cada diluicdo lidas no espectrofotémetro calibrado e qualificado, se mantiveram
dentro dos limites estabelecidos pelo grafico de controle de analise de tendéncias.

Logo, o lote A atendeu aos requisitos necessarios para se tornar o novo lote de vacina de
referéncia de trabalho para o produtor especifico. Nesse contexto, o presente estudo estabeleceu
uma vacina de referéncia para o produtor LG CHEM/ Instituto Butantan, dessa forma torna-se
possivel a continuacdo das andlises de controle de qualidade das vacinas de hepatite B deste

fabricante, que posteriormente serdo disponibilizadas para imunizagdo da populagdo brasileira.
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ANEXO A - CALENDARIO NACIONAL DE VACINACAO DA CRIANCA

== - e :
_ il — ; - e . .
: - 1#dose: 2 meses
Pollomielite Virusnativado 3doses 2reforgoscomavacna oy o ¢ meses 60dias 30das
3¢ dose: 6 meses
19 reforgo: 6 meses apés
Poliomielte Virus vho atenuado ~ 2 doses de reforco 15 meses e danos > i ““;"‘“’w
1¢ reforgo
Diarrela porRotavirus Virus vivo atenuado 2 doses . 1Aupse:2 meses 60dis 30dias
: 24 dose: 4 meses.
Toxoldes diftérico e tetdnico
Difteria, Tétano, Coqueluche, purificados + bactéria da coqueluche 3 1¢ dose: 2 meses
Hoemophilus infiuenzoe Be nativada e purificada + 3doses """"“‘”‘::‘"""“ 2¢ dose: 4 meses 60dias 30dias
Hepatite 8 Oligossacarideos conjugados do HIB + 3¢ dose: 6 meses
antigeno de superficie de HB.
Pol d . 30dias entre a1*dosee 2¢
’neunmhs,MeMes,m de10 1¢ dose: 2 meses Fis
Sinusites pelos sorotipos que de s i 2doses Reforgo 24 dose: 4 meses 60dias 60 dias entre a 20 dose €0
compdem a vacina ey Reforgo: 12 meses P
Polissacarideos capsulares purficados 18 dose:3 meses i lid ke
c da Nelsseri d 2doses. Reforco 2! dose: 5 meses 60dlas
sorogrupoC Reforgo: 12 meses 60 dias entre 3 2¢ dose e 0
: ) TR Dose: 9 meses i
e e e LM e
— Sarampo, Caxumba e Rubéola Virus vivo atenuado 2doses - 12 meses - 30dlas
Uma dose (2¢ dose
Sarampo, Caxumba, Rubéola e Virus ripl le1t 15 meses = -
Varicela de varicela)
s e — unston - - -
Toroides ditérco e tetdnco 3doses A S T e Y TRy S e e 2
Difteria, TétanoeCoqueluche nﬂﬁﬂhob:ﬁ;hfmm (Considerar doses 2 reforgos alwmmdz 20 reforco: 3 anos apds 2treforco: 6 apés 12
purificada 18 reforgo reforgo
3 doses A cada 10 anos. Em caso de
ifterta 6 Téano Toxoldes diftérico e tetanico (Considerar doses  ferimentos graves, deve-se Apartic dos 7.anos 60dias 30dias
purificados com  reduwir paras
penta e DTP) anos
6,11,16 hu 6,11,16e18 S doses 2 092 10anos 2tdose: 24 dose:
e 18 (recombinante) (HPV4 ~recombinante) (Parameninas e meninos) 6 meses apds 1¢ dose 6 meses apds 14 dose
. Onadasen 5 Apartir de 5 anos para os
capsular de 23 sorotipos mmdmm'“ povos indigenas. A 2¢
Preumonias, Sinusite e outros. RsTE 2doses s dose deve ser fefta 5 anos Sanos 3anos
apés a 1* dose
Uma dose
(Corresponde a 2¢
Varicela (Catapora) Virus vivo atenuado doseda - 4anos = 30dias
varicela)

Fonte: https://www.gov.br/saude/pt-br/vacinacao/calendario.
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ANEXO B — CALENDARIO NACIONAL DE VACINACAO DO ADOLESCENTE

