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RESUMO

Esta pesquisa foi realizada utilizando-se uma abordagem alternativa na validacio do ensaio de poténcia
da vacina oral contra a poliomielite para tragar o perfil deste ensaio, levando-se em conta a grande
variabilidade de ensaios bioldgicos. Foram adotadas duas abordagens para a validagdo do ensaio: a
abordagem Classica da “International Conference on Harmonization” aplicada aos ensaios bioldgicos e a
abordagem do Conceito do Erro Total. As principais caracteristicas avaliadas no estudo de valida¢éo, por
se tratar de um ensaio quantitativo, foram a veracidade, a precisdo e a exatiddo. Foram ainda avaliadas: a
adequacgao do ensaio aos critérios de aceitacdo preconizados pelo Food and Drug Administration (EUA)
para validagdo, adotando-se a variagio maxima aceita de 20%, a reprodutibilidade do ensaio em uma
abordagem pratica, com o uso das varidncias entre os resultados de poténcia de 39 lotes da vacina (do
mesmo produtor) obtidos no INCQS e no laboratério produtor, por amostra, para calcular o Coeficiente
de Variagdo geométrico geral. Foi também determinada a Incerteza de Medigdo do Teste. O ensaio
apresentou veracidade e precisio satisfatdrias, o que demonstrou sua Exatiddo satisfatoria para a intengéo
de uso nas duas abordagens de validacéo.
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ABSTRACT

The present study was carried out using an alternative approach for validating the potency assay of Oral Polio
Vaccine. Owing to the high variability of biological assays, two approaches were utilized to validate the test:
the "International Conference on Harmonization" classical approach and the Total Error approach. The main
parameters evaluated for the validation study were the trueness, precision and accuracy, seeing that it is a
quantitative assay. Also, additional parameters were assessed: the assay adequacy to the acceptance criteria
for validation described by the Food and Drug Administration (USA) by determining 20% as the maximum
variability, the test reproducibility in a practical approach, using the variance among the potency results of
39 vaccine lots (from the same producer) obtained from the producer laboratory and from the National
Control Laboratory, per sample, to calculate the overall geometric coeflicient of variation. The Uncertainty
of Measurement of Test was also determined. The potency assay has presented good trueness and precision
what demonstrated suitable accuracy for the intended use in the two validation approaches.
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INTRODUCAO

Os bioensaios normalmente usados para estimar
a poténcia de drogas distinguem-se de testes quimicos por
serem realizados em substratos bioldgicos (e.g. animais,
células vivas ou complexos funcionais de receptores-alvo).
Devido a multiplos fatores operacionais e biologicos
oriundos da base bioldgica, eles tipicamente exibem maior
variabilidade em relacdo aos testes baseados em quimica'.

Na industria farmacéutica, validacdes analiticas
sao realizadas de acordo com o guia da “International
Conference on Harmonization” (ICH)?. Entretanto, na
introducao deste guia part I, é afirmado que “devido a
sua natureza complexa, procedimentos analiticos para
produtos bioldgicos e biotecnologicos, em alguns casos,
podem ser abordados diferentemente deste documento™.
Partindo desta premissa, uma comissio da “Societé
Frangaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques”
(SESTP)* desenvolveu um guia pratico especifico para a
validagdo de ensaios bioldgicos aplicando a abordagem
classica da ICH™.

A ANVISA® considera metodologias analiticas
descritas em farmacopéias ou formuldrios oficiais,
devidamente reconhecidos por este 6rgao, como validadas,
e para métodos néo validados, determina que a validacao
garanta, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagoes analiticas, assegurando
a confiabilidade dos resultados.

A ICH? recomenda que para estudos de validacédo
de ensaio de natureza quantitativa, as duas caracteristicas
mais relevantes a serem avaliadas sdo a exatidao (grau de
concordanciaentre um valor medido eumvalor verdadeiro
de um mensurando®) e a precisdo (grau de concordancia
entre indica¢des ou valores medidos, obtidos por medigoes
repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob
condicbes especificadas®). No entanto, a interpretacio
deste guia é confusa, misturando a avaliagao do Erro
Sistematico, representada pelo critério de veracidade,
com a avaliagdo do Erro Total representada pelo critério
da Exatiddo’. A Norma ISO 57257 prové uma defini¢ao
adequada para a determinagdo da exatiddo de métodos
quantitativos, definido como a soma da veracidade e da
precisdo. Esta abordagem para validagao e transferéncia
de métodos analiticos, também chamada de “Conceito do
Erro Total’, desde sua publicagdo inicial em 19978, tem
sido difundida pela comissao SESTP?, e ja sofreu algumas
modificagdes e recebeu propostas visando um processo
continuo de melhorias como descrito por Hubert et al.’.
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Este conceito se baseia na utilizagdo de um intervalo de
conteudo-B de tolerancia, inicialmente proposto por
Mee'’ que define um intervalo, combinando a veracidade
eaprecisdo calculadas, contendo uma proporcéio esperada
B de futuros resultados; seguindo a notagdo classica em
estatistica, B representa a probabilidade de ocorréncia do
Erro tipo II - a probabilidade de aceitar-se a hipétese nula
quando ela esta errada, que neste contexto correspondera
ao erro de concluir que um resultado esteja satisfatorio
quando ele estiver insatisfatorio''. Esta abordagem global
considera um procedimento satisfatorio se a probabilidade
de que a diferenca entre cada medida de uma amostra e
seu “valor verdadeiro” esteja dentro de limites de aceitagao
predefinidos pelo analista. O valor dos limites deve ser
escolhido de acordo com o objetivo de uso dos resultados.
O objetivo é ligado as normas utilizadas para o ensaio (e.g.
15% em amostras clinicas, 30% para ensaios de ligacdo
como Radio Imuno Ensaio e ELISA etc.)'%

