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RESUMO

A monografia farmacopeica da vacina triplice viral (sarampo/caxumba/rubéola) exige a validagdo de desempenho
do ensaio de poténcia utilizando-se apropriado material de referéncia (MR). Com o intuito de estabelecer o primeiro
MR de trabalho (MRT) nacional para a vacina triplice viral, foi realizado o estudo colaborativo nacional com a
participagdo de duas unicas instituigdes que executam o ensaio de poténcia desta vacina, o Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos, produtor nacional) e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
O material candidato (cMRT ), preparado pelo produtor, foi avaliado pelos laboratérios participantes utilizando-se
as respectivas metodologias in-house de determinagdo de poténcia. O cMRTBio foi considerado apropriado como
MR in-house por estar em concordancia com as especificagbes recomendadas nas normativas de compéndios,
a saber: variagOes intra- (< 5 %), inter-ensaios (< 10 %) e entre laboratorios (< 10 %) abaixo dos limites aceitdveis; e
poténcia estimada (log,, CCID, /DH) em 3,72 para sarampo, 4,80 para caxumba e 3,70 para rubéola. Este trabalho
reflete o compromisso do unico produtor nacional da vacina triplice viral com a saide publica, descrevendo-se a
expansdo da tecnologia, o cumprimento as diretrizes internacionais, o cuidado com o controle da qualidade e culminancia
para a autossuficiéncia nacional na produgéo de vacinas.

Palavras-chave. material de referéncia, poténcia bioldgica, vacina triplice viral.

ABSTRACT

The pharmacopoeia monograph for the measles/mumps and rubella (MMR) triple vaccine demands to perform
the validation of the potency assay by using the suitable reference material (MR). Aiming at establishing the first
work MR (MRT) for the MMR triple vaccine, a national collaborative study was performed with the participation of
the two unique national institutions working on the vaccine potency evaluation test, the Imunobiological Technology
Institute (Bio-Manguinhos, national manufacturer) and the National Institute for Quality Control in Health. The
candidate product (¢cMRT, ) prepared by the manufacturer was evaluated by the participant laboratories by employing
the respective in-house methodologies for determining the potency. The cMRTBio was considered suitable as in-house
MR, according to the specifications based on the normative compendia, being the intra-assay (< 5 %), inter-assay
(< 10 %) and between laboratories variations (< 10 %) below the acceptable limits, and the estimate potency
(log,, CCID,/DH) in 3.72 for measles, 4.80 for mumps and 3.70 for rubella. This study reflects the commitment
of the unique national MMR vaccine producer to the public health, describing the expansion of technology,
the compliance with international guidelines and the careful quality control, leading to the national self-sufficiency in the
vaccine production.

Keywords. reference material, biological potency, MMR vaccine.
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INTRODUCAO

A vacina triplice viral (sarampo/caxumba/
rubéola) fornecida pelo Instituto de Tecnologia
em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos) ¢ uma
preparagdio mista liofilizada, na apresentagido
em frascos de 10 doses. Durante todas as
etapas de produgdo ha o monitoramento do
produto quanto a sua qualidade requerida pelas
normas nacionais e/ou internacionais vigentes,
sendo o Departamento de Qualidade (DEQUA)
responsavel por todos os ensaios quimicos
e bioldgicos preconizados para a liberagdo
da vacina triplice viral, incluindo toxicidade
inespecifica, esterilidade, poténcia, termoestabilidade,
identidade, pH, umidade residual e aspecto’.

No que diz respeito a imunogenicidade
de vacinas, a determinacio da concentracdo
viral ou teste de poténcia, para vacinas de
virus vivo atenuado é considerada o parametro
mais critico, visto que o conhecimento da
dose ¢ fundamental para predizer sua
seguranca e eficicia clinica. No caso da
vacina triplice viral, a determinagdo da poténcia
¢ realizada desde os produtos intermediarios -
concentrados virais monovalentes de sarampo,
caxumba e rubéola - até o produto final na
forma  trivalente. Além  disso, conforme
requerimento da Organizagdio Mundial da
Saide (OMS)* e da Resolu¢io da Diretoria
Colegiada (RDC) 17/2010°, em todas as etapas
de produ¢aio é mandatéria a utilizacio de
um material de referéncia (MR) para validar
0 ensaio.

