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RESUMO

A febre amarela (FA) € uma doenca viral agudastréiida por mosquitos vetores, que pode
causar doenca grave e morte. O virus da FA € umbneeda familiaFlaviviridae do género
Flavivirus. No Brasil, todas as regidoes j4 apresant casos da doenca e o0 niumero de casos
fatais tem aumentado. Até hoje, a vacinacdo é o mais eficaz para prevenir e controlar a FA.
A partir de 2011, o quantitativo solicitado tantd@Ministério da Sadde quanto para exportacao
aumentou, e este € um dos motivos que leva a dégugara a formacdo de um estoque
estratégico deste produto em Bio-Manguinhos. Ptartgrara que seja garantido o suprimento da
vacina febre amarela (atenuada) aos 6rgdos nasieniiternacionais em momentos de maior
demanda, assim como aumentar a oferta e melhoegraveitamento de doses distribuidas,
evitando o desperdicio de uma vacina estavel, estde estabilidade foram realizados visando a
extensao do prazo de validade das vacinas febreeknfatenuada) 05 e 10 doses de 24 para 36
meses, quando armazenadas a -20°C e a 2-8°C. &addise da estabilidade da vacina 10 doses,
foram avaliados dados retrospectivos de poténeimadestabilidade, umidade residual, e outros
parametros menos criticos, obtidos a partir dedestde estabilidade longa duracéo (-20°C e 2-
8°C / 48 meses) e poés-reconstituicao (2-8°C / 08shoassim como dados obtidos nos periodos
de 2009 e 2010. Para a andlise da estabilidadeadiaav05 doses, foram avaliados dados
retrospectivos de poténcia obtidos de estudos dmmanhamento da estabilidade realizados
entre 2003 e 2009 (-20°C / 36 meses), além de astamplementares de acompanhamento da
estabilidade, realizados com lotes produzidos €15 e 2006 (-20°C e 2-8°C / 48 meses). Os
dados obtidos para ambas as apresentacdes pudaraongparados, pois elas sdo constituidas
pela mesma formulacéo, diferenciando-se soment®@lome de envase. Para a anélise estatistica
dos dados foram utilizados a regresséo linear,alisande covariancia (ANCOVA), além do
calculo de intervalos de confianca, intervalos prets e extrapolacdo de dados. Os resultados
de poténcia e termoestabilidade tanto para a v@Sndoses quanto para a 10 doses decaem ao
longo do tempo de armazenamento em ambas as téarpsrantretanto permanecem de acordo
com as respectivas especificacfes. Ja os resuliadesidade residual obtidos para a vacina 10
doses revelaram um incremento na umidade ao loogterdpo, mas também se mantém de
acordo com a respectiva especificacdo. Os resgltddqoténcia e esterilidade, obtidos para a
vacina 10 doses em estudos pos-reconstituicdo, émndlemonstraram a estabilidade deste
produto armazenado por 08 horas a 2-8°C. Portanfmrazo de validade das vacinas febre
amarela (atenuada) 05 e 10 doses pode ser estgrat@l@6 meses, quando armazenado a -20°C
ou a 2-8°C, sem alteracdo de sua qualidade.
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ABSTRACT

Yellow fever (YF) is an acute viral disease, traitsad by mosquitoes, which can cause serious
illness and death. The YF virus is a member of Rlaviviridae family, Flavivirus genus. In
Brazil, all regions have already had cases of tlseade and the number of fatalities has
increased. Until now, vaccination is the only efifee means to prevent and control YF. From
2011, the amount of vaccine requested by Minisfrig@alth and for exports increased, and this
is one of the reasons leading the discussion ®ifdimation of a strategic stock of this product
in Bio-Manguinhos. Therefore, to ensure the regsigply of yellow fever vaccine (attenuated)
to the national and international agencies in tiofesigh demand, as well as increase supply and
improve the use of doses distributed, avoidingahste of a stable vaccine, stability studies were
performed to propose the extension of the shedfdif yellow fever vaccine 05 doses (YFV-05)
and 10 doses (YFV-10) from 24 to 36 months wherestat -20°C and 2-8°C. For the stability
analysis of YFV-10 were evaluated retrospectiveepoy, thermostability and residual moisture
data, and other parameters less critical, obtairoed studies of long-term stability (-20°C and 2-
8°C / 48 months) and after reconstitution (2-8W8 hours) as well as data obtained during the
periods of 2009 and 2010. To analyze the stabdityy FV-05 were evaluated retrospective
potency data obtained from annual stability studiesducted between 2003 and 2009 (-20°C /
36 months) in addition to complementary annual iktabstudies, carried out with batches
produced between 2005 and 2006 (-20°C and 2-8%€ manths). The data obtained for both
presentation could be compared because both hawathe formulation, differing only in filling
volume. For the statistical analysis were used alineegression, analysis of covariance
(ANCOVA), and the calculation of confidence intdsja predictive intervals and data
extrapolation. The results of potency and thernibista for both YFV-05 and YFV-10 decay
over time at both storage temperatures and remaor@ing to specifications. However, the
results obtained for residual moisture to YFV-10eaded an increase in moisture over time, but
remaining according to specification. Analysis otgncy and sterility obtained for YFV-10 after
reconstitution study also demonstrated the stglulitthe product stored for 08 hours to 2-8°C.
Therefore, the shelf-life of yellow fever vaccing &nd 10 doses may be extended for 36 months
when stored at -20 C or 2-8°C, without changingjitality.