: 2¢dose: 1mésapds
. Iniciar ou completar 3 < 20 dose: 1 més apds 14 dose.
Antigeno recombinante de superficie do 1% dose. v
8 doses, de acordo com - - 3% dose: 4 meses apos
- i vinus purificado s S S Jids
A cada 10 anos. Em caso de
Iniclar ou completar 3
- Toxoides diftérico e tetanico il 'me graves, deve-se = 60dias 30dis
F situacdo vacinal e
Reforgo, caso a pessoatenha
Tebie Amacl Virus vivo atenuado : TacEOkdo)suadase da VaCh = = =
€ ey e
Iniciar ou completar 2
‘Sarampo, Caxumba e Rubéola Virus vivo atenuado doses, de acordo com = S 30das
situagdo vadinal
e Iniciar ou completar 2 11a14anos
ir 11,16 11,1618 & 24dose: 20 dose:
- 18 {recombinante) (Hpva tlosesde pcoracomm E """'»‘"“", € Gmesesapsitdose  6mesesapds 1t dose
A partir de 5 anos para
Umadose a depender da
ipe ospovos Indigenas. A 2¢
i : e Uma dose mﬁunc:::;whmma osé deve ser falts S 5 anos 3anos
anos ap6s a 14 dose
% Polissacarideos
A d Uma dose = 11a14anos = -
CWeY Mm;m;cw.v

Fonte: https://www.gov.br/saude/pt-br/vacinacao/calendario.
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ANEXO C - CALENDARIO NACIONAL DE VACINACAO DO ADULTO E IDOSO

Toxoldes diftérico (teor
reduzido) + tetanico +
pertussis (acelular)
purificados

Difteria, Tétano e Coqueluche

Uma dose acada 10 anos A partir dos 18 anos

** A Vadina dTpa adulto estd da saide
Fonte: https://www.gov.br/saude/pt-br/vacinacao/calendario.


http://www.gov.br/saude/pt-br/vacinacao/calendario
http://www.gov.br/saude/pt-br/vacinacao/calendario

55

ANEXO D - CALENDARIO NACIONAL DE VACINAGAO DA GESTANTE

Fonte: https://www.gov.br/saude/pt-br/vacinacao/calendario.
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ANEXO E - 1° ENSAIO PARA AVALIACAO DE POTENCIA DE LOTE CANDIDATO A
VACINA DE REFERENCIA DE TRABALHO - ANALISTA 1

[Emb51t; \ersion 7.0. Friday, 23 June 2023, 15:44:15[-03:00]. Page 1 of 1
*
Substance Vacina Monovalente Remarks: Teste de uso para Hepatite B | *
Method Elisa *
Assay number |29/23
Technician Lucas
Date of assay |21/06/2023
Standard Sample 1
Id. 29/23 Id. 29/23
Ass. pot. |20 pg/ m/ Ass._ pot. |? pg/ml
Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 | 1/10000 Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 | 1/10000
(1) 0.502 0.879 1471 2258 2.664 (1) 0.503 0818 1.397 2.080
(2) 0475 0.808 1482 2.090 2.751 (2) 0.461 0.767 1.490 2.008
(3) 0.509 0.881 1.565 2194 2.640 (3) 0.483 0.804 1.533 2.070
Model: Parallel lines Common slope(factor) = 0.818645 (0.801437 to 0.835853)
Design: Completely randomised Correlation | r |: 0.998212
Transformation: y' = In (y)
Variance: Observed residuals
Source of variation Degrees of freedom Sum of squares Mean square F-ratio Probability
Preparations 1 0.341439 0.341439 244 826 0.000 (™)
Regression 1 9.49156 949156 >1000 0.000 (™)
Non-parallelism 1 5.36676E-05 5.36676E-05 0.038 0.847
Non-linearity 5 0.0100948 0.00201896 1448 0.255
Standard 3 0.00298665 0.000995550 0.714 0.556
Sample 1 2 0.00710816 0.00355408 2548 0.106
Treatments 8 9.84315 1.23039 882.242 0.000 (**)
Residual error 18 0.0251032 0.00139462
Total 26 9.86825 0.379548
Sample 1
Id. 29/23
(ug/ml) Lower limit| Estimate |Upper limit
Potency 18.2405 18.9464 19.6726
Rel. to Ass. 2 ? ?
Rel. to Est. 96.3% 100.0% 103.8%
All samples Standard Sample 1
29/23 29/23
Executed by: Calculated by: Approved by:

ID: RENATA/FIOCRUZ/BRA
Fonte: A autora (2024).
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ANEXO F —2° ENSAIO PARA AVALIACAO DE POTENCIA DE LOTE CANDIDATO A
VACINA DE REFERENCIA DE TRABALHO - ANALISTA 2