Os critérios de aceitacio para a validacdo de
ensaios do “Food and Drug Administration” (FDA)',
preconizam que pelo menos 67% (4 em 6 resultados) das
amostras de controle da qualidade devem estar entre 15%
do seu valor nominal, porém, em certas circunstincias,
critérios de aceitagdo mais amplos podem ser justificaveis.
Este critério ficou conhecido como a regra 4-6-15".

A incerteza de Medi¢do é um pardmetro nio
negativo que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos
a um mensurando (grandeza submetida & medicao),
com base nas informagbes utilizadas® e segundo a
EURACHEM"Y, é aindica¢do quantitativa da qualidade dos
resultados de medicao, sem a qual os mesmos nio poderiam
ser comparados entre si, com os valores de referéncia
especificados ou com um padrdo. Uma vez que o valor
verdadeiro do resultado de uma medigdo é desconhecido
qualquer resultado de uma medicdo sera somente uma
aproximagao ou estimativa do valor do mensurando em
questdo. Sendo assim, a representacio completa de tal
mensurando devera incluir a duvida deste resultado, a qual
é traduzida pela sua incerteza de medigdo®.

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Satde (INCQS), no pais, é o Laboratério Nacional de
Controle (LNC) e realiza o controle da qualidade de todas
as vacinas que compdem o calendario de rotina formulado
pelo Programa Nacional de Imunizagao (PNI), como por
exemplo, a vacina triplice viral contra sarampo, caxumba e
rubéola (“Measles, Mumps and Rubeolla” - MMR), vacina
contra febre amarela e a vacina Oral Contra Poliomielite
(“Oral Poliomyelitis Vaccine” - OPV).
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Sistemas de garantia da qualidade como as Boas
Praticas de Fabricacgao correntes (BPFc, criadas pelo FDA
na década de 1960) e a Norma ISO/IEC 17.025' requerem
o uso de procedimentos analiticos propriamente
validados. Embora a ANVISA® considere que métodos
farmacopeicosndorequeiramrevalidacio, paraaliberacao
de lotes de produtos, certos procedimentos devem ser
realizados para garantir que os métodos sao aplicaveis na
sua utilizacdo e pode ser necessario confirmar a precisio
do método ou a sua confiabilidade em atingir os niveis de
detec¢do do método validado.

A poliomielite (do grego pélios, cinzento, e myelos,
medula espinhal) é uma doenga infecto-contagiosa de
origem viral aguda causada por poliovirus. Dois tipos de
vacina contra a poliomielite estdo disponiveis atualmente:
uma em que o virus estd inativo que ¢ a vacina contra a
polio inativada (IPV), originalmente desenvolvida em
1955 por Jonas Salk, e uma vacina oral de virus vivo
atenuado (OPV), desenvolvida por Albert Sabin, em
1961. Ambas as vacinas sdo muito eficazes contra os trés
sorotipos de poliovirus".

No ensaio de poténcia da OPV, trivalente atenuada,
o tipo utilizado no Brasil, tanto o contetido de virus total,
quanto os sorotipos, separadamente, sdo determinados em
um ensaio in vitro, utilizando células da linhagem Hep2C,
sendo o titulo viral expresso em log10 CCID,, (Cell Culture
Infectious Dose 50% em logaritmo base 10) por dose. As
titulagdes individuais dos sorotipos, utilizando misturas de
soros tipo-especificos, devem ser realizadas pelo fabricante
e pelo LNC para a liberacdo de lotes da vacina. Para
cada ensaio de OPV deve-se incluir um frasco com uma
preparagao de referéncia de trabalho, cujo titulo tenha sido
adequadamente estabelecido, para controlar a precisio e a
reprodutibilidade do sistema de ensaios". Segundo a OMS
(Organizagao Mundial da Satide)'®; as vacinas de referéncia
e teste devem apresentar variagdio maxima de titulo de
10,5 logl0; e o titulo esperado sera baseado na média
geométrica dos titulos de todos ensaios validos da vacina
de referéncia realizados antes do estudo de validacéo e os
titulos encontrados para esta vacina devem estar dentro
dos limites de confianca pré-estabelecidos para o teste.