1. INTRODUCAO

1.1. Febre amarela
1.1.1. Breve historico

Estudos recentes utilizando novas técnicas de dgilmolecular comprovaram que a
origem do virus da febre amarela (FA) é african& @010). Entretanto, devido a inexatiddo das
descri¢des clinicas e epidemiolégicas desta doerdgase sabe exatamente em que época ela
teve inicio (Craig 1932 e MS 2010).

Os primeiros registros de epidemia de uma doengaststomas semelhantes aqueles da
FA foram encontrados em manuscritos Mayas de 1&48Yucatan, no México (Craig 1932,
Monath 2004 e MS 2010). Na Europa, a FA ja havimaeifestado antes dos anos 1700, mas foi
em 1730, na Peninsula Ibérica, que se deu a panegidemia, causando a morte de 2.200
pessoas. Nos séculos XVIII e XIX, os Estados Untdathém foram acometidos repetidas vezes
por epidemias devastadoras da enfermidade, ema@#rsga do transito de navios procedentes
da América Central e do Caribe (MS 2010).

No Brasil, a FA apareceu pela primeira vez em 1685 Pernambuco, onde permaneceu
durante 10 anos, chegando a Salvador no ano seglint 1691, no Recife, ocorreu o que
poderia ser chamado da primeira campanha sanitdiBrasil, apoiada pelo governador Marqués
de Monte Belo e, posteriormente, foi mantido umqair de siléncio epidemioldgico por cerca
de 150 anos no pais (Calheiros 1988, Brasil 199% 010).

Somente em 1849 a FA ressurgiu em Salvador, mesimcea que ocAedes aegypti
instalou-se no Rio de Janeiro, provocando a prarepidemia da doencga nesse estado. Até 1899,
0 Aedes aegypi@a tinha se propagado por todo o pais, levadccip@hmente por navios que
partiam de cidades portuéarias. Entretanto, a exsdal dos vetores ndo se limitou somente a estas
cidades, difundindo-se também para o interior dasBr ocasionando epidemias desde o
Amazonas até o Rio Grande do Sul (Calheiros 19B&sil 1999).
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Em 1881, o médico cubano Carlos Finlay, sugeriuafedes aegyptra o transmissor
da FA, o que foi confirmado, em 1900, por Waltee®ReCom base nisso, em 1901, Emilio Ribas
iniciou a primeira campanha contra a FA no intederSdo Paulo adotando medidas especificas
contra cAedes aegyp(Reed 1900, Brasil 1999 e Benchimol 2001).

Em 1903, Oswaldo Cruz, entdo Diretor Geral de SaRdblica, iniciou uma luta
orientada contra o vetor da doenca febre amareal1809, a doenca foi eliminada do Rio de
Janeiro que, na ocasido, era a capital federal L#19, foram detectados surtos de FA em seis
estados do nordeste, o que determinou a instaldgd&®@ervico Antiamarilico em Recife
(Calheiros 1988 e Brasil 1999).

As medidas tomadas nos anos anteriores para eixtingdoenca do Brasil foram
diminuidas, o que causou o ressurgimento da fehezeda urbana (FAU) no Rio de Janeiro em
1928. Coube, entdo, ao professor Clementino Fraganzar uma nova campanha contra a
doenca, cuja base era o combate ao mosquito ndaseaaquatica, que culminou com a
eliminagcéo desta epidemia no Rio de Janeiro nalari®29 (Calheiros 1988).

