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RESUMO

O controle de qualidade físico-químico de vacinas constitui etapa fundamental para avaliação da conformidade dos produtos manufaturados, considerando as possibilidades de interferências físicas e químicas dos componentes da formulação na resposta imunobiológica vacinal. Compêndios internacionais, como as Farmacopeias Brasileira (FB) e Americana (USP) indicam os ensaios necessários a esse monitoramento, contudo de forma limitada, especialmente devido às novas formulações que vem sendo desenvolvidas. Recentemente, algumas pesquisas foram realizadas para avaliar parâmetros analíticos nessas análises físico-químicas, evidenciando a aplicação de tecnologias modernas, robustas, de alta especificidade e sensibilidade. Assim, o presente trabalho teve como objetivo revisar as estratégias analíticas para avaliação físico-química de vacinas, enquanto produto acabado, comparando procedimentos farmacopeicos e novas tecnologias disponíveis.

PALAVRAS-CHAVE: vacinas; estratégicas físico-químicas; controle de qualidade; farmacopeia.

1. INTRODUÇÃO
	
	Vacina pode ser definida como um produto biológico capaz de induzir resposta imune no organismo humano contra o antígeno que a constitui. Nos últimos anos, as vacinas têm apresentado um papel fundamental na profilaxia e tratamento de diferentes doenças de relevância no âmbito da saúde pública. Ao final da fabricação da vacina, ensaios de controle de qualidade são empregados para monitorar a efetividade e segurança. Assim, o controle de qualidade físico-químico constitui um conjunto de operações experimentais que verificam aspetos físicos, relacionados ao tamanho das partículas, estabilidade, entre outros parâmetros, e aspectos químicos, como presença de solventes residuais, conservantes, adjuvantes, pH e teor de umidade nas formulações. A caracterização físico-química é indispensável, tendo em vista as possibilidades de interferência desses fatores na resposta biológica vacinal. Este trabalho tem o objetivo de revisar as estratégias analíticas para avaliação físico-química de vacinas, enquanto produto acabado, comparando procedimentos farmacopeicos e novas tecnologias disponíveis.

2. METODOLOGIA

	Foram avaliadas as informações existentes nas Farmacopeias Americana e Brasileira, juntamente com artigos científicos obtidos a partir das seguintes estratégias de busca na base de dados Science Direct: quality control of vaccines; chemical stability of vaccine; physicochemical stability of vaccine; physical stability of vaccine; chemical properties of vaccine; analytical strategies for vaccine quality control; analytical strategies for vaccine chemical evaluation; analytical procedures for vaccines quality control. Foram encontrados 36 artigos no período de 1995 a 2023, porém apenas 13 atenderam o escopo desse trabalho (critério de inclusão: vacina enquanto produto acabado; critério de exclusão: análises durante a fabricação).

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

[bookmark: _Ref131625535]	Os ensaios físico-químicos destinam-se a avaliar características macroscópicas e microscópicas no que se refere ao aspecto físico e suas dimensões, além dos parâmetros químicos que compõem as soluções dos imunobiológicos, incluindo vacinas. Avaliação macroscópica do aspecto, pH, conteúdo de nitrogênio proteico e umidade residual são alguns dos ensaios físico-químicos básicos realizados em vacinas.[endnoteRef:1] A Farmacopeia Brasileira (FB) indica alguns procedimentos para avaliação físico-química de vacinas, como a quantificação de alumínio residual, que pode ser realizada por espectrofotometria UV/Vis ou por espectrometria de absorção atômica (AAS), após o tratamento correto das amostras previamente às determinações. São descritos também os testes para determinação de fenol, timerosal e formaldeído residual, realizados por espectrofotometria UV/Vis (o timerosal pode ser quantificado por AAS com vapor frio). Além desses ensaios, a FB sugere a realização dos testes de umidade residual e nitrogênio proteico. A umidade residual pode ser realizada utilizando um pesa-filtro, até obtenção de peso constante, ou por método volumétrico para determinação de água, enquanto que o nitrogênio proteico é realizado através do método de Kjeldahl.[endnoteRef:2] Outros experimentos descritos pela FB, no âmbito da avaliação físico-química de vacinas enquanto produto acabado, compreendem: pH, opacidade, concentração de polissacarídeo, distribuição por tamanho molecular, polissacarídeo livre, proteína total, agente de inativação, adjuvante e albumina bovina.2 [1: LIMA, J. F. de, MORAIS, S. R. de, OLIVEIRA, T. L. S. Tecnologias de produção e controle de qualidade de vacinas: uma revisão. RECIMA21, v. 3, n. 1, 2022.]  [2: BRASIL. Farmacopeia Brasileira, vol. II, Produtos Biológicos. 6ª ed, 2019.] 