A proposta desta pesquisa é avaliar novas
abordagens paravalidagdo de métodosanaliticosnoensaio
de poténcia da vacina oral contra Poliomielite, levando
em conta a maior variabilidade de ensaios biologicos,
com a finalidade de demonstrar que o ensaio apresenta
exatiddo e precisdo satisfatdrias para a quantificacdo da
poténcia de vacinas na liberagao de lotes.

MATERIAL E METODOS

Revisao de dados

O presente estudo foi dividido em duas fases de
analise retrospectiva de dados, utilizando os dados brutos
de um total de 17 ensaios de poténcia para cada um dos
componentes de poliovirus da vacina (sorotipo 1, 2 e 3
e trivalente) realizados no periodo de 2008 e 2009 que
utilizaram a vacina de referéncia em uso, lote 24-A.

A Fase 1 consistiu um pré-estudo, que utilizou os
resultados de quatro ensaios e visou padronizar os titulos
da vacina de referéncia de trabalho de OPV lote 24-A que,
posteriormente, foram utilizados para avaliacio da veracidade
do ensaio na Fase 2, que consistiu no estudo de validagdo
do ensaio de poténcia da OPV utilizando os resultados dos
demais 13 ensaios de poténcia de rotina, visando a avaliagdo
da veracidade, da precisdo e da exatidao do ensaio utilizando
as abordagens, tradicional e do Conceito do Erro Total. Os
titulos originalmente calculados manualmente pelo método
de Spearman e Karber" %, foram recalculados pelo método
de probitos utilizando o software CombiStats* para obten¢ao
da CCIDsy/dose em logaritmo base 10 (logl0 CCIDsyy),
visando reproduzir uma estimativa de Spearman e Karber
uma vez que a OMS recomenda este método estatistico para
os calculos da poténcia de OPVY, a utilizagdo do CombiStats,
produzido e validado pelo “European Directorate for the
Quality of Medicines ¢ Health Care” (EDQM) para analise
de dados estatisticos de ensaios bioldgicos de diluigao ou de
poténcia, de acordo com os métodos de célculos descritos
no capitulo 5.3 da Farmacopeia Europeia®, permitiu
obter critérios de validade dos ensaios como inclinagio e
linearidade da curva dose resposta e intervalos de confianca
de 95% das determinagdes de poténcia.

Os ensaios utilizados no estudo foram realizados
seguindo os critérios da Norma ABNT ISO/IEC 17.025'%,
como qualificagdo de equipamentos e treinamento dos
analistas e atenderam aos critérios para ensaios validos
descritos na Farmacopeia Brasileira®.

Fase 1 - Padronizagao do titulo da vacina de referéncia
lote 24-A

Para que fosse possivel o célculo da veracidade
(bias) foi realizada a padroniza¢do do titulo da vacina
de referéncia lote 24-A em logl0 CCIDsy/dose, avaliada
frente ao padrio internacional do NIBSC, para cada
sorotipo viral, em 5 replicatas (n=5) em 4 sessoes (k=4),
obtendo-se um total de 20 resultados para cada tipo viral,
os resultados em log10 CCIDs, obtidos para cada tipo viral
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nos diferentes ensaios foram combinados para obtengio de
uma média ponderada® considerada o titulo padronizado,
apos a avaliacdo da homogeneidade dos resultados pelo
teste C de Cochran?** para possivel existéncia de valores
aberrantes. Os valores aberrantes seriam excluidos dos
célculos finais de titulo, caso ocorressem.

Fase 2 - Validacdo do Ensaio de Poténcia

Foram adotadas duas abordagens para a validagao
do ensaio: a abordagem Classica ICH?, aplicada aos ensaios
bioldgicos de acordo com as recomendagdes descritas
pela comissao da SFSTP* e a abordagem do Conceito
do Erro Total seguindo as recomendagdes também da
SESTP?, aplicadas como descrito por Hoftman e Kringle"
e Boulanger et al.'2.

Veracidade

Para avaliar a veracidade, inicialmente foi
estabelecido o titulo em logl0 CCIDs/dose do lote de
vacina de referéncia 24-A para cada componente viral.
As médias ponderadas obtidas para cada componente
viral, no estudo de estabelecimento da referéncia 24-A,
foram utilizadas como valores esperados para o ensaio.
O bias% (diferenca percentual entre a média dos titulos
observados expressa em logl0 CCIDs)/dose e o titulo
esperado expresso em logl0 CCID;y/dose) foi calculado
para cada componente viral da vacina e o teste-t de
Student foi usado para comparar as médias.