Os MRs sao utilizados nos laboratdrios
para o controle das andlises quimicas, fisico-
quimicas e microbioldgicas, na calibragdo de
equipamentos, acompanhamento e avaliagio de
analistas, controle/atribuicaito de valores a
materiais e desenvolvimento de metodologias®.
Os MR de trabalho (MRT) sio produzidos
no proprio laboratério e requeridos na
rotina de acordo com o “Guideline for the
in-house production of reference materials™.

Uma vez que o padrio de qualidade
exigido tem sido cada vez maior, seja através
da intercambialidade do que se é produzido ou
mesmo através da personalizacgio de produtos,

\

faz-se necessaria a busca pela autossuficiéncia
do conhecimento nas técnicas produtivas e de
medicdo. Para caracterizar uma medicao,
deve-se estar provido de sistemas confidveis
capazes de garantir um nivel minimo exigivel
como resultado®, entretanto, as varidveis inerentes
aos produtos biologicos complexados a ensaios
biologicos tornam complexa sua quantificagdo em
termos de Unidades Internacionais (Le Systéme
International d’Unités). Como alternativa, a
atividade bioldgica ou o resultado de um
ensaio biolégico pode ser quantificado ou
estimado em termos de MR, que é de conhecimento
ser ativo ou conter o analito o qual é testado ao
mesmo tempo em que a amostra teste’.

Assim, a necessidade de MRs no controle
da qualidade de produtos imunobioldgicos ¢é
notéria e evidente. O MR ¢ um recurso de alto
valor agregado presente em inimeros produtos
dos mais diversos setores da industria®, sendo
primordiais, quando se considera as perspectivas
urgentes de harmoniza¢do de metodologias entre
laboratdrios produtores e reguladores.

Visto que atualmente Bio-Manguinhos vem
utilizando no controle da qualidade, lote a lote,
da poténcia da vacina triplice viral o MRT
trivalente (sarampo/ caxumba/ rubéola) cedido
através do acordo de transferéncia de tecnologia
com GlaxoSmithKline (GSK) e diante do avancado
estagio da transferéncia de tecnologia desta
vacina, o objetivo do estudo foi estabelecer e
validar um MRT que sera utilizado na
rotina como controle dos ensaios para a
determinacdo de poténcia da vacina triplice
viral nos laboratérios de controle da qualidade
de Bio-Manguinhos e do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS).

Esta iniciativa traz relevancias para
a saude publica, uma vez que contribui
para a harmonizagdio dos pardmetros técnicos
de controle da qualidade realizados pelas
Instituigdes nacionais, atende o requerimento
da ANVISA, que em sua Agenda Nacional
de Prioridades de Pesquisa em Vigilancia
Sanitaria®  propdée = como estratégias 0
desenvolvimento de MRs e contribui para a
evolugdo da  autossuficiéncia nacional na
produgéo de vacinas.
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MATERIAL E METODOS

Virus e Células

A cepa Schwarz da vacina do
sarampo, a cepa RIT 4385 - derivada da cepa
Jeryl Lynn da vacina da caxumba e a cepa Wistar
RA 27/3 da vacina da rubéola foram utilizadas
para a elaboracaio do MRT. As trés cepas sdo
constituintes da vacina trivalente sarampo/
caxumba/rubéola  empregada no  programa

de vacinagdo publica no Brasil. As células
de  linhagem  utilizadas  para titulagdo
do virus foram a Vero para sarampo

e caxumba e RK-13 para a rubéola.

Participantes

Dois laboratérios brasileiros participaram
do estudo. O [Instituto de Tecnologia
em Imunobioldgicos  Bio-Manguinhos  (Bio,
laboratério A) e o Instituto Nacional de Controle

de Qualidade em Saude (INCQS,
laboratério B), responsiavel pela liberacdo
de lotes de  imunobioldgicos  utilizados

no Brasil.

Candidato a material de referéncia de trabalho da
vacina triplice viral

O lote da vacina candidato, designado
inicialmente de cMRT, ~ foi origindrio de
uma partida de producao de rotina. Cada
dose de 0,5 mL do cMRT, reconstituido

(que corresponde a dose humana, DH)
conttm ndo menos que o equivalente a
1.000, 5.000 e 1.000 CCID, (dose 50 %

infectante em culturas de células) para o virus
do sarampo, caxumba e rubéola, respectivamente.