(k5T \ersion 7.0. Friday, 23 June 2023, 14:54:56 [-03:00]. Page 1 of 1 * X %
* *
Substance Vacina Monovalente Remarks: Teste de uso para Hepatite B | * *
Method Elisa * *
Assay number |29/23 * ox X
Technician Karen
Date of assay |22/06/2023

Standard Sample 1
Id. 29/23 Id. 29/23
Ass. pot. |20 pg/ m/l Ass. pot. |? pg/ml
Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 | 1/10000 Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 | 1/10000
(1) 0.647 1.062 1.89 2.6066 3.039 (1) 0.553 0.971 1.677 243
(2) 0.605 0.992 1.971 2.689 3.035 (2) 0.571 0.818 1.718 2.451
(3) 0.73 1477 2.071 2.848 3.152 (3) 0.607 0.957 1.88 2.559
Model: Parallel lines Common slope(factor) = 0.791401 (0.761969 to 0.820833)
Design: Completely randomised Correlation | r |: 0.993183

Transformation: y' = In (y)
Variance: Observed residuals

Source of variation Degrees of freedom Sum of squares Mean square F-ratio Probability
Preparations 1 0.537765 0.537765 131.806 0.000 (***)
Regression 1 8.87033 8.87033 >1000 0.000 (***)
Non-parallelism 1 0.0112351 0.0112351 2.754 0.114
Non-linearity 5 0.0449140 0.00898281 2.202 0.099

Standard 3 0.0227494 0.00758313 1.859 0.173

Sample 1 2 0.0221646 0.0110823 2.716 0.093
Treatments 8 9.46424 1.18303 289.961 0.000 (***)
Residual error 18 0.0734392 0.00407996
Total 26 9.53768 0.366834

Sample 1
Id. 29/23
(pg/ml) Lower limit | Estimate | Upper limit
Potency 16.2932 17.4473 18.6558
Rel. to Ass. ? ? ?
Rel. to Est. 93.4% 100.0% 106.9%
All samples Standard Sample 1
29/23 29/23

Executed by: Calculated by: Approved by:

ID: RENATA/FIOCRUZ/BRA

Fonte: A autora (2024).



VACINA DE REFERENCIA DE TRABALHO - ANALISTA 2

(e85 \ersion 7.0. Wednesday, 28 June 2023, 10:51:08 [-03:00]. Page 1 of 1 * X %
*

Substance Vacina Monovalente Remarks: Teste de uso para Hepatite B | *

Method Elisa *

Assay number |29/23 * * *

Technician Karen

Date of assay |26/06/2023

Standard Sample 1

Id. 29/23 Id. 29/23

Ass. pot. |20 pg/ m/l Ass. pot. |? pg/ml

Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 [ 1/10000 Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 | 1/10000
(1) 0.585 0.885 1.545 2.133 2.629 (1) 0.482 0.741 1.364 1.989
(2) 0.518 0.858 1.605 2.247 2.662 (2) 0.472 0.7938 1.436 2.149
(3) 0.641 0.997 1.700 2.286 2.845 (3) 0.451 0.933 1.427 2.364

Model: Parallel lines

Design: Completely randomised

Transformation: y' = In (y)

Variance: Observed residuals

Common slope(factor) = 0.784001 (0.748862 to 0.819139)
Correlation | r |: 0.992779

Executed by:

ID: RENATA/FIOCRUZ/BRA

Calculated by:

Fonte: A autora (2024).

Approved by:

Source of variation Degrees of freedom Sum of squares Mean square F-ratio Probability
Preparations 1 0.797939 0.797939 145.710 0.000 (***)
Regression 1 8.24995 8.24995 >1000 0.000 (***)
Non-parallelism 1 0.0190741 0.0190741 3.483 0.079
Non-linearity 5 0.0199295 0.00398591 0.728 0.612

Standard 3 0.00878169 0.00292723 0.535 0.665

Sample 1 2 0.0111478 0.00557392 1.018 0.382
Treatments 8 9.08690 1.13586 207.417 0.000 (***)
Residual error 17 0.0930956 0.00547621
Total 25 9.17999 0.367200

Sample 1

Id. 29/23
(pg/ml) Lower limit | Estimate | Upper limit
Potency 15.7434 17.1274 18.5832
Rel. to Ass. 2 ? ?
Rel. to Est. 91.9% 100.0% 108.5%