Em 1931, o governo brasileiro assinou um convéaia a Fundacado Rockefeller e desta
forma, o Servigo de Profilaxia de Febre Amarelastmdo estendido, ao longo dos anos, a todo o
territério brasileiro (Benchimol 2001, 2007). Em3¥9 foi iniciada a utilizacdo da vacina
antiamarilica no Servico de Profilaxia de Febre fefem Em 1938, foi demonstrado que os
mosquitos silvestredHaemagogus capricorniie Haemagogus leucocelaenysoderiam ser
transmissores da febre amarela silvestre (FAS) @stepormente, comprovou-se que
Haemagogus spegazziniedes scapularjsAedes fluviatilise Sabethes cloropteruambém
eram transmissores silvestres (Brasil 1999).

Em 1940, foi proposta a erradicacdo Aedes aegyptcomo resultado do sucesso
alcancado pelo Brasil na erradicacdoAtmpheles gambiadgransmissor da malaria. Em 1942,
foram registrados os ultimos 3 casos de FAU noiBexa Sena Madureira, no Acre. Em 1955, o
ultimo foco deAedes aegyptio Brasil foi eliminado e, em 1958, na XV Confai@nSanitaria
Panamericana, realizada em Porto Rico, foi deatagae oAedes aegyptstava erradicado do
territorio brasileiro (Brasil 1999). A distribuicado Aedes aegyptinas Américas entre 1930 e
2001, é apresentada na Figura 1.1.

Entretanto, em 1967, houve a reintroducadddddes aegyptia cidade de Belém, capital
do Para. E, somente em 1973, o ultimo foco do mtsdoi novamente eliminado. Assim, o

vetor foi mais uma vez considerado erradicado dddgo brasileiro (Brasil 1999).



Figura 1.1. Distribuicdo do vetor urbano da febreeela fedes aegyptinas Américas: 1930, 1970 e 2001 (Gluber
2002).

Em 1976, houve nova reintroducéo do vetor no Brasil Salvador e, nos anos seguintes,
foi registrada a presenca do vetor em quase toslestados brasileiros, com excecéo da regiao
amazonica e extremo sul do pais (Brasil 1999).

Em julho de 1986, foi encontrado pela primeira wezBrasil oAedes albopictysem
Itaguai, estado do Rio de Janeiro. Esta espécienséiderada um vetor potencial da FA,
funcionando como um elemento de ligacdo entrelo sglvagem e o urbano, e, atualmente, sua
disperséo atinge cerca de 1.400 municipios bressléBrasil 1999).

Embora a FAU néo ocorra no Brasil desde 1942, dersise crescente o risco de sua re-
emergéncia devido ao crescimento demografico naaszenzodticas, a expansao dos centros
urbanos a sua aproximagao com areas endémicaaslmailRerturas vacinais, aumento do transito
de pessoas entre areas urbanas e de florestapdeicdo e dispersdo dedes aegyptinclusive
em regifes onde nunca havia sido encontrado. Acgitué agravada pela possivel resisténcia do
Aedes aegyptos inseticidas, dificultando a tomada de acOeggiéncia e combate ao vetor,
além do custo crescente dessas medidas (Brasi) 1499 2000, Barreteét al2007 e MS 2010).



1.1.2. Aspectos epidemioldgicos

A FA é uma doenca viral aguda, transmitida por miteg vetores infectados, que pode
causar doenca grave e morte. O virus da FA € umbneeda familiaFlaviviridae do género
flavivirus (WHO 2000 e Brasil 2009c). A incidénaia FA predomina nas zonas tropicais da
Africa (Figura 1.2) e Américas (Figura 1.3) (Carieteal 2008). No Brasil, todas as regides ja
apresentaram casos da doenca, entretanto s6 hdemtacdo da vacina para a area verde do
mapa (Figura 1.4). A letalidade da doenca varid@k a 50% e pode chegar a 100% (Brasil
1999 e Monath 2004).
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Figura 1.2. Mapa das areas com e sem recomendag&aciha contra febre amarela na Africa, 2010. Rara
populagdo das areas em amarelo, a vacinacdo éendada e para a populacdo das areas em cinzanag&eindo
€ recomendada. Para a populagdo das areas em hermelacinacdo contra a FA geralmente néo é rewdade,
entretanto a vacinacdo pode ser considerada pgm@sasas que viajam para estas areas e que estiaienrisco
de exposicdo ao virus devido a viagem prolonganide fexposicdo aos mosquitos ou incapacidade patar e
picadas de mosquitos (Adaptado de CDC 2011).
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Figura 1.3. Mapa das areas com e sem recomendac@actha contra febre amarela nas Américas, 2045 &
populacdo das areas em amarelo, a vacinacdo éendada e para a populacdo das areas em cinzanag&eindo
€ recomendada. Para a populagdo das areas em hermelacinacdo contra a FA geralmente ndo € retdenia,
entretanto a vacinagdo pode ser considerada p@@saeas que viajam para estas areas e que estdaienrisco
de exposicdo ao virus devido a viagem prolongaoide fexposicdo aos mosquitos ou incapacidade pétar e