Materiais de referéncia

Os  ensaios foram  validados em
paralelo com os MR internacional (MRI)
monovalentes, provenientes do National Institute
for Biological Standards and Control (NIBSC),

sendo estes designados de MRI ., sarampo
(MRI .. arampo code:  92/648),  caxumba
( NIBSC  coumbe, | COdE: 90/534) e rubéola
(MRI oo ieua  COde:  91/688) e com o
MRTcontrole (MRT_, ) origindrio da GSK e

atual MRT de Bio-Manguinhos.
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Determinac¢ao da poténcia ou titulagio viral pelo
método de CCID,

Para a titulagdo, por teste foram
utilizados trés frascos do lote cMRT, , um frasco
do lote MTR_, ou um frasco do MRI, .
reconstituidos  no  diluente.  Os  MRTs
mono ou  multivalentes  foram  diluidas
consecutivamente em  fator 10  seguida
pelo fator 4 (laboratério A) e fator 2
(laboratério B) em  antissoros  especificos
que permitem a neutralizagio dos virus.
Para a visualizaggo do virus da caxumba
foi utilizado o antissoro do sarampo, para
a visualizagdo dos virus do sarampo e da rubéola
foi utilizado o antissoro da caxumba.

Para cada diluigdo da vacina, um
volume de 0,5 mL foi inoculado sobre a
monocamada de células Vero (caxumba e
sarampo) e RK-13 (rubéola). No laboratério A
as placas foram incubadas a 33 °‘C por
9 dias em estufa contendo 5 % de CO,
e os titulos dos virus presentes na vacina
calculados pelo método de Reed-Muench.
No laboratério B as placas contendo células
Vero foram incubadas a 36 ‘C por 9 dias e as
placas contendo células RK-13 foram incubadas
a 32 'C por 12 dias. Apds incubagio, o efeito
citopatico foi avaliado e os titulos calculados
pelo método de Spearman e  Karber.
Com base nas leituras dos virus do sarampo,
caxumba e rubéola, a poténcia foi expressa em
log ,CCID, / DH.

Analise da homogeneidade do lote candidato

Para a avaliagdo da homogeneidade do
lote cMRT, , dez frascos foram selecionados
aleatoriamente, sendo avaliados em quadruplicata.
Os resultados de poténcia foram analisados
quanto a variabilidade inter e intra-frasco
pela determinagcdo dos desvios-padrio (DP)
e coeficientes de variagdo (CV), utilizando o
modelo de efeitos aleatorios™® utilizando o
software R Project.

Controle estatistico de processo

As cartas de controle foram
confeccionadas para verificar se o processo de
medi¢do estd sob controle estatistico, sendo
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elaboradas pelas diferencas das médias das
quadruplicatas do cMRT, e do padrio MRT_
para cada um de seus componentes. Para isso
foi utilizado o programa de controle estatistico
de processo, SPC Explorer RT, da empresa
Quality America Inc. Os limites de confianga
de 2 ou 3 DP foram calculados a partir da
dispersao das diferencas supracitadas até o vigésimo
valor de «cada grafico, como recomendado
pela OMS'. Os valores que apresentam um
circulo indicam que o processo deve ser
revisto o que pode ocorrer em alguma
das seguintes situacdes: 9 pontos sucessivos
do mesmo lado da linha central e
6 pontos sucessivos subindo ou descendo.
Quando um valor estiver localizado além da
linha de 3 DP este ensaio é considerado
invalido e deve ser repetido, nesse caso o
programa sinaliza com um circulo e um
quadrado em volta do ponto.

Analises estatisticas

Os critérios de aceitagdo dos testes
foram aqueles estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira'. As avaliagbes graficas realizadas
permitem verificar se os resultados obtidos
variam de forma  diferenciada  conforme
o dia e a amostra testada. Visando avaliar
a poténcia média de cada componente,
considerando e quantificando as variagdes que
sdo devidas aos diferentes dias e amostras
foi utilizado um modelo de efeitos aleatdrios'

Tabela 1. Dados obtidos no ensaio de calibragdo do MRT

CTRL

utilizando o software R Project. Este modelo
permite estimar a propor¢do da variabilidade
(CV e DP) em relagio aos diferentes dias
e amostras, além de considerar a influéncia
destes fatores na estima¢ao da poténcia média.

A consisténcia dentro de cada laboratério
foi determinada pelo calculo do CV do
log da poténcia estimada do cMRT,,
independentemente para os trés componentes
virais. A variacdo entre os laboratdrios foi
expressa pelo DP e variagbes (menor e maior)
da poténcia estimada de cada laboratorio.
A poténcia foi estabelecida pela combina¢ao
de todos os frascos analisados e expressos
em log CCID, / DH e intervalo de
confianga de 95 % (IC 95 %).