	A Farmacopeia Americana (USP) apresenta capítulos destinados à avaliação de vacinas. O capítulo 1235 (Considerações Gerais) aborda os principais procedimentos para monitoramento da qualidade final de vacinas. Outros capítulos desse compêndio também fornecem informações importantes sobre esses experimentos, especialmente no que se refere à avaliação físico-química, como os capítulos 1 (Injeções e produtos medicinais implantados, parenterais – testes de qualidade do produto), 1234 (vacinas com polissacarídeos e glicoconjugados) e 1239 (vacinas virais).[endnoteRef:3],[endnoteRef:4],[endnoteRef:5],[endnoteRef:6] O timerosal é um dos principais aditivos utilizados na fabricação de vacinas, assim como o fenol, atuando como conservantes antimicrobianos nas formulações. Desempenham atividade antisséptica e antifúngica, porém são compostos tóxicos ao homem. O capítulo <1239> da USP sugere a produção de vacinas timerosal-free, evitando o acúmulo dessas espécies nos imunobiológicos. Agarwal et al (2020)[endnoteRef:7] evidenciaram a interferência do timerosal na estabilidade da estrutura de vacinas para rotavirus, apontando para o desenvolvimento de formulações sem esse aditivo.  [3: USA, Injections and Implanted Drug Products (Parenterals) – Product Quality Tests <1> United States Pharmacopeia, 2020.]  [4: USA, Vaccines for Human Use – Polysaccharide and Glycoconjugate Vaccines<1234> United States Pharmacopeia, 2014.]  [5: USA, Vaccines for Human Use – General Considerations<1235> United States Pharmacopeia, 2021.]  [6: USA, Vaccines for Human Use – Viral Vaccines<1239> United States Pharmacopeia, 2021.]  [7: AGARWAL S., HICKEY J. M., McADAMS D., WHITE J. A., SITRIN R., KHANDKE L., CRYZ S., JOSHI S. B., VOLKIN D. B. Effect of aluminum adjuvant and preservatives on structural integrity and physicochemical stability profiles of three recombinant subunit rotavirus vaccine antigens. Journal of Pharmaceutical Sciences. v. 109, 2020.] 