picadas de mosquitos (adaptado de CDC 2011).



B Semrecomendaciio de vacina
B Com recomendacio de vacina

Figura 1.4. Mapa das areas com e sem recomendac#actha contra febre amarela no Brasil, 2008-2008
2009).

Aspectos epidemioldgicos indicam a existéncia desdormas da doenca: a FAS e a
FAU, que se distinguem no que diz respeito ao delmanutencao, ou seja, o tipo de hospedeiro
e espécies de vetores envolvidos na transmiss&a @esovirose“érthropod-borne virusesy
(Bier 1990 e Brasil 2009c).

A FAS é uma zoonose endémica nas regides tropieaisfrica e das Américas e tem
carater sazonal, ocorrendo com maior freqiéncie estmeses de janeiro a abril, quando fatores
ambientais propiciam o aumento da densidade pdpukicdos vetores (Brasil 2009c e MS
2011). Por ser silvestre, é dificilmente erradi¢apeis o virus é mantido por um ciclo enzodtico
entre mosquitos e macacos (Brasil 2005c). No Brasilprincipais vetores sdo os mosquitos da
espécieHaemagoguganthinomys(Monath 2005 e Brasil 2009c), enquanto que oscipais
hospedeiros sdo os macacos dos génelmsattg Cebuse Callithrix (Brasil 2005c). Entre
humanos, o aparecimento de casos € precedido deogps, que ocorre quando um grande
numero de macacos é acometido pela doenca (Be$c}

Individuos ndo vacinados que entram em éareas endémpodem ser infectados com o
virus da FA pela picada de mosquitos infectadose€idividuos, entdo hospedeiros, quando
entram em area urbana, podem transmitir o virusna@squitos da espécikedes aegyptt
vetores urbanos da doenca - dando inicio & FAU @#oR005, BM 2011 e WHO 2011).
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Algumas ferramentas importantes, tais como errgdiwados vetores, vigilancia
epidemioldgica e vacinagdo, podem ser utilizadaa @iicultar a manifestacdo da FAU (Collier
2000 e Brasil 2005c). Historicamente, ja foram ipaalas varias campanhas com éxito na
erradicacdo do mosquitdedes aegyptila maioria dos centros urbanos do continente aareyi
(Brasil 1999, Braga e Valle 2007 e WHO 2011). Ntasto, esse vetor se reinstalou nessas areas
urbanas, tornando-as novamente suscetiveis a FALO(011).

A vigilancia epidemiologica tem desempenhado umepapportante na prevencgédo de
surtos de FA em humanos. Segundo a Lei 8080/1968Gi{BL990), vigilancia epidemioldgica é
um conjunto de acdes que proporciona o conhecimantieteccdo ou a prevencao de qualquer
mudancga nos fatores determinantes e condiciona@etesaide individual ou coletiva e tem a
finalidade de recomendar e adotar as medidas den@o e controle das doencas e agravos
(Brasil 1990). Fazem parte da vigilancia epidengma, a vigilancia de epizootias, entomoldgica
e de casos humanos (Brasil 2005c).

O controle e a prevencédo da FA podem ser realizaelasvacinacdo e pelo controle dos
mosquitos vetores. A vacinacdo confere protecawithehl e coletiva a populacdo, bloqueia a
propagacao geografica da doenca, criando uma tzadeiimunidade, e previne epidemias (MS
2005). Uma vez instalada a doenca, o tratamentonérge sintomatico, pois ndo existe nenhum
tratamento especifico e efetivo contra a doenc@#AO 2011).