RESULTADOS

Ensaio de calibragao (verificagao)

Visto que a OMS preconiza a calibra¢ao
do MRT candidato frente ao MRI, foi realizada
uma andlise de equivaléncia entre o MRI . .
(monovalentes) versus o MRT_,, (trivalente)
devido a quantidade limitada do MRI .
Este desenho experimental teve como objetivo
utilizar o MRT_,, como referéncia do desempenho
dos ensaios de poténcia do cMRT, . Os resultados
demonstraram equivaléncia da poténcia entre
os padrdes avaliados, sendo o MRT_ validado
como padrao interno de desempenho do teste
de poténcia do cMRT,,_(Tabela 1)

frente ao MRI

NIBSC

Poténcia (logl0 CCID,_ / DH)

Virus Sarampo Caxumba Rubéola
componente
Poté'ncia >3,0 >3,7 = 3,0
especificada
Replicata MRI__ MRT,_ . MRI MRT,_ MRIL__ MRT,_ .
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
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Homogeneidade do lote candidato ao material
de referéncia de trabalho para o teste de poténcia

A homogeneidade do lote cMRT, foi
avaliada pelos parametros de variabilidade
inter e intra-frascos. Os resultados obtidos foram
considerados homogéneos, visto que todos os
CVs foram inferiores a 10 % (Tabela 2), estando
dentro do limite de aceitagdo®. Estes limites
foram embasados na recomendacio da OMS
(1997), que aceita o valor de acima de 50 %
de variabilidade para ensaios biologicos'.
Em paralelo, a andlise residual indica que a
variancia dos residuos é constante (p > 0,05) e os
residuos sao normais (p > 0,05), reforcando que
as suposicoes do modelo (homocedasticidade
e normalidade) sdo vdlidas e o lote cMRT,
pode ser considerado homogéneo.

Avalia¢ao da poténcia bioldgica

Os dados do comportamento da analise
de poténcia do MRT., e cMRT, foram
agrupados pelo dia de andlise. As variagdes
relativas a estes pardmetros foram quantificadas
utilizando um modelo de efeitos aleatdrios®.
Baseado nestes calculos foi possivel quantificar
as fontes de variabilidade que compoem a
varidncia da poténcia viral, usando o DP

estimado, CV e IC 95 %. O conhecimento
destes componentes de varidncia permite
melhor avaliagio de respostas a diferentes
ensaios, conduzidos ou ndo no mesmo dia.

Os valores calculados individualmente para os

padrao de variagdo (Tabela 3). Baseados nestes

componentes de variancia, foram calculadas
as poténcias virais individuais obtidas pelas
instituicoes e as  poténcias  institucionais

combinadas para a obtencdo do calculo final
da determinagio da poténcia viral do cMRT,
(log,,CCID, / DH) (Tabela 4)

Sarampo

Baseado nos componentes de variancia,
a poténcia média para sarampo no cMRT,
pode ser estimada e o IC 95 % calculado
considerando as fontes de variagio estudadas
para cada um dos laboratérios. De acordo
com os resultados demonstrados na Tabela 3,
verificamos um DP menor que 0,5 para todas
as fontes de variacdo (dia, inter- e intra-frasco),
bem como, o CV menor que 10 % em ambos
os laboratdrios que realizaram o ensaio.

Assim, a poténcia média estimada
(log,, CCID,/ DH) do componente sarampo
obtida pelo laboratério A deste lote foi de 3,73
e IC 95 % entre 3,48 - 3,98, enquanto do
laboratério B foi de 3,72 e IC 95 % entre
3,68 - 3,77 (Tabela 4). De modo a garantir a
confiabilidade dos dados apresentados, foi
avaliado o perfil dos resultados através do uso
de cartas controle demonstrando que o
processo de medicdo esta sob o controle
estatistico, permitindo ainda, uma avalia¢do
correta da  conformidade do  produto®.
Na Figura 1A ¢é possivel observar que a partir do

componentes virais do cMRT, encontrados nono valor consecutivo do mesmo lado da
nos dois laboratdrios demonstraram o mesmo  linha da média, apenas trés valores foram
Tabela 2. Avaliagdo da homogeneidade do cMRT,
Virus componente
Medidas Sarampo Caxumba Rubéola
Poténcia (log,, CCID, / DH)*

Meédia® 3,56 4,57 3,45

DP inter-frasco 0,138 0,421 0,074

CV inter-frasco (%) 3,88 9,21 2,13

DP intra-frasco 0,167 0,124 0,110

CV intra-frasco (%) 4,70 2,71 3,18

*Média referente as quadruplicatas do frasco de ¢cMRT, ; *Média referente as médias de cada frasco cMRT, DP: desvio-padrio;

CV: coeficientes de variacdo
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destacados pelo programa como sinal de
alerta para a revisaio do processo, mas que

nao invalidam os ensaios. Conforme os
resultados estatisticos demonstrados na
Tabela 4, a poténcia combinada de ambos

os laboratorios foram similares, o CV entre
eles foi de 2,65 e média ponderada de 3,72 e
IC 95 % entre 3,53 - 3,91 (log , CCID, / DH).

