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RESUMO

Vacinas sdo 0s Unicos meios para interromper a cadeia de transmissdo de doencas
imunopreviniveis. A vacina triplice viral (contra sarampo, caxumba e rubéola), fornecida por
Bio-Manguinhos, é constituida da mistura dos virus vivos atenuados do sarampo, caxumba e
rubéola. E de grande importancia o efetivo controle da qualidade deste produto antes do seu
ingresso no mercado, sendo necessaria a realizacdo do ensaio de poténcia biolégica com a
utilizacdo de uma vacina de referéncia. O presente estudo teve como objetivo principal avaliar
um lote vacinal como material de referéncia de trabalho (MRT) candidato (c(MRTg;j,) para ser
utilizado na rotina da determinacgdo de poténcia da vacina triplice viral em substituicdo a vacina
disponibilizada pela GlaxoSmithKline (GSK) empregada anteriormente.Este estudo foi baseado
nas normativas de compéndios que preconizam os estudos de caracterizacdo do lote candidato
quanto a homogeneidade e estabilidade, utilizando-se ferramentas estatisticas
adequadas,visando a atribuicdo do seu valor, atendendo aos propositos desejados e agregando
maior confiabilidade aos ensaios de poténcia realizados pelo laboratério. O lote designado de
131VVA002Z utilizado como cMRTgj, apresentou caracteristicas como integridade,
composigdo e poténcia em conformidade com as especificagbes exigidas. No estudo de
homogeneidade, os resultados obtidos foram considerados homogéneos intra-frascos e inter-
frascos, j& que todos os coeficientes de variacéo obtidos foram inferiores a 10%, estando dentro
do limite de aceitagcdo. A poténcia estimada de cada componente viral do cMRTgj, foi de: 3,73
log10 CCIDso/ DH para o virus do sarampo, 4,75 logyo CCIDsy/ DH para o virus da caxumba e
3,67 (logio CCIDso/ DH) para o virus rubéola, estando dentro das especificacBes previstas. No
estudo de estabilidade verificamos um pequeno decaimento de poténcia, sendo estes valores
considerados irrelevantes, uma vez que a poténcia encontrada ainda se encontrava dentro dos
valores determinados para a especificacdo da vacina. De acordo com os resultados obtidos,
verificamos que o ctMRTg;, apresentou todas as caracteristicas exigidas para ser utilizado como
MRT, sendo este material protocolado na Instituicdo como MRT(B)TVV001/13.

Palavras-chave: Vacinas Combinadas. Material de Referéncia. Poténcia



ABSTRACT

Vaccines are the only means to interrupt the transmission chain of transmission of immune
predictable diseases. The MMR vaccine (measles, mumps and rubella), supplied by Bio-
Manguinhos, is composed of a mixture of live attenuated viruses of measles, mumps and
rubella. It is of great importance to the effective control of the quality of this product before its
market entrance because it is necessary to perform the test of biological power with the use of a
reference vaccine. The main objective of this study was to evaluate a batch vaccine as work
reference material (MRT) candidate (c(MRTBI0) to be used in the routine determination of
power of the MMR vaccine in replacing the vaccine made by GlaxoSmithKline (GSK), which
was previously employed. This study was based on normative compendia that advocate the
studies of characterization of candidate batch homogeneity and stability, using appropriate
statistical tools, aiming the allocation of its value, taking into account the purposes intended
and aggregating greater reliability to tests of power performed by the laboratory. The batch
designated as 131AWV002Z used as cMRTBIo presented characteristics such as integrity,
composition and power in accordance with the required specifications. In the homogeneity
study, the results obtained were considered homogeneous intra-bottles and inter-bottles,
considering that all coefficients of variation obtained were lower than 10 %, while within the
limit of acceptance. The estimated power of each viral component of cMRTBIo was: 3.73
log10 CCID50 / DH for the measles virus, 4.75 logl0 CCID50 / DH for the mumps virus and
3.67 (log10 CCID50 / DH) for the rubella virus, being within the specifications provided. In the
study of stability we noticed a small decay of power, being these values considered irrelevant,
since the power found was still within the values determined for the specification of the vaccine.
According to the results obtained, we can notice that the cMRTBIo presented all the required
characteristics to be used as MRT, being this material filed in the Institution as
MRT(B)TVV001/13.

Keywords: Combined Vaccines. Reference Material. Power
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DAS VACINAS

A historia da vacinacdo é um dos mais bem sucedidos capitulos da evolucdo da
medicina. Varios fatores impulsionaram a descoberta e aperfeicoamento das vacinas. Entre 0s
principais, o terror das epidemias e 0s prejuizos na agricultura e veterinaria (MARTINS et al.,
2008).

Por volta do ano 1000, a medicina tradicional chinesa ja utilizava um método que
constava em triturar a casca da ferida produzida pela variola - onde o virus estava presente,
porém morto - e soprar o pd produzido pela trituracdo através de um cano de bambu nas
narinas do doente. Assim o sistema imune era estimulado a reagir contra a doenca. Este
processo foi denominado “variolizagdo” (FEIJO & SAFADI, 2006). A doenca era comum
entre diversos povos da Africa e da Asia como Egipcios, persas, indianos, circassianos,
georgianos e arabes. Um dos relatos mais interessantes sobre a doenca véem do Egito, onde

foram comprovadas as marcas da enfermidade na face da mimia do faraé Ramsés I1.

Em 1796, Edward Jenner, médico no interior da Inglaterra, foi responsavel por um dos
maiores avancos da medicina. Naquela época, a variola era uma doenca responsavel por
epidemias que dizimavam populacdes inteiras e cujas lesbes, quando localizadas na face,
desfiguravam as pessoas. Observando trabalhadores da ordenha das vacas, Jenner percebeu
que eles ndo pegavam variola; uma vez que ja tivessem contraido a variola bovina. Desta
observacao surgiu a ideia de retirar secrecdes de uma pustula da ordenhadora Sarah Nemes
que sofria de variola bovina (cow-pox) e inserir nos bracos de James Phillips, um menino de 8
anos de idade. A vacinacgdo foi eficaz, j& que o menino ndo adquiriu a doen¢a quando foi

infectado com o virus da variola, seis semanas apds a vacinagao.

Jenner publicou seus estudos em 1798 e abriu caminho para a descoberta das vacinas -
palavra originaria do termo em latim vaccinus, de vacca (vaca) - 0 que muito tem contribuido
para diminuir doencas e mortes causadas por agentes infecciosos (TEIXEIRA & ALMEIDA,
2003; MARTINS et AL., 2008). Em pouco tempo o desenvolvimento da vacina conquistou a
Inglaterra. Ja em 1799, era criado o primeiro instituto vacinico em Londres. Logo depois, em
1802, sob os auspicios da familia real, fundava-se a Sociedade Real Jenneriana para a
Exting¢do da Variola (FERNANDES, 1999).
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Além do briténico, outro nome de destaque na historia da imunoprofilaxia € o de Louis
Pasteur. Suas pesquisas no campo da microbiologia chegaram ao auge com a descoberta, em
1885, da vacina contra a raiva. Ao lado de Ferdinand Cohn e Robert Koch, o francés é tido

como um dos principais fundadores da microbiologia (FERNANDES, 1999).

No inicio do século XX foram desenvolvidas vacinas contra doencas infecciosas
como tuberculose, difteria, tétanoe febre amarela. Ap6s a 22 Guerra Mundial, vieram as
vacinas contra poliomielite, sarampo, papeirae rubéola (HISTORIA DAS VACINAS,
2012).

A partir de 1948, a saude publica mundial passou a ter apoio da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), criada com a funcdo institucional de conceder aos cidaddos o mais alto nivel
de saude e coordenar a luta internacional de combate as doencas suscetiveis de disseminacao
(TEMPORAO, 2003). A Organizacdo Sanitaria Pan-americana de satde, em 1949, passou a
ser considerada o escritério regional da OMS e em 1958, recebeu a denominacdo de
Organizacdo Pan-Americana da Salde (OPAS) (TEMPORAO; NASCIMENTO; MAIA,
2005).

Em 1959, a OMS decidiu empreender campanha de erradicacdo global da variola. Em
1967 constatou-se a eliminacdo da doenca nas Américas, com excecao do Brasil. Em territorio
brasileiro a luta contra a doenca continuou até 1972 — ano em que registrou-se o ultimo caso
da doenca no pais - através de um convénio com a OPAS e a criacdo da Campanha de
Erradicaco da Variola (CEV) doenca no pais (LEVI & KALLAS, 2002; AZEVEDO, 2007).

Mesmo assim, os resultados em escala mundial eram ainda insatisfatorios.

1.2 PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZACOES

O sucesso da CEV fortaleceu, dentro do Ministério da Saude (MS), uma corrente que
defendia maiores investimentos no controle de doencas infecciosas preveniveis por
imunizacdo. Algumas iniciativas importantes ocorridas no periodo, que se estende de 1973 a
1980, permitem perceber a construcdo de uma base técnica, politica e institucional que apenas
nas décadas seguintes iria consolidar-se como importante ferramenta do Estado no controle
efetivo de algumas doencas no pais (TEMPORAO, 2003).


http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/tuberculose
http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/difteria
http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/tetano
http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/febre-amarela
http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/poliomielite
http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/sarampo
http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/papeira
http://www.vacinas.com.pt/doencas-evitaveis-por-vacinacao/rubeola
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Em 1973, por determinagdo do MS, foi criado o Programa Nacional de Imunizagdes
(PNI). O programa tinha como objetivo coordenar as a¢des de imunizagdes que até entdo se

caracterizavam pela descontinuidade, carater episodico e reduzida area de cobertura.

A proposta bésica para o Programa- presente em documento elaborado por técnicos do
Departamento Nacional de Profilaxia e Controle de Doencas (MS) e da Central de
Medicamentos (CEME) - foi aprovada em reunido realizada em Brasilia, em 18 de setembro
de 1973. Presidida pelo entdo Ministro Mario Machado Lemos, o encontro contou ainda com
participacdo de renomados sanitaristas e infectologistas, além de representantes de diversas
instituicdes de satide (TEMPORAQ; NASCIMENTO; MAIA, 2005).

O PNI foi institucionalizado em 1975. O programa refletia o resultado da soma de
fatores, de ambito nacional e internacional, que convergiam para estimular e expandir a
utilizacdo de agentes imunizantes, buscando a integridade das acdes de imunizacOes
realizadas no pais. Deste modo, o PNI passou a coordenar as atividades de imunizacfes
desenvolvidas rotineiramente na rede de servigos tragando diretrizes pautadas na experiéncia
da Fundacdo de Servicos de Saude Publica (FSESP) com a prestacdo de servigos integrais de
salde através de sua rede propria. Ao lado disso, a legislacdo especifica sobre imunizacGes e
vigilancia epidemioldgica enfatizou a relevancia de atividades permanentes de vacinacdo e

contribuiu para fortalecer institucionalmente o Programa (BRASIL, 1976).

O crescimento das campanhas de vacinacgdes levou o Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), criado em 1981, a
analisar, a partir de 1983, amostras dos imunobiolégicos adquiridos pelo PNI antes da sua
distribuicdo. Desta maneira era garantida a qualidade e seguranca destes imunobiolGgicos
para consumo (TEMPORAO; NASCIMENTO; MAIA, 2005).

O PNI desenvolveu acbes planejadas e sistematizadas com atuacBes em estratégias
diversas. A erradicacdo da febre amarela urbana em 1942, da variola em 1973 e da
poliomielite em 1989, além do controle do sarampo, do tétano neonatal, e das formas graves
de tuberculose, difteria, tétano acidental e coqueluche foram algumas delas. Ja em 2000,
iniciou-se a implementacdo de medidas para controle das infeccbes pelo Haemophilus
influenzae tipo b, rubéola e sindrome da rubéola congénita, hepatite B, influenza e suas
complicacdes nos idosos, além de outras que visavam combater infec¢cdes pneumocaocicas
(BRASIL, 2003a).
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Analisando o desenvolvimento e resultados obtidos ao longo dos séculos, evidencia-se que
a vacina é uma das principais estratégias para interromper a cadeia de transmissao de doencas
imunopreveniveis. Entretanto, o cumprimento do calendario de vacinacdo (Figura 1) e dos
critérios de qualidade descritos nas normas oficiais, sdo imprescindiveis para o sucesso da
vacinacao e controle das doencas infecto-contagiosas (BRASIL, 2003a). Com o aumento do
quadro vacinal, a combinacdo de vacinas para diferentes doengas tornou-se uma estratégia
importante para diminuir custos e alcancar niveis desejados de cobertura. Neste cenario, Bio-
Manguinhos tem papel protagonista. Em especial na producdo de vacinas que atendam o
calendario de vacinacdo do MS, como o fornecimento de cinco vacinas virais atenuadas:
vacina febre amarela, vacina poliomielite tipos 1, 2 e 3, vacina sarampo, caxumba, rubéola
(triplice viral), vacina varicela, sarampo, caxumba, rubéola e vacina rotavirus (BRASIL,
2003a).
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Figura 1. Calendario de vacinacdo do MS

| IDADE | VACINAS | ___DOSEs | DOENCASEVITADAS |

BCG - ID dose unica Formas graves de tuberculose
Ao nascer \:.::S;:h:n;?;'] 19 dose Hepatite B
1 miés ‘Vacina contra hepatite B8 2" dose Hepatite B
: Difteria, tétano, cogueluche,
Ua{%l:'ra;;.tfh:i‘rﬂlf;}w W 1* dosea meningite & outras infeccies cavsadas
pelo Haemophilus influenzae tipo b
(vacina urglo::arﬁra pélia) 1* dosea Paoliomielite {paralisia infantil)
X VORH *
%MR%WH“W.’ 1 dose Diarréia por Rotavirus

o Difteria, tétano, cogueluche, meningite
T= o osa e oufras infecgdes causadas
Va.n:nDa tul_:‘r_aﬁlat:?nte 2n 4 dras (nba ol
pelo Haemophiles influenzae tipo b

meses WoP
4 [vacina oral confra pd&lia) 2% dose Poliomielite {paralisia infantil)

de mﬂﬂnmm} ) e Diarréia por Rotavirus

Vacina tatravalants Difteria, tétano, cogueluche, meningite

4 " dosa e oufras infecgies causadas
et g pelo Haemophiles influenzae tipo b

& meses {vacina m:ﬁ:znha polic) 3" dosa Poliomielite {paralisia infantil)
“Wacia contra hepatite B 3" dose Hepatite B
9 meses fe\é?:i;:.:mgatg; dose inicial Febre amarela
12 meses SRC (triplice viral) x dose Gnica Sarampo, rubdola e caxumba
{vacina er:]”ar.';'ll:ra pélia) reforgo Poliomielite {paralisia infantil)
15 meses
DTP {(triplice bactariana) 1° reforgo Diiftaria, tétano & cogueluche
4 - 6 anos DTP (triplice bacteriana) 2° reforgo Difteria, tétanc e coqueluche
SRC (triplice viral) reforgo Sarampo, rubé&ola e caxumba
10 anos Vacina contra reforgo Febre amarela

febre amarela

1) A primeira dose da vacina contra a hepatite B deve ser administrada na maternidade, nas
primeiras 12 horas de vida do recém-nascido. © esguema basico se constitui de 03 (trés) doses,
com intervalos de 30 dias da primeira para a segunda dose e 180 dias da primeira para a
terceira dose.

{2) O esquema de vacinacdo atual & feito acs 2, 4 e 6 meses de idade com a vacina
Tetravalente e dois reforges com a Triplice Bacteriana (DTP). © primeire reforgo aos 15 meses e
o segundo entre 4 & 6 ancs.

(3) E possivel administar a primeira dose da VWacina Cral de Rotavirus Humano a partir de 1 més
€ 15 dias a 3 meses e 7 dias de idade (6 a 14 semanas de vida).

(4) E possivel administrar a segunda dose da Vacina Oral de Rotavirus Humano a partir de 3
meses ¢ 7 dias a 5 meses ¢ 15 dias de idade (14 a 24 semanas de vida). O intervalo minimo
preconizado entre a primeira e a segunda dose & de 4 semanas.

{5] A ovacina contra febre amarela esta indicada para criancas a partir dos 09 meses de idade,
gue residam ouw que irdo viajar para area endémica (estados: AP, TO, MA MT, M5, RO, AC, RR,
AM, PA, GO e DF), area de transigcio (alguns municipicos dos estados: Pl, BA, MG, SP, PR, SC &
RS} e area de risco potencial {alguns municipios dos estades BA, ES e MG). Se viajar para
dareas de risco, vacinar contra Febre Amarela 10 (dez) dias antes da viagem.

Fonte: Ministério da Salde

*Vacinas produzidas por Bio-Manguinhos
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1.3 SARAMPO

1.3.1 Doenca e agente etioldgico

O agente etiologico do sarampo é um virus RNA de fita simples, esférico, envelopado,
ndo segmentado e de polaridade negativa, pertencente a familia dos Paramyxoviridae do
género Morbillivirus. O genoma consiste de, aproximadamente, 16 000 nucleotideos e
codifica oito proteinas, sendo seis proteinas estruturais das quais trés estdo associadas ao
envelope: hemaglutinina (proteina H), proteina F (Fusdo) e proteina Matriz (M) e trés
associadas ao nucleocapsideo: nucleoproteina (N), fosfoproteina P (proteina P) e proteina L
(STREBEL, PAPANIA, HALSEY, 2004). Assim, conforme o desenho esquematico
apresentado na Figura 2 € possivel visualizar que o envelope composto pela proteina de
matriz (M) carrega projecGes em sua superficie que variam de 9 a 15 nm de comprimento,
compostas pelas glicoproteinas hemaglutinina (H) e a de fusdo (F). O nucleocapsideo,
composto pela proteina N, a mais abundante das proteinas virais, e pela proteina P, esta
empacotado dentro do envelope na forma de uma espiral simétrica de comprimento total de
1,2 um. A proteina L presente em pequena quantidade na célula infectada, interage com a
proteina P, sendo parte do nucleocapsideo viral na célula e no virion (GRIFFIN, 2001).

Figura 2. Estrutura esquematica do virus do sarampo

Hemaglutinina (H) Proteina de Matriz (M)

Proteina de fusdo (F)

Proteina (N)

Proteina (L)

Fonte: Site da Viralzone

http://viralzone.expasy.org/all_by species/


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/86.html
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/86.html
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O sarampo ¢é uma doenca infecciosa aguda, de natureza viral, e altamente contagiosa. O
virus do sarampo é um patdgeno exclusivamente humano. Sua transmisséo se da de forma
direta - de pessoa a pessoa - através das secrecOes nasofaringeas expelidas ao tossir, espirrar,
falar ou respirar. Essa forma de transmissdo é responsavel pela elevada capacidade de
contégio da doenca (GRIFFIN, 2001).

A enfermidade aparece normalmente entre 10 e 12 dias apds a exposic¢do ao virus e dura
cerca de sete dias. Os sintomas iniciais incluem febre alta, tosse, coriza, conjuntivite,
fotofobia e manchas de Koplik (pequenos pontos brancos que aparecem na mucosa bucal). Do
2° a0 4° dia, quando se acentuam os sintomas iniciais, aparecem as lesdes caracteristicas do
sarampo, como exantema cutaneo maculo-papular de coloracdo vermelha, que se desenvolve

a partir da regido retroauricular se espalhando gradualmente pelo corpo (WHO, 2010).

A maioria dos Obitos por sarampo esta associada as complicacGes inerentes a doenca.
Criancas com menos de cinco anos e adultos com mais de 20 anos sdo as vitimas mais
comuns. As ocorréncias mais graves incluem cegueira, encefalite, diarréia grave e
desidratacdo, otites e infeccbes respiratorias graves, como pneumonia (WHO, 2010). E
potencialmente mais perigoso entre criancas mal nutridas e pessoas com sistemas
imunolégicos debilitados pela Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS) e outras
doengas. Mulheres infectadas durante a gravidez estdo sujeitas a complicacdes graves, que
podem resultar em aborto ou parto prematuro. Entre populagdes desnutridas ou com sistema
de salde precéario e/ou inadequados, o sarampo pode matar cerca de 10% dos doentes. Pessoas

que contrairam o sarampo e se livraram dele adquirem imunidade permanente (WHO, 2010).

1.3.2 Aspectos Epidemiol6gicos do sarampo

Se ainda hoje o sarampo consiste em preocupacdo para formuladores de politicas de
salde publica, antes da vacina a letalidade da doenca era devastadora. No século XVI dois
eventos mostraram a forca da doenca em populacdes até entdo ndo expostas ao virus: o
primeiro em Cuba — 1529 — quando o sarampo matou 2/3 da populacdo; o segundo, dois anos
depois, quando levou a 6bito metade da populacdo de Honduras. A destruicdo se alastrou ao
longo do tempo e estima-se que no decorrer de 150 anos 200 milhdes de pessoas foram
vitimas do sarampo (HERSCH et al., 2000; ACHARYA et al.,2002).
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Mesmo hoje, com a disponibilidade de vacinas efetivas e seguras, a doenca ainda € sério
problema de salde publica e uma das principais causas de morte na infancia, principalmente
nos paises em desenvolvimento (OSTER et al., 2004; QUADROS et al., 2004). Anualmente,
mais de 20 milhdes de pessoas contraem a enfermidade. Do total de dbitos, mais de 95%

ocorrem em paises com baixa renda per capita e sistema de satde precario (WHO, 2011a).

Entre 2001 e 2011, com a intensificagdo das campanhas de vacinagdo em todo o mundo,
mais de um bilhdo de criancas entre 9 meses e 14 anos, e que vivem em paises de alto risco,
foram vacinadas contra sarampo. Dados da OMS apontam que aproximadamente 85% das
criangas receberam uma dose de vacina antes do primeiro aniversario, atraves de servigos de
salde de rotina. Este nimero supera 0s 72% registrados em 2000. Em consequéncia, em 2011,
foi observada reducédo de 71% nos casos fatais de sarampo — de 548.000 para 158.000 6bitos -
principalmente em criancas abaixo de cinco anos (WHO, 2011a). Em janeiro de 2012, a OMS
atualizou a situacdo epidemioldgica do sarampo em 2011 (Figura 3), quando intensa

circulagdo do virus ocorreu na Europa e Africa (WHO, 2011b).