All samples Standard Sample 1

29/23 29/23
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ANEXO G - 3° ENSAIO PARA AVALIACAO DE POTENCIA DE LOTE CANDIDATO A
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ANEXO H —4° ENSAIO PARA AVALIACAO DE POTENCIA DE LOTE CANDIDATO A
VACINA DE REFERENCIA DE TRABALHO - ANALISTA 2

(85755 Version 7.0. Wednesday, 28 June 2023, 10:48:02 [-03:00]. Page 1 of 1 * * *
*
Substance Vacina Monovalente Remarks: Teste de uso para Hepatite B | *
Method Elisa *
Assay number |29/23 s * *
Technician Karen
Date of assay [27/06/2023
Standard Sample 1

Id. 29/23 Id. 29/23
Ass. pot. |20 ug/ m/I Ass. pot. |? pg/ml
Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 | 1/10000 Doses 1/80000 | 1/40000 | 1/20000 | 1/13333 | 1/10000

(1) 0.573 0.956 77 2.561 2.838 (1) 0.553 0.798 1.623 2.374

(2) 0.522 0.990 1.859 2.558 2.990 (2) 0.558 0.881 1.543 2.430

(3) 0.698 1.004 1.911 2.671 2.937 (3) 0.598 0.992 1.851 2.711

Model: Parallel lines

Design: Completely randomised

Transformation: y' = In (y)
Variance: Observed residuals

Common slope(factor) = 0.809756 (0.773867 to 0.845644)

Correlation | r |: 0.991123

Executed by:

ID: RENATA/FIOCRUZ/BRA

Fonte: A autora (2024).

Calculated by:

Approved by:

Source of variation Degrees of freedom Sum of squares Mean square F-ratio Probability
Preparations 1 0.358220 0.358220 59.051 0.000 (***)
Regression 1 9.28655 9.28655 >1000 0.000 (**%)
Non-parallelism 1 0.00349311 0.00349311 0.576 0.458
Non-linearity 5 0.0608472 0.0121694 2.006 0.126

Standard 3 0.0257837 0.00859457 1.417 0.271

Sample 1 2 0.0350635 0.0175318 2.890 0.082
Treatments 8 9.70911 1.21364 200.064 0.000 (***)
Residual error 18 0.109192 0.00606625
Total 26 9.81830 0.377627

Sample 1
Id. 29/23
(pg/ml) Lower limit | Estimate | Upper limit
Potency 17.3066 18.7613 20.3046
Rel. to Ass. ? 2 ?
Rel. to Est. 92.2% 100.0% 108.2%
All samples Standard Sample 1
29/23 29/23

*
*
*



ANEXO | - COMBINACAO DA POTENCIA ESTIMADA E DE LIMITES DE
CONFIANCA MINIMO E MAXIMO DOS QUATRO ENSAIOS

(em57at; \ersion 7.0. Thursday, 29 June 2023, 15:17:23 [-03:00]. Page 1 of 1 * * *
* *
Substance Vacina Monovalente Remarks: | * *
Method Elisa * *
Assay number |29/23 * * *
Ass. pot. ? ug/ml
Technician | Date of assay | Sample | Info Lower limit Estimate Upper limit | df
Karen 22/06/2023 1 29/23 16.2932 17.4473 18.6558 |18
Karen 26/06/2023 1 29/23 15.7434 17.1274 18.5832 |17
Karen 27/06/2023 1 29/23 17.3066 18.7613 20.3046 |18
Lucas 21/06/2023 1 29/23 18.2405 18.9464 19.6726 |18
Geometric combination
Homogeneity: p = 0.030
Weighted combination Semi-weighted combination
(ug/ml) Lower limit| Estimate | Upper limit (ug/ml) Lower limit| Estimate | Upper limit
Potency 17.9280 | 18.4215 18.9286 Potency 17.2708 18.1524 19.0791
Rel. to Ass. ? ? ? Rel. to Ass. ? ? ?
Rel. to Est. 97.3% 100.0% 102.8% Rel. to Est. 95.1% 100.0% 105.1%
Unweighted combination
(pg/ml) Lower limit | Estimate | Upper limit
Potency 16.6506 | 18.0531 19.5738
Rel. to Ass. ? ? ?
Rel. to Est. 92.2% 100.0% 108.4%

Executed by:

ID: RENATA/FIOCRUZ/BRA
Fonte: A autora (2024).

Calculated by:

Approved by:
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