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RESUMO

Desde 1937, Bio-Manguinhos produz a vacina atenuadaa a febre amarela utilizando
embrides de galinha livres de patdégenos especifitesentemente, melhorias na producao
desta vacina foram avaliadas em paralelo ao des@memto da vacina inativada. Uma
proposta apresentada pelo Programa de Vacinas \deaBio-Manguinhos para a melhoria
desta vacina atenuada foi a inclusdo de uma etapaadificacdo da suspensédo viral,
adicionando sulfato de protamina (0,5% p/v). Estdgina basica promove a precipitacao
de material genético e consequientemente, provoeadiminui¢éo da viscosidade do meio,
possibilitando a filtracdo esterilizante da susgensral. Com a introducao desta etapa, foi
necessario desenvolver uma metodologia analitica padentificacdo e quantificacdo da
protamina residual presente na suspensao virateestexto, com base nas propriedades
fisico-quimicas da protamina, trés métodos forastatlvs, a saber, a cromatografia de
troca catidnica, a cromatografia em fase revesam®matografia de afinidade a heparina.
Anteriormente, preparacdes virais concentradasdast e ndo tratadas com sulfato de
protamina foram analisadas por cromatografia detoationica com a coluna Hitrap® CM
FF, a qual forneceu resultados consistentes e psonas, atingindo o limite de deteccéo
(LD) de 10,19 pg/mL. No presente trabalho, forastagas duas novas colunas de troca
catidbnica (SP FF e Hitrap® SPXL), uma coluna deefasversa (C2/C18RPC) e,
finalmente, uma coluna de afinidade a heparina.luihado a cromatografia em fase
reversa, as outras colunas utilizadas mostraramltadses satisfatérios. Os melhores
resultados obtidos foram os relacionados com aataynafia de afinidade a heparina (LD
= 7,84 ug / mL). Levando em consideragcdo o tempeluiedo e o limite de deteccdo, os
resultados obtidos para a coluna de afinidade arimgpforam superiores aos obtidos na
coluna Hitrap® CM FFNo entanto, o nimero de ensaios para a colunainidaafe foi
inferior a realizada com a coluna de troca catérfiaca, de modo que as etapas de
lavagem da coluna (regeneracéo da coluna) ndo fdemmlamente avaliadas. A possivel
acdo da protamina sobre os acidos nucléicos (efisaiomeétrico) e ovalbumina (SDS-
PAGE e ELISA) presentes na suspensdao viral tamloérastudada. Observou-se que os
acidos nucléicos sao consideravelmente precipitpéts acdo do sulfato de protamina.
Enquanto que o conteddo da ovalbumina ndo € afgtadoadicdo da proteina basica a
suspensao viral. Diferentes metodologias eletébiftas e cromatograficas foram avaliadas
guanto a capacidade de quantificar especificangentealbumina presente nas preparagcoes
pré-vacinais. Todos os métodos testados forambilizados em funcéo da complexidade
da matriz analisada, o que reafirma o uso do métadooenzimatico para a quantificacao
deste contaminante das vacinas de febre amarela.
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