Figura 3. Incidéncia mundial do sarampo em 2011

i1 O{60paises ou 31%)

{771 1-9{34 paises ou 18%) by
r—] 10— 99 (36 paises ou 19%)

i 100 — 999 {29 pajses ou 15%)
B = 1.000 {14 paises ou 7%)

= MNenhum dado notificado a
5 omMs (20 paises ou 10%)
N&o se aplica

Fonte: Site da WHO
http://www.who.int/immunization_monitoring/diseases/big_measlesreportedcasesémonths_PDF.pdf

Diferentes regides do mundo estéo definindo metas para a eliminagdo do sarampo e da
rubéola até o ano de 2015. Mesmo assim, surtos recentes de sarampo em paises como o0 Reino

Unido, Alemanha, Italia e Holanda indicam que a meta da erradicacdo completa ainda esta


http://www.who.int/immunization_monitoring/diseases/big_measlesreportedcases6months_PDF.pdf
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ameacada. Dados colhidos entre maio de 2012 e abril de 2013, ddo conta de que a regido
européia registrou mais de 8.000 casos de sarampo, com cinco casos de encefalite e um obito.
Ainda na Europa, no mesmo periodo, diagnosticou-se mais de 10.000 casos de rubéola, a

maioria na Poldnia e Roménia (ECDC, 2013).

Em 2013, a circulagdo dos virus da rubéola e do sarampo também foi observada na Asia
e Africa. Na Nigéria, 4.000 casos de sarampo resultaram em 36 6bitos. No inicio de junho, a
OMS emitiu comunicado expressando preocupacdo com o crescente nimero de doencas
transmissiveis, incluindo casos de sarampo na Siria, onde cerca de 7.000 casos conhecidos
foram relatados até agora (WHO, 2013a). Segundo a OPAS, no mesmo periodo, foram
notificados 129 casos de sarampo e sete casos de rubéola nos EUA, assim como 28 casos de

sarampo e dois casos de rubéola no Canada.

No Brasil, 0 sarampo é uma doenca de notificacdo compulsoria desde 1968 e, até 1991,
0 pais enfrentou nove epidemias. O maior nimero de casos notificados deu-se em 1986
(129.942), representando um coeficiente de incidéncia de 97,7 por 100 mil habitantes (Figura
4). Até o inicio da década de 90, a faixa etaria mais atingida foi a dos menores de 15 anos
(BRASIL, 2005a).

Figura 4. Incidéncia de sarampo e cobertura vacinal em menores de 1 ano (até 2001) e de 1 ano (a partir de
2002), com a vacina triplice viral. Brasil, 1980-2003

Incidéncia/100 mil Cobertura (%)

100 4 r 100
90 4 90
80 4 80
70 +70
60 4 r 60
50 4 50
40 40
30 F30
201 20
104 10
0 0

80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 00 01 02 03

Incidéncia — Cobertura

Fonte: Guia de vigilancia epidemioldgica / Ministério da Saude
http:// portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/.../Guia_Vig_Epid_novo2.pdf?
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Até o fim dos anos 70 esta virose estabeleceu-se como uma das principais causas de
Obito entre doengas infectocontagiosas, sobretudo em menores de cinco anos, em decorréncia
de complicacdes, especialmente a pneumonia. J& na década de 80, ocorre declinio gradativo
do numero de mortes. Tal reducdo foi atribuida ao aumento da cobertura vacinal e melhoria
da assisténcia médica as criangas com complicagdes pos-sarampo. Na década de 90, a
mortalidade de pacientes com sarampo acentuou seu declinio, com 822 ébitos registrados
contra os mais de 16 mil da deécada anterior; uma reducdo de cerca de 95% (Figura 5)
(BRASIL, 2005a).

Figura 5. Coeficiente de mortalidade e letalidade por sarampo. Brasil, 1977-2000

Obitos/100 mil hab. Letalidade (%)

34 -6
2,71 15,4
2,41 L4,8
2,11 14,2
1,81 3,6
1,51 L3
1,2 1 2,4
0,9 1,8
0,61 1,2
R 10,6

T | T T T T | T T T T T T T T O
77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 00

Coef. mortalidade = | ctalidade

Fonte: Guia de vigilancia epidemioldgica / Ministério da Saide
http:// portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/.../Guia_Vig_Epid_novo2.pdf?

Em 1997, apds periodo de 4 anos com a doenca sob controle, o pais experimentou o
ressurgimento do sarampo. O surto, iniciado na cidade de Sao Paulo, espalhou-se para outros
estados. Com a adocao do Plano de Acdo Suplementar de Emergéncia contra o Sarampo, em
1999, foi criado um grupo tarefa para atuar junto a vigilancia epidemiolégica de cada estado.

A idéia era implementar agdes de vigilancia e controle da doenca, viabilizando assim o
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alcance da meta de erradicacdo de sua transmissdo autdctone. No entanto, em fevereiro de

2000, ainda foram notificados 15 casos de sarampo no pais.

Desde 2001 os casos registrados de sarampo se referem apenas a importagdo do virus ao
pais e entre 2001 e 2003 foram verificados que as quatro notificacbes da doenca eram de
pacientes provenientes do Japdo e Europa (BRASIL, 2005a). Apos este periodo foram
identificados outros 3 surtos da doenca no territério nacional. Em 2011 foram confirmados 42
casos. J& em 2013 o numero de casos quadriplicou: 182 Os casos notificados no primeiro
semestre de 2013 foram distribuidos nos estados de Séo Paulo (05), Minas Gerais (02), Santa
Catarina (01), Pernambuco (62) e Paraiba (02) (DATASUS, 2014). Todos os casos de
sarampo confirmados no Estado de Séo Paulo apresentaram histérico de viagem recente ao
exterior (Estados Unidos e Itlia), e houve transmissdo intrafamiliar em duas oportunidades.
Em janeiro 2014, o MS ja havia confirmado 10 casos e 70 pessoas estavam em observacao
(DATASUS, 2014).

Para que a populagdo brasileira continue efetivamente livre do sarampo, €
imprescindivel a manutencdo de coberturas vacinais adequadas para impedir a formacéo de
um estoque de suscetiveis. Isto significa a obtencdo de niveis de cobertura de 95% em todos
0s municipios do pais, atentando-se para que esta homogeneidade também seja alcancada em
nivel intermunicipal (BRASIL, 2005a).

A OMS através do Programa Ampliado de Imunizacéo (PAI) recomenda como principal
estratégia de combate e controle do sarampo a vacinacdo em massa para todas as criancas e
adultos suscetiveis. Duas doses de vacina contra o sarampo, isoladamente, do sarampo-
rubéola (dupla viral) ou a combinacdo sarampo-caxumba-rubéola (triplice viral), deve ser o
padrdo para todos os programas nacionais de imunizacdo (BRASIL, 2005b).

Mesmo com vacinas de baixo custo disponiveis, 0s niveis de cobertura vacinal
adequados a interrupc¢do da circulacdo da doenca em paises em desenvolvimento ainda nédo
foram atingidos. Mais de 95% das mortes por sarampo ocorrem em paises de baixa renda com
infraestrutura de satde deficiente. Apesar disso, atividades de imunizacédo acelerada tiveram

grande impacto na reducéo das mortes por sarampo (WHO, 2011a).
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1.3.3 Desenvolvimento da vacina contra sarampo

A cepa Edmonston, isolada por Enders e Peebles, foi adaptada em cultivo celular e

atenuada por passagens sucessivas, originando varias cepas menos virulentas (Figura 6A).

Apo6s uma série bem sucedida de cultivos do virus do sarampo em células de rim
humano, as subculturas das particulas virais foram inoculadas em macacos suscetiveis ao
sarampo (macacos cynomolgus), os quais desenvolveram febre, erupcdo cutanea, viremia e
anticorpos contra o virus (Peebles et al., 1957). Apds uma passagem adicional, o virus foi
cultivado em células amniéticas humanas e, em seguida, inoculado em ovos de galinha
(Milovanovic et al., 1957). Posteriormente, o virus foi passado em fibroblastos de embrido de
galinha. Quando as particulas virais foram inoculadas em macacos suscetiveis, ndo foram
detectados sintomas da doenca, mas a fixacdo de complemento e anticorpos neutralizantes
(Katz et al., 1958; Enders et al.,1960).

Com base nesses resultados, uma cepa vacinal foi licenciada em 1963 e amplamente
usada até 1975, apesar da reatogenicidade apresentada em criancas imunizadas (GRIFFIN,
2001; KATZ, 2009).

Uma vacina derivada da cepa Edmonston e inativada por formalina, produzida pelo
Laboratdrio Lilly, foi licenciada em 1963 nos Estados Unidos e quatro anos depois em
algumas cidades do Canada. No entanto, seu uso foi descontinuado em virtude da imunidade

de curta duracao.

Vérias cepas vacinais de virus vivo e atenuado bem conhecidas, originarias do isolado
de Edmonston, sdo utilizadas e licenciadas para vacinacédo, tais como a vacina Moraten ou
AIK- C, Schwarz F88, CAM -70 e TD97 (MORGAN & RAPP, 1977, BANKAMP, 2011).
Porém, existem vacinas derivadas de cepas distintas da Edmonton como a Leningrad-16,
Shangai 191, a TD 97 e a CAM 70 (STREBEL et al., 2004).
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1.4 CAXUMBA

1.4.1 Doenca e agente etioldgico

O agente etioldgico da caxumba pertence a ordem dos Mononegavirales e o sarampo
pertence a familia Paramyxoviridae e subfamilia Paramyxovirinae. E um virus envelopado,
RNA de fita simples, ndo segmentado e de polaridade negativa. Do género Rubulavirus, os
virus da caxumba (Figura 6) sdo pleomérficos — de 100 a 600 nm — e levemente esféricos,
com uma membrana externa contendo projec6es formadas por glicoproteinas virais que se
elevam de 12 a 15 nm da superficie do virion. Esse envelope recobre uma estrutura interna
helicoidal, o nucleocapsideo, que apresenta um tubo oco de aproximadamente 1 um de
comprimento, 17 nm de didametro e um nucleo central de 5 nm (CARBONE & WOLINSKY,
2001).

O virus é composto por sete principais proteinas estruturais: as glicoproteinas,
hemaglutinina-neuraminidase (HN); proteina de fusdo F, responsaveis pela adsorcdo viral e
fusdo com a membrana da célula hospedeira e as proteinas localizadas dentro do virion: a
proteina NP do nucleocapsideo, a fosfoproteina P, a proteina L, a proteina M membrana-
associada e a proteina SH de fungdo desconhecida (PLOTKIN, 2004).

Figura 6. Estrutura esquematica do virus da caxumba
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Fonte: Site da Viralzone

http://viralzone.expasy.org/all_by species/556.html
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O homem ¢é o Unico hospedeiro natural do virus da caxumba. O virus se propaga através
do contato direto ou por goticulas de aerossois no trato respiratorio superior, 0 que requer um
contato mais proximo para transmissdo do que para os virus de sarampo e varicela
(CDC,2001).

A entrada e a replicacdo inicial ocorrem na nasofaringe e nos nddulos linfaticos
regionais. O tempo de incubacéo é de 16 a 18 dias, podendo se prolongar até 30 dias. Ap6s 12
a 25 dias, ocorre a viremia, em que 0 virus se espalha em mdaltiplos tecidos, incluindo
meninges, glandulas salivares, pancreas, testiculos e ovarios. Tipicamente, a doenca se inicia
com sintomas inespecificos como mialgia, cefaleia, mal estar geral e febricula, os quais em
poucos dias sdo seguidos por um aumento uni ou bilateral caracteristico das glandulas
pardtidas. Dentro de 1 a 3 dias, as glandulas salivares submandibulares e sublinguais séo
afetadas em aproximadamente 10% dos casos. Apds cerca de uma semana, a febre e o
aumento glandular desaparecem e, a ndo ser que ocorram complicacdes, a doenca se resolve
completamente. Em aproximadamente 30% dos casos ndo ha sintomatologia ou ocorrem
apenas sinais inespecificos, ndo existindo terapia especifica. O periodo infeccioso ocorre em
sete dias antes de atingir a parotidite e até nove dias apds o inicio do crescimento das
parétidas (CDC, 2001).

1.4.2 Aspectos epidemioldgicos da caxumba

Atualmente a caxumba € uma doenca geograficamente irrestrita, exceto entre povoados
remotos ou pequenas ilhas isoladas. Em populacGes urbanas e na auséncia de imunizacdo, a
caxumba ocorre endemicamente, com um pico de incidéncia nos meses de inverno e
primavera (MODLIN et al., 1975). A doenca é endémica durante todo o ano em lugares de
clima quente. J& em climas temperados, o pico de incidéncia ocorre no final do inverno. O
aumento de casos coincide com o aumento do contato entre suscetiveis, atribuido a entrada de
criancgas nas escolas (MEYER, 1962; LONDON & YORKE, 1973).

Na maior parte do mundo a incidéncia da caxumba da-se na faixa de 100 a 1.000 casos
por 100.000 individuos, com pico epidémico a cada 2 a 5 anos. A maior incidéncia é
encontrada em criangas entre 5 e 9 anos, sendo que a infecgdo natural pelo virus confere
protecdo prolongada. Criancas com idade pre-escolar sdo importante fonte para a introducao
do virus em familias com recém- nascidos (COONEY, 1975). Dados sobre a incidéncia da

caxumba sdo imprecisos, pelo fato de aproximadamente 30% das infec¢Bes pelo virus da
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caxumba ser subclinicas (LEVITT et al., 1970). Além disso, devido & natureza geralmente
branda da doenca, somente um em cada quatro casos é direcionado para avaliacdo médica.
Desses, apenas 14% sédo reportados as agéncias de saude publica (WOLINSKY, 1996).
Relatos de aparente reinfeccdo em individuos podem refletir reacdo cruzada entre os

anticorpos da caxumba e aqueles de outras paramixoviroses (COONEY, 1975).

Nos Estados Unidos foi observada, antes da utilizacdo da vacina, alta incidéncia dos
casos notificados: em 1966, 625 casos de encefalite (0,5% dos casos), com 10 6bitos (1,6%
dos casos); em 1968, 185.691 casos da doenca e, em 1996, apenas 751 casos. Os nimeros de
1996 correspondem a uma incidéncia de 0,7/100.000 habitantes (CDC, 2000). Entre 1976 e
1988, a triplice viral foi introduzida na maioria dos paises desenvolvidos, observando-se
acentuada reducéo do nimero de casos (GALASKA, 1999).

No Brasil, estado de Sao Paulo, a vacina triplice viral entrou no calendario vacinal em
1992, tendo como alvo criangas de 15 meses de idade, que seriam imunizadas juntamente com
o primeiro reforco da vacina contra a difteria, coqueluche e tétano (DTP) e a Sabin
(BRASIL,2005b). Porém, ndo ha dados suficientes em relacdo a incidéncia da caxumba no
Brasil, para se realizar para analise epidemioldgica. I1sso se deve a ndo obrigatoriedade de

notificar casos de caxumba.

Em 2002, a vacina contra caxumba foi incluida no calendario de imunizacdo de 121
paises / territdrios. Em paises onde a vacinacao foi introduzida e a alta cobertura mantida, a
incidéncia da doenca declinou rapidamente e a circulacdo do virus foi interrompida. Ja
naqueles onde a vacinacdo ndo foi introduzida, a incidéncia continua alta, o que afeta

principalmente criancgas entre 5 e 9 anos (FOLB, 2004).

Nos paises que atingiram alto indice de imunizacéo vacinal, a vigilancia deve ser usada
para identificar populacGes de alto risco, prever e prevenir possiveis surtos. Paises que tém
como objetivo interromper completamente a transmissdo da caxumba requerem vigilancia
intensiva, a fim de detectar, investigar e confirmar cada caso suspeito entre a populagédo
(PLOTKIN, 2004).



34

1.4.3 Desenvolvimento da vacina contra caxumba

A propagacdo do virus em ovos embrionados por Habel (1945) e Enders (1946) e,
posteriormente, em cultura de tecidos, possibilitou o primeiro teste em humanos de uma
vacina inativada (HABEL, 1951).

H& mais de trinta anos, sdo utilizadas vacinas contra a caxumba produzidas com cepas
de virus vivo e atenuado. A maior parte das vacinas usadas mundialmente é proveniente das
cepas Jeryl Lynn, RIT 4385 (derivada da cepa Jeryl-Lynn), Leningrad-3, L-Zagreb (derivada
da cepa Leningrad-3) e Urabe. Vacinas de virus vivo atenuado, mas fabricadas em escala
limitada, incluem as cepas Hoshino, Torii e NKM-46 (WHO, 2009).

No inicio da década de 90, a vacina Urabe foi retirada de muitos mercados devido ao
alto indice de eventos adversos relacionados ao sistema nervoso central, como meningites. O
sistema nervoso central é local comum para a disseminacdo do virus da caxumba. No Japdo,
entre 630.157 individuos que receberam a vacina Urabe Am9, pelo menos 311 casos de
doencas do sistema nervoso central foram notificados. Destes, 96 foram confirmados por
isolamento de virus vacinal do fluido cérebro espinhal (CARBONE & WOLINSKY, 2001).

O lote semente original da cepa RIT 4385 é um isolado puro da cepa Jeryl Lynn 1 (cepa
JL-1), uma das duas cepas da Jeryl Lynn, que teve origem na vacina Mumps Vax® da Merck.
A cepa anterior da caxumba, usada na vacina triplice viral da GlaxoSmithKline (GSK),
Pluserix®, era a cepa Jeryl Lynn. A cepa RIT 4385 esta em processo de transferéncia para
Bio-Manguinhos pela GSK (GSK, 2003).

Em dezembro de 2004, de um total de 192 paises-membros da OMS, 109 incluiram a
vacina contra caxumba em seus calendarios nacionais de imunizacdo. Em 105 paises,

incluindo o Brasil, é utilizada a vacina triplice viral (WHO, 2009).
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1.5 RUBEOLA
1.5.1 Doenca e agente etioldgico

O agente etiolégico da rubéola pertence a familia Togaviridae do género Rubivirus. Esse
virus apresenta um RNA gendmico de fita simples e de polaridade positiva, com diametro entre
60 e 70 nm. O RNA esta circundado por um nucleocapsideo de simetria cubica, composto de
multiplas cdpias da proteina C virus-especifica. Exceto pelo envelope complexo de camada
dupla e lipidica, derivada da célula hospedeira, o virus da rubéola é composto por trés proteinas,
onde duas sdo implantadas no envelope sob forma de projecdes (glicoproteinas E1 e E2) e a
proteina C que compde o capsideo (Figura 7) (PURGACHEYV et al.,1997; PLOTKIN & REEF,
2004; BANATVALA & BROWN, 2004).

Figura 7. Estrutura esquemadtica do virus da rubéola

Proteinas do capsideo  Glicoproteina
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Fonte: Site da Viralzone

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/626.html

A rubéola € uma doenca infecto-contagiosa muito comum no periodo da infancia, mas
que também pode ocorrer em adultos ndo vacinados ou que ndo tiveram a doenga quando
criangas. Normalmente, as infeccGes por estes virus produzem imunidade permanente. A
transmissdo ocorre de pessoa a pessoa por via respiratoria. O individuo doente, ao respirar,

lanca no ambiente o virus existente nas secregdes nasais e garganta.


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/626.html
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O sintoma inicial da rubéola ocorre entre 16 e 20 dias ap0s exposi¢do ao virus e
geralmente consiste no aparecimento de erup¢Ges méaculo-papulares, primeiramente na face e
alastrando-se para o restante do corpo (LEE & BOWDEN, 2000). Manifestacdes clinicas em
criancas sdo leves ou ausentes, mas podem ser mais severas em adultos, que desenvolvem
febres e mal-estar associados com a viremia e linfoadenopatia antes do desenvolvimento das
erupgdes cutaneas. Outros sintomas, como dor de garganta, cefaleia, tosse e conjuntivite
também podem ocorrer (BEST, 2007).

A doenca tem um periodo de incubacéo de aproximadamente 14 dias, podendo variar de
12 a 21 dias. A viremia ocorre durante cerca de 7 dias antes do aparecimento da erupcao
cutanea, que desaparece quando a resposta imune humoral comeca a se desenvolver. As
complicacBes mais comuns sdo dores nas articulacdes, que acometem até 70% das mulheres
adultas infectadas, mas sdo pouco frequentes em criangas pré-puberdade e pessoas do sexo
masculino (BEST, 2007).

A rubéola em mulheres gravidas ¢ uma doenca grave, podendo promover aborto
espontaneo e anomalias congénitas. Existe mais de 80% de risco de ocorréncia de defeitos
congénitos quando a infeccdo viral é adquirida nas primeiras 12 semanas de gravidez (1°
trimestre) (BEST, 2007). Os efeitos da infeccdo por rubéola na gravidez sdo imprevisiveis,
podendo variar de um nascimento normal, aborto espontaneo, morte logo ap6s o nascimento ou
até ao nascimento com anomalias simples ou combinadas, como danos ao sistema nervoso
central, levando ao retardo do crescimento fisico e mental; microcefalia, encefalite;
hepatomegalia; malformacdes cardiacas; pneumonia; defeitos oculares e auditivos (WEBSTER,
1998; MILLER, 2002; STRATEN & TYRING, 2002). Entre os danos mais comuns da
Sindrome da Rubéola Congénita (SRC) podemos citar a deficiéncia auditiva, defeitos oculares
(catarata, glaucoma congénito ou retinopatia pigmentar) e malformacGes cardiacas (BEST,
2007).

1.5.2 Aspectos epidemioldgicos da rubéola

Uma pandemia da rubéola teve inicio na Europa entre 1962 e 1963 e nos Estados
Unidos entre 1964 e 1965. Entre os norte-americanos ocorreram cerca de 12,5 milhdes de
casos com 11.000 dbitos fetais; cerca de 20.000 recém-nascidos nasceram com mal-formacdes
compativeis com a SRC; 11.000 com surdez; 3.500 com cegueira; 1.800 com retardo mental e

2.100 vieram a falecer no periodo neonatal. Estima-se que o custo desta epidemia foi de
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aproximadamente dois bilhGes de ddlares, o que a torna uma das maiores epidemias da doenca
jaregistrada. (HINMAN et al., 2003).