Os Critérios de aceitacio da veracidade foram:
a) na abordagem classica ICH? o bias ndo poderia ser
estatisticamente significativo no teste-t de Student
(a=0,05)% e b) na abordagem do conceito do Erro Total o
bias ndo poderia ser maior que +20%.

Precisao

A precisio foi avaliada com os resultados de
poténcia em logl0 CCID;s,/dose, obtidos em 13 sessoes de
ensaios de rotina (k =13) com duas replicatas por ensaio
(n = 2) utilizando a vacina de referéncia lote 24-A. Os
resultados foram submetidos ao teste C de Cochran, para
avaliar se havia diferenca significativa entre as variancias
e, posteriormente, a andlise de variancia de delineamento
inteiramente casualizado (“one-way” ANOVA), sendo que
os quadrados médios intra e entre-ensaios foram usados para
obter estimativas das variincias intra-ensaios, entre-ensaios
e total (varidncia intra-ensaios + variancia entre-ensaios),
para determinar a repetitividade, a precisio enter-ensaios
e a precisdo intermediaria, respectivamente. A ANOVA
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serviu ainda para verificar se houve diferenca significativa
entre os resultados obtidos entre as replicatas (n) e as sessdes
de ensaio (k) e o Intervalo de confianga de 95% da precisdo
intermedidria foi célculado, como recomendado pela
SESTP*, com duas replicatas (n=2) em uma repeticio de
ensaio (k=1), as mesmas condi¢des de uso em rotina.

Os critérios de aceitagdo para a precisio foram
definidos como: a) na abordagem classica ICH, o limite de
95% de confianga para Precisio Intermedidria ndo poderia
ser maior que +0,5 log10 CCIDs,/dose, como preconizado
para titulacao de suspensdes virais®; e b) na abordagem do
conceito do Erro Total o0 gCV% da Precisao Intermediaria
ndo poderia ser maior do que 20%.

Exatidao

Na abordagem do Conceito do Erro Total, segundo
Hoffman e Kringle"”, foi construido um Intervalo de
conteido-p (Limite Inferior - LI, Limite Superior - LS) de
95%, com nivel de confianga y de 95%. O intervalo (LI, LS),
que é calculado utilizando o bias e a precisdo intermediaria
e demonstra a exatidio do método, foi comparado com os
limites de aceitacdo adotados de +20% (A, B), quando o
intervalo (LI, LS) se apresentou completamente entre os
limites de aceitacéo (A, B), o método foi aceito como exato;
quando ndo, o método néo foi aceito.

Critério de aceitacdo 4-6-20%

Foi avaliada a propor¢ido de resultados de poténcia
obtidos no estudo de validac¢do pela vacina de referéncia
24-A, para cada componente viral que apresentou
dentro do intervalo esperado para exatidio de +20%
para (A, B) visando determinar se o ensaio obedece ao
critério de aceitacido 4-6-15%, como descrito pelo FDA!,
adotando a varia¢cdo maxima aceita de 20% (4-6-20). Este
critério preconiza que pelo menos 4 (66,7%) em 6 ensaios
apresentem resultados dentro da faixa de £20%.

Determinagao da reprodutibilidade do ensaio

Uma vez que ndo foi realizado um estudo
colaborativo convencional onde as mesmas amostras
seriam analisadas em uma matriz de ensaios, nos dois
laboratérios, como uma etapa adicional na validagdo do
método, foi adotada uma abordagem pratica na avaliacdo
da reprodutibilidade (precisao entre laboratdrios?), quando
osresultados de poténcia de 39 lotes obtidos por um mesmo
Laboratério Produtor e pelo INCQS foram comparados
por meio da determinacio da variacdo média entre os
resultados dos dois laboratorios e para diferentes amostras
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testadas. Isto foi realizado calculando a média das variancias
entre os resultados obtidos no INCQS e pelo produtor para
determinagdo do Coeficiente de Varia¢do geométrico”. O
mesmo critério de aceitagdo de 20% de variagao maxima
entre os resultados dos dois laboratorios foi usado, como na
avalia¢do da precisdo no Conceito do Erro Total.

Calculo da Incerteza de Medicio

Foi realizada uma avaliacao do Tipo A da Incerteza
Padrido Combinada (u,) e da Incerteza Expandida (U) para
o ensaio como descrito pela EURACHEMP". A Incerteza
Expandida prové um intervalo que deve incluir o valor
mensurando com um alto nivel de confianga, sendo obtida
por meio da multiplicacao da u, pelo fator de abrangéncia
(K). Foi utilizado K = 2 para 26 amostras (gl = 25)
garantindo 95% de nivel de seguranga.