O controle dos mosquitos vetores pode ser realiasizando medidas para sua
eliminagcdo. Entre as medidas utilizadas, podeisg ai eliminacdo de criadouros tendo como
método de primeira escolha o controle mecanico coemoocdo e destruicdo; aplicacdo de
larvicidas autorizados como medida complementans@ de repelentes e telas protetoras por
parte da populacdo; além da orientacdo da populagéo relacdo aos meios de evitar a

proliferacdo dos vetores (Brasil 2001a e Roman0820

1.1.3. Agente etioldgico

Os flavivirus sdo virus de 40 a 60 nm de fita seaptle RNA de senso positivo,
envelopados e esféricos. O genoma do virus da mRAit® estavel e contém 10.862 nucleotideos
(nt), composto de uma regido nao codificante (RBFCuma Unica fase de leitura aberta (FLA)
de 10.233 nt e uma RNC 3. A FLA codifica uma podigina que dara origem a trés proteinas
estruturais (capsideo [C], pré-membrana [pré-M]ngelpe [E]) e sete ndo-estruturais. As

proteinas estruturais fazem parte“dioion” maduro, enquanto que as proteinas ndo estruturais
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sao responsaveis pela replicacdo e processamemmtoligeoteina. Apds a traducdo completa da
poliproteina no reticulo endoplasmatico rugos@ éstlivada originando as proteinas virais (Lee
et al2000 e Monath 2004).

Os flavivirus se replicam ap0s penetracdo na célatlaum mecanismo denominado
endocitose mediada por receptores, formando vesic@ls nucleocapsideos sao liberados das
vesiculas diretamente no citoplasma, onde se fasiotom a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso. O RNA de senso positiva&oanaduzido através da sintese de uma fita
de RNA complementar, a qual serve de molde paralemsais fitas. Esse RNA codifica
replicases, helicases e outras enzimas essenar@sapeplicacdo, além de proteases envolvidas
no processo pos-traducdo e proteinas estruturaisogmam d'virion” . As particulas virais sdo
transportadas em vesiculas intracelulares até abra@an plasmatica, a partir da qual sdo
liberadas pelo processo de exocitose tesd 2000 e Monath 2004).

A viruléncia do virus da FA € determinada por gemeButurais e ndo-estruturais.
Mutacdes nos dominios I, Il e lll da proteina E &do associadas com atenuacdo da viruléncia
dos flavivirus (Mandlet al 2000 e Monath 2004). Aléem disso, é importantees#dir que
mutacdes em sequéncias terminais envolvidas nagelim da poliproteina também podem
resultar em significativas atenuacdes da infecdams® e viruléncia (Leet al 2000 e Monath
2004).

A infeccdo do mosquito se inicia com a ingestdo sdeague que, contendo uma
concentracdo minima de virus, resulta na introddgaimesmo no epitélio do intestino. O virus é
entdo liberado na hemolinfa e espalha-se para u#odos, principalmente para o trato
reprodutivo e glandulas salivares. Entre sete edifez ap0s a ingestdo, o virus é secretado na
saliva, 0 que torna 0 mosquito capaz de transmitgente infeccioso no momento em que se
alimenta do sangue do hospedeiro. A infeccdo doddae reprodutivos do mosquito permite a
transmissdo transovariana do virus da FA (trandwmis@rtical), ou seja, as fémeas podem
infectar sua prole. Além disso, fémeas infectadadem contaminar machos através da
copulacédo (Aitkeret al1979, Corneet al 1979, Beatyet al 1980 e Monath 2004).

Turell (1988) demonstrou que o mosquito, ao sealiar do sangue de um hospedeiro,
inocula aproximadamente %0virions” . Estes virus sdo depositados principalmente eofasél
dendriticas da pele, iniciando a replicacdo. Entramsistema linfatico através do qual s&o
levados até os linfonodos. Em individuos vacina@opgequena quantidade de virus inoculada
encontrard anticorpos no transudato e na linfagrsudp que um baixo nivel de imunidade é
suficiente para proteger o hospedeiro da enfermidisidnathet al 2002 e Monath 2004).
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Outro fato interessante € que a expressao de grigmeutralizantes contra a FA em
mosquitos é diferente da expressdo em células duiferas. Esta diferenca permite que
mosquitos infectados com o virus da FA impecam agi@nticorpos neutralizantes ingeridos
através do sangue do hospedeiro tenham algum @Beitoetet al 1990 e Monath 2004).