Como consequéncia dessa epidemia, em 1966, a rubéola e a SRC tornaram-se doencas
de notificacdo compulsoria nos Estados Unidos. Deste modo consegui-se estabelecer o
registro de casos e 0 monitoramento dindmico da rubéola e SRC em razdo das estratégias
adotadas. Tais registros apontam o ano de 1969 como o de maior nimero de casos: 57.686
(CDC, 2000).

A incidéncia da rubéola até o ano de 1968 era de 24,4 casos/100.000 habitantes, sendo
criancas de 5 a 9 anos as mais atingidas, com 101,3 casos/100.000 habitantes (PREBLUD et
al., 1980). Entre 1969 e 1988, houve reducdo de 99% na incidéncia da rubéola. Este grande
decréscimo foi resultado direto das estratégias adotadas para controle da rubéola que foi
acompanhada pela reducdo na incidéncia da SRC, uma vez que durante a epidemia de 1964,
tal incidéncia era de 16 casos/100.000 nascidos vivos, caindo para 2,7 casos/100.000 nascidos
vivos, em 1969 (LINDEGREN et al., 1991; PREBLUD et al.,1980).

Nos anos de 1980 e inicio de 1990, as estratégias de vacinacdo contra a rubéola nas
Ameéricas evoluiram rapidamente (HINMAN, 2007). A lideranca foi tomada pelos paises de
lingua inglesa do Caribe, que incluiram a vacina contra rubeola em seus esforgos para
eliminar o sarampo. A estratégia do Caribe foi eficaz e incluia dois componentes principais: (a)
a vacinacdo em massa em ambos 0s sexos, com idade de até 40 anos, com a vacina dupla viral
ou triplice viral, para fornecer protecdo e diminuicdo do risco de mulheres gravidas se
infectarem com o virus da rubéola; (b) a introducdo da vacina contra rubéola no calendario

regular de imunizacgéo das criangas e jovens (HINMAN, 2003).

No Brasil, como estratégia de controle, as campanhas de vacinacdo para implantacao
nacional da vacina triplice viral ocorreram de forma gradativa em unidades federadas isoladas.
O primeiro a promover a vacinacao foi o estado de Sdo Paulo, em 1992. Logo depois veio 0
Distrito Federal e, nos anos seguintes, os demais estados. O processo foi completado apenas
em 2000. Inicialmente as campanhas de vacinacdo foram destinadas as criancas de 1 a 11
anos de idade, realizadas de modo gradativo e posteriormente as mulheres em idade fertil
(BRASIL, 2003a).

Desde 1997, as recomendacdes da OPAS tém priorizado o fortalecimento das acbes de
prevencdo e controle da rubéola e SRC. A maioria dos paises das Américas incorporou a

vacina triplice viral nos programas de imunizacdo a partir dos 12 meses de idade, estratégia
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recomendada para a populagido de 1 a 4 anos (CASTILLO-SOLORZANO et al., 2003;
QUADROS, 2008).

Assim, como o controle da ocorréncia da SRC é um dos objetivos do PNI, a vigilancia
da rubéola foi integrada com o sarampo em 1996 decaindo a morbidade desde o inicio da
vacinacdo da faixa etdria de 1 a 11 anos. Em 2000, as a¢des se voltaram também para a SRC,
especialmente com a implantagdo - em 2001 e 2002 - da campanha de vacinacdo contra a
rubéola para mulheres em idade fértil. Aproximadamente 29 milhdes de mulheres foram

imunizadas, visando o controle imediato da ocorréncia da SRC (BRASIL, 2003a).

A vacina triplice viral € a Unica forma de prevenir a ocorréncia destas doencas na
populacéo, pois o risco permanente de individuos suscetiveis contrairem as doencas deve-se a
permanéncias da circulacdo dos respectivos virus em varias regies do mundo, onde o

controle destas doencas ainda nao foi estabelecido.

1.5.3 Desenvolvimento da vacina contra rubéola

O perfil epidemioldgico da doenca desencadeou a necessidade do desenvolvimento de
vacinas. Em 1962, o primeiro modelo de vacina contra a rubéola foi desenvolvido por Meyer,
Parkman e Hobbins, a partir de virus vivo proveniente da cepa HPV 77, a qual ndo apresentou
reatogenicidade e foi eficaz na imunogenicidade. No entanto, ainda eram necessarios outros
testes a fim de comprovar sua eficacia (MEYER et al., 1969). Em 1966, ocorreu com éxito o
desenvolvimento de uma cepa atenuada do virus da rubéola para uso em vacina. Apos 0
isolamento do virus da rubéola em culturas de células, a atenuacdo foi obtida por uma série de
passagens em diferentes linhagens celulares, resultando em vérias cepas vacinais
(KRUGMAN, 1967).

Entre 1965 e 1967, diversas cepas vacinais de virus atenuado da rubéola foram
desenvolvidas e alcancaram testes clinicos, como a CENDEHIL, além das cepas HPV 77/D12,
HPV 77/D5, e algumas cepas japonesas, como a DCRB19, MATSUBA, MATSUURA,
TAKAHASHI e TO-336. Em 1969 e 1970, a vacina contra rubéola passou a ser usada
comercialmente na Europa e Estados Unidos, com grande impacto na epidemiologia da
rubéola e da SRC (CHANTLER et al., 2001; PLOTKIN & REEF, 2004). Até 1979, a cepa
HPV77/DES5 era predominantemente usada na America do Norte, quando acabou por ser
substituida pela cepa vacinal RA27/3, que foi atenuada apds passagens em células de rim de

embrido humano, seguida por passagens em fibroblastos de células dipléides humanas WI-38
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(CHANTLER et al., 2001). Em 2003, a GSK transferiu para Bio-Manguinhos a cepa Wistar
RA27/3 (“rubella abortus, 27*. Amostra, terceiro explante”), como ficou conhecida a cepa
RA27/3, apos trabalho desenvolvido por Plotkin, no Wistar Institute, Filadélfia (GSK, 2003).
Nesse mesmo ano, a grande maioria dos paises e territdrios das Américas introduziu a vacina
dupla viral ou a triplice viral em seus programas nacionais de imunizacdo infantil
(QUADROS, 2008). O uso da vacina contra rubéola é recomendada pela OMS em todos 0s
paises com bom funcionamento dos programas de imunizacdo infantil, onde a reducdo ou

eliminacdo da SRC é considerada uma prioridade da saude publica.

1.6 VACINA TRIPLICE VIRAL

As vacinas combinadas constituem-se da mistura de dois ou mais antigenos diferentes.
A formulacdo destes imunobioldgicos pode conter micro-organismos atenuados, micro-
organismos inativados, substancias produzidas por eles e fragbes antigénicas.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

No caso da triplice viral, a vacina é constituida da mistura dos virus vivos atenuados do
sarampo, caxumba e rubéola, apresentados sob a forma liofilizada. A vacina é amplamente
utilizada para a imunizacéo de criancas em certas regides do mundo, devido as suas vantagens
sobre as vacinas individuais. Na tentativa de aumentar a cobertura vacinal, as vacinas
combinadas sdo de grande utilidade, uma vez que aumentam adesdo, reduzem custos e
produzem resposta imune eficaz de forma simultanea para as trés doengas, o que facilita

enormemente a implementacao de estratégias vacinais (DECKER & EDWARDS, 1999).

1.6.1 Producédo e controle de qualidade da vacina sarampo, caxumba e rubéola no Brasil

O Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos - Bio-Manguinhos — fundado em maio
de 1976, é a unidade técnica-cientifica da Funda¢do Oswaldo Cruz / FIOCRUZ responsavel
pela producgdo de vacinas, biofarmacos e kits de diagndsticos. A vacina polissacaridica contra
Neisseria meningitidis sorogrupos A e C foi a primeira a ser produzida por Bio-Manguinhos.
Toda a tecnologia de producéo e controle de qualidade da vacina foi absorvida através do
acordo assinado com o Instituto Mérieux da Franga. Mais tarde, em 1979, Bio-Manguinhos
incorporou a producdo das vacinas contra Febre Amarela, Colera e Febre Tifoide, até entdo
realizadas pelo Instituto Oswaldo Cruz — 10C (BIO-MANGUINHOS , 2003).
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No Brasil, os fabricantes nacionais exercem papel relevante no processo produtivo das
vacinas, uma vez que garantem o fornecimento a precos mais baixos dos imunobiolégicos
utilizados no PNI. Neste cenario, Bio-Manguinhos tornou-se o maior laboratorio federal a
fornecer vacinas. Muito deste fato deve-se a uma bem sucedida estratégia de transferéncia de
tecnologia. Hoje Bio-Manguinhos responde por mais de 50% da producgéo nacional das doses
de vacinas utilizadas pelo MS, conforme demonstrado na Figura 1. Esse tipo de parceria
publico-privada, principalmente no &mbito da cooperacéo tecnologica e de producéo, tem sido
fortalecida e incentivada pelo governo federal (BIO-MANGUINHOS, 2002).

Como exemplo da estratégia de parcerias € possivel apontar a producdo da vacina
sarampo, iniciada em 1982 através de cooperacdo tecnoldgica com o Instituto Biken da
Universidade de Osaka, no Japdo (BENCHIMOL, 2001). Desta forma, pela primeira vez no
Brasil, foi implantada uma complexa tecnologia de cultura de tecidos e liofilizagdo em escala
industrial, abrangendo todo o ciclo de produgdo de uma vacina viral de uso humano.

Desde outubro de 2003, Bio-Manguinhos esta em processo de assimilacdo tecnologica
para producdo da vacina triplice viral junto a empresa GSK. A transferéncia de tecnologia da
vacina foi dividida em 4 fases. Na 12 fase, o produto acabado foi enviado pela GSK para ser
rotulado em Bio-Manguinhos (naked vials). Na 22, os concentrados virais designados de Bulks
virais, de sarampo, caxumba e rubéola sdo fornecidas pela GSK para formulagdo, envase,
liofilizacdo, embalagem e rotulagem da vacina para a comercializacdo do produto por Bio-
Manguinhos. Nessa fase, 0s lotes de consisténcia devem ser avaliados em testes clinicos para
posterior registro. Apos, ocorrera a producdo do virus semente e do banco mestre de células
para obtencdo dos virus semente de trabalho, e a producdo dos lotes de viabilidade e
consisténcia do produto, testes clinicos e registro do produto final junto a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (GLAXOSMITHKLINE, 2003; BIO-MANGUINHOS,
2003). Depois desta terceira fase sera definida a completa nacionalizacdo da producdo da
vacina por Bio-Manguinhos, atingindo-se assim a autossuficiéncia nacional nesse setor e
concluindo-se o processo.

A vacina triplice viral, fornecida por Bio-Manguinhos é uma preparacdo mista
liofilizada, na apresentacdo em frascos de 10 doses. Cada dose de vacina (0,5 mL) contém
como ingredientes ativos, no minimo, 3,0 log;o CCIDsg (dose 50% infectante em cultura de
células) de virus vivo atenuado do sarampo (cepa Schwartz), 3,7 log;o CCIDsq de virus vivo
atenuado da caxumba (cepa RIT4385 - derivada da cepa Jeryl Lynn) e 3,0 logip CCIDs, de

virus vivo atenuado da rubéola (cepa Wistar RA27/3). Outros ingredientes estabilizadores,
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tais como sulfato de neomicina, aloumina humana, lactose, sorbitol, manitol e amino&cidos,
sdo adicionados durante a formulacéo da vacina e tém a funcédo de proteger o produto durante
a liofilizacdo e assegurar sua estabilidade. No momento da utilizacdo, a vacina liofilizada
deve ser reconstituida com agua para injetaveis esteril, considerada como diluente, o qual é

fornecido pelo fabricante.

A producdo da vacina trivalente se inicia pela obtencdo, separadamente, de cada
concentrado viral. Os componentes de sarampo e caxumba sdo produzidos em culturas
priméarias de fibroblastos de embrides de galinha, enquanto que a suspensdo de rubéola é
obtida pela propagacdo do virus em células dipldides MRC-5 (células ndo-transformadas de
origem humana). Estas células sdo amplamente usadas como substrato para a preparacao de
vacinas pediatricas e sdo aceitas como a linhagem celular mais segura e de melhor

caracterizacdo para producdo de vacinas.

A preparacgdo do concentrado viral final da vacina trivalente consiste essencialmente da
combinagdo dos trés ingredientes ativos (concentrado viral monovalente de sarampo,
caxumba e rubéola) e formulacdo com estabilizadores. A quantidade de cada concentrado
viral usado é calculada para que o produto final ap6s o envase obtenha os titulos necessarios
apos liofilizacdo. Durante todas as etapas de producdo, ha monitoramento do produto quanto a
sua qualidade e dos controles quimicos e bioldgicos requeridos pelas normas nacionais e ou
internacionais vigentes. O Departamento de Qualidade (DEQUA) de Bio-Manguinhos realiza
todos 0s ensaios preconizados para a liberacdo da vacina triplice viral, nos quais se incluem:
toxicidade inespecifica, esterilidade, poténcia, termoestabilidade, identidade, pH, umidade

residual e aspecto (Figura 8).
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Figura 8. Fluxograma de produc&o e controles microbioldgicos e bioldgicos da vacina triplice viral
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De modo a atender as normas de fabricacéo e controle, € imprescindivel a existéncia
de um sistema de gestdo da qualidade que possa, entre outros fatores, garantir a qualidade dos
resultados dos métodos analiticos utilizados na rotina de controle de produtos intermediarios e
produtos finais. A confiabilidade dos resultados é determinada através de diversos meios, tais
como: a validacdo de métodos, rastreabilidade através de padrBes certificados, analistas
qualificados e treinados e equipamentos calibrados.

No que diz respeito a imunogénica de vacinas, a determinacéo da concentracdo viral
ou teste de poténcia, para vacinas de virus vivo atenuado é considerado o aspecto mais critico.
No caso da vacina triplice viral, a determinacdo da concentracdo viral ou poténcia € realizada
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desde os produtos intermediérios — concentrado viral monovalentes de sarampo, caxumba e
rubéola — até o produto final. Além disso, em todas essas determinagdes, é mandatdria a
utilizacdo de uma vacina de referéncia, conforme requerimento da OMS e da Resolucéo da
Diretoria Colegiada (RDC) 17/2010, para validar o ensaio. Atualmente, o LACOM utiliza
uma vacina triplice viral (unidose) disponibilizada pela GSK para avaliar os lotes envasados
em Bio-Manguinhos.

1.6.2 Aspectos regulatorios

O sarampo, a caxumba e a rubéola sdo doengas transmitidas por virus que, apesar de
graves, sdo facilmente preveniveis através da imunizacdo (WHO, 2012a). Para que o PNI
alcance a meta de erradicar o sarampo, caxumba e rubéola é fundamental o uso de lotes de
triplice viral com qualidade garantida pelos produtores e controlada pelo INCQS. (BRASIL,
2003a).

A ANVISA é o orgdo responsavel pelo registro de medicamentos, pela autorizacao de
funcionamento dos laboratorios farmacéuticos e demais empresas da cadeia farmacéutica, e
pela regulacdo de ensaios clinicos e de precos, por meio da Camara de Regulacdo do Mercado
de Medicamentos (CMED). A responsabilidade pela inspecao de fabricantes e pelo controle
de qualidade dos medicamentos é compartilhada com os estados e municipios, que realizam a
vigilancia pos-comercializacdo, acGes de farmacovigilancia e a regulacdo da promocdo de
medicamentos (TEMPORAO; NASCIMENTO; MAIA, 2005).

Medicamentos, drogas, insumos farmacéuticos e correlatos, cosméticos, saneantes e
outros produtos estdo sujeitos a Vigilancia Sanitéaria, de acordo com a legislacdo sanitaria
vigente, instituida primeiramente no Brasil pela lei 6.360/76, alterada pelas leis 6.480/77;
9.787/99; MP 2.190-34/2001; 10.669/2003 e mais recentemente pela lei 10.742/2003
(BRASIL, 2003b).

Para que seja possivel a comercializacdo de um medicamento, varias etapas devem ser
respeitadas. No Brasil, desenvolvimento, registro, fabricacdo e comercializagdo, sao
amparados por atos regulatorios editados pela ANVISA. A RDC 55/2010, estabelece
requisitos minimos para registro de produtos biolégicos novos e produtos bioldgicos no pais,
visando garantir a qualidade, seguranca e eficacia desses medicamentos. Considerando a
origem bioldgica dos principios ativos e a diversidade dos processos tecnolégicos utilizados
para a producdo, todas as solicitacfes de registro de produtos biolégicos novos séo analisadas

de acordo com os requisitos estabelecidos nessa RDC e pela legislacdo sanitaria vigente
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(BRASIL, 2010b). Entretanto as alteracdes pds-registro e revalidacdes de registro para
produtos bioldgicos terminados sdo regulamentadas pela RDC 315/2005 (BRASIL, 2005c).

A RDC 17/2010, que revogou a RDC 210/2003, correlacionou 0s conceitos de
garantia da qualidade, de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e de controle de qualidade, e
contemplando-os no gerenciamento da qualidade, enfatizando as suas relacbes e sua
importancia para a fabricacdo de medicamentos (BRASIL, 2010a). A RDC 17/2010 possui,
ainda, o objetivo de estabelecer os requisitos minimos a serem obedecidos na fabricacdo de
medicamentos para padronizar as inspecfes sanitarias na verificagdo do cumprimento das
BPF de medicamentos de uso humano. Todas as empresas envolvidas na fabricagdo de um
produto bioldgico novo ou produto bioldgico devem ser detentoras do certificado BPF
emitido pela ANVISA.

O INCQS por sua vez, € a autoridade nacional, vinculada ao Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria, responsavel pela manutencdo e estabelecimento dos pardmetros de
seguranca, qualidade e eficacia dos lotes de vacinas e soros hiperimunes heter6logos para
consumo no Brasil e no exterior, bem como o ambiente e servicos vinculados(BRASIL,
2008). Nesse contexto, cabe ao INCQS avaliar todos os lotes quanto as suas especificaces,
de acordo com as normas oficiais e metodologias validadas apresentadas pelo detentor do
registro e aprovadas pela Anvisa. No procedimento para a liberacdo dos lotes pode ser
considerada a andlise dos processos e protocolos de producdo dos imunobioldgicos emitidos
pelo produtor e controle de qualidade e/ou andlise laboratorial antes da liberacdo do produto
para 0 mercado (NETTO et al., 2010).

Na década de 1980, a Comunidade Europeia (CE) iniciou a harmonizacdo dos
requisitos regulatorios e o desenvolvimento de um mercado Unico de produtos farmacéuticos.
O sucesso alcancado na Europa demonstrou que a harmonizacéo era viavel. Ao mesmo tempo,
houve debates entre Europa, Japdo e os EUA sobre as possibilidades de harmonizacdo. No
entanto, somente na Conferéncia da OMS de Autoridades Reguladoras de Medicamentos
(ICDRA), em 1989, foi discutida a harmonizacéo internacional de requerimentos técnicos
para registro de medicamentos para uso humano, sendo criada assim a International
Conference on Harmonisation (ICH) (http://www.ich.org/about/history.html).

Com base nessa tendéncia de harmonizacdo global, o INCQS e os laboratorios
nacionais produtores de imunobioldgicos tém se mobilizado na atualizacdo e harmonizagédo de

métodos e materiais de referéncia.


http://www.ich.org/about/history.html
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Na atualidade, para liberac@o da vacina triplice viral, o fabricante e o INCQS se baseiam
nas especificagdes de qualidade descritas na Farmacopéia Brasileira, OMS e Farmacopéia

Européia.

1.7 MATERIAIS DE REFERENCIA

Os materiais de referéncia (MRs) sdo utilizados nos laboratorios para o controle das
analises quimicas, fisico-quimicas e microbiologicas, na calibracdo de equipamentos,
acompanhamento e avaliagdo de analistas, controle e atribuicdo de valores a materiais e
desenvolvimento de metodologias. A 1SO reconhece duas classes de materiais de referéncia,
sendo ‘materiais de referéncia certificados’ (MRCs) e 'materiais de referéncia' (MRs).

Segundo a ABNT ISO GUIA 30:2011 e o Vocabulario Internacional de Termos
Fundamentais e Gerais de Metrologia (VIM:2012), os MRs sdo materiais suficientemente
homogéneos e estaveis no que diz respeito a uma ou mais propriedades especificadas, que
tenham sido estabelecidos para atender de forma apropriada o uso para o qual estejam
destinados em um processo de medicdo. O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) destaca que os materiais de referéncia sdo importantes ferramentas
na determinacdo de muitos aspectos da qualidade de medicdo e sdo utilizados para fins de
validacdo de método, calibracdo, estimativa da incerteza de medicdo, treinamento e para fins
de Controle de Qualidade Interno (CQ) e Garantia de Qualidade Externa (GQ).

Na ABNT ISO GUIA 30:2000, o MRC ¢ descrito como um material de referéncia,
acompanhado por certificado, com um ou mais valores de propriedade, habilitado por um
procedimento que estabelece sua rastreabilidade a obtencdo exata da unidade na qual valores
de propriedades sdo expressos, com cada valor certificado acompanhado por uma incerteza
para um nivel de confianca estabelecido. Em muitos casos, 0s MRC séo apropriados para as
comparac@es de padrbes nacionais de medicgdo entre laboratérios (ABNT ISO GUIA 33:2002).
Segundo a ABNT ISO/IEC 17025, a importancia dos MRC se deve, principalmente, a
garantia da rastreabilidade das medicOes, validagdo de métodos, incerteza de medicdo e
controle de qualidade. Portanto, os laboratorios devem usar materiais de referéncia
certificados, provenientes de um fornecedor competente, de forma a dar uma caracterizagédo

confiavel, fisica ou quimica, de um material.

O padrdo de referéncia primario é aquele amplamente reconhecido por possuir as

qualidades apropriadas dentro de um contexto especifico e cujo conteldo declarado é aceito
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sem requerer comparacdo com outras substancias. No padrdo de referéncia secundario ou
material de referéncia de trabalho (MRT), as caracteristicas sdo atribuidas e/ou calibradas por
comparagdo com uma substancia de referéncia primaria. O grau de caracterizacdo e andalise de
uma substancia de referéncia secundaria pode ser menor do que para uma substancia de
referéncia priméaria (WHO, 2005).