RESULTADOS

Os resultados finais obtidos na padronizagdo
dos titulos dos componentes da vacina de referéncia lote
24-A podem ser observados na tabela 1. Nao ocorreram
valores aberrantes.

Abordagem classica ICH

Veracidade

A Tabela 2 apresenta os resultados da avaliagdo da
veracidade do método para os quatro componentes virais. Foi
realizada uma comparacio direta entre a média dos titulos
em logl0 CCIDs,/dose obtida para cada componente viral
da vacina de referéncia 24- A com o titulo esperado para cada
componente, determinado durante o estudo de padronizagdo
daquela vacina de referéncia (tabela 1). O teste-t de Student
foiaplicado para verificar se houve diferenca estatisticamente
significtiva entre as médias (a=0,05, gl=25).
Tabela 1. Resultados obtidos nos ensaios de padronizagio do titulo da

vacina de referéncia contra poliomielite oral lote 24-A para os quatro
Componentes Virais

Componente Viral Trivalente SorotipoI Sorotipo Il Sorotipo III

Média Ponderada* 6,91 6,93 5,96 6,66
DP geral 0,053 0,581 0,064 0,059
gCV% intra (3 gl) 11,26 11,44 11,67 11,43
gCV% entre (16 gl) 10,29 10,19 10,56 10,31
P.I. (19 gl) 11,30% 11,46% 11,78% 11,47%

DP = desvio padrio; gl = graus de liberdade; gCV = coeficiente de
variagdo geométrico; * Logl0 CCIDs, = Cell Culture Infectious Dose
50%; PI. = Precisdo Intermedidria

Tabela 2. Avaliagdo da Veracidade - Bias percentual e Teste-t de
Student bi-caudal

Trivalente SorotipoI Sorotipo II Sorotipo III

Média obtida 6,91 6,94 5,96 6,67
Titulo esp. 6,91 6,93 5,96 6,66
dp 0,069 0,053 0,050 0,054
Bias % 0,002 0,201 0,068 0,225
Teatc 0,01 1,35 0,41 1,43
N 26 26 26 26
gl 25 25 25 25
Conclusiao Satisf. Satisf. Satisf. Satisf.

Teritico = -2,06 a 2,06; a = 0,05; t = 0,975; Titulo esp. =
Titulo esperado; dp = desvio padrdo; gl = graus de liberdade;
Teae = T calculado; N= niimero de ensaios; Satisf. = Satisfatoria

Precisao

Os resultados obtidos nos ensaios para cada
componente viral foram avaliados e considerados
homogéneos pelo teste de Cochran com p=0,05, o que
permitiu a realizagao da andlise de variancia, que demonstrou
que ndo houve variagdo significativa entre as replicatas (n)
e dentre as sessdes (k) de ensaios. Assim, usando os dados
da precisdao, foram calculadas a repetitividade (gCV%
intra) e precisio entre ensaios (gCV% entre), para os
quatro componentes virais, que puderam ser combinadas
para obtencdo da precisdo intermediaria e um intervalo de
confianga de 95% foi construido, com base no nimero de
sessoes (k) e de replicatas (n) por sessdo, para o desenho de
ensaio de rotina com uma sessio (k) e duas replicatas (n) e
comparado com o intervalo esperado de +0,5 log10 CCIDs,/
dose como recomendado em ICH Q5A R1*. A tabela 3
apresenta as médias gerais, a precisdo intra e entre-ensaios, a
precisdo intermedidria e os intervalos de confianga, calculados
para n=2 e k=1, para cada componente viral da vacina.

Conceito do Erro Total

Veracidade

A tabela 4 apresenta os resultados da avaliacdo
da veracidade do método para os quatro componentes
virais utilizando a abordagem do Erro Total. Foi realizada
uma comparagdo direta entre a média dos titulos em
log10 CCIDs,/dose obtida para cada componente viral
da vacina de referéncia 24-A com o titulo esperado para
cada componente, determinado durante o estudo de
padronizagdo daquela vacina de referéncia. Os resultados
obtidos ndo poderiam ser menores do que o limite de
aceitacdo de £20% para o bias.
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Tabela 3. Analise estatistica dos resultados do ensaio de poténcia da OPV para os quatro componetes virais na

avaliagdo da Precisdo

Componente Viral Trivalente Sorotipo I Sorotipo IT Sorotipo III
Média Geral (log10 CCIDsc/dose) 6,91 6,94 5,96 6,67
DP geral 0,07 0,05 0,05 0,05
gCV% intra (12 gl) 11,97 11,27 11,02 11,19
gCV% entre (13 gl) 11,82 10,47 11,36 11,09
PI. (25 gl) 12,78 11,36 11,74 11,65
IC95% P.I. (n=2 ek =1) logl0 CCIDs, +0,19 +0,09 +0,13 +0,12
Limite de aceita¢ao log10 CCIDs, +0,5