A avaliação físico-química de imunobiológicos, após seu processo de fabricação, tem sido discutida e monitorada há certo tempo por diferentes pesquisadores ao redor do mundo. A magnitude das respostas imunológicas às vacinas está diretamente correlacionada às características físico-químicas dos produtos.[endnoteRef:8]	Em 1995, Hendriksen[endnoteRef:9] propôs um método analítico alternativo para avaliar a qualidade da vacina antitetânica, indicando em seu trabalho a necessidade de desenvolvimento contínuo de métodos analíticos alternativos para monitoramento físico-químico de vacinas, acompanhados das etapas de validação necessárias à aplicação de tais métodos. Badran et al (2022)[endnoteRef:10] sugeriram uma avaliação profunda das propriedades físico-químicas dos adjuvantes a base de alumínio utilizados na manufatura de vacinas, assim como fizeram Mei et al (2019)[endnoteRef:11], através de análises espectroscópicas. Os efeitos deletérios não somente são decorrentes da quantidade do alumínio, mas sim do conjunto dessas propriedades físico-químicas do adjuvante, do tipo do sal de alumínio utilizado, entre outros fatores. [8: AN S. J., YOON Y. K., KOTHARI S., KOTHARI N., KIM J. A., LEE E., KIM D. R., PARK T. H., SMITH G. W., CARBIS R. Physico-chemical properties of Salmonella typhi Vi polysaccharide–diphtheria toxoid conjugate vaccines affect immunogenicity. Vaccine. v. 29, 2011.]  [9: HENDRIKSEN C. F. M. Development, validation and acceptance of alternative methods in the quality control of vaccines: a case report. Toxic. in Vitro. v. 9, 1995.]  [10: BRADAN G., ANGRAND L., MASSON J-D., CRÉPEAUX G., DAVID M-O. Physico-chemical properties of aluminum adjuvants in vaccines: Implications for toxicological evaluation. Vaccine. v. 40, 2022.]  [11: MEI C., DESHMUKH S., CRONIN J., CONG S., CHAPMAN D., LAZARIS N., SAMPALEANU L., SCHACHT U., DROLET-VIVES K., ORE M., MORIN S., CARPICK B., BALMER M., KIRKITADZE M. Aluminum phosphate vaccine adjuvant: analysis of composition and size using off-line and in-line tools. Computational and Structural Biotechnology Journal. v. 17, 2019.] 

	Metz et al (2002)[endnoteRef:12] destacaram, em seu artigo de revisão, o crescimento e as possibilidades de utilização de técnicas analíticas para avaliação da qualidade de vacinas. Por exemplo, para análise físico-química, in vitro, de antígenos proteicos, podem ser empregados métodos baseados em cromatografia, eletroforese, espectrometria de massas, fluorescência e dicroísmo circular. Metz et al (2007)[endnoteRef:13], em outro estudo científico, confirmaram a importância da avaliação físico-química de vacinas, como nos ensaios para avaliação das estruturas primárias, secundárias e terciárias da proteína constituinte da vacina contra difteria, empregando dicroísmo circular, fluorescência e biosensores. Um outro método, este baseado em Espectrometria no Infravermelho e Reflectância Total Atenuada, proposto por Castro e Cassella (2016)[endnoteRef:14], determinou glutamato sódico e sorbitol em vacinas para febre amarela, não exigindo tratamento prévio de amostra e exibindo elevadas sensibilidade e especificidade, apesar da existência de outros excipientes. Tal método pode ser empregado em análises de rotina, sendo uma alternativa à métodos de referência cromatográficos e espectrofotométricos (UV-VIS). Tietz (2009)[endnoteRef:15] avaliou a aplicação de eletroforese bidimensional para caracterização de vacinas conjugadas, considerando tanto o tamanho da partícula como sua carga, mesmo quando as nanopartículas da vacina exibiam uma distribuição polidispersiva de tamanho. Os parâmetros avaliados estavam diretamente relacionados à efetividade da vacina. [12: METZ B., HENDRIKSEN C. F. M., JISKOOT W., KERSTEN G. F. A. Reduction of animal use in human vaccine quality control: opportunities and problems. Vaccine. v. 20, 2002.]  [13: METZ B., JISKOOT W., MEKKES D., KINGMA R., HENNINK W. E., CROMMELIN D. J. A., KERSTEN G. F. A. Quality control of routine, experimental and real-time aged diphtheria toxoids by in vitro analytical techniques. Vaccine. v. 25, 2007.]  [14: CASTRO E. da S. G. de, CASSELLA R. J. Direct determination of sorbitol and sodium glutamate by attenuated total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) in the thermostabilizer employed in the production of yellow-fever vaccine. Talanta. v. 152, 2016.]  [15: TIETZ D. An innovative method for quality control of conjugated Haemophilus influenzae vaccines: A short review of two-dimensional nanoparticle electrophoresis. Journal of Chromatography A. v. 1216, 2009.] 