Os MRT séo produzidos no proprio laboratério e requerido para uso no dia a dia de
acordo com o “Guideline for the in-house production of reference materials”
(LGC/VAM/1998/40). A elaboracdo e a producdo de MRT devem ser realizadas,
considerando-se as necessidades dos usuarios - laboratorios envolvidos - e as limitacGes

existentes quanto a manutencao das caracteristicas do MR para todos os testes envolvidos.

1.7.1 Materiais de referéncia para produtos biolégicos

Um teste bioldgico é um procedimento laboratorial para a estimativa da natureza ou
poténcia de um material, por meio da reacdo que se segue a aplicacdo de alguns elementos de
um sistema vivo, como animais de laboratério e células suscetiveis, receptores e enzimas. A
poténcia do material a ser testado é frequentemente definida em Unidades Internacionais ou,
em algumas circunstancias, pode ser definida pelo Sistema Internacional de Unidades (SI)
(WHO, 2004).

Os padrdes bioldgicos de referéncia sdo utilizados na fase de qualificacdo ou validacéo
de métodos de ensaio para assegurar a uniformidade na designacdo da poténcia ou atividade
de preparacdes bioldgicas, incluindo vacinas. Estes sdo necessarios para garantir a
consisténcia de produgdo e minimizar os desvios dos ensaios. Assim, oS procedimentos
detalhados para a producdo e caracterizacdo foram estabelecidos no documento
"Recommendations for the Preparation, Characterization and Establishment of International
and Other Biological Reference Standards, WHO 2004” (“Recomendacdes para a Preparagéo,
Caracterizagéo e Estabelecimento de Internacional e Outros Padrdes de Referéncia Biologica,
OMS 2004™). Entretanto, estes requisitos de alto nivel para um MR bioldgico internacional
sdo aplicados igualmente aos padrBes bioldgicos secundarios. Existem, contudo, diferengas
importantes entre as normas internacionais e padrées bioldgicos secundarios que podem

permitir desvios destes requisitos (WHO, 2004).
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De modo a adequar as normas para o desenvolvimento de materiais de referéncia
secundario, mais recentemente, a OMS (2011) elaborou o documento “WHO manual for the
establishment of national and other secundary standards for vacines” que contém orientacdes
gerais sobre os principios da preparacdo de padrdes secundarios para vacinas e explica em
detalhes as questdes que devem ser consideradas na elaboragdo de quaisquer normas
especificas, considerando caso a caso (WHO, 2011c).

1.7.1.1 Material de referéncia internacional (MRI)

O material de referéncia € obtido apds a realizacdo de um estudo colaborativo
internacional e que se estabelece com a finalidade de unificar em todo o mundo a

terminologia e a transmissdo de uma unidade de medida (WHO, 2011c).

Os padrdes internacionais de referéncia bioldgica sdo estabelecidos pela OMS e
compreendem materiais de composicdo complexa, que requerem ensaios bioldgicos ou
imunoldgicos para caracterizacdo. Os ensaios utilizados sdo geralmente comparativos e ndo
de valor absoluto, e o padréo de referéncia € fundamental na definicdo da natureza qualitativa
e a magnitude relativa da resposta biolégica ou imunolégica, pois a mesma depende de uma
variedade de condigdes. O valor de atribuicdo pela Organizacdo Mundial de Saude é em
termos de uma Unidade Internacional (Ul) ou outra unidade adequada. A unidade é atribuida
a um primeiro padrdo internacional de forma arbitréaria, apds a conclusdo de um estudo

colaborativo internacional (WHO, 2011c).

O resultado da medicdo da incerteza, como definida pela 1SO 17511, tem sido
completamente satisfatorio em dispositivos para diagnostico in vivo. No entanto, em padrbes
de referéncia biologicos com valor arbitrario em Ul, tal valor ndo é fornecido. Em estudos
colaborativos que utilizam métodos diferentes, as diferencas nas estimativas de poténcia do
material podem ser evidentes (ISO 17511, 2003). Além disso, a natureza bioldgica dos
ensaios significa que os mesmos métodos podem diferir em muitos recursos. Na auséncia de
um método de referéncia, as suposicdes sobre um verdadeiro valor de poténcia do material, ou
uma probabilidade de distribuicdo de valores podem ndo ser validas. Com todos 0s
componentes de variabilidade observados em um estudo colaborativo, pode ndo ser adequado
citar um valor unico da incerteza, pois esse valor ndo reflete a variabilidade entre as ampolas

do padrdo internacional. Os documentos que acompanham padrdes de referéncia devem
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conter uma orientagéo do coeficiente de variagcdo (CV) da preparacdo estudada para que seja
conhecida a variagéo entre as ampolas (WHO, 2005).

Geralmente, sdo estabelecidas normas de referéncia da OMS para analitos para 0s quais
nenhum procedimento de medicdo de referéncia ("método de referéncia™) tenha sido
convencionado ou estabelecido. Tais padrdes sdo considerados como padrBes primérios, de
ordem mais elevada, e séo utilizados para calibracdo de padrdes nacionais e outros padrdes
secundarios (WHO, 2011c).

Os padrdes bioldgicos de referéncia internacionais nao sdo necessariamente de elevada
pureza. No entanto, quando uma preparacdo € substituida por outra, todo esforco é feito para
garantir que a atividade bioldgica representada por uma Ul permanega constante, mesmo que

a atividade especifica da preparacdo seja alterada.

O National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) tem a missdo de
assegurar a qualidade dos padrdes bioldgicos no mundo. Nesse sentido, o NIBSC, segundo
normas internacionais, regula a distribuicdo e armazenamento de diferentes MRI da OMS
como parametros de qualidade do produto, tal como o estabelecimento do MRT pelo produtor.

(http://www.nibsc.ac.uk/products.aspx).

Padrdes biologicos de referéncia internacionais sdo geralmente disponiveis em
quantidades limitadas e destinam-se a serem usados para a caracterizagdo e calibracdo de
preparacOes secundarias, sejam regionais ou aquelas que serdo direcionadas para uso na rotina
do laboratério (WHO, 2011c).

1.7.1.2 Material de referéncia secundario ou de trabalho (MRT)

Todos os padrBes bioldgicos ou materiais de referéncia tém certas caracteristicas
comuns essenciais a sua funcéo, tais como: (a) devem ser de um unico lote de recipientes
idénticos, preparado utilizando um processo e excipientes apropriados para o produto; (b) as
caracteristicas imunoldgicas do padréo biologico devem ser comparaveis com os produtos a
serem testados para atender aos critérios de validade para ensaios bioldgicos; (c) uma unidade
formalmente definida, atribuida com base em estudos adequadamente projetados, utilizando a
metodologia de anélise apropriada e (d) devem ser estaveis no que diz respeito a medida
definida (WHO, 2011c).
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O MRT é destinado a utilizacdo regional, nacional ou na rotina laboratorial e devem ser
calibrados com 0 MRI. Desta forma, atendendo as normas estabelecidas (OMS e ANVISA), o
laboratério produtor (Bio-Manguinhos), utilizando um MRI originario do NIBSC, deve
estabelecer e validar um material de referéncia de trabalho (MRT) para ser utilizado na rotina
como controle dos ensaios para a determinagdo de poténcia da vacina triplice viral nos
laboratérios de controle de qualidade interno e no laboratério nacional de controle (WHO,
2006).

1.7.2 Planejamento de um lote candidato a material de referéncia de trabalho da vacina
triplice viral para o teste de poténcia

Um fator determinante para o sucesso do desenvolvimento de um MRT é o bom
planejamento através de um projeto. As atividades para o desenvolvimento do MRT s6 devem
ser iniciadas apds terem sido estabelecidos alguns parametros fundamentais tais como:
definicdo do material de referéncia candidato, condi¢bes de armazenamento, nivel de
incerteza de medicdo desejado, modelos de estudos a serem utilizados, assim como as
metodologias, equipamentos e reagentes necessarios. E nessa etapa que devem ser definidos
quais modelos experimentais serdo adotados para os estudos que serdo a base do MRT: (i)
caracterizacdo da propriedade, (ii) estudo de homogeneidade e (iii) estudo de estabilidade
(ABNT ISO Guia 35:2012).

Um dos primeiros e mais importantes itens a serem definidos na etapa de planejamento
é a quantidade de amostra necessaria, uma vez que essa deve ser suficiente para realizar todos
os estudos citados (ABNT ISO Guia 35:2012; ZELENY et al., 2009). Em seguida, € preciso
qgue sejam definidas com clareza as condi¢cdes adequadas de embalagem, manuseio e
armazenamento do material candidato a MRT, de forma que este mantenha suas
caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas e a0 mesmo tempo ndo ofereca risco ao
manipulador. Portanto, devem ser conhecidas as recomendagdes sobre o candidato a MRT
fornecidas pelo fabricante, compéndios oficiais, fichas de seguranca ou literatura cientifica
(ABNT ISO Guia 35:2012; ABNT ISO Guia 34:2009).

O prazo de validade e as condi¢Bes recomendadas de armazenamento e transporte

devem ser respeitados. Por essas razdes, as condices de manuseio e armazenamento
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assumem papel relevante na capacidade do MRT de auxiliar na garantia da rastreabilidade dos
resultados das medicOes ao Sistema Internacional de Unidades (ABNT ISO Guia 33:2002).

Apbs o planejamento, segue o desenvolvimento do projeto e, nesta etapa, o candidato a
MRT deve ser preparado, analisado e armazenado de acordo com as condi¢Ges e métodos
estabelecidos no planejamento. O candidato a MRT € submetido aos ensaios analiticos para
avaliacdo de sua qualidade, ensaio de caracterizacdo, estudo de homogeneidade e estudo de
estabilidade de curta e longa duracdo conforme esquematizado na figura 10 (ABNT ISO Guia
35:2012; COTTA, 2007; ISHIKAWA, 2009).

De acordo com ILAC (1998), os produtores de MRT devem criar, implementar e manter
um sistema de gestdo da qualidade adequado a extensdo das suas atividades, incluindo o tipo,
faixa e magnitude do MRT produzido em cumprimento a tais quesitos. Deve ser incluido na
politica de qualidade também o compromisso de produzir o MRT de acordo com as defini¢bes
das normas vigentes, onde valores de propriedade sdo assegurados utilizando técnicas
estatisticas aceitaveis.
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1.7.3 Caracterizagdo de material de referéncia de trabalho

A caracterizacdo de um MRT ¢é o processo de determinacao de valores de propriedade
como parte da certificacdo do processo. Na certificacdo do lote produzido, a caracterizacao
refere-se a valores préprios do lote (ABNT ISO GUIA 35:2012).

De acordo com a ABNT ISO Guias 30-35, os MRT séo caracterizados com relacdo a
homogeneidade, estabilidade e o(s) valor(es) de propriedade certificado(s). Para o Controle de
Qualidade Interno (CQI), o ultimo requisito pode ser relevado, porém, a homogeneidade e

estabilidade adequadas s&o considerados critérios essenciais (INMETRO, 2010).

1.7.3.1 Estudo de homogeneidade

O estudo de homogeneidade visa demonstrar, na préatica, se o candidato a MRT ¢é
suficientemente homogéneo em relacdo a uma determinada propriedade, ou seja, se a
diferenca entre os valores desta propriedade entre diversas porcdes do material é desprezivel
se comparada com um dos componentes de incerteza do material. A preparacdo e o envase do
material devem ser realizados de forma que seja possivel obter um material com a maior
homogeneidade possivel (ABNT ISO Guia 35:2012).

Ha duas possibilidades de avaliacdo da homogeneidade: (i) homogeneidade dentro do
frasco (intra-frasco), que dita a menor quantidade de amostra consumida que é representativa
do candidato a MRT e para a qual a incerteza estabelecida ainda € valida, e (ii)
homogeneidade entre frascos (inter-frasco), que determina a variacdo entre as unidades do
lote. O ponto comum entre as duas modalidades consiste no fato de que ambas devem ser
capazes de distinguir a diferenca entre a variagdo do material e a variacdo das medicOes e

amostragens.

O estudo pode ser conduzido com um modelo de amostragem por modo aleatorio,
aleatdrio estratificado ou sistematico (LINSINGER et al., 2001; ZELENY et al., 2009; ABNT
ISO Guia 35:2012). Ja dentre os modelos experimentais recomendados para o estudo de
homogeneidade, ha o randdmico, randdmico estratificado e sistematico. E recomendado que
sejam utilizadas 10 a 30 unidades, levando em consideracdo o tamanho do lote (ABNT ISO
Guia 35:2012).
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1.7.3.2 Estudo de estabilidade

De acordo com ABNT ISO Guia 35:2012, o estudo de estabilidade tem o “objetivo de
determinar o grau de instabilidade de um material candidato a MRT ou confirmar a
estabilidade do material”. Na pratica, esse estudo, além de fornecer informagdes importantes
acerca de possivel degradacdo quimica e alteragdes fisicas do MRT, serve também para fixar
as condicdes adequadas de armazenamento e transporte, além de ser fonte de dados para
calcular a incerteza de medicdo associada a estabilidade do MRT (LINSINGER, 2001;
ZELENY etal., 2009).

Quanto ao planejamento do estudo de estabilidade, este pode ser isécrono ou cléssico. O
primeiro consiste em expor as amostras progressivamente as condi¢des do estudo com
posterior analise simultanea das mesmas, permitindo analisar uma série de amostras sob
condigdes de repetibilidade e obter resultados com baixos desvios e incertezas. O
planejamento classico consiste em um modelo experimental cujas amostras individuais séo
submetidas simultaneamente as condic¢Ges do estudo de estabilidade e testadas no decorrer do
tempo. Este modelo experimental permite acompanhar a estabilidade do material a cada nova
andlise, mas ¢é realizado sob condigdes de reprodutibilidade do laboratério, o que leva a uma
incerteza relativamente elevada, devido a variabilidade dos sistemas utilizados (VAN DER
VEEN et al., 2001; ABNT ISO Guia 35:2012).

1.7.3.2.1 Estudo de estabilidade acelerado

No estudo de estabilidade acelerado, o candidato a MRT é acondicionado em diferentes
temperaturas que aceleram sua degradacdo quimica, fisica e/ou bioldgica. Este estudo deve
ser realizado ao menos nos tempos 0, 3 e 6 meses, caso a validade do produto seja superior a
12 (doze) meses podendo durar mais quando as condigdes ideais de armazenamento tém que
ser simultaneamente determinadas, constituindo assim, em uma tentativa de simular e prever
0 grau de estabilidade/instabilidade do material frente a variacbes das condigoes

recomendadas para a cadeia de distribuicdo do MR entre produtor e usuario (BRASIL, 2011).

A incerteza de medicgdo do estudo de estabilidade de curta duragdo somente serd uma
fonte de contribuicdo relevante para a incerteza de medi¢do do candidato a MRT quando a
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estabilidade do mesmo for afetada pela condicdo de transporte, ou seja, se a temperatura e/ou
umidade excederem as condicdes de transporte recomendadas na entrega do material ao
usudrio. Neste caso, sera entdo possivel entrar com um componente extra de incerteza para a
propriedade certificada, proveniente do estudo de estabilidade de curto prazo. Na pratica, a
inclusdo da incerteza de estabilidade de curto prazo (uss) no calculo de incerteza do candidato
a MRC é realizada somente quando uss € da mesma ordem de grandeza da incerteza do estudo
de estabilidade de longo prazo (uys) (VAN DER VEEN et al., 2001).

1.7.3.2.2 Estudo de estabilidade de longa duragéo

No estudo de estabilidade de longa duracdo, o candidato a MRT €é armazenado sob
condicdes que assegurem a manutencdo de todas as suas caracteristicas, ou seja, que garanta a
estabilidade do mesmo durante o armazenamento correto dentro do prazo de validade. Essas
condigdes devem estar bem definidas antes do inicio do estudo (VAN DER VEEN et al.,
2001).

Para produtos com prazo de validade superior a 12 (doze) meses, 0s testes do estudo
devem ser conduzidos a0 menos a cada 3 (trés) meses no primeiro ano de estocagem, a cada 6
(seis) meses no segundo ano e anualmente apds este periodo. Essa modalidade de estudo
requer um namero consideravel de frascos (unidades), de preferéncia, é conveniente que mais

de um frasco esteja disponivel para cada ponto no tempo (BRASIL, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Desde 2004, o Laboratorio de Controle Microbiolégico de Bio-Manguinhos vem
utilizando uma vacina trivalente (sarampo caxumba e rubéola) da GSK - cedida através do
acordo de transferéncia de tecnologia - como MRT nos ensaios para determinacéo lote a lote
da poténcia da vacina triplice viral fabricada em Bio-Manguinhos.

Em documentos oficiais, a OMS recomenda que cada produtor estabeleca e verifique o
seu MRT frente ao respectivo MRI (WHO, 2011c). Diante do avancado estagio da
transferéncia de tecnologia da vacina sarampo, caxumba e rubéola da GSK para Bio-
Manguinhos, a proposta de se estabelecer e implementar um lote de vacina a ser utilizada
como MRT para os respectivos componentes, seguindo as normas de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) e Boas Praticas de Laboratdrio (BPL) , contribuira para a harmonizacéo dos
pardmetros técnicos de controle de qualidade realizados pela Instituigao.

Uma vez que o padrdo de qualidade exigido tem sido cada vez maior, seja através da
intercambialidade do que se é produzido ou mesmo atraves da personalizacdo de produtos,
faz-se necesséria a busca pela auto-suficiéncia do conhecimento nas técnicas produtivas e de
medicéo, correspondendo diretamente aos anseios do mercado. No entanto, para caracterizar
uma medicdo ndo basta dominar a técnica, sendo necessario, sobretudo, estar provido de
sistemas autdmatos e confiaveis capazes de garantir um nivel minimo exigivel como resultado
(WHO, 2006).

A ANVISA em sua Agenda Nacional de Prioridades de Pesquisa em Vigilancia
Sanitéria propde como estratégias o desenvolvimento de materiais de referéncias e a avaliacéo
da conformidade de produtos e processos para suporte ao componente laboratorial das a¢oes
de vigilancia sanitaria (ANVISA, 2011).

Além disso, a necessidade de materiais de referéncia no controle de qualidade de
produtos imunobioldgicos é notdria e evidente. O avanco e o desenvolvimento de novas
metodologias propiciado pelas pesquisas visam a melhoria da caracterizacdo de produtos
industrializados. O material de referéncia é um recurso de alto valor agregado presente em
inimeros produtos dos mais diversos setores da industria (WHO, 2006). Além disso, 0s
materiais de referéncia serdo primordiais, quando se considera as perspectivas urgentes de
harmonizacdo de metodologias entre os laboratorios produtores e o Laboratorio de Controle
Nacional (INCQS).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer o Material de Referéncia de Trabalho (MRTg;,) para ser utilizado na rotina da
determinacdo de poténcia da vacina atenuada de sarampo, caxumba e rubéola na secdo de
poténcia do DEQUA/ Bio-Manguinhos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar os parametros de processo de producdo e controle da qualidade de um lote da
vacina sarampo, caxumba e rubéola produzida como candidato MRT (CMRTgio);

b) Realizar a caracterizacdo do lote candidato quanto a homogeneidade e estabilidade;

c) Estimar a poténcia nominal do cMRTgio;

d) Elaborar certificado de analise com as caracteristicas do material de referéncia candidato
da vacina Triplice viral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CANDIDATO A MATERIAL DE REFERENCIA DE TRABALHO DA VACINA
TRIPLICE VIRAL

O lote da vacina candidato a MRTg;j, foi originario de uma partida de producéo de
rotina. E uma preparacéo trivalente liofilizada das cepas de virus atenuados de sarampo (cepa
Schwarz), caxumba (cepa RIT 4385 - derivada da cepa Jeryl Lynn) e rubéola (cepa Wistar RA
27/3), obtida por propagacdo, em culturas de tecido de ovos embrionados de galinha
(caxumba e sarampo) e células dipléides humanas MRCs (rubéola). Os concentrados virais
monovalentes foram produzidos na GSK (sarampo: AMESAVA062, caxumba:
AMUJBVAO014, rubéola: ARUBAVA040) e enviados a Bio-Manguinhos para a formulagéo
do produto trivalente. O produto foi avaliado pelo controle de qualidade de modo a verificar

se 0 mesmo atendia as especificacdes relacionadas no quadro 1.
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Quadro 1. Especificacdo da Vacina triplice viral

Teste Especificacéo

Aspecto Pastilha compacta, ligeiramente rosea.

Apds reconstituicdo: solucdo résea

Umidade residual Maximo de 2,5%

Esterilidade Auséncia de crescimento bacteriano ou fungico
Identidade para rubéola Positivo por soroneutralizacédo
Identidade para sarampo Positivo por soroneutralizagao
Identidade para caxumba Positivo por soroneutralizacédo

Poténcia para rubéola Minimo de 3,0 log 10 CCID50/dose
Poténcia para sarampo Minimo de 3,0 log 10 CCID50/dose
Poténcia para caxumba Minimo de 3,7 log 10 CCID50/dose

Termoestabilidade de rubéola
Termoestabilidade de sarampo | Apds 7 dias a 37 °C, ndo deve perder mais que

Termoestabilidade de caxumba 1,0 log10 em relagdo ao titulo da vacina
conservada em condicdes adequadas de

temperatura
Conteudo de sulfato de Menor que 25 pg/dose
Neomicina
Toxicidade Inespecifica Satisfatdrio se os animais permanecem sadios e

tiverem ganho de peso

Fonte: Farmacopeia Brasileira, Farmacopeia Européia e OMS.

Apds aprovacdo do produto formulado a granel (PAG), foram realizados o envase e a
liofilizacdo, dando origem ao lote identificado como 131VVA002Z, como especificado na
arvore genealdgica de codificagcdo da vacina (Figura 10). Uma vez avaliado pelo controle de
qualidade, os resultados (Anexo 1) demonstraram que 0 mesmo atendia as especificacgoes,

sendo designado para este estudo como cMRTg)o.
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Figura 10. Arvore genealdgica do lote 131VVA002Z originario do cMRTg;,

Concentrado viral de Concentrado viral de Concentrado viral de
sarampo caxumba rubéola
AMESAVA062 AMUJBVAO14 ARUBAVA040
A
Formulagdo

Envase e Liofilizacado

O quantitativo disponibilizado para ser utilizado como cMRTgo foi de 2.000 frascos,
que foram armazenados a -20 °C na Secdo de Amostragem do DEQUA/Bio-Manguinhos. A
quantidade de frascos utilizadas neste estudo esta descrito na tabela 1.