CCIDs = Cell culture infectious dose 50%; n = n° de replicatas por ensaio; k = n° de sessées (corridas) de ensaios;
DP = desvio padrio; gl = graus de liberdade; gCV = coeficiente de variagdo geométrico; PI. = precisdo inter-

medidria; IC95% = intervalo de confianga de 95%

Tabela 4. Avaliagdo da veracidade (bias%), da precisdo e da exatiddo
para o ensaio de poténcia da OPV para os quatro componentes virais
utilizando o conceito do Erro Total com nivel de contetido  de 95% e
Nivel de confianga y de 95% para 26 resultados

Trivalente SorotipoI SorotipoII Sorotipo III

Média 6,91 6,94 5,96 6,67
Titulo esp. 6,91 6,93 5,96 6,66
dp 0,0695 0,0527 0,0501 0,0536
IntervaloBabs  6,72-7,10 6,79-7,09 581-6,12 6,52-6,83
Intervalo B % -28a28 -20a24 -25a26 -22a26
GL 25 25 25 25
Lim. Aceit. (A, B)  £20% +20% +20% +20%
Bias % 0,002 0,201 0,068 0,225
gCV% PL 18,88 14,60 14,29 15,22
Conclusdo Exato Exato Exato Exato

Titulo Esp. = Titulo Esperado; dp = desvio padrio; gCV% = Coeficiente
de Variagdo geométrico %; Intervalo B = intervalo de contetido ;
abs = valores absolutos; GL= graus de liberdade; Lim. Aceit. = Limites
de aceitagio; PI. = Precisdo Intermedidria

Tabela 5. Andlise estatistica das diferengas entre os resultados de
poténcia do Laboratério Produtor e do INCQS para 39 lotes de OPV

Componente  Trivalente SorotipoI SorotipoII Sorotipo III

Diferen¢a média 0,170 0,044 0,061 0,339
LSCosy 0,302 0,106 0,168 0,548
LICos5 0,038 -0,019 -0,047 0,130
KS 0,367 0,619 0,347 0,100

N 39 39 39 39
DP 0,0726 0,0413 0,0581 0,1391
gCV% 13,62 11,13 11,44 17,89

gCV% = Coeficiente de Variagio geométrico; KS = Teste de Kolmogorov
Smirnov para distribuicdo normal («>0,05); DP = Desvio padrdo; LIC,
LSC = limites inferior e superior de confianga 95%; N = niimero de ensaios
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Precisao

A tabela 4 apresenta os resultados da avaliacdo
da precisdo do método para os quatro componentes
virais. Os resultados foram obtidos em 13 sessdes de
ensaios de rotina (k =13), com duas replicatas por
ensaio (n = 2) e utilizando a vacina de referéncia lote
24-A. O Coeficiente de Variagao geométrico da Precisdo
Intermediaria ndo poderia ser maior do que 20%.

Exatidido

O intervalo de contetido-{ calculado foi comparado
com os limites esperados (A, B) de £20%, devendo situar-se
dentre estes limites.

Critério de aceitacdo 4-6-20%

Foi avaliada a porcentagem de resultados dentro
do intervalo esperado (A, B) para exatidio de +20%
para cada um dos componentes virais. A proporgao foi
superior aos 66,7% preconizados em todos os resultados
(100% Trivalente, 100% Tipo I, 100% Tipo II e 95,83%
Tipo III).

Reprodutibilidade

Foi calculada utilizando a média das variincias
entre os resultados de poténcia obtidos pelo INCQS
e pelo Laboratério Produtor. A tabela 5 demonstra
a andlise estatistica das diferencas absolutas entre os
resultados obtidos pelo INCQS e pelo laboratério
Produtor para a poténcia em logl0 CCID;y/dose de 39
lotes da OPV de todos os quatro componentes virais. O
Coeficiente Geométrico de variagdo entre os resultados
destes dois laboratorios, para o componente trivalente,
foi 13,62%, a diferenca média 0,170 (IC95% 0,038 a
0,302) e o desvio padrio 0,0726.
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Incerteza de Medicao

A Incerteza Padrao Combinada (u.) e a Incerteza
Expandida (U) para os diferentes componentes virais foram:
Trivalente (u. = 0,0113; U = +2,26%); Tipo I (u. = 0,0074;
U =+1,49%); Tipo II (u. = 0,0070; U = +1,41%); e Tipo III
(u.=0,0073; U = £1,47%).