	A verificação de eficácia e segurança de lotes de vacinas produzidos é conduzida através do monitoramento usual da qualidade, majoritariamente por ensaios com animais de laboratório. Hendriksen et al (2008)[endnoteRef:16] e Luciani et al (2020)[endnoteRef:17] destacaram a necessidade de harmonização entre órgãos fiscalizadores internacionais no que se refere à consistência das atividades de avaliação da qualidade de imunobiológicos e seus parâmetros de análise, evidenciando também o desenvolvimento de experimentos in vitro, com o objetivo de ampliar as estratégias analíticas e reduzir o consumo de animais de laboratório nesses ensaios. [16: HENDRIKSEN C., ARCINIEGA J. L., BRUCKNER L., CHEVALIER M., COPPENS E., DESCAMPS J., DUCHÊNE M., DUSEK D. M., HALDER M., KREEFTENBERG H., MAES A., REDHEAD K., RAVETKAR S. D., SPIESER J-M., SWAM H. The consistency approach for the quality control of vaccines. Biologicals. v. 36, 2008.]  [17: LUCIANI M., FEBO T. DI, RONCHI G. F., SACCHINI F., ROSSI E., ULISSE S., PANCRAZIO C. DI, ANTONUCCI D., SALINI R., TEODORI L., VULPIANI M. P., TITTARELLI M., VENTURA M. DI. Alternative methods to reduce the animal use in quality controls of inactivated BTV8 Bluetongue vaccines. Preventive Veterinary Medicine. v. 176, 2020.] 

	O controle de qualidade de vacinas constitui atividade indispensável, especialmente no processo de desenvolvimento de novas candidatas, englobando a etapa experimental em seres humanos. Dentro dessa perspectiva, pode-se citar a vacina RNA MCTI CIMATEC HDT, uma candidata a vacina para a COVID-19 que tem o seu desenvolvimento clínico no Brasil liderado pelo SENAI CIMATEC. A vacina candidata possui uma nanopartícula em sua formulação: a LION (Lipid InOrganic Nanoparticle). Lipossomas e outras nanopartículas lipídicas têm sido empregadas em formulações farmacêuticas, principalmente, como sistemas de liberação e transportadores.[endnoteRef:18] A caracterização físico-química da vacina candidata, bem como de outros imunobiológicos, é de fundamental importância para garantir a qualidade final do produto a ser administrado, tendo em vista as possibilidades de interferência dos adjuvantes e de outros componentes existentes na formulação na resposta biológica esperada pela sua administração. [18: FAN Y., MARIOLI M., ZHANG K. Analytical characterization of liposomes and other lipid nanoparticles for drug delivery. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. v. 192, 2021.] 


4. CONSIDERAÇÕES FINAIS

	A avaliação físico-química da qualidade de vacinas pode ser conduzida pelos procedimentos farmacopeicos tradicionais ou pode ser realizada através de métodos analíticos desenvolvidos e validados, à luz das novas estratégias tecnológicas, de modo que esses métodos consigam caracterizar o produto em análise e assegurar eficácia e segurança dos imunobiológicos antes da administração em humanos. Além disso, métodos in vitro devem ser estimulados na avaliação físico-química, reduzindo o consumo de animais de laboratório para esses ensaios. 
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  A  Farmacopeia Brasileira (FB) indica alguns procedimentos p ara avaliação físico - química de vacinas, como a  quantificação de alumínio residual, que pode ser realizada por espectrofotometria UV/Vis ou por  espectrometria de absorção atômica (AAS), após o tratamento correto das amostras previamente às  determinações. S ão descritos também os testes para determinação de fenol, timerosal e formaldeído residual,  realizados por espectrofotometria UV/Vis (o timerosal pode ser quantificado por AAS com vapor frio). Além 