Os protocolos de producdo deste lote seguiram os critérios de Boas Préticas de
Fabricacdo segundo as normas preconizadas pela “Guidelines release Authorities vaccine
(OECD)”.

Cada dose de 0,5 mL do cMRTg)o reconstituido contém ndo menos que o equivalente
a 1.000 CCIDs (dose 50% infectante em culturas de células) virus do sarampo, 5.000 CCIDs
virus da caxumba e 1.000 CCIDs virus da rubéola.

Tabela 1. Numero de frascos da vacina cMRTgo utilizadas neste estudo

Ensaios realizados Ndmero de frascos
Teste de Poténcia 37
Estabilidade Longa Durag&o 40

Estabilidade Acelerado 20
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4.2 MATERIAL DE REFERENCIA INTERNACIONAL

Foram utilizados os seguintes MRInssc, monovalentes, provenientes do National
Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), sendo suas especificacdes descritas
no Anexo 2, 3 e 4.

a) sarampo - 2nd International Reference Reagent for Measles Vaccine (live) - code: 92/648 -
NIBSC, concentracdo nominal de 4,3 log1oCCIDso/ DH (dose 50% infectante em culturas de
células/dose humana);

b) caxumba - 1st International Reference Reagent for Mumps Vaccine - code: 90/534 -
NIBSC, concentracdo nominal de 4,6 10g10CCIDsq/ DH.

c) rubéola -1st International Reference Reagent for Rubella (live)- code: 91/688 - NIBSC,

concentracdo nominal de 3,9 log;oCCIDsy/ DH;

4.3 MATERIAL DE REFERENCIA DE TRABALHO GSK

O material de referéncia de trabalho atualmente utilizado em Bio-Manguinhos -
MRTgsk Lote: MIR776A44- € apresentado na forma trivalente e suas especificacbes se
encontram no Anexo 5. As concentragdes nominais dos componentes virais sdo: 3,9
l0g10CCIDsy / DH para o virus do sarampo, 4,7 10og;0CCIDso/ DH para o virus da caxumba e

4,0 10g;10CCIDso / DH para o virus da rubéola.

4.4 DETERMINACAO DA POTENCIA OU CONCENTRACAO VIRAL DAS VACINAS

O ensaio de poténcia fundamenta-se na avaliacdo da infectividade em cultura de células,
dos componentes virais presentes na vacina e expressas em CCIDsy/DH. Os procedimentos
descritos seguem a instrucdo de trabalho estabelecida e validada pela secdo de poténcia
(SEPOT) de Bio-Manguinhos.

4.4.1 Cultura de células suscetiveis ao ensaio de poténcia

Os procedimentos de preparo de cultivos de células seguem as instrucfes de trabalho
estabelecidas e validadas pela se¢do de controle de banco de células (SBCEL) de Bio-
Manguinhos, e os meios de cultura sdo fornecidos pelo setor de meios de cultura (SEMES) de

Bio-Manguinhos.
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Foram utilizadas as linhagens celulares: VERO (células de rim de macaco verde
Africano) e RK-13 (célula de rim de coelho), como preconizadas pelos procedimentos

internacionais e nacionais.

4.4.1.1 Preparo da suspenséo celular RK-13

As células foram cultivadas em meio MEM Eagle Earle suplementado com 5,0 mL de
NaHCO;3; 4,4%, 2,0 mL de soro fetal bovino (SFB) ndo inativado, 0,1 mL de sulfato de
gentamicina (80mg), 1 mL de solugdo HEPES 1M para um volume final de 100 mL de meio
MEM-Earle. As suspensdes celulares foram preparadas na concentragdo de 2 x 10° células/mL
e em seguida distribuidas em um volume de 100 pL em placas de 96 orificios. Apos 24 horas
de incubacdo em estufa a 37°C, em ambiente contendo 5% de CO, foi observada a
monocamada celular nos orificios das placas no microscopio invertido e submetidas ao teste

de poténcia.

4.4.1.2 Preparo da suspenséo celular VERO

O preparo da suspenséo celular Vero foi realizado no mesmo dia da realizagcdo do
ensaio. As células foram cultivadas em meio 199 com sais de Earle (M-199) suplementado
com 2,5 mL de NaHCO; 4,4%, 3,0 mL de SFB ndo inativado, 0,1 mL de sulfato de
gentamicina (80mg) para um volume final de 100 mL de meio M-199. As suspensdes
celulares foram preparadas na concentracéo de 2 x 10° células/mL, em seguida distribuidas em
um volume de 100 pL em placas de 96 orificios e submetidas ao teste de poténcia.

4.4.2 Preparo dos antissoros e meios de diluicdo

Com o objetivo de eliminar a interferéncia entre os componentes virais, foram
adicionados de antissoros heter6logos especificos aos meios de cultura utilizados como
diluentes (Tabela 2), ou seja:

(@) o virus do sarampo foi titulado em células VERO, ap06s o virus da caxumba ter sido
neutralizado com 0 soro anticaxumba;
(b) virus da caxumba foi titulado em células VERO, ap6s o virus do sarampo ser neutralizado

com 0 soro antissarampo €
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(c) o virus da rubéola foi titulado em células RK-13, apds o virus da caxumba ser neutralizado

com 0 soro anticaxumba.

Tabela 2. Meios de cultura utilizados para diluicdo das vacinas

Componente Preparo do meio

M-199 + 100 mg/L canamicina + 10 mg/L eritromicina + 2,5%
Caxumba NaHCO34,4% + antissoro de sarampo capaz de neutralizar
100-300 CCIDsq de virus

M-199 + 100 mg/L canamicina + 10 mg/L eritromicina + 2,5%
NaHCO3 4,4% + antissoro de caxumba capaz de neutralizar
1000 CClIDs de virus

Sarampo ou
Rubéola

4.4.3 Procedimentos para dilui¢do e determinacdo da poténcia

A vacina ctMRTgj, foi mantida a temperatura de -20° C e reconstituida com 5 mL de
agua para injetdveis no momento da realizacdo do teste. Foram utilizados trés frascos da
vacina por teste e cada frasco foi testado em quadruplicata.

Para a determinacdo da concentracdo viral foram realizadas as mesmas diluicdes em
todas as vacinas testadas - MRIyssc, MRTgsk € CMRTgj, — considerando-se os procedimentos
especificos para cada um dos virus.

As diluicbes foram realizadas a temperatura ambiente para que ocorresse a reacdo de
neutralizacdo apds cada mistura de vacina e antissoros.

Na determinagdo do virus da caxumba, as amostras foram diluidas, utilizando-se fator
10, até a concentracdo de 10°. A partir desta, utilizando-se um fator de diluicdo 4, foram

realizadas mais trés diluicGes (Tabela 3).
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Tabela 3. Esquema de diluicBes para determinag8o da concentracdo viral da caxumba

Diluicao Meio de Diluicéo Vacina em teste (uL)

(Logio) (HL)
-1,0 900 100 da vacina
-2,0 900 100 da diluicédo -1
-3,0 900 100 da diluicéo -2
-3,6 900 300 da diluicéo -3
-4,2 900 300 da diluicdo -3,6
-4,8 900 300 da diluicdo -4,2

Na determinacdo dos virus do sarampo e da rubéola, as amostras foram diluidas,
utilizando-se fator 10, até a concentracdo de 102. A partir desta, utilizando-se um fator de

diluicdo 4, foram realizadas mais quatro diluicGes (Tabela 4).

Tabela 4. Esquema de dilui¢ces para determinagdo da concentracdo viral do sarampo e da rubéola

Diluicao Meio de Diluico Vacina em teste (uL)

(L0g10) (S
-1,0 900 100 da vacina
-2,0 900 100 da diluicdo -1
-2,6 900 100 da diluicéo -2
-3,2 900 300 da diluicéo -2,6
-3,8 900 300 da diluicdo -3,2
-4,4 900 300 da diluigdo -3,8

Apoés a diluicdo das vacinas, foram distribuidos 50 pL das 4 ultimas dilui¢des
(comecando do mais diluido para o mais concentrado) em 10 pocos na horizontal (conforme
figura 12), ja contendo monocamada celular.

O MRIyissc foi distribuido da mesma maneira, entretanto, foram utilizadas todas as
diluicdes. Para a titulacdo do virus da caxumba e do virus do sarampo, a inoculagéo foi
realizada em células VERO, enquanto que, para a rubéola, em células RK-13. As microplacas
foram seladas com filme adesivo e incubadas & temperatura de 33°C, por 9 dias, em estufa
contendo 5% de CO,. Nas mesmas condi¢Ges, como controle negativo, foram utilizadas 2
colunas (11 e 12, conforme figura 11) da placa, onde foram adicionados volumes de 50uL por

poco de meio de cultura.
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No nono dia de incubagdo, as culturas foram observadas no microscépio invertido
quanto a presenca ou auséncia de efeito citopatico (ECP) em cada uma das dilui¢cdes. Os
titulos dos virus presentes na vacina foram calculados pelo método de Reed-Muench (Reed e
Muench, 1938), com base nas leituras dos virus do sarampo, caxumba e rubéola e foram

expressos em CCIDsg (dose 50% infectante em cultura de célula) por DH (dose humana).
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4.4.3.1 Critérios de aceitacdo do ensaio

Para que os testes fossem considerados validos, os seguintes critérios foram

analisados:
a) ao final do ensaio, o controle negativo deve apresentar monocamada de células inalterada;

b) a variagdo do titulo da vacina de referéncia deve ser no méaximo 0,5 log;oCCIDs do seu

titulo medio para cada tipo de virus;
c) o ECP deve ser inversamente proporcional as diluigdes;

d) as diluicdes utilizadas no ensaio devem estar entre 10% e 90% das culturas de células

inoculadas.

A vacina tem a sua poténcia aprovada quando o titulo obtido estiver dentro das

especificacfes conforme descrito na tabela 5.

Tabela5. Especificagdes para a aprovagdo do ensaio de poténcia da vacina triplice viral

Componente  Poténcia logig

viral CCIDso/ DH
Sarampo >3,0
Caxumba >3,7
Rubéola >3,0

4.5 ENSAIO DE CALIBRACAO

Devido as variacOes relativamente grandes na estimativa da poténcia de um material
bioldgico, nem sempre é recomendado que ele fosse utilizado como padrdo de calibracéo.
Assim, os valores de unidade devem ser usados como um guia para 0s usuarios finais que

podem precisar estimar o conteldo desta preparacdo em seus proprios ensaios. Neste sentido,
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alguns MR sdo geralmente utilizados como controles positivos, podendo ser referenciados
como padrBes para a determinagdo da eficicia do desempenho do ensaio, sendo geralmente
executados em simultdneo com uma série de testes para fins de determinacdo da validade do
ensaio.

Visto que é preconizado pela OMS a calibracdo do MRT frente ao MR, inicialmente,
foi realizada uma andlise de equivaléncia entre 0 MRI proveniente do NIBSC, denominado
nesse estudo como MRIyisc versus o atual MRT de Bio-Manguinhos, denominado de
MRTgsk. Esta proposta teve como objetivo utiliza-lo como referéncia para calibracdo dos
ensaios da validagdo do cMRTgj,. Este desenho experimental foi elaborado levando em conta
duas varidveis: a quantidade limitada do MRI distribuidos pelo NIBISC, sendo estes
destinados para caracterizacdo e calibracdo de padrdes secundarios e o tipo de calibracdo
utilizado no ensaio de desempenho, que ndo requer precisdo quantitativa conforme justificado

acima.

4.6 HOMOGENEIDADE DO LOTE CANDIDATO A MATERIAL DE REFERENCIA DE
TRABALHO PARA O TESTE DE POTENCIA

Dez frascos do lote cMRTgo foram selecionados aleatoriamente, sendo avaliados em
quadruplicata. Os resultados de poténcia obtidos foram analisados para quantificar a
variabilidade inter e intra-frasco, utilizando o modelo de efeitos aleatdrios. Os desvios-padréo
estimados pelo modelo e os coeficientes de varia¢do (CV) foram utilizados para expressar a
variabilidade (MONTGOMERY, 2008; SHAPIRO, 1965). Esta avaliacdo foi realizada
utilizando o software R Project. Devido a variabilidade intrinseca dos ensaios bioldgicos,
seguindo a recomendacdo da WHO (1997), é aceitdvel o valor de acima de 50% de

variabilidade.

4.7 ENSAIO DE TERMOESTABILIDADE DO LOTE CANDIDATO A MATERIAL DE
REFERENCIA DE TRABALHO PARA O TESTE DE POTENCIA

Foram realizados testes de poténcia em 3 frascos estocados & temperatura de 2-8'C e 3
frascos do mesmo lote mantidos a 37°C por 7 dias. Os frascos foram testados individualmente
em paralelo a0 MRTgsk. A perda do titulo em amostras que permaneceram a 37 C em
comparagdo com as amostras mantidas a temperatura de 2-8'C devera ser no maximo de um

logaritmo conforme os limites de especificacdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Limites de aceitacdo do ensaio de termoestabilidade

MRTsgio (|Og]_o CC|D50/ DH)

Virus
2-8C 37°C
Sarampo >3.0 Variagdo < 1 log10 CCIDs
Caxumba. ~37 em relagdo ao titulo médio
) dos frascos estocados a 2-
Rubeola >3,0

8°C

48 CRITERIOS PARA REPROVACAO DOS TESTES DE POTENCIA E
TERMOESTABILIDADE

Todos os resultados que apresentaram valores diferentes dos apresentados na tabela
Tabela 5.

4.9 ESTUDO DE ESTABILIDADE

A vacina triplice viral é uma preparacgéo de virus vivo. Sua estabilidade é monitorada
pela poténcia em termos de CCID50/DH. Embora a temperatura recomendada para estocagem
e distribuicdo da vacina liofilizada ser de 2-8°C, para materiais de referéncia a OMS
recomenda a temperatura de -20 °C, podendo esta estender o tempo de vida do produto sem
afetar suas propriedades.

Conforme recomendacdo da OMS (2011), o estudo de estabilidade realizado pelo
fabricante serve como uma indicacdo da estabilidade esperada para o produto, uma vez que 0
CMRTgij, € derivado de um lote de vacina produzido comercialmente. Assim, como a
temperatura de armazenamento do produto prescrito pela Farmacopéia Brasileira é de 2-8°C e
todo o estudo de estabilidade de longa duracdo feito pelo fabricante € realizado nesta
temperatura, utilizamos 0s mesmos parametros para avaliar a perda de poténcia bioldgica do
CMRTgjp .

Foram avaliados 3 frascos do cMRTg;, mantidos na temperatura de -20°C e 2-8°C por
um periodo de até 3 meses. Seus valores de poténcia bioldgica foram comparados com dados
iniciais (T0) obtidos na temperatura de 2-8°C, conforme mostra a Tabela 7.
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Uma predi¢do inicial da estabilidade do cMRTgj, serd baseada no estudo de
estabilidade realizada pela intituicdo. Tal estudo, conduzido em tempo real na temperatura
recomendada pela OMS para MRT (-20°C), sera complementado pela analise comportamental
do lote mantido pelos proximos 3 anos através de cartas de controle. Os parametros para o
acompanhamento do decaimento da poténcia seguem as especificacbes da Farmacopéia
Brasileira e os valores de TO.

De modo a atender os critérios preconizados pela OMS que recomenda avaliar o
material em condicdes de estresse, o estudo de estabilidade acelerado foi avaliado conforme
Tabela 7, no qual o candidato foi acondicionado em temperatura de 25 °C por um periodo de
até 3 meses. Foram analisados 3 frascos do cMRTg;j, nestas condi¢des e comparados com

resultados obtidos de frascos armazenados a temperatura de 2-8°C (TO).

Tabela 7. Matriz do estudo de estabilidade

Demonstracéo Temperatura Tempo de armazenamento
da estabilidade  de armazenamento TO T2 T3 T6-T36
Longa duragéo 2-8°C CQ CQ CQ Pr
-20°C - cQ cQ CQ/pr
Acelerada 25°C - CQ CQ CQ (6 meses)

CQ: teste de controle de qualidade.
Pr: predicdo baseado em historico de lotes liberados pela Instituicao.

T: tempo em meses

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As avaliacdes graficas realizadas permitem verificar se os resultados obtidos variam
de forma diferenciada conforme o dia e a amostra testada. A fim de avaliar a poténcia média
para cada componente, considerando e quantificando as variagbes que sdo devidas aos
diferentes dias e amostras, 0 modelo de efeitos aleatorios foi utilizado (Pinheiro & Bates,
2000). Este modelo permite estimar a proporcao da variabilidade (CV e desvio padréo) em
relacdo aos diferentes dias e amostras, além de considerar a influéncia destes fatores na

estimacdo da poténcia media. Esta avaliacdo foi realizada utilizando o software R Project.
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A poténcia estabelecida foi a combinacdo de todos os frascos analisados, e expressos
em CCIDso/DH e o intervalo de confianca de 95% (1C95%).

De modo a garantir a confiabilidade dos dados, o perfil dos resultados foi avaliado
através do uso de cartas de controle que demonstra que o processo de medicdo estd sob
controle estatistico, permitindo ainda, uma avaliacdo correta da conformidade de um produto.
A elaboracédo de cartas de controle foi realizada pelo uso do programa de controle estatistico

de processo, SPC Explorer RT, da empresa Quality America Inc.

Em decorréncia da influéncia dos dias nos valores de poténcia, os valores inseridos nos
gréaficos controle foram as diferencas das médias das quadruplicatas cMRTgj, € do padrédo
MRTgsk. Os limites de confianca foram calculados a partir da dispersédo das diferencas
supracitadas. Os valores que sinalizam uma diferenca sistematica nos testes de desempenho

realizados pelo Software séo:
(@) 1 ponto fora do 3-DP;
(b) 9 pontos sucessivos do mesmo lado da linha central;

(c) 6 pontos sucessivos subindo ou descendo.
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5 RESULTADOS

51 CAL|BRACAO DO MRTgsk frente MRInigsc

Os resultados obtidos da calibragdo do MRTgsk frente a0 MRIygsc foram avaliados
em quadruplicata, sendo verificado que a poténcia estimada para todos 0s virus se encontra
dentro da faixa de especificacdo do material, conforme demonstrado na Tabela 8. Assim, 0s
dados de poténcia média dos virus verificam que o MRTgsk Se encontra dentro das
especificacOes, conforme preconizado pelo fornecerdor GSK, podendo ser utilizado como MR
calibrador do cMRTgio.

Tabela 8. Dados obtidos no ensaio de calibragio do MRTgsk frente ao MR Iy ssc

Poténcia (logio CCIDsy/ DH)

Virus Sarampo Caxumba Rubéola

componente

Replicata MRINIBSC MRTGSK MRINIBSC MRTGSK MRINIBSC MRTGSK

1 3,60 3,90 4,47 4,90 3,47 4,26
2 3,45 3,73 4,41 4,86 3,45 4,25
3 3,47 3,90 4,74 5,20 3,51 4,11
4 3,45 4,13 4,71 4,96 3,7 4,11
Média 3,49 3,90 4,58 4,98 3,53 4,18

5.2 HOMOGENEIDADE

Para a avaliagdo da homogeneidade do lote candidato, 10 frascos do cMRTg;j, foram
selecionados aleatoriamente e analisados no mesmo dia. A homogeneidade foi avaliada pela
variabilidade inter e intra-frasco.

Com este proposito foram avaliados os valores da quadruplicata de cada frasco, sendo

as variagdes nos 10 frascos calculados para a obtencdo dos valores de desvio e coeficiente de
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variacdo (CV) intra-frasco. De acordo com os célculos estatisticos, verificamos valores de
desvio abaixo de 0,5 e CV inferior a 10%, conforme dados da Tabela 8.

Para a analise inter-frasco foi calculada a média das quadruplicatas de cada frasco e
estes valores utilizados para a analise estatistica do calculo do desvio e CV entre os frascos.
Conforme observado na Tabela 9, verificamos que para a variagdo inter-frasco, o desvio foi

menor que 0,5 e o CV menor que 10%.

Tabela 9. Resultados estatisticos do estudo de homogeneidade

Virus componente

Frasco

10

Média”

Desvio inter-frasco

CV inter-frasco (%)
Desvio intra-frasco

CV intra-frasco (%)

# Média referente as quadruplicatas do frasco de cMRTg;,.

® Média referente as médias de cada frasco cMRTg;,.



73

Dada a natureza do teste biolégico, os resultados obtidos podem ser considerados
homogéneos intra e inter-frascos, j& que todos os coeficientes de variacdo obtidos foram
inferiores a 10%, estando dentro do limite de aceitagdo (WHO, 1997). Desta forma, o lote
pode ser considerado homogéneo para o fim desejado. Estes resultados indicam que a
variancia dos residuos é constante (P>0,05) e os residuos sdo normais (P>0,05). Assim,
podemos concluir que as suposicdes do modelo (homocedasticidade e normalidade) sao

validas e o lote pode ser considerado homogéneo.
5.3 DETERMINAGCAO DA POTENCIA BIOLOGICA
5.3.1 Avaliacdo da influéncia de diferentes parametros na poténcia biolégica

Para a determinagdo da poténcia estimada de cada virus que compde 0 cMRTg;j, foram

avaliados 30 frascos individuais, sendo a andlise feita em quadruplicata conforme apresentado

na Tabela 10.



Tabela 10. Dados obtidos nos testes de poténcia

Virus componente

Frasco
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Os dados do comportamento da analise de poténcia do MRTgsk € CMRTg 0 foram agrupados
pelo dia de analise, 0 que permitiu observar que apresentaram 0 mesmo padrdo de variagao

conforme mostra a Figura 12.

Figura 12. Influéncia do dia nas médias dos Resultados de Poténcia do cMRTg;, € do padrdo MRTgsk
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Para possibilitar uma melhor visualizagdo da variabilidade de cada grupo de
resultados, considerando as possibilidades de variagdo entre dias, entre e intra frascos, 0s
valores de poténcia foram agrupados em relacédo a estas variaveis (Figura 13). Foi observado

comportamento similar entre frascos e suas replicatas nos diferentes dias de ensaio.