DISCUSSAO

Este estudo foi realizado para a valida¢do do
ensaio de poténcia de OPV. As principais caracteristicas
avaliadas no estudo de validacdo, por se tratar de um
ensaio quantitativo, foram a veracidade, precisio e
a exatidao, avaliadas pela abordagem classica ICH? e
pela aplicagdo do conceito do Erro Total’; foram ainda
avaliadas a adequacio ao critério de aceitagdo da exatidao
4-6-15 descrito pelo FDA!, adotando a variagdo maxima
aceita como 20% (4-6-20) e em uma abordagem pratica,
a média das variancias entre os resultados obtidos no
INCQS e no laboratério produtor (por amostra), foi
utilizada para calcular o gCV% geral para determinar a
reprodutibilidade do ensaio.

A interpretacio do guia ICH? é confusa,
misturando a avaliacdo do erro sistemético, representada
pelo critério de veracidade, com a avaliagdo do Erro Total
representada pelo critério da Exatidiao®. A Norma ISO
57257 prové uma defini¢do adequada para a determinacio
da exatiddo de métodos quantitativos, definido como
a soma da veracidade e da precisdo. Esta abordagem
para validagdo e transferéncia de métodos analiticos é
chamada de “Conceito do Erro Total”

A avaliagdo da veracidade com a abordagem do
conceito tradicional ICH?* demonstrou que nio houve
diferenga significativa entre as médias dos titulos obtidos
no ensaio de valida¢do e o valor esperado em nenhum
dos quatro componentes virais (bias apresentada:
Trivalente = 0,002%; Tipo I = 0,201%; Tipo II = 0,068%;
Tipo III = 0,225%) quando testados com o teste t de
Student como recomendado pela SFSTP“. Desse modo,
nosso estudo demonstrou que o ensaio de potencia para
OPV apresentou veracidade satisfatoria. Embora os
ensaios para todos os componentes tenham apresentado
bias satisfatdrio, a faixa de aceitagdo deste paramétro pelo
teste t de Student é muito estreita e aceitou diferencgas
apenas da ordem de *0,02 logl0 CCIDs,/dose, nas
condicdes obtidas no estudo, corresponderam a um
bias% de 0,34%. Gibelin et al.’ adotaram como critério
de aceitagdo +0,2 logl0 CCIDs,/dose para avaliagio da

exatiddo, seguindo a abordagem classica da ICH. Embora
osautores ndo tenham escalarecido no trabalho publicado
o porqué da adoc¢io deste valor, ele correspondeu a um
bias de £2x desvio padrdo da Precisdo Intermedidria, que
¢ uma abordagem alternativa, mais coerente resultando
em menor reprovacgao de ensaios satisfatorios. Também
com esta finalidade, a OMS'8 estabelece que uma variacao
de +0,5 logl0 ¢é satisfatoria entre titulagdes de vacinas
contra polio oral.

Apesar de na abordagem convencional ICH?
os critérios de aceitagdo pré-estudo para métodos
bioanaliticos requererem, dentro da avaliagio da
exatiddo, que a média observada esteja entre +15% do
valor nominal®.

Nossos resultados mostram que, quando aplicado
o conceito do Erro Total para o calculo da Exatidio, os
ensaios de potencia para os quatro componentes virais
foram considerados exatos por apresentarem intervalos
de confianca (Trivalente, -2,8 a 2,8%; Tipo I, -2,0 a 2,4%;
Tipo 11, -2,5 a 2,6%; Tipo I1L, -2,2 a 2,6%) menores que 0s
limites esperados (A, B) de +20%.

Boulanger et al’, descrevem que estes limites
esperados devem ser ligados as normas utilizadas para o
ensaio e descrevem os valores utilizados na rotina de 1% ou
2% no granel, 5% em especialidades farmacéuticas, 15% em
amostras clinicas, 30% para ensaios de ligagdo como Radio
Imuno Ensaio e ELISA etc. No entanto, a OMS?® descreveu
que ensaios de ligagdo tém, em geral, uma variabilidade de
5 a 20%, enquanto ensaios em animais ou células podem
ter uma variabilidade maior do que 50%.

Aplicando o conceito do Erro Total Gibelin et
al.?, adotaram os limites de aceitacdo de £30% do valor de
referéncia para os valores de concentragido das amostras
expressos em log10 CCID5,/ml para um ensaio de titulagdo
viral em cultivo celular, porém do tipo ensaio de ligacao.

O ICH Q5A R1%, para avaliagao de seguranga de
produtos biotecnoldgicos que utilizam virus, estabelece
que para a aceitacdo da precisio de métodos, o limite de
95% de confianga para precisdo intermediaria deve ser
menor ou igual a +0,5 logl0 CCIDsy/dose. Com o intuito
de avaliar a Precisao Intermediaria foram calculados, para
cada componente viral, os intervalos de confianga para uma
sessdo de ensaio (k=1) com duas replicatas (n=2) e com
o desenho usado na rotina. Os resultados obtidos foram
10,19 logl0 CCIDs,/dose para o componente Trivalente,
10,09 log10 CCIDs,/dose para o componente Tipo I, 0,13
logl0 CCIDsy/dose para o componente Tipo II e +0,12
log10 CCIDs,/dose para o componente Tipo II1. E possivel
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notar, por meio da andlise de varidncia, que ndo houve
diferenca significativa entre os resultados de replicatas (n)
e de sessoes (k) para o ensaio de potencia de nenhum dos
componentes virais. Em caso de necessidade de repeti¢oes
para obtencio de maior precisio, tanto poderia ser
aumentado o numero de replicatas por ensaio, quanto o
nimero de repeti¢des de ensaios.