Caxumba

Na avaliacdo do componente caxumba, os
valores da andlise de variancia foram estimados
conforme supracitado, sendo verificadas as
suposi¢oes do modelo utilizado como satisfeitas,
ndo sendo identificados valores discrepantes.
De acordo com os resultados demonstrados
na Tabela 3, verificamos um DP menor que 0,5
para todas as fontes de variagdo (dia, inter- e
intra-frasco), bem como, o CV menor que 10 %,
em ambos os laboratdrios que realizaram o ensaio,
conforme o observado para o virus do sarampo.

Baseado nestes componentes de
variancia, a poténcia média para caxumba no
cMRT, ~ pode ser estimada e IC 95 %
calculado considerando as fontes de variacdo
estudadas. Assim, a poténcia média estimada
(log,, CCID,/ DH) do componente caxumba
para este lote foi de 4,75 e IC 95 % entre
4,57 - 494, enquanto do laboratério B foi
de 4,81 e IC 95 % entre 4,79 - 4,84 (Tabela 4).
A confiabilidade dos dados foi avaliada pela carta
controle foi utilizada confirmando que o processo
de medigdo esta sob o controle estatistico e o produto
em conformidade, observando-se que todos os
valores encontravam-se entre as duas linhas de
2 DP (Figura 1B).

Conforme os resultados estatisticos
demonstrados na Tabela 4, mostramos que as
poténcias combinadas de ambos os laboratdrios
foram similares, o CV entre eles foi de 1,56
e média ponderada de 4,80 e IC 95 % entre
4,66 - 4,95 (log , CCID, / DH).

Rubéola
Na avaliagio do componente rubéola,
os resultados da andlise de variincia

foram estimados conforme supracitado, sendo
verificadas as suposicoes do modelo utilizado

como satisfeitas e nio sendo identificados
valores discrepantes. De acordo com os
resultados demonstrados na Tabela 3,

verificamos um DP menor que 0,5 para todas
as fontes de variacdo (dia, inter- e intra-frasco),
bem como, o CV menor que 10 %, em ambos
os laboratérios, conforme o observado para o
virus do sarampo e caxumba.

Baseado nestes componentes de variancia,
a poténcia média para rubéola no cMRT,
pode ser estimada e seu IC 95 % calculado
considerando as fontes de variagdo estudadas.
A poténcia média estimada (log,, CCID,/ DH)
do componente rubéola para este lote foi de 3,67
e IC 95 % entre 3,51 - 3,83, enquanto do
laboratério B foi de 3,70 e IC 95 % entre
3,67 - 3,73 (Tabela 4). A carta controle utilizada
como ferramenta para acompanhar a tendéncia
da poténcia do cMRT,, confirmando que o
processo de medigdo estd sob o controle
estatistico e o produto em conformidade.
Na Figura 1C é possivel observar que a
partir do nono valor consecutivo do mesmo
lado da linha da média, apenas dois valores
foram destacados pelo programa como sinal de
alerta para a revisio do processo, mas que
ndo invalidam os ensaios.

Conforme os resultados estatisticos
demonstrados na Tabela 4, mostramos que
as poténcias combinadas de ambos os
laboratérios foram similares, o CV entre eles
foi de 2,20 e média ponderada de 3,70 e IC 95 %
entre 3,54 - 3,85 (log, | CCID, / DH).

DISCUSSAO E CONCLUSAO
No presente estudo foi realizado
o estabelecimento do primeiro MRT da

vacina triplice viral brasileira produzido pelo
Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos
(Bio-Manguinhos). A iniciativa de nacionalizagdo de
um MRT faz parte do processo de transferéncia
de tecnologia e cumprimento de exigéncias das
normativas de compéndio, uma vez que o atual
MRT utilizado no controle da qualidade dos
componentes virais sarampo/caxumba/rubéola
para a liberagio de lotes vacinais da triplice
viral pela Instituicdo sdo provenientes da empresa
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Tabela 3. Componentes da varidncia para os virus componentes do cMRT,

Virus componente

Componente de

varidncia Sarampo Caxumba Rubéola
DP Cv IC DP Ccv IC DP CvV IC
Analise realizada pelo laboratorio A
Entre dias 0,254 6,82 0,143 -0,451 0,110 2,30 0-0,310 0,167 4,54 0,094 - 0,297
Inter-frasco 0,092 2,48 0,052 -0,141 0,338 7,10 0,263 -0,451 0,068 1,85 0,043 - 0,100
Intra-frasco 0,149 4,01 0,134 - 0,173 0,123 2,58 0,108 - 0,142 0,098 2,68 0,087 - 0,113
Analise realizada pelo laboratorio B
Entre dias 0,033 0,88 0,000-00,082 0,000 0,00 0-0,034 0,000 0,00 0-0,042
Inter-frasco 0,000 0,00 - 0,020 0,42 0-0,058 0,019 0,50 0-0,056
Intra-frasco 0,073 1,95 0,059-0,093 0,063 1,31 0,050-0,082 0,076 2,06 0,061-0,098

Laboratério A: Bio-Manguinhos e B: INCQS; DP: desvio-padrio; CV: coeficientes de variagao; IC: intervalos de confianca de 95 %

Tabela 4. Média das poténcias estimadas dos laboratorios de todos os componentes virais cMRT

Poténcia (log , CCID50/ DH)

Virus componente Sarampo Caxumba Rubéola
(Especificagoes) (=3,0) (=3,7) (=3,0)
Laboratdrio A B A B A B
Poténcia média 3,73 3,72 4,75 4,81 3,67 3,70
Poténcia combinada 3,72 4,80 3,70
DP 0,007 0,042 0,021
CV 2,65 1,56 2,20

Laboratdrio A: Bio-Manguinhos e B: INCQS; DP: desvio-padrao; CV: coeficientes de variagao

fornecedora da tecnologia, a GSK. O lote de
MRT,  produzido originou 2.000 ampolas com a
mesma concentracdo de material suficiente para
a realizagdo dos ensaios da poténcia bioldgica da
vacina de rotina. O MRT, _ foi estocado de forma
estavel, liofilizado a - 20 °C e monitorado sua
qualidade e homogeneidade. O estabelecimento do
MRT,,_ foi obtido pelo estudo colaborativo nacional,
constituido do tnico produtor nacional da vacina e
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) demonstrando concordancia
entre laboratorios e ensaios, sendo considerado
apropriado como MRT, segundo as normas da
OMS.

Seguindo as premissas de produgio e
elaboragio de MRs bioldgicos recomendados
pela OMS* e as adequagdes destas normas para
MR secundérios para vacinas”” foi realizado
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o planejamento para o estabelecimento do
candidato a MRT,, denominado em um
momento inicial de cMRT, . Apesar da ndo
obrigatoriedade do cMRT, ser originirio de
um lote comercial, a formula¢do combinada
similar a da vacina (trivalente) produzida
atualmente pela Instituicdo traz vantagens na
comparabilidade frente aos MRs monovalentes,
além de reduzir possiveis interferentes presente
em outra formulagao.

Apds a conclusio que o lote produzido
para o preparo do cMRT,  apresentou
caracteristicas como integridade, composi¢io e
poténcia em conformidade com as especificagdes
exigidas, a etapa seguinte recomendada pela OMS
foi a verificacio frente ao MRI. No contexto
de ensaios biologicos e especificamente para a
avaliacdo da poténcia dos componentes virais
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da vacina triplice, o MR ¢ utilizado como
controle positivo, ou seja, ¢ um padrio para
a determinagdo da eficicia do desempenho
do ensaio”. Assim, foi elaborado o desenho
experimental ~ cruzado, onde  inicialmente
realizou-se a andlise de equivaléncia entre o
MRI .. versus o MRT_. -~ atual MRT de
Bio-Manguinhos utilizado na rotina laboratorial.
Uma vez reafirmada a eficiéncia do MRT_ .
como controle do ensaio, este foi utilizado
no controle de todos os ensaios de determinacio
da poténcia dos componentes virais do cMRT,. .
A importincia da recalibragio do MRT_
frente ao MRI, . trouxe outra relevancia:
a revalidagio do desempenho do ensaio de
poténcia utilizado pela Instituigdo e previamente
validado e protocolado junto a ANVISA, uma
vez que, tanto o MRI . como o MRT_,,
apresentou resultados de poténcia dentro das
especificagdes dos fornecedores.

Seguindo as etapas de caracterizacdo do
lote ¢MRT, ~foram selecionados 10 frascos
aleatorios para o estudo de homogeneidade.
Estes foram avaliados em quadruplicatas, sendo a
variacao no mesmo frasco (CV-intra-frasco) inferior
a 5 % e entre os frascos (CV inter-frascos), inferior
a 10 %. As variagdes encontradas para todos os
componentes virais foram consideradas de baixa
relevancia quando levado em conta o quantitativo
aceitavel para ensaios biologicos (superior a
50 %) pela OMS™. Assim, a partir de analises
estatisticas, considerando as variaveis importantes
na determinagdo da homogeneidade de um lote
candidato, o cMRT,_foi considerado homogéneo

Apesar do manual da OMS" explicitar
que é possivel a elaboragio do MRT sem o
estudo colaborativo, quando se trata de um
grande e unico produtor da vacina em ambito
nacional, no presente trabalho ¢é realizado
um estudo colaborativo com o INCQS,
responsavel pela liberagio de todos os lotes
de vacina utilizados no Brasil, de modo a
fortalecer o estudo e estabelecer um valor de
consenso nacional da poténcia dos componentes
virais do cMRT .

Para a avaliacio da poténcia bioldgica
dos virus que compdéem o cMRT, , optou-se
pela avaliagdio da poténcia inter- 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
biolégico do ensaio e do MR justificarem
estas variagoes. Em um primeiro momento,
foi realizado uma andlise de comportamento
entre as médias dos frascos do cMRT, e
MRT_ . e verificado que as poténcias oscilam
de acordo com o dia, sendo este perfil pareado
com o padrio MRT_ . De posse deste
entendimento, foi realizada uma andlise das
variaveis que influenciam, principalmente, os
limites de poténcia, utilizando um calculo de
efeitos aleatorios, levando em consideracdo as
variaveis dia, inter- e intra-frascos. Estes calculos
foram aplicados para os ensaios realizados
pelas duas instituigdes colaboradoras. Uma vez
ajustado o modelo, a poténcia estimada de cada
componente viral do cMRT, foi calculada
em (log, CCID,/ DH) 3,72 para sarampo,
4,80 para caxumba e 3,70 para rubéola.

De modo a determinar a consisténcia
dos valores de poténcia estimados, o célculo 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 considera¢do o aceitavel pela OMS,

estas  pequenas  variagdes  intrinsecas e
caracteristicas de  ensaios  bioldgicos  sao
justificadas. Corroborando com estes dados,

o DP de todos os ensaios foi menor que 0,5
para todas as fontes de variagio (entre dias,
inter- e intra-frasco), porém, esta fonte de variacao
ndo representa um valor referencial, dificultando
sua interpretagdo.

Devido a falta de parametro da
variabilidade aceitavel para MR  bioldgico,
a proposta de que o indice de 10 % de variagdo
seria um Otimo resultado de confianga dos
testes foi reforcada por alguns estudos
colaborativos descritos na literatura. Baseado
nestes dados a consisténcia da poténcia viral
da vacina triplice viral oriunda de diferentes
laboratérios produtores foi determinada pelo
calculo do CV, sendo observados valores de
até 7,7 % para sarampo, 11,6 % para caxumba
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e 11,7 % para 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
MR, entre os laboratérios participantes de um
estudo colaborativo'. Em contrapartida, os CVs
encontrados no estudo atual foram de 2,65 %
para sarampo, 1,56 % para caxumba e 2,20 % para
rubéola demonstrando que o cMRT, apresenta
consisténcia da poténcia estimada com pouca
variabilidade quando avaliada por diferentes
laboratérios, apesar das diferengas metodoldgicas.
Porém, a maior variabilidade encontrada no
trabalho supracitado'” pode ser decorrente da pouca
consisténcia entre os laboratérios envolvidos neste
estudo colaborativo, sendo este perfil de variagao ja
relatado previamente em um estudo internacional
com variagdes aceitdveis pela OMS de (log,): 1,0
para sarampo, 2,0 para caxumba e 2,0 para
rubéola. Assim, visto que ndo existe um padrao de
variagdo definido e por se tratar de um ensaio
bioldgico, foi considerado que os valores de CV
e DP encontrados nas varidveis avaliadas sao
insignificantes, ponderando os valores aceitdveis
pela OMS™. Isto reforca que os valores encontrados
neste trabalho trazem grande credibilidade a
poténcia estimada para os componentes virais
do cMRT,_ .

Tendo conhecimento que as variagdes
encontradas no MR podem ocorrer por alteragdo
da atividade do produto, do préprio método
(insumos, reagentes, equipamentos, operadores,
ambiente) e de outros fatores envolvidos (como
linhagens celulares), o uso de uma abordagem
que permita quantificar a por¢do da variabilidade
final que é devida a cada uma destas fontes
foi considerado um ganho relevante no conhecimento
do perfil dos resultados do MR, na avaliagdo das
tendéncias dos resultados obtidos durante os
ensaios de poténcia bioldgica dos componentes virais
do cMRT, . Nesse sentido, os valores atribuidos
para o cMRT, em cada ensaio foram avaliados
utilizando uma importante ferramenta estatistica:
a confeccdo de cartas controle dos componentes
virais do cMRT, = para andlise de tendéncias dos
resultados e variagdes no processo de produgio,
sendo esta uma recomendagao da OMS'"'%,

Visto que as poténcias bioldgicas flutuam,
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principalmente, de acordo com os dias e sendo esta
afirmativa embasada no perfil comparativo com
o MRT_,, foram analisadas as cartas controle
do processo de caracterizagio do cMRT,  pela
diferencaentreasuapoténciaestimadaeadoMRT,. .
Esta estratégia visou o conhecimento e quantificagao
da interferéncia da variavel dia na determina¢io
dos limites de controle (2DP e 3DP), parametros
estes utilizados na realizagio de testes de
desempenho'*'®. De acordo com os graficos, foi
verificado que o desempenho dos testes estava sob
o controle estatistico, apresentando flutuagdes
dentro dos limites esperados para um produto
biolégico avaliado por um ensaio bioldgico.
Esta ferramenta também ¢ utilizada para dar
suporte na avaliagdo do perfil de variagio do
MRT_ ., utilizado na rotina de Bio-Manguinhos.
A partir dos dados obtidos pela Instituicdo no
ano de 2013, foi verificado que os CVs inter-frasco
dos componentes virais do MRT_, sdo similares
aos resultados demonstrados neste estudo com
o cMRT, (dados ndao mostrados), sendo um
interessante ponto de referéncia interno para o
estudo, uma vez que estes sio dados provenientes
de uma mesma rotina laboratorial.

Assim, esta ferramenta traz confiabilidade
aos resultados declarados para as poténcias
estimadas dos componentes virais do cMRT,
reforcando a conformidade do produto e
assegurando a sua qualidade mas, principalmente,
sendo mais um controle e critério de validagdo
do ensaio e, consequentemente dos resultados
obtidos com as amostras.

Este artigo apresenta os resultados dos estudos
realizados com cMRT, da vacina triplice viral
(contra sarampo/ caxumba/ rubéola) para ser
utilizada na rotina da determinagdo de poténcia
da vacina triplice viral em substitui¢io ao atual
MRT controle fornecida pelo produtor mundial
e responsavel pela transferéncia de tecnologia (GSK).
Os estudos foram baseados nas normativas
de compéndios que preconizam os estudos
de caracterizagdo do lote candidato utilizando
ferramentas estatisticas adequadas, visando a
atribui¢do do seu valor, atendendo aos propdsitos
desejados e agregando maior confiabilidade aos
ensaios de poténcia realizados por ambos
participantes.
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Figura 1. Cartas controle da poténcia bioldgica do componente viral sarampo (A), caxumba (B) e rubéola (C) do
cMTR,  comparando com o atual MTR (MTR,
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Assim, de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho, foi verificado que o
cMRT, ~ apresentou todas as caracteristicas
exigidas para ser utilizado como MRT,
atendendo todas as recomendag¢does da OMS®,
sendo este material protocolado e rastredvel na
Instituicao. Com a produgdo e caracterizagao do
MRT, , a Instituicdo conclui mais uma etapa do
processo da transferéncia de tecnologia da vacina
triplice viral do produtor mundial (GSK) para a
Instituicdo nacional produtora (Bio-Manguinhos),
que suprira todo o mercado nacional. Portanto,
este estudo é de extrema relevancia em saude
publica, descrevendo a expansio da tecnologia,
obedecendo  as  diretrizes  internacionais,
cuidado com a qualidade e evolugdo para a
autossuficiéncia nacional.
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