Figura 13. Influéncia do dia e dos frascos nos resultados de poténcia do cMRTgj,
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As poténcias individuais obtidas pelos ensaios realizados no mesmo dia estdo representados pelo mesmo simbolo.
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As variacdes relativas a estes parametros foram quantificadas utilizando um modelo de
efeitos aleatdrios (Pinheiro & Bates, 2009). Baseado nestes calculos foi possivel quantificar as
fontes de variabilidade que comp8em a variancia da poténcia viral, usando o desvio padrédo
estimado, coeficiente de variacdo e intervalo de 95% de confianca. O conhecimento destes
componentes de variancia permite melhor avaliagdo de respostas a diferentes ensaios,
conduzidos ou ndo no mesmo dia. Os valores calculados individualmente para os

componentes virais do cMRTgj, Se encontram nas Tabela 11, 12 e 13.

5.3.2 Poténcia estimada do virus do sarampo

Na avaliacdo do componente sarampo, 0s componentes de variancia foram estimados
conforme supracitado. As suposi¢des do modelo utilizado foram verificadas e satisfeitas e ndo
foram identificados valores discrepantes.

De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 11, verificamos um desvio padréo
menor que 0,5 para todas as fontes de variacdo (dia, inter e intra-frasco), bem como, o
coeficiente de variagdo menor que 10%, sendo que a maior fonte estimada de variabilidade foi

entre dias distintos.

Tabela 11. Componentes da variancia para sarampo

. Desvio-padréao CcVv IC 95%
Fonte de variacao )
estimado (%)
Entre dias 0,254 6,82 0,143 - 0,451
Inter-frasco 0,092 2,48 0,052 -0,141
Intra-frasco 0,149 4,01 0,134 -0,173

Baseado nos componentes de variancia, a poténcia média para sarampo no ctMRTg)o
pdde ser estimada e seu intervalo de confianga calculado considerando as fontes de varia¢do
estudadas. Assim, a poténcia média estimada do componente sarampo para este lote foi de
3,73 com os seus intervalos de confianca (IC95%) entre 3,48 — 3,98.

De modo a garantir a confiabilidade dos dados apresentados, foi avaliado o perfil dos

resultados através do uso de cartas controle que demonstra que o processo de medicdo esta
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sob controle estatistico, permitindo ainda, uma avaliacdo correta da conformidade de um
produto (OMS). No gréafico da figura 14, trés resultados foram marcados por um circulo, o
que demonstra que esses valores sinalizam um possivel erro sistematico nos testes de
desempenho realizados pelo Software. Estes valores (ensaios de numeros 24 a 26) se
encaixam no critério “nove valores consecutivos no mesmo lado da média”. Assim, de acordo
com a premissa deste controle verificamos que os dados obtidos para o componente viral

sarampo estao dentro dos limites estabelecidos, refor¢ando a veracidade dos dados.

Figura 14. Carta controle da poténcia biol6gica do componente viral sarampo do cMRTg o
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5.3.3 Poténcia estimada do virus da caxumba

Na avaliacdo do componente caxumba, os componentes de variancia foram estimados
conforme supracitado, sendo verificadas as suposi¢ées do modelo utilizado como satisfeitas e
n&o foram identificados valores discrepantes.

De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 12, verificamos um desvio
padrdo menor que 0,5 para todas as fontes de variacéo (dia, inter e intra-frasco), bem como, o
coeficiente de variacdo menor que 10%, conforme o observado para o virus do sarampo. Para
0 componente caxumba, a variabilidade entre dias néo foi estatisticamente significativa, uma
vez que o intervalo de confianca para este componente inclui o valor zero. A maior fonte

estimada de variabilidade foi entre frascos.

Tabela 12. Componentes da variancia para caxumba

] Desvio-padréao Ccv IC 95%
Fonte de variacao _
estimado (%)
Entre dias 0,110 2,30 0-0,310
Inter-frasco 0,338 7,10 0,263 - 0,451
Intra-frasco 0,123 2,58 0,108 — 0,142

Baseado nestes componentes de varidncia, a poténcia média para caxumba no
CMRTgo pbde ser estimada e seu intervalo de confianga calculado considerando as fontes de
variacdo estudadas. Assim, a poténcia média estimada do componente caxumba para este lote
foi de 4,75 com os seus intervalos de confianca (IC95%) entre 4,57 — 4,94.

A ferramenta carta controle foi utilizada para avaliar os resultados da poténcia do
componente viral caxumba, onde pode-se observar que os resultados obtidos estdo dentro dos
limites estatisticamente estabelecidos. No grafico da figura 15, ndo foi sinalizado nenhum

ensaio fora dos limites de controle (3DP).
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Figura 15. Carta controle da potencia bioldgica do componente viral caxumba do cMRTgo
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5.3.4 Poténcia estimada do virus da rubéola

Na avaliacdo do componente rubéola, os componentes de variancia foram estimados
conforme supracitado, sendo verificadas as suposi¢ées do modelo utilizado como satisfeitas e
ndo foram identificados valores discrepantes. De acordo com os resultados demonstrados na
Tabela 13, verificamos um desvio padrdo menor que 0,5 para todas as fontes de variacédo (dia,
inter e intra-frasco), bem como, o coeficiente de variacdo menor que 10%, conforme o
observado para o virus do sarampo. Para o componente da rubeola, a maior fonte estimada de

variabilidade foi entre dias distintos, assim como no componente sarampo.
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Tabela 13. Componentes da variancia para rubéola

Desvio-padréo Ccv IC 95%
Fonte de variacao
estimado (%)
Entre dias 0,167 4,54 0,094 — 0,297
Inter-frasco 0,068 1,85 0,043 -0,100
Intra-frasco 0,098 2,68 0,087 -0,113

Baseado nestes componentes de variancia, a poténcia média para rubéola no cMRTg0
pode ser estimada e seu intervalo de confianca calculado considerando as fontes de variacéo
estudadas. Assim, a poténcia média estimada do componente rubéola para este lote foi de 3,67
com os seus intervalos de confianca (IC95%) entre 3,51 — 3,83.

A confiabilidade do resultado da poténcia do componente viral rubéola foi avaliado
pelo uso de cartas controle que demonstrou que o processo de medigdo esta sob controle
estatistico, uma vez que os resultados estdo dentro dos limites estabelecidos. No gréfico da
Figura 16 dois valores estdo envoltos por um circulo (ensaios de nimeros 9 e 10), que se
encaixam no critério “nove valores consecutivos no mesmo lado da média”. Assim, de acordo
com a premissa deste controle verificamos que os dados obtidos para o componente viral

rubéola estdo dentro dos limites estabelecidos, reforcando a veracidade dos dados.



Figura 16. Carta controle da potencia bioldgica do componente viral rubéola do cMRTgo,
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Assim, conforme os resultados obtidos, verificamos que as poténcias dos componentes

virais do lote ctMRTgj, ndo apresentaram valores discrepantes, estando estas dentro das

especificacOes previstas para o conforme sumarizado na Tabela 14.

Tabela 14. Sumaério das especificacBes e valores obtidos da poténcia do cMRTgj,

Virus cMRTgio (Iog1g CCIDso/ DH)
EspecificacOes Resultados
Sarampo >3,0 3,73
Caxumba >3,7 4,75
3,67

Rubéola >3,0
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5.4 ENSAIO DE TERMOESTABILIDADE

Para o ensaio de termoestabilidade foram avaliados 3 frascos do cMRTg;j, no estado
liofilizado a 37 °C por 7 dias e avaliados em paralelo com 3 frascos da cMRTgij, estocada a 2-
8°C conforme recomendacdo do fabricante. Conforme os resultados da Tabela 15, verificamos
que a poténcia do lote ctMRTgj, se encontra dentro das especificacBes ap0s 0 ensaio de
termoestabilidade, sendo observado que cada componente da vacina ndo variou mais do que 1
logig CCIDso/ DH.

Tabela 15. Resultado do ensaio de termoestabilidade

CcMRTgio (lOglo CC|D50/ DH)

Virus
Especificacdes Resultados

Temperatura 2 _80C 37°C 2_8°C 37°C Perda
Sarampo >3,0  Variagdo <1 logo 5,06 4,70 0,36
Caxumba >37 CCIDso em relagdo 3,81 3,45 0,36

] ao titulo médio dos
Rubéola >3,0 3,94 3,64 0,37

frascos estocados a

2-8°C

5.5 ESTABILIDADE

5.5.1 Longa duragéo

Embora a estocagem de temperatura recomendada para distribuicdo da vacina
liofilizada ser de 2-8°C, a estocagem da vacina em temperaturas inferiores é recomendavel
podendo estender seu tempo de vida e ser apropriado para a estocagem de padrbes
secundarios, sem afetar a qualidade do produto. Em contrapartida, a OMS (2011) recomenda
a utilizacdo do estudo de estabilidade historico do produtor quando o0 MRT € oriundo de um
lote comercial para dar uma indicacdo da estabilidade esperada do produto. De modo a
identificar a perda de poténcia da amostra mantida na mesma temperatura de armazenamento
prescrita para a vacina, armazenamos em paralelo o cMRTgj, na temperatura de 2-8 °C e

verificamos perdas minimas na poténcia do lote (Tabela 16), estando em conformidade com
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as especificacfes e em consonancia com os dados obtidos no estudo de estabilidade da vacina
realizada por Bio-Manguinhos.

Tabela 16. Resultado do ensaio de estabilidade a 2 — 8°C.

Virus CcMRTgio (lOglo CC|D50/ DH)

Especificacdes Resultados

Tempo t t ts to-ty to-ts

Temperatura 2_8C 2-8C 2-8C 2-8C Variagdo Variacéo

Sarampo >3,0 3,81 3,63 3,67 -0,18 -0,14
Caxumba >3.7 5,06 4,75 4,53 -0,31 -0,53
Rubéola >3,0 3,94 3,67 3,76 -0,27 -0,18

t: tempo em meses

Em paralelo, de modo a identificar a perda de poténcia da amostra mantida na
temperatura prevista para materiais de referéncia foram analisados 3 frascos do ctMRTgj, ha
temperatura de -20°C por um periodo de até 3 meses e comparadas com a temperatura de
armazenamento prescrita para o lote de 2-8°C, conforme o desenho experimental da Tabela 7.
Foram verificadas perdas minimas na poténcia do lote, estando estas dentro das especificacdes
do produto (Tabela 17).



Tabela 17. Resultado do ensaio de estabilidade a -20°C.

85

cMRTgio (|Og1o CCIDsgy/ DH)

Virus
Especificacoes Resultados
Tempo to to t3 to-t2 to-t3
Temperatura 2-8C 2-8C  -20°C -20°C  Variagdo  Variagdo
Sarampo >3,0 3,81 3,93 3,67 0,12 -0,14
Caxumba >3.7 5,06 4,93 4,85 -0,13 -0,21
Rubéola >3,0 3,94 3,75 3,62 -0,19 -0,32

t: tempo em meses

Assim, conforme os resultados obtidos, verificamos que as poténcias dos virus

componentes do lote cMRTgj, ndo apresentaram decaimento relevante das poténcias dos

componentes virais, conforme analise estatistica, se mantendo dentro das especificaces

previstas, no periodo de tempo avaliado, conforme ilustrado nos gréaficos da Figura 17.
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Figura 17. Resultados dos ensaios de estabilidade na temperatura de 2-8 °C e -20 °C no periodo de 3 meses

55 55 1
9 5 9 5
ES45 ES4s -
5O 4 : 58 4
5o o 4-
Zg” 2o
g™ 3 I EER
o o
585 £225 ]
2 T 2 T
10 12 13 T0 12 13
Temperaturas de incubagdo (2-8°C) Temperaturas de incubagdo (-20°C)
55 55 1
520 e, 35 5
EX 45 - EQ 45 |
EN-) 2o '
% 1 X 1n
ga 4 §a 4
8935 - 8335
<5 3 3 <5 3 3 A
58 58
& =25 - e 25
2 T T 2 T
T0 T2 T3 T0 T2 T3
Temperaturas de incubagéo (2-8°C) Temperaturas de incubag&o (-20°C)

L
[¥]
|
L
[¥]
|

5 - 5
sz sz
EECh $545-
- <3
2o 4 2o 4
ﬁ 5 \A _¢ ﬁ S “-—-—_____ Y A
Y35 o o35 v
W = W =
550 18
25 - 25 -
2 1 2
T0 T2 T3 T0 T2 T3
Temperaturas de incubago (2-8°C) Temperaturas de incubagdo (-20°C)

—— Especificacdo da Poténcia Viral (limite inferior)
s Poténcia da vacina cMRTg;, obtida durante o estudo de estabilidade



87

5.5.2 Acelerado

No estudo de degradacéo acelerado, o cMRTg;, foi incubado a uma temperatura de 25°C
durante 3 meses. A tentativa era simular e prever o grau de estabilidade/instabilidade do
material frente a variagdes das condi¢des recomendadas para a cadeia de distribuicdo do MR
entre produtor e usuério. Conforme dados mostrados na Tabela 18 e Figura 18, a poténcia
biolégica do cMRTgj, apresentou um decaimento mais acentuado quando comparado com as
temperaturas descritas anteriormente neste estudo. Os titulos da poténcia de todos os
componentes virais ainda se encontraram dentro dos limites especificados pela Farmacopéia
Brasileira. A exce¢do foi a componente caxumba, uma vez que o decaimento de poténcia
verificado foi de 1,15 log;o CCIDso/ DH ultrapassando o maximo permitido que é de 1 logio
CCIDsy/ DH.

Apesar dos dados do estudo de estabilidade serem considerados pela Instituicdo
segredo industrial conforme Art. 22, Lei 12.527/2011 - Lei de Acesso a Informacdo, o
CcMRTg;j, apresenta uma curva comportamental de perda de poténcia biologica similar aquelas
observadas durante o estudo de estabilidade realizados em lotes produzidos pela Instituicéo.
De acordo com estes dados, podemos predizer que o cMRTgj, devera apresentar uma
estabilidade funcional de 3 anos. Entretanto, o perfil da poténcia bioldgica do cMRTg;, devera
ser acompanhado na temperatura de armazenamento prescrito pela OMS (-20°C) através de
cartas de controle e, quando necessario, revalidados frente ao MRI, conforme preconizado
pela OMS.

Tabela 18. Resultado do ensaio de estabilidade a 25°C

Virus CMRTgio (lOglo CC|D50/ DH)

Especificagdes Resultados

Tempo to t t3 to-to to-ta

Temperatura 2-8°C 2-8C  25°C 25°C Variagdo  Variagdo

Sarampo >3,0 3,81 3,78 35 0,03 0,31

Caxumba >3.7 5,06 4,69 3,91 0,37 1,15

Rubéola >3,0 3,94 3,6 3,52 0,34 0,42
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Figura 18. Resultados dos ensaios de estabilidade na temperatura de 25°C no periodo de 3 meses
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5.6 DOCUMENTACAO REFERENTE A ANALISE DA VACINA CANDIDATO A
MRT

Os dados pertinentes ao MRT devem ser sumarizados no informe que acompanha o
material. De acordo com as normas da OMS (2011), este documento deve incluir os seguintes
dados: (1) condigdes de estocagem, (2) poténcia do padrdo, (3) tipo de ensaio que deve ser
utilizado, (4) intrucdes de reconstituicdo da vacina, (5) confirmacdo da estabilidade do MTR
em condicOes de transporte, (6) informacGes relevantes de seguranga, (7) informagdes para
contato e (8) ficha de seguranca. Seguindo as recomendacGes, foi elaborado o informe do
MRTgio, cadastrado e designado como MRT(B)TVV01/13 (anexo 6).

Segundo os requerimentos das boas praticas de producdo de produtos bioldgicos e
intrugdes da OMS (2011), todos os frascos do MRT devem estar rotulados com as seguintes
informacdes: nome do depositario, nome do material, algum cddigo de acesso, poténcia
estimada, temperatura de estocagem e os dizeres de “Nao ¢ para uso humano”. Neste caso 0
MRT estabelecido neste estudo para o ensaio de poténcia bioldgica da vacina triplice viral,
teve os valores de poténcia atribuidos em todos os componentes virais do material
especificado no rétulo. Seguindo as recomendacdes, segue ilustrado na Figura 19, o modelo
de etiqueta proposto para 0 MRT da vacina triplice viral, designado de MRT(B)TVV01/13,
apos aprovacdo e qualificacdo das especificacdes exigidas para a producdo do MRT.

Figural9. Modelo proposto para a rotulagem do MRT biolégico de Bio-Manguinhos (MRT(B)TVV001/13)

Material de Referéncia de Trabalho
Triplice viral (caxumba, sarampo, rubéola)
Poténcia: Sarampo 3,73 log10 CCIDs,/ DH
Caxumba 4,75 log10 CCIDs,/ DH
Rubéola 3,67 log10 CCIDs,/ DH

Adverténcia: Nao usar em humanos
Av Brasil, 4365-Manguinhos/Rio de Janeiro/Brasil

MRT(B)TVV01/13
Manter a -20°C
FAB: 03/12
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi realizado o estabelecimento do primeiro MRT da vacina
triplice viral de Bio-Manguinhos, com o intuito de ser utilizado no ensaio de poténcia
bioldgica dos lotes da vacina de TVV liberados pelo DEQUA. A iniciativa de nacionaliza¢do
de um MRT faz parte do processo de transferéncia de tecnologia, uma vez que o atual MRT
utilizado na liberacédo de lotes vacinais pela instituicdo é proveniente da empresa fornecedora

da tecnologia, a GSK.

Segundo a OMS, os MRs utilizados nos laboratorios de controle de qualidade da
indUstria farmacéutica sdo necessarios para testar e/ou calibrar, validar ou verificar uma
amostra ou equipamento e instrumentos (WHO, 2007). Porém, os MRs bioldgicos
compreendem materiais de alta complexidade, impactando num maior grau de incerteza, uma
vez que 0S mesmos sao caracterizados por ensaios bioldgicos ou imunobiolégicos apropriados
(WHO, 2007). Assim, além de fatores como procedéncia e lote dos reagentes, que podem
impactar nos resultados, existem variac@es inerentes aos testes biolégicos in vivo ou in vitro,
que devem ser bem analisadas e controladas de modo a garantir a qualidade dos resultados
obtidos.

Seguindo as premissas de producéo e elaboracdo de MRs contidos em OMS (2004) e
as adequacdes destas normas para materiais de referéncia secundarios - OMS (2011) foi
realizado o planejamento para o estabelecimento do candidato a MRT de Bio-Manguinhos,
denominado, nesse momento, cMRThgio.

Apesar da fabricacdo de padrGes de referéncia ndo exigirem a adeséo das Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF), é importante que todo o processo de preparo do padrdo seja controlado e
documentado no contexto de um sistema de qualidade. Visto que o lote originario do ctMRTgij,
corresponde a um lote da Triplice viral comercial, foram realizadas avaliacdes no produto que
demonstraram que todas as etapas relacionadas a produgdo se encontravam em consonancia
com as Boas Praticas de Fabricacdo e que o mesmo se encontrava dentro das especificacGes
determinadas para a aprovacao do produto. Essas avaliacfes prévias determinaram que o lote
designado de 131VVA002Z poderia ser utilizado como um lote candidato a MRT para o teste
de poténcia da Triplice viral, cMRTgj,, Apesar da ndo obrigatoriedade do cMRTg;j, ser
originario de um lote comercial, os resultados de poténcia obtidos através da verificagdo com

esse padrdo puderam se aproximar mais do valor real de poténcia das vacinas destinadas ao
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uso, uma vez que, outros componentes presentes na formulacéo e que poderiam vir a interferir
na poténcia também estariam presentes neste lote.

Apods a conclusdo que o lote produzido para o preparo do MRT apresentou
caracteristicas como integridade, composicdo e poténcia em conformidade com as
especificacbes exigidas, a etapa seguinte recomendada pela OMS para MR secundarios € a
calibracdo frente ao MRI. Especificamente, neste ensaio biolégico para a avaliagdo da
poténcia dos componentes virais da vacina triplice, 0 MR € utilizado como controle positivo,
ou seja, € um padrdo para a determinacdo da eficacia do desempenho do ensaio. Assim, 0 MR
é executado em paralelo com o lote de liberacdo para fins de determinacdo se o ensaio
(corrida) em particular € valido, permitindo verificar se os valores de unidade atribuidos ao
material também seriam encontrados. Além disso, tais valores devem ser utilizados como uma
referéncia para usuarios finais estimarem o valor de poténcia da amostra em teste.

Como preconizado pela OMS, é necesséria a calibracdo do MRT frente ao MRI. Por isso,
foi elaborado o desenho experimental cruzado, onde inicialmente realizou-se a andlise de
equivaléncia entre 0 MRIygsc versus o atual MRT de Bio-Manguinhos, denominado de
MRTgsk. O desenho levou em consideracdo duas varidveis: a quantidade limitada do MRI
destinada na caracterizacdo e calibragdo dos padrdes secundarios e o tipo de calibracdo
utilizado no ensaio de desempenho, que ndo requer precisdo quantitativa conforme justificado
anteriormente. Uma vez reafirmada a eficiéncia do MRTgsk como controle do ensaio, este
padrdo de referéncia foi utilizado em todos os ensaios de determinacdo da poténcia dos
componentes virais. A importancia da recalibracdo do MRTgsk frente a0 MRIyssc trouxe
outra relevancia: a revalidacdo do desempenho do ensaio de poténcia utilizado pela Instituicdo
e previamente validado e protocolado junto a ANVISA, uma vez que tanto 0 MRIyssc cOmo
0 MRTgsk (utilizado na rotina laboratorial) apresentaram resultados de poténcia dentro das
especificacbes dos fornecedores.

Nesse sentido, os valores obtidos pelo MR a cada ensaio puderam ser avaliados
utilizando uma importante ferramenta estatistica: a confeccao de cartas controle dos MRs para
andlise de tendéncias dos resultados e variagdes no processo de producdo, sendo uma
recomendacgédo da OMS (WHO, 1997; 2009), os quais utilizamos neste trabalho como suporte
para avaliacdo do perfil de variacdo do padréo de calibracdo fornecido pela GSK (MRTgsk)
utilizado neste estudo e na rotina de Bio-Manguinhos. A partir dos dados obtidos pela
Instituicdo no ano de 2013, verificamos que os CVs inter-frasco dos componentes virais do
MRTgsk sdo de 4,24% para o virus do sarampo, 2,69% para o virus da caxumba e 4,15% para

0 virus da rubéola. Estes resultados demonstram que 0 ctMRTg;j, apresenta um comportamento



92

similar ao padrdo de calibracdo do ensaio (MRTgsk) com relagcdo a variagdo, sendo um
interessante ponto de referéncia interno para o estudo, uma vez que estes sdo dados

provenientes de uma mesma rotina laboratorial.

Tendo conhecimento que as variagbes encontradas no MR podem ocorrer por
alteracdo da atividade do produto, mas também do proprio método (insumos, reagentes,
equipamentos, operadores, ambiente) além de outros fatores envolvidos, como linhagens
celulares, optamos pelo uso de cartas controle dos MR, para avaliar as tendéncias dos
resultados obtidos durante os ensaios de poténcia biolégica dos componentes virais do
cMRTgj,. Visto que as poténcias bioldgicas flutuam, principalmente, de acordo com os dias,
sendo esta afirmativa embasada no perfil comparativo com a poténcia do controle MRTgsk,
analisamos as cartas controle do processo de caracterizacdo do cMRTgij, pela diferenca entre a
sua poténcia estimada e a do MRTgsk. Esta estratégia visou reduzir a interferéncia da variavel
dia na determinacdo dos limites de controle de 2 desvios-padrédo 2DP e 3DP, parametros estes
utilizados na realizacdo de testes de desempenho (WHO, 1997; 2009). De acordo com 0s
gréficos, verificamos que o desempenho dos testes estava sob controle estatistico,
apresentando flutuacdes dentro dos limites esperados para um produto bioldgico avaliado por
um ensaio biolégico. Assim, esta ferramenta traz confiabilidade aos resultados declarados
para as poténcias estimadas dos componentes virais do cMRTg;, reforgando a conformidade
do produto e assegurando a sua qualidade mas, principalmente, sendo mais um controle e

critério de validacdo do ensaio e, consequemente dos resultados obtidos com as amostras.

A utilizacdo de MR certificados e com poténcia verificada € uma importante
ferramenta que assegura a qualidade dos ensaios, porém a caracterizacdo destes materiais
frente ao ensaio biolégico apresenta variacdes relativamente grandes na estimativa do
conteddo, ndo sendo recomendado que ele seja considerado um padrdo de calibracdo
certificado (WHO, 2011). Desta forma, em casos especificos, os valores atribuidos do MR
devem ser usados somente como um guia para os usuarios finais que podem precisar estimar o
conteudo desta preparagdo em seus proprios ensaios. Neste sentido, sdo geralmente utilizados
como controle positivo sendo um componente da adequacgéo do sistema. Quando usado para
este propoésito, 0 MR destina-se a verificar o desempenho de um método de analise de acordo
com os parametros validados cada vez que ele é realizado, além do acompanhamento
adequado do MR alertar para variagcbes anormais no processo observado através dos graficos

de controle.
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Seguindo as etapas de caracterizagcdo do lote cMRTg;j,, Selecionamos 10 frascos
aleatorios para o estudo de homogeneidade, avaliados em quadruplicatas. A variagdo entre as
quadruplicatas (CV-intra-frasco) foi inferior a 5% e, entre os frascos (CV inter-frascos),
inferior a 10%. As variacbes encontradas para todos os componentes virais foram
consideradas de baixa relevancia quando levamos em conta que o quantitativo aceitavel para
ensaios bioldgicos, segundo a OMS, é superior a 50%. Assim, a partir de analises estatisticas,
considerando as varidveis importantes na determinacdo da homogeneidade do lote,
consideramos o lote cMRTgj, como homogéneo,

Para a avaliacdo da poténcia bioldgica dos virus que compdem o cMRTgj,, Optou-se
pela avaliagdo da poténcia entre frascos e intra-frascos, para ter um suporte quantitativo de
valores de poténcia que reflitam o valor estimado mais proximo ao real e com menos
interferentes, uma vez que as variaveis decorrentes do perfil bioldgico do ensaio justificam
estas variacbes. Em um primeiro momento, realizamos uma analise de comportamento entre
as médias dos frascos do MRTgj, e MRTgsk e verificamos que as poténcias oscilam de acordo
com o dia, sendo este perfil pareado com o padrdo MRTgsk. De posse deste entendimento,
optamos em realizar uma analise das variaveis que influenciam, principalmente, os limites de
poténcia, utilizando o calculo de efeitos aleatorios, levando em consideracao as variaveis dia,
inter-frascos e intra-frascos. Uma vez ajustada a poténcia e seus limites através de calculos
estatisticos, determinamos a poténcia estimada de cada componente viral do cMRTg;j, em:
3,73 logig CCIDso / DH para o virus do sarampo, 4,75 logip CCIDso / DH para o virus da
caxumba e 3,67 logip CCIDso/ DH para o virus da rubéola (Tabela 14).

De modo a determinar a consisténcia dos valores de poténcia estimados, o calculo do
CV foi realizado para todos os componentes da vacina, sendo observado que os valores foram
inferiores a 5% para o CV intra-frasco e menores que 10% para o CV inter-frascos, levando
em consideracdo o aceitavel pela OMS, estas pequenas variagdes intrinsecas e caracteristicas
de ensaios bioldgicos sdo justificadas. Corroborando com estes dados, o desvio padrdo de
todos os ensaios foi menor que 0,5 para todas as fontes de variagéo (entre dias, inter-frascos e
intra-frasco), porém, esta fonte de variacdo ndo representa um valor referencial, o que
dificulta um pouco sua interpretagdo. Assim, visto que ndo existe um padréo de variacdo
definido e por se tratar de um ensaio biologico, consideramos que os valores de CV e desvios
encontrados nas varidveis avaliadas séo insignificantes, ponderando os valores aceitaveis pela
OMS (1997). Isto reforca que os valores encontrados neste trabalho trazem grande

credibilidade a poténcia estimada para os componentes virais do MRTgio.
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Devido a falta de pardmetro da variabilidade aceitdvel para MR bioldgicos, a
proposta de que o indice de 10% de varia¢do seria um 6timo resultado de confianca dos testes
foi reforcada por alguns estudos colaborativos descritos na literatura. Baseado nestes dados
verificamos que a consisténcia da poténcia viral da vacina triplice viral oriunda de diferentes
laboratdrios produtores foi determinada pelo calculo do CV, sendo observados valores de até
7,7% para sarampo, 11,6 % para o virus da caxumba e 11,7% para o virus da rubéola quando
analisadas as diferentes vacinas e de 10,8% para sarampo, 16,9 % para o virus da caxumba e
13,7% para o virus da rubéola quando avaliada a média do padréao de referéncia NIBISC entre
os laboratdrios participantes do estudo colaborativo (Forsey et al., 1993). Em contrapartida, 0s
CVs encontrados neste estudo foram de 2,5% para o virus do sarampo, 7,1% para o virus da
caxumba e 1,8% para o virus da rubéola demonstrando que o cMRTg;j, apresenta consisténcia
da poténcia estimada com pouca variabilidade. Porém, a maior variabilidade encontrada no
trabalho supracitado pode ser decorrente da pouca consisténcia entre os laboratorios
envolvidos neste estudo colaborativo, sendo este perfil de variacdo ja relatado previamente em
um estudo internacional, variacdes aceitaveis pela OMS de: 1.0 log;o para sarampo, 2.0 logio
para caxumba e 2.0 log;o para rubéola.

De modo a minimizar as variacdes inerentes ao teste, optou-se por fazer a analise de
modelos aleatérios que retiram os possiveis interferentes. No componente sarampo, foi
verificado que a maior fonte estimada de variabilidade foi entre dias, similar ao observado
para a rubéola. Em contrapartida, considerando o virus da caxumba, a maior fonte estimada de
variabilidade foi entre frascos, porém o valor encontrado para o CV foi de 7%. De acordo
com Forsey e colaboradores (1993), verificou-se através da analise de CV do MRIyssc que 0
componente viral da caxumba apresenta maior variagdo percentual do CV, quando comparado
com o0s outros componentes, reforcando a tendéncia dos dados encontrados neste estudo.

A determinacdo da estabilidade de MRs avaliada pela perda da atividade de poténcia é
uma variavel a ser determinada, conforme recomendagdo da OMS. Assim, variaveis como
tempo e temperatura foram avaliados como fatores importantes para a atividade bioldgica
deste material. Seguindo a exigéncia da Farmacopéia Brasileira, foi realizado o estudo de
termoestabilidade, no qual o material foi desafiado a uma temperatura de 37°C por 7 dias.
Apos este periodo comparou-se com a temperatura de armazenamento da vacina de 2-8 °C. Os
resultados estatisticos mostraram perda ndo significativa da poténcia dos componentes virais,

estando todos dentro dos limites especificados para a vacina.
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Através de abordagem mais detalhada do efeito da temperatura e tempo frente ao
material, foi realizado o estudo de estabilidade utilizando as duas temperaturas no processo de
estocagem e armazenamento do MRT: 2-8°C e -20°C, conforme recomendado pela
Farmacopéia Brasileira e OMS (2011). O percentual de perda de poténcia da amostra foi
estimado em comparagcdo com outra estocada na condicdo de 2 a 8°C, uma vez que esta
mesma recomendacdo é seguida pelo produtor na avaliagdo dos resultados do estudo de

estabilidade quando o MRT é proveniente de um lote da vacina.

De modo a comparar os resultados obtidos nesta dissertagdo com aqueles do estudo de
estabilidade realizado pela Instituicdo produtora, optamos por considerar a temperatura
recomendada pelo fabricante como temperatura de referéncia. De acordo com os resultados,
foi verificado uma perda estatisticamente insignificante da poténcia dos virus componentes do
CMRTgj,, estando os valores abaixo de 1 log;y CCIDso/DH. Estes resultados foram
comparados e complementados com o estudo de estabilidade realizado por Bio-Manguinhos
de lotes produzidos anteriormente, conforme sugerido pela OMS (2011), objetivando predizer
a estabilidade deste lote produzido. Assim, baseado em estudo preliminar, podemos estimar
gue o ctMRTgj, apresenta estabilidade funcional de trés anos. Entretanto, o perfil da poténcia
biolégica do ctMRTgj, devera ser acompanhado na temperatura de armazenamento prescrito
pela OMS (-20°C) através de cartas controle e, quando necessario, revalidados frente ao MR,
conforme preconizado pela OMS.

A fim de complementar os estudos de estabilidade, foram realizados ensaios acelerados,
no qual o cMRTg;, foi armazenado a 25°C por até trés meses. De acordo com os resultados,
verificamos que apesar do titulo da poténcia de todos os componentes virais ainda se
encontrarem dentro dos limites especificados pela Farmacopéia Brasileira, 0 componente
caxumba apresentou-se fora das especificacdes no quesito decaimento de poténcia, sendo este
comportamento apenas observado no terceiro més de analise, estando os resultados obtidos
nos periodos anteriores em concordancia com as especificacdes da vacina. Tal fato, ndo
reflete negativamente sobre a validacdo do MRT, uma vez que & recomendavel estocar o
produto em temperaturas elevadas por um periodo de tempo predefinido, normalmente de 1 a
8 semanas, estando 0 nosso desenho experimental avaliando periodos mais prolongados
(Armstrong, 2001). Desta forma, esta analise comportamental aponta que o material possui
tendéncia em declinar na sua atividade biologica na condi¢do de estresse especificada, perfil

esperado por se tratar de uma vacina atenuada.
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Ainda de acordo com os resultados obtidos na dissertacdo, verificamos que o
cMRTgij, apresentou todas as caracteristicas exigidas para ser utilizado como MRT, sendo
este material protocolado na Instituicio como MRT(B)TVV001/13. Atendendo as
recomendacfes da OMS (2011) foi proposta a elaboracdo de um material de rotulagem e
instrucBes de uso, de modo a tornar o material rastredvel no departamento de qualidade de
Bio-Manguinhos.

Apesar de a OMS explicitar que € possivel a elaboracdo do MRT sem o estudo
colaborativo quando se trata de um grande e Unico produtor da vacina em ambito nacional,
encontra-se em andamento o estudo colaborativo com o INCQS, laboratério responsavel
pelo controle nacional de producdo de vacinas, de modo a fortalecer o estudo e enriquecer o

trabalho que se encontra em processo de preparo para submissao.
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7 CONCLUSAO

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo nos permitiu concluir, que:

O lote designado de 131VVVA002Z utilizado como cMRTgj, para o teste de poténcia da
vacina triplice viral apresentou caracteristicas como integridade, composi¢do e poténcia

em conformidade com as especificacdes exigidas pela OMS;

1. No estudo de homogeneidade os resultados intra e inter-frascos foram considerados
homogéneos, com coeficientes de variacdo inferiores a 10%, correspondendo a faixa
esperada para o limite de aceitacdo. Sendo as suposi¢cdes do modelo de homocedasticidade
e normalidade validas e o lote sendo HOMOGENEO;

2. A poténcia estimada de cada componente viral do cMRTgij, foi de: 3,73 logio CCIDsy/ DH
para o virus do sarampo, 4,75 logio CCIDsy/ DH para o virus da caxumba e 3,67 (logio

CCIDso/ DH) para o virus de rubéola, correspondendo a faixa prevista nas especificacoes;

3. As cartas de controle foram consideradas uma importante ferramenta para a confiabilidade
do resultado da poténcia estimada dos componentes virais do cMRTgj, que demonstrou

que o processo de medicdo estd sob controle estatistico;

4. No estudo de estabilidade de longa duracdo, verificamos que as poténcias dos virus
componentes do lote cMRTgj, ndo apresentaram decaimento relevante das poténcias dos
componentes virais se mantendo dentro das especificacbes previstas, assim, podemos

predizer que o cMRTgj, devera apresentar uma estabilidade funcional de trés anos.
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ANEXO

ANEXO 1 - Especificacdo da Vacina triplice viral candidata a MRTgj,

CERTIFIGADO DE AHALIGE [ D555 |
vacing sarampa, caurmha, ubdoia 10 dosas Nimero do lts:
» G, 13IWADDZZ
Mome do produtc; vacina Sarampo, caxumba, rubéola 10 doses
Mumero do lote: 1MVVAND2Z
PRODUTO ACABADO - vacina sarampo, caxumba, rubéola 10 doses

TESTES ESPECIFICA(}.ﬁ.O RESULTADOS
Sulfato Meomicing = 25 pgidosze. Satisfat orio
Umidade Residual 2= 25 % 1,80 %
Aspecto P agtilha mdvel, inteitiga de colotagio Satisfat drio

alaraniada. Apos reconstituicio da foma

linfllizada o sdlido deve estar

completamente diszolvido ndo deiando

residuos visiveis nem materiais inzollveiz

e & solugio reconsituida deve estar

alaranjada, limpida e liwe de paticulas

extranhas oheervdvels na inspecio visual,
pH Ertre 65e7 5 T3
Esterilidade Auséncia de crescimento microbiano Satizfat orio
|dentidade - Componente Caxumba P ositivo Satisfatorio
Identidade - Componerte Rubéola P ostivo Satizfatdrio
|dentidade - Companente Saram po P ositivo Satizfat drio

Poténdia - Componente Caxumba

== 37 Log 10 CCIDS0IDH

506 Log10CCIDS0DH

Termoestabilidade - Componerte
Caxumba

== 37 Log10 CCIDS0OH

470 Log 10 CCIDSODH

Poténdia - Componente R ubéola

==30Log 10 CCIDS0IDH

394 Log10CCIDS0DH

Termoestabilidade - Componente Rubéola

==30Log 10 CCIDS0IDH

364 Log10CCIDS0DH

Poténcia - Componente Sarampo

==30Log 10 CCIDS0IDH

381 Log10CCIDS0DH

Termoestabilidade - Componerte
Sarampo

==30Log 10 CCIDS0IDH

345 Log10CCIDS0DH

Toxicidade Inesped fica

Q peso de cada animal tem que ser
Superior a0 peso inicial. Menhum animal
pode maorrer o apressntar gualguer
alteracfio no egado de sadde durante o
periodo de ohzervacio.

Satisfatdrio

Ohbsaracin - X -

Inform acdo Complem entar: ---X---

CONCLUSAQ: - X -

Certificado de analise: vacina sarampa, caxumba, rbéola 10 doses

Gerado em: 1682013 3z 1416 hs

C0 26fc8adh-cOdb-4438-8 202-043 d0e3be 332

Diata da aprovagan Of | [Revisdo |[Pagina
1907203 m 2013
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WHC Rstersnos Rsagent
15t Indernational Redersnos Reagent for Mumps Vaoolne
MIEET pode: BIIE2L
Incirustions for woe
{Wercion 4.0, Dated 03/0372008)

1. INTENDED UIE
This intemational standard s the 15t infemationa Reference Seagent of
MumES Wacmine (Lhe), estacished by he WHO Expert Commimes on
Eigiogical Sandandsaton (ECED) In 1594

2. CAUTION
Thik preparation ls ot for adminichration to humans.

The preparafion contains materal of human origin, and either e final
product or e sounce materials, from which it Is derived, have besn
‘teshed and found negative for HEsAQ, ant-HIV and HOWV RNA. As with
al materials of Bioiogical origin, this preparation should E= reganded a3
pot=ntisily hazsndous 10 healfn. R should be ussd and discarded
accordng B your own laborafory's safefy procedures.  Such safefy
procedures showd Include the wearng of protective gioves and
awoiding e gemermtion of asfosols. Care should be Evercised in
opening ampouies or vials, D avoid culs.

. UNITABE

On Fe bask of the resuls of a olabomive shudy Be Commiee
assigned & Sire of L5 00, I the comients of eadh ampoule. For practical
DUpOSEs T BrE may bR EEn ac T squivaent of S0000 Rtectous
units per ampouie.

4 CONTENTE
Country of ongin of biclogical materal: United Kingdom

Each ampous [onfinT 3 Mesms-red reSous Comprseg Lnder an
atmopsphens of nittogen-

- mumps vins Usibe stain, prepared In chicken ool oufbares
Stabilzar

- human serum abumin

6. ITORAGE
Unopenad ampouls should be sined &t -200C oF BEOW.

Pleace note: becauce of the Inheront clablity of lyophilized
matsrisl MIE3C may chip thacs matsrale at amiblant temiparaturs_

8. DIRECTIONE FOR OPEHING

Tap the ampcule genty 10 coliact the matenal ot @ botiom (Latedid]
end. Ensure ampoule s scored all mund at e narmow part of the
neck, wih a damond or tungsten carbide Hpped giass knife fie or
oiher sumacie Impisment Defore aNEmptng o OpEn.  Place the
ampoule in the ampoule opener, posBoning e score at position "A";
shown in the diagram beiow. 3wround the ampoule with cloth or
layers of Szsue paper. Grip the ampoule and hoider In B hand and
squesze at point 8'. The ampoule will smap open.  Take care i0 avoid
cuts and projecls ghass fmgments that enfer eyes. Take cane that no
materal s lost from the ampoue and @t no giass falls inio e
ampaouie.

#NIBSC

Side visw of ampoule opening devios contalning an ampoule postionsd
ready o open. ‘A’ s the scone mark and 'E' the point of applied pressuns.

T. WEE OF MATERIAL

Mo afempt should be made o (=2 &1} on_of the fresse-dried
materisl prior bo reconsSuon

Diszoive the iotal conients of e ampoule with 0.5mi of sterile distiled water.
Rinse the ampouie wih about 0.4ml of st=rde dsSled waber and make up the
boial wolume o 4.0mi with waler. This solubion will coniain mumps virus a8 3
conceniraton of 40,000 Imactous Ut

8. ETABILITY

Faferenoe misterisls are Feid ot NISSC wihin sssured, bemperstune-
controlied storage faciities. Reference Maierals should be siored om
receipt as indicated on the label

NIS3C follows the policy of 'WHO wih respect to lis reference materials.

3 Wor HeaEn Ogansason, Sipen Commime on Bokgcal
Standarizstion, (1335) WHO Tecrnical Report Seres, 45t meetng,

b} Unpubiished document (1984}, 3 copy Of which may be cbtaimad by
making appicadion to this nstbube.

10. ACKNOWLEDGEMENTE
Kot appiicabie

11. FURTHER INFORMATION

Further informafion can be obained as folows;

This material: enguiresfinksc o

WHO Bloiogical tandaros:

hifpowaes who intbiclogicalsiens

JCTLM Higher order reference materials:

o AN BEmorg EnCom m MEssc oty

Drerivation of intemational Unis-

hifpcwwes nbst orgiproducts/bigiogical_refersnce_materaisfrequenty_
a:Md_M:MMJnEmMLmI: o

hitpswwaw nbscorgipreductsiordening_nformationfrequently_asked_qu

NEE3C Tems & Condibans:
hiips waes nbscoorgisms_and_conditions. aspx

12. CUSTOMER FEEDEACH

Cusomers are encouraged B0 provide fsedback on the suftably or use
of e matenal provided or other aspects of our sarice. Flease send any
commesnts io enguiresflinbsc.og

13, CITATION

In all publications, including dats sheets, In which Bis matesal Is
refErenced, | s IMEOIant i the preparabion's 1R, fe status, e MIEST
oode number, and the name and addness of NIEBC are clied and ched
oometiy.

14, MATERIAL BAFETY 3HEET

Fhycloal and Chemioal properties
Physical [l Mi
appeamnce:
| Lyoohitsed powder

Shabie: Cdising: Mi

Yas
Hegrosoopic: Irrant: Mo

Mo

Medicines and Healthcare world Health
Products Regulatary "q""f': Organization
Hational Institute Tor Blological Standaids and Control, Pothers Bar, Hertfordihire, ERG 310G T+ QOJITOT 641000
WHD Imtemations] Labaratory for Bleleglcal Stardsnds, LK Officisl Medicines Control Laboratbany (L
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ANEXO 2 - Especificagdo do Material de Referéncia Internacional (Caxumba)



Flammabie: | Handing: Bes caution, Section 2
Ko

Cfer [spectiyl: ‘Coniains material of human origin

Toxloologleal propartiss

Efects of inkalation: Mot estabilshed, svokd inhaiation
E*®ects of ngestion: Not avoid Ingeston

Efects of skin absorpion: Mot sstablished, awobkd contact with skin
Suggected First Ald

Beek medical adwice

Inpesdon: Seek medical advice

Contact with eyes:  'Wash with coplous amounts of waler. 3eek
medical sdice

&

NIBSC

18. INFORMATION FOR CUSTOMSE USE OHLY

Coundry of origin for susiome purpocsc*: Lnt=d Kngdom
* Defined as the country whers the goods have been produced andior
ufficieniy processed fo be dassed as originating from the country of

Contact with skin: _Wash hiy with water
#ation on Spiliage and Medhod of Disposal

Spiliage of Ampoue CORSERSS SHOW be MKEN Up Wit absorent
matenal weded with an appropriate dsirfectant. Rinse area wWih an
appropriate disinfectant followed by water.

aberials used by tneat spllape showld be neated as

Absorbent
bioingical washe

16. LIABILITY AMD LOEE

information provided by the InsStute |z given after the exercise of al
reasonabis Care and skl In fts COMpEsSON, prEparabion anad lssus, but
E = provided without lability to e Recipient in Bz appication and use.