Os resultados demonstraram que todos os
intervalos de confianga de 95%, cédlculados para a
Precisdo Intermediaria dos quatro componentes virais,
foram inferiores a +0,5 logl0 CCIDsy/dose, critério
recomendado pela ICH Q5A RI1* como satisfatdria
para titulagdes in vitro de virus. Portanto, a precisdo do
ensaio pode ser considerada satisfatoria para a intencio
de uso (determinacdo da poténcia de vacinas contra
Poliomielite por meio da determinagéo do titulo viral em
log10 CCIDsy/dose).

A utiliza¢ao da abordagem do Erro Total, para
validacio, requer que se escolham os niveis apropriados
de conteudo (), nivel de confianca (y) e os limites
de aceitacdo; normalmente sdo usados para ensaios
bioanaliticos, 66,7% de conteido, 90% de confianga
e +15% de limites de aceitacdo, que se baseiam nas
recomendagdes do FDA'. Porém, Boulanger et al.'?
consideram a utilizagdo de niveis de contetido de 66,7%
inapropriados e para garantir que 90% das corridas sejam
aceitas, quando o processo de medida continua valido,
os niveis de conteiddo devem ser de no minimo 80%,
tornando as normas de decisdo mais consistentes.

No presente estudo, foram adotados os niveis
de conteudo e de confianca de 95%, mais comumente
utilizados em estudos bioldgicos e os mesmos usados por
Gibelin et al.? para a validaciao de um ensaio de detecciao
de atividade viral em células, porém com um limite de
aceitacdo A e B de 20%, enquanto os autores escolheram
30%, como sugerido para o sistema de deteccdo de
ensaios de ligacdo de antigenos, ensaio utilizado no
referido estudo. Os resultados demonstraram uma
variabilidade menor no ensaio de poténcia para OPV
quando comparados aos encontrados por Gibelin et al.?
para a detec¢ao do Virus da Leucose Aviaria durante o
processo de producéo de vacina contra este virus.

Os coeficientes de variacdo calculados para a
Precisdo Intermedidria de 18,88% (Trivalente), 14,60%
(Sorotipo I), 14,29% (Sorotipo II) e 15,22% (Sorotipo III)
foram menores que os limites de aceitacdo de +20%.
Desse modo, os ensaios para os quatro componentes
virais podem ser considerados com precisao satisfatoria
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para a inten¢do de uso, determinagdo da Poténcia de
Vacina Oral contra Péliomielite.

A Incerteza Expandida (U) dos resultados foi
célculada utilizando um fator K = 2%, que representa
um intervalo que envolve os resultados no qual o valor
verdadeiro desconhecido deve estar compreendido com
uma confian¢a de 95%. A maior Incerteza encontrada
nos ensaios foi a determinagido do titulo Trivalente,
+2,26%. Entao, quando o ensaio for realizado na rotina
para este componente, a Incerteza dos resultados sera, de
no maximo, +2,26%.

A avaliagdo da reprodutibilidade, utilizando
a varidncia entre os resultados obtidos por um mesmo
laboratdrio produtor e pelo INCQS para a poténcia dos
quatro componentes virais em logl0 CCID;y/dose para
39 lotes de OPV, apresentou Coeficiente de Variacido
geométrico inferior ao limite de aceitagao de 20% para
0s quatro componentes virais, assim como a média das
diferencas entre os titulos, que também se apresentou
sempre inferior a +0,5log10, o que constitui uma variagao
entre resultados de ensaios aceita pela OMS*.

CONCLUSAO

Os critérios de aceitacdo da Societé Frangaise
des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP)*
para o conceito do Erro Total para validacdo de métodos
apresentam vantagens sobre os critérios baseados na
estimagdo de pontos para avaliar a veracidade e precisdo
e demonstrar a exatiddo, principalmente na validagdo de
ensaios biologicos. A abordagem do intervalo de confianga
prové maior controle dos riscos associados em aceitar um
procedimento inadequado e rejeitar um método satisfatorio.

O ensaio de poténcia para OPV apresentou os
critérios de veracidade, repetitividade, precisio entre-
ensaios, precisdo intermedidria e reprodutibilidade
satisfatorios, ou seja, ¢ um método exato, confiavel e
conveniente para avaliar a poténcia destas vacinas.
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