1.1.4. Avacina

A vacina febre amarela (atenuada) foi inicialmetgsenvolvida nos Estados Unidos, em
1936, por meio da adaptacdo a passagem seriadairde® selvagem em embrides de
camundongos e ovos de galinha embrionados, dangenora cepa 17D. Neste mesmo ano,
iniciaram-se os estudos preliminares com esta &a@mn humanos (Theiler e Smith 1937). Os
resultados foram téo favoraveis que imediatamemtearam-se as vacinacées na Ameérica do Sul
(Smith et al 1938, Bica 1988 e Postt al 2001). No ano seguinte, a Fundacdo Rockefeller
inaugurou o Servico Especial de Profilaxia da Fekmearela no campus do Instituto Oswaldo
Cruz (I0C), onde foi iniciada a producdo brasileda vacina. O grupo de técnicos e
pesquisadores brasileiros deste laboratorio catripara o aperfeicoamento desta vacina (Bica
1988 e Benchimol 2007).

Apesar das polémicas que desde entdo envolverai@ay ela constituiu um dos mais
bem sucedidos empreendimentos na area dos imuéagioias no Brasil. Ao longo do tempo as
técnicas de fabricacdo foram aperfeicoadas e alBné®duziu modificagcdes importantes para
incrementar o rendimento em varias fases do procespecialmente no cultivo do virus. Até
meados de 1944, o laboratdrio esteve em constasendolvimento tecnoldgico e, em 1950, foi
incorporado ao IOC que, em 1974, passaria a seathBundacao Oswaldo Cruz (Benchimol
2007).

Desde o final da década de 60, a vacina febre téang@enuada) constituiu a linha de
producdo mais bem sucedida daquele instituto. Adi groduzido o equivalente a 80% da
producdo mundial, suprindo ndo somente as necessidwmcionais, como também as de outros
paises suscetiveis. Em 1976, criou-se o Instit@oTdcnologia em Imunobiolégicos (Bio-
Manguinhos) que seria responsavel pela produc&aaeas bacterianas e virais e que assumiu a
tarefa de continuar a producgéo da vacina para tebherela (Benchimol 2007).

Bio-Manguinhos (BM) é o unico produtor nacional gae&m de suprir a demanda do
Programa Nacional de Imunizacdo (PNI), exporta oed&nte para governos e instituicoes

publicas estrangeiras. Em 2001, ap0s a pré-quaéic da vacina pela Organizacdo Mundial da
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Saude (OMS), passou a deter o direito de fornep@#a as agéncias das Na¢des Unidas. Nestes
ultimos trinta anos, participou ativamente parafagpgar tanto o processo de produ¢cdo quanto o
desenvolvimento tecnoldgico da vacina (Benchim@720

A vacina febre amarela (atenuada) € consideradaaegeficaz, e proporciona, em 95%
dos vacinados, imunidade efetiva contra a doen¢gpra@o de uma semana (WHO 2011).
Segundo o calendario basico de vacinacdo determipeld PNI, os bebés devem ser vacinados
aos nove meses de idade e as demais faixas edaceda 10 anos. Entretanto, sO é obrigatéria
para as populacdes que vivem em areas endémicasdnglividuos que viajardo para estas
areas.

Segundo Polanét al (1981) e WHO (2011), uma Unica dose de vacinaefelnarela
(atenuada) pode fornecer protecédo de 30 a 35 anosads, e, provavelmente, para toda a vida,
para a maioria dos vacinados. Embora sejam relaféitos adversos graves ap0s a vacinagao,
o risco de morte pela propria doenca € muito madogue os riscos relacionados a vacinagéo
(WHO 2011).

1.1.5. Producéo da vacina em Bio-Manguinhos

A producéo da vacina febre amarela (atenuada) €allasno sistema de lote semente.
Este sistema foi implementado com a finalidade idg@ndir a variabilidade genética do virus
vacinal, limitando a um minimo o nimero de passag@&HO 1998, Benchimol 2001, Patal
2001, Dias 2005, Marchevslky al 2006 e EDQM 2008).

Desde 1944, a cepa 17DD E.Bgg passageé a Unica empregada em vacina¢des no
Brasil (Benchimol 2001). Esta cepa é derivada da oepa Asibi apos 195 passagens em cultura
de células. O lote semente EPF374 representa ap28%agem do virus Asibi em cultura e 38°
passagem consecutiva em ovo embrionado de galiRhasagens subsequientes realizadas
exclusivamente em ovos embrionados deram origerotaosemente E749 que, por sua vez,
gerou o lote E774. Deste, 09 lotes semente forawmhugidos - E-816, M1, M2, M3, M5, M6, P1,
P2 e P3 — a partir da 41° passagem em ovos. Oséoteente priméario P3 foi utilizado para
preparar o lote semente secundario 102/84. Este deinente secundério foi utilizado para
producdo de vacinas comerciais entre 1984 e 208&eNberiodo, foi produzido o lote de vacina
993FB013Z, referente a 286° passagem (43° passagenovos) que foi denominado lote
semente trabalho e atualmente é utilizado comafdatvirus para a producdo de vacinas febre
amarela (atenuada) em BM (Figura 1.5) (Freire 200archevskyet al 2006).
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Figura 1.5. Historia das passagens dos virus da feharela 17DD utilizados para a producéo de aaano Brasil
(adaptado de Marchevsky al 2006).

A producgéao e controle da vacina febre amarela (atdm) s&o realizados em diversas
etapas, conforme representadas na Figura 1.6. iIRrmente, os ovos SPFspecific pathogen
free”) sdo incubados e apdés o 9° dia ocorre a inoculagdw@irus. Apdés mais 03 dias de
incubacao, ocorre a coleta dos embrides, trituragéentrifugacéo, para separacdo da suspensao
viral. Nesta etapa, sdo adicionados os estabilizagdodando origem a suspensao viral
estabilizada. Este produto intermediério deve astatlo pelo controle de qualidade (CQ) e, se
aprovado, deve ser armazenado a -70°C por atéed@5 Bara producdo do produto a granel, a
suspenséo viral estabilizada é descongelada e séieladicionados outros estabilizadores, além
de antibioticos. Este produto também deve pas$arG@, e deve ser armazenado a 2-8C por até
24 horas. ApoOs esta etapa, ocorre 0 envase dotpredoosterior liofilizagdo, dando origem ao
produto terminado, que também é controlado peloA}@s a aprovacédo pelo CQ, os frascos séo
rotulados e embalados (WHO 1998 e Brasil 2010b).
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Figura 1.6. Fluxograma de producéo e controle dmagebre amarela (atenuada) em Bio-Manguinhos.

As especificacdes adotadas para a liberacdo doforéefrminado de vacina febre amarela

(atenuada) 05 e 10 doses estdo descritas na Tahbela
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Tabela 1.1. Especificagdes da vacina febre am@tauada).

Teste Especificagéo
Aspecto Forma liofilizada que apds a reconstituicdo podesgmtar coloracao
Poténcia 1000 Dlgg equivalente a 3,73 UFP/dose ou 3,00 Ul/dose
Termoestabilidade Apbs permanecer por 14 dias armazenada a 37°Cjreavdeve estar com o

titulo de 1000 Dk, equivalente a 3,73 UFP/dose ou 3,00 Ul/dose e ndo
menos que 1 log 10 em relagdo ao titulo da poténcia

Umidade residual No méximo 3%
Identidade Positivo
Esterilidade Auséncia de crescimento bacteriano e fungico
Endotoxinas bacterianas No méximo 10 UE/mL
Ovoalbumina residual Menor ou igual a 5 pg/dose
Nitrogénio proteico Menor ou igual a 0,25 mg/dose

O diluente utilizado na reconstituicao das vaciease amarela (atenuada) 05 e 10 doses
€ agua esterilizada para injecédo, que cumpre coesecificacdes adotadas pela Farmacopéia
Brasileira, conforme descrito na Tabela 1.2. A agsterilizada para injecdo éAmua para
injetaveisque, apos esterilizagdo, foi armazenada em retgienertes, como 0 aco inox 316L
polido, mantidos fechados, em temperatura de 8C-85°sob recirculacdo, por um periodo
maximo de 24 horas, em condi¢des para assegurar gradluto ainda cumpre com o teste para
endotoxinas bacterianas. A 4gua esterilizada € lila adicdo de qualquer substancia (Brasil
2010b). Para isso, a agua para injetaveis € caletad dorna de aco inoxidavel, filtrada e
envasada em ampola de vidro neutro, lavado e dggpieizado. ApGs 0 processo de envase, as
ampolas sdo submetidas a esterilizacao por auta@ayv Posteriormente, sdo inspecionadas uma

a uma em revisora automaética e entéo liberadasqse!(BM 2008).

Tabela 1.2. Especifica¢des do diluente para vdelne amarela (atenuada).

Teste Especificagado
Caracteristicas Liquido limpido, incolor, insipido e inodoro
. A solugéo nao desenvolve coloragdo vermelha apds;ao de vermelho de
Acidez metila SI

A solucdo nédo desenvolve coloracao azul ap6s dadig solucdo de azul de
bromotimol SI
A solugdo remanescente é fracamente rosada apfes\dda com acido sulfarico
e ser adicionado permanganato de potassio 0,02 M

Alcalinidade

Substancias oxidaveis

Condutividade da agua No maximo 1,3 uS/cm a 25,0°C £ 0,5°C
Amobnio No maximo 0,2 ppm
Célcio e magnésio No maximo 1 ppm
Cloretos A solucado nao apresenta alteracfes na aparéncipghommenos, 15 minutos
Sulfatos A solugdo nado apresenta alteracdes na aparéncipgdormenos, 1 hora
Contaminagdo por particulas: No maximo 6000 particulas maiores ou iguais a 10 um
particulas sub-visiveis No maximo 600 particulas maiores ou iguais a 25 um
Endotoxinas bacterianas No maximo 0,25 Ul de endotoxinas por mL

Esterilidade Auséncia de crescimento bacteriano e fangico
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1.2. Estudos de estabilidade

Estabilidade é a capacidade do produto de mangesr gropriedades quimicas, fisicas,
biolégicas e microbiolégicas dentro dos limitesessficados durante seu prazo de validade. A
estabilidade das vacinas tem um grande impactauoesso dos programas de imunizacdo em
todo o mundo. Portanto, a avaliacdo da estabilidad® ponto chave para garantir a qualidade e
eficacia de todos os produtos farmacéuticos, emcedms vacinas (WHO 2006a).

Os estudos de estabilidade (EE) séo realizadosadumalidade de fornecer evidéncias de
como a qualidade do produto em questéo varia caempo (ICH 2003a). Historicamente, 0s
testes de estabilidade das vacinas eram basead@ntsona sensibilidade destes produtos a
temperatura (Jadhast al 2009). Atualmente, a influéncia de outros fatomesbientais como
umidade e luz, também pode ser avaliada. Além gdissofatores relacionados ao proprio
produto, como as propriedades fisicas e quimicas gldstancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica, composicao,gasx de fabricacao, tipo e propriedades dos
materiais de embalagem, também devem ser constdenadavaliacdo final (ICH 2003a e Brasil
2005a). Com base nos dados obtidos, pode-se pme@trminar ou acompanhar o prazo de
validade dos produtos farmacéuticos além de suadiges ideais de armazenamento (ICH
2003a e Brasil 2005a).

1.2.1. Histérico e caracteristicas da vacina febre amarelgatenuada) com relagcdo a
estabilidade

Ha anos, estudos para verificacdo da termoestatididias diferentes formulagdes de
vacina contra febre amarela vém sendo realizaddém Ada verificacdo da estabilidade,
mudangas no processo produtivo e na formulacaodiammbm sido realizados, com a finalidade
de aumentar a sua termoestabiliade.

Burfoot et al (1977), demonstraram que amostras de vacinas céelr@ amarela
produzidas pelo“Wellcome Laboratory” com diferentes formulacbes de estabilizadores,
apresentaram perda néo significativa da infeccamgdapds armazenamento a -20°C e a 4°C por
24 meses. As vacinas produzidas deste modo forasidavadas mais estaveis que as vacinas
ndo estabilizadas comerciais ja fabricadas peloréario. Em 2000, Perrawdt al (2000),

utilizando amostras de vacinas produzidas p#iwstitut Pasteur”, em Dakar, Senegal,
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demonstraram que este prazo poderia ser estendi@do 36 meses, se 0s produtos fossem
armazenados nestas duas temperaturas.

Ainda segundo Burfoogt al (1977), Finteret al (1978) e WHO (2006b), a vida média
estimada da infecciosidade da vacina é de 3 a 168esnem temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C), de 10 a 20 dias a 37°Coa ce 02 dias a 46°C.

Em 1987, outro estudo com 11 vacinas contra a fama&rela foi enviado a OMS pelos
fabricantes do produto, o qual demonstrou uma @graifdrenca entre a estabilidade das vacinas.
Neste estudo foi verificado que o nimero de diagssario para reduzir o titulo inicial de 1000
unidades infecciosas, quando as vacinas foram daasnd 37°C, variou de um a cinco dias em
guatro vacinas, de