It ks thee responsibiity of B Recipient bo dafermine B appropraisnsss
of the standards or reference maderisis suppled by e Insthute to the
Recipient ("the G00ds") %or the proposesd ApDICANON and snsune that it
has e npecessary technical sklls o determine that they are
appropriabe. Results obtained fom e Goods are lkely o be
dependent on conditions of use by the Reciplent and the variabllty of
materiaks beyond Bhe conbrol of the InsStute.

Al wamantes are exciuded o T fulest extent permitted by e,
nciuding without Imitation that the Goods are free from Infectious
apentz or St e supply of Goods wil not Infringe any rights of any
‘third party.

Thee Instituie shal mof be liabie io the Recipient for any sconomic keas
whether direct or indirect, which arise I connecion with this
agresment.

The fotal labiity of the Instiute In commection with this agreement,
Whether for neglgence or breach of CONIAct of omerakse, shall In no
mvers sycEsd 120% of ANy pRCE padd OF Dayanie by the RECpient S
the supply of e Go0ds.

If ary of the Go0dS sUppied by T InsThie should prove not bo mest
thelr specication wien stonsd and used oomeclly (and provided that
‘the Reciplent has relumed the Goods to the insiBule together with
'written notification of such alleged defedt within seven days of the Sme
when the Recplent discovers or cughi fo have discovered Bhe defect),
the Instiute shal either replace e Goods or, at Bs soke option, refund
the Fanding charge provided ot perormance of sither one of the
above optons shal CoRstufe anm entire discharmge of e Rsthies
labiity under this Condition.

Medicines and Healthcare
Products Regulatory Agency

jonal Institute for Blological Standards and Control, Potbers Bar, Hertfordshire, ENG 306G

\\I'HD Internationsal Laboratory for Blological Sundlrd‘: LK Officisl Medicines Control Laboratory

World Health
Organization

T o (0} TROT &4 000

il ong
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WHC Reforence Reagent
16t ath Refarars it for Fubeda {Live)
MIEE pode: B1/BBE

Inctrsctions for wos
{Wersion 4.0, Daied 28/0272008)

1. INTEMDED UZE

This Intemaonal Standand b= e 15 Intemationa Rater=nce Reagant for
Rubsily (Live], estabished by the Ewpet Commit=s on Sloogica
Standarnfisaion [ECES) b 1554

2. CAUTIOM

This preparation Is not for adminlstration to humans.

The preparason conbins matens] of humMan ongin, and either e Tl
product Or e Source matenais, om whichi It 15 derived, have besn
Azstedd and found negative for HESAQ, ant-HIV and HOW RNA. As with
an o origin, thés pr Shoukd b= reganded as
potentisily harsrdous io healh. E should be wsed and discarded
accordng B0 your own laboratory's safety procedures.  Such safefy
procedures showd Include the wearing of protectve gloves and
awoiding e gemeration of asrosols. Care showd be Evercised in
‘OpENing ampouEs or vials, i avoid cuts.

2. UHITAGE

On the basis of the resuits of a colisborative shudy e Commitize
aasigned a Stre of 1.5 logy: to the confenis of each ampoule. For
practical puposes the bie may be faken as e equivalent of 2000
Infectious units per ampouie

4. CONTENTE
Country of oigin of biclogical material: Unit=d Kingdom.

Each ampode contains 2 fresze dried-residus comprising, wnder an
atmosphere of nirogen:

= rubsiia vinus (RAZT vaccine sirain), prepared in human dipiold
MRC-Scels

sinbilzar
- Bumanserum abumin
- neomycn
E. ITORAGE
Unopened ampoules shouid be siored af —20°C or below.
Flsace nods: of s nt chablity of Iy
matsrisl, KIE3C may chip thecs materiale at amiblent tsmparaturs.

B. DIRECTIOME FOR DPERING

DiN ampowies have 2n ‘easy-open’ colouned siness point, wihere the
namow ampoube siem joins the wider ampouls body.

Tap the ampoule genty to ColRCt the matenal at the boSom (abeisd)
end. Ensure that e dSposabis AMpOoUIE sty breaker provided IS
pushed down on the stem of the ampoule and against e shoulder of
‘the ampoule body. Hoid B body of B ampouie In one hand and the
disposable ampoule breaker covering Bhe ampoule stem betwesn the
thumb and first finger of e other hand. Apply a bending force 1o open
the ampoule at the colouned stress point, primarfy using the hand
hoking the plastc colar.

Care srould be taken to avoid cuts and projectie giass fragments that
IgNS arser the ayes, for ENAMPE, by e Use of SURMSIE gioves and an
eye shieid. Take care St no maierial ks lost from S ampoule and no
ghass falls inio the ampoule. 'Within the ampouie IS dry nitrogen gas at
slighty lezs than almospherc pressure. A new disposabie ampoule
breaker |s provided Wi sach DI ampoule.

ANEXO 3 - Especificacdo do Material de Referéncia Internacional (Rubéola)

#:NIBSC

s

7. UZSE OF MATERIAL

Mo atempt shoukd B made o out an on_of the fresze-died
matEnal prior o eConSoTLBGn

Dissoive the joksl conienés of e ampoule with 0.5Smi of sbedle distlled water.
Rinse the ampoule wth about 0.4m| of sizrle dsSled water and make up the
botal volame B0 1.0mi wish waiter. This sobubion will contain rubeli virus of a
conceniraton of BI00 ifectious unisiml.

8. ETABILITY

Feference materisis ane Reid ot NIESC within assured, bemperstune-
controlied storage “aciities. Reference Matedaks should be shored on
receipt as Indicated on the label

NEBEC follows the policy of WHD with respect o iz reference materals.

8. REFERENCES
\Aonid Heaith Crganisaton, Expert Committss on Skiogical Ssandanisaton,
[19%5) \WHO Technicai Rspon Senss,

Unpubdshed document |1334), a copy of which may be cbiained by making
appication i Sis insthdion.

10. ACKNOWLEDGEMENTE
Mot Appiicabie

11. FURTHER INFORMATION

Further informaion can be cbsined as folows;

This maierial enguines{@nisc.og

WHO Blciogical 3iandards:

hipTAweary who IRt Tioiogicalsien’

JCTLA Higher oroer FETEMEnce matsrisis:

hbipswaew bipm _orplenicomm feesjcictim

Deerivation of intemationsl Uniis:

hifpstwses nibsc orgiproductstioicgical_reference_materaisfrequenty_
asked_guesbonshow_are_jniematioral_unks.aspr

Dwdering standands from HIBSC:

higpaiwew nibsc orgiproductsiordening_informationtrequently_assed_qu
estions.aspr

HIZEC Tems & Conditions:

hiipsweaew nbscorgherms_and_conditions.aspy

12. CUSTOMER FEEDBACHK

Customers are sncowraped o provide feedback on the sultablEy or use
of B materal provided or other azpecis of our sarvice. Flease send any
comments b enquinesfnkbsc.ong

13. CITATION

In all pubications, Inciuding data sheets, In which Sis material Is
referenced, &5 IMpOrant 3t the prenambion's tHe, its Status, e NIESC
code number, and the name and address of NIESC are ched and ched

comecty.

14. MATERIAL SAFETY 3HEET

Phytloal and Chamiloal propsriss
Fhysical Comshe: Ho
appearance:
| Lyomhised powder
Shabie: COidising: Ho
Yes
Hyproscopic: Irfant: HNo
Mo
Flammakie: Harding: ESee caution, Section 2
Mo
Other (specPyT Contains material of human orgin

Medicines and Healthcare { »3 Workd Health
Products Requiatory Agency “%.¥ Organization
Hational Institute for Biclogical Standands and Control, Potbers Bar, Hertfondshire, ENS 306G T v (017707 41000
WHO International Laborsiory for Biological Standards, LUK Official Medicines Control Laborabony . org

Page 1 of2
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Toxlockogloal propertiss

E=ects of inkalation: Mot estabilshed, awoid inhals@on
ESects of - Mot established, avoid |
E=ects of skin absorpSon: Mol estabiished, avoid contact with skin

——— e e e e

Zuggeched Firct Ald

Inhakafion: Beek medical sdvice

Seek msdical advice

Contact with eyess 'Wash Wi coplous amounts of waler. Zeek
medical advios

Contact with skin: _'Wash thomughly with waber.

Antion on Spllisgs and Method of Dispocal

Epdlizge of ampouie conbents should be aken up Wi absorbent
materal weSed with an appropriste dsinfectant. Rinse ansa with an
appropriabe disinfectant followed by wabsr.

Absorbent materials used o tneaf spikage should be treabed as
biological wasie.

16. LIABILITY AND LOEE

Informabion provided by the insSiute Is ghwen afer the exercise of al
reasonabie care and kil in s compiiafion, preparation amd lssue, but
E Is provided without Tability to e Reciplent in Bs appication and wuse.

I Is the responsibliy of e Redpient bo defermine e appropriaieness
of the siamdards or reference maderisis supplied by @ Instiube fo the
Reciplent the Goods") for the: proposed applcafion amd ensunes that it
has e mecessary bechnical sklls o determine that they are
approprialke. Resuils cbbsned fom e Goods ane Okely o be
dependent on condibons of wse by the Reciplent and the warkabllity of
miateriaks beyond S conbrol of the: InsShebe.

Al wamrantes are excioded fo B fulest extent parmitted by v,
nciuding without Imitation thest the Goods are free from Infectious
agents or Bt B supply of Goods wil not Infringe any nights of sny
third party.

The Instituie shal not be llabie o the Recdplent for any economic Kss
whether direct or iRdrect, which arise In connecion with this
mgresmant

The total labdty of the instule In commection with this apresment,
whether for negligence or breach of contract or ofherwise, shail in no
even? exceed 120% of any price paid or payable by the Recipient fSor
the supply of e Soods.

If ary of the Goods suppled by e InsSiute should prove not i mest
their spactication when stored and used comectiy (and provided that
the Recipiert has retumed the Goods bo the instfute together with
writi=n notification of such alleged defect within sever days of the Sme
when e Reciplent discovers or cught 1o have discoversd e defect),
the Instiute shal sither nepisce S Goods o, 31 Es sole option, refund
the Fanding charge provided St performance of sither ane of the
above opions shal consifute an entine discharge of the institule's
Nabilty under this Condition.

18. INFORMATION FOR CUSTOMS USE ONLY
Country of origin Tor cuchome purpoces®: Lingsd Kingdam
* Diefineed 25 the Couniry where e pocads have been produced andior
suMdenty processed bo be Classed as originating from the country of
supply, for example a changs of stile such as freens-drying.

Het welght 015

To Eialamesnt: Hon-owc

nary or o clabameni © agoicabl=.

sdtaohsd: Mo

Medicines and Healthcare
Products Regulatory Agency

Haticnal Institute for Blological Standards and Control, Potlers Bar, Henfondshine, ERS 306
WHO Intematkonsl Laborstory Tor Blological Staredards, UK Oificial Medicines Control Laboratony

f World Health
o Organization

T v pOITTOT &41000
Wi g
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ANEXO 4 - Especificacdo do Material de Referéncia Internacional (Sarampo)

WHO Reference Reagent
2nd International Reference Reagent for Measles Vaccine |Live)
NIBSC code: 92/643
Instructions for use
{Version 4.0, Dated 26/02/2008)

1. INTENMDED USE

This Intemational standard is the 2™ lintematicnal Reference Reagent for
Measles waccine (Live), established by the Expert Commitee on
Standardisation (ECBS) in 1984

2. CAUTION
This preparation is not for administration to humans.

The material is not of human or bovine ongin. As with all materials of
biological origin, this preparation should be regarded as potentially
hazardous to health. |t should be wsed and discarded according to
your own laboratory’s safety procedures.  Such safety procedures
should include the wearing of protective gloves and awoiding the
generation of aerosols. Care should be exercised i opening
ampoules or vials, to avoid cuts.

3. UNITAGE

On the basis of the results of a collaborative study the Commities
assigned a fitre of 4.3 logw as tirated on Vere cells. to the contents of
each wial. For practical purposes the tiire may be taken as e equivalent
of 20,000 infectious units per vial.

4. CONTENTS
Ciountry of origin of biological material: United Kingdom.

Each vial contains a freeze dried-residue comprising

- measles vius [Schwariz vaccine strain), pmp\ar\edunmx:k embryo
fibroblasts

- stabilizer (ncheding dextran and sorbitol)

- neomycin

3. STORAGE

Unopened visls should be stored at -20°C or below

Please note: because of the inherent stability of lyophilized
material, MIBSC may ship these materials at ambient temperature.

& DIRECTIONS FOR OPENING

Vials hawve a fiip-up’ circular cap. Either on the cap or the collar of the
vial, there is an indication of the point at which to lever off the cap. This
exposes an area of the stopper through which reconstitution and
withdrawal of the preparation can be made using a hypodemmic needle
and syringe. If use of a pipefte is prefemad, then fully remove the metal
collar using, for example, forceps, taking care to avoid cuts by wearing
appropriate gloves. Remowe the stopper for access. Care should be
taken to prevent loss of the contents.

7. USE OF MATERIAL

Mo atternpt showld be made to weigh out any porfion of the freeze-dried
material prier to reconstiution

Dissolve the total contents of the vial with 0.5ml of sterle distiled water.
Rinse the wial with about 0.4ml of sterle distiled water and make up the
total volumne to 1.0mi with water. this selution will contain measles virus at
a concentration of 20,000 nfectious unitsfml.

& STABILITY

Reference matenals are held at MIBSC within assured, temperature-
controlled storage facilities. Reference Materials should be stored on
receipt as indicated on the label.

NIBSC

Workd Health Organisation, Expent Committ=e on Biological Standardisation,
{1985) WHO Technical Report Series.

shed document (1884). a copy of which may be obtained by making
application to this Institution

10. ACKNOWLEDGEMENTS
Mot applicable

11. FURTHER INFORMATION

Further mformation can be cbiained as follows;

This matenal: enquinesi@nibsc.om

WHO Biological Standards:

hitp:favww. who.intbiclogicals/en/

JCTLM Higher order reference materats:

hittp: farvew. bipm . orgden/committees/jojctim/

Dierivation of Intemational Units:

hitp:favew. nibsc.ong/products/biclogical_reference_materialsfrequenthy
asked_questions/how_are_intemational _units.aspx

Ordenng standards from MIBSC:

hitp:farvew. nibsc ong/products/ordenng_informationfrequently_asked_qu
estions.

MIBSC Terms & Conditions:

http:fwww.nibsc.ongterms_and_conditions. aspx

12. CUSTOMER FEEDBACK

Customers are encouraged to provide feedback on the suiability or use
of the material provided or other aspects of our service. Please send any
comments to enquiries{@nibse org

13. CITATION

In all publications, including data sheets, in which this material is
referenced. it is important that the preparation’s title, its status, the NIBSC
eode number, and the name and address of NIBSC are cited and cited
comecty.

14. MATERIAL SAFETY SHEET

113

Physical and Chemical properties

Physical Comosive: No

appearance:

Lyophilised powder

Stable: Cradising: Mo
fes

Hygroscopic: Immitant: Mo
Yes

Flammable: Handling: See caution, Section 2
Mo

Oither (specify): Mot applicable

Toxicological properties

Effects of inhalation: Mot established, avoid mhalation

Effects of ingestien: Mot established, avoid ingestion

Effects of skin absomption: Mot established, avoid contact with skin

Suggested First Aid

Inhalation: Seek medical advice

Ingestion: Seck medical advice

Contact with eyes:
medical advice

'Wash with copious amounts of water. Seek

Contact with skin:  Wash thoroughly with water.

NIBSC follows the policy of WHO with respect to its ref
materials.

Medicines and Healthcare
Products Regulatory Agency
Ll

Hational Institute for Biological standards and Control, Potters Bar, Hertfordshire, EN6 306
WHO International Laboratery for Biclogical standards, UK Official Medicines Control Laboratory

3% World Health
¥ Organization

T +44 (0)1707 641000
nilsc_org
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#:NIBSC

s

Antion on 2plilsgs snd Mathod of Dicpocal

Spiliage of ampowe Contents shiowid be ken up with absoroent
maizrial weSed with an appropriate dsinfectant. Rinse arsa with an
appropriabe disinfectant Sollowed by waber.

Abesorbent masberials used by tneat spllage should be nsaded &
bigiogical wasis

16. LIABILITY AND LOES

Irformabion provided by the insfhbe ls ghven afer the exercise of al
reasonabls care and skl in s complia@on, preparation amd ssue, but
E Is provided without lability to S Recipient in Bz applcation amd use.

it s the responsibiity of e Recpient o defermine e appropraiensss.
of the stansdards or reference materisls supplied by e Instiute to the
Reciplent ("the Goods") for the proposed applicafion and ensure that it
has e necessary technical sklis b determine that they are
appropriate. Reswils cbtamed fom e Goods ane Okely o be
dependent om comdibons of use by the Recplent and the vardabllty of
materaks beyond S conbrol of the Insfhute.

Al warantes are excioded o T fulest extent permitted by v,
rciuding without Imitation thest he Goods are free from Infectious
agents oF Tl e supply of Goods wil not IRTiRge any nights of any
third party.

The Institie shal Rot be llabie 1o the Redplent for any ecomomic 0SS
whether direct or iRdieect, which arise s conneclon with this

agreement.

The total lisblity of the Insttute in commection with this agneement,
whether for negigence or breach of contract or csheraise, shail In no
mvart mucesd 120% of any price paid or payabie by the Recplent for
the supply of the Goods.

H any of the Goods suppled by e InsSiute shoukd prowve not B0 mest
their specBcation wihen storsd and used comectly (and provided that
the Reciplent has retumed the Goods o the insifute together with
writien notification of such alieged defect within seven days of the: Bme
when the Recipient discovers or cught fo have discovensd e defect),
the Instiute shal sither replace e Goods or, at ks sobe option, refund
the Fanding charge provided @ performance of either one of the
above opbions shal constiute am enbine discharge of the iRsthie’s
Nabdity wrder this Condition.

18. INFORMATION FOR CUSTOME U3E OHLY
Cownbry of origin Tor susbems. purposss®. Unksd Eingdom

" Definesd a5 the counfry when e goods fave b2en producesd andior
sufficiently processed i be clxssed a5 originating from Ehe country of

%!.‘WEBI’HEE a EEEU‘SH’E such as | m!l .
welg O1g

Toxlefy Siatament: Kon-o:
VeiBrnary oerifoats or oihar Catemant » aop Kanie.
Adtmohisd: No
Medicines and Healthcare { world Health
Products Regulatory .ﬁ.qenﬂ "% Organization
Hatfonal Institute for Blologhcal Standards and Control, Potbéers Bar, Hartfarddhine, ERS 310G T 444 PO 1707 41000
WHO Imemations] Laboratory Tor Blological Stamdsrds, LK Officisl Medicines Control Laboratony iitei . g
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ANEXO 5 - Especificacido do Material de Referéncia de Trabalho GSK

°
@Claxo&m‘thkline

Product : COMBINED MJR VACCINE Lot No : MJR776A44

Lot compositivn . MJIR776 Number of dose(s) per containar * |

Date of petency : 10-Oct-2003

Tests Specifications Results J
FINAL CONTAINER
1A
CRIPT Cake with slightly pink colour.After
HES 10 reconstitution : ¢lear and pink solution pose
BY e
MOISTURE CONTENT b i aviveTRy |NNOUMOrE than 2.5 % 0.5 %
STERILITY TEST FTM (30-35"C) Absence of growth pass
STERILITY TEST TSB (20-25°C) Absence of growth pass
IDENTITY e o |Positive by seroneutralization positive
IDENTITY ?EIIJI%ZSEYIITI;LXSUBZYATION Positive by seroneutralization positve
IDENTITY :g?m"ig;:LON Positive by seroneutralization posilive
MEASLES VIRUS BY
POTENCY CELL CULTURE Not less than 3.5 Log CCIDS0 per dose 3.9 Log CCID50/d
TITRATION
MUMPS VIRUS BY CELL
POTENCY CULTURE TITRATION Not less than 4.3 Log CCIDS0 per dose 4.7 Log CCID30/d
RUBELLA VIRUSBY
POTENCY CIOLL CULTURE Not less than 3.5 Log CCIDS0 per dose 4.0 Lag CCTS0/d
TITRATION
MEASLES VIRUS BY
< CELL CULTURE The virus concentration is not more than
POTENCY TITRATION (Aged 7 days |1.0 log lower than the initial value 05 Log SR
*37°C)
MUMPS VIRUS BY CELL . e
POTENCY CULTURETITRATION | 7° e than| 66 Log CCIDSO
(Aged 7 days &t 37°C) 1.0 log lower than the initial value
RUBELLA VIRUS BY
CELL CULTURE The virus concentration is not more than 5
POTENCY TITRATION (Aged 7 days |1.0 log lower than the initial value 2Ll
2 37°C)
NEOMYCIN SULFATE
CONTENT Not more than 25 pg per dose <25 y;/d

Approved by :

y

o
2
Wi, KES!

QL Lok Relasse Sipasise,
CC Data Managemnant
GlaxaSmithKlino SBiologicals

GlaxoSmithKline Biologicals s.a.

Hua de rinstitut 89
81330 Romnsart
dedgium

Tel  +32:0205081 W
Fax  +32 (D)2 856 80 00

N.C. Nivellea ; 85045
TUA - 340872918
G-Banque : 271-0518333-94

Conclusioné:&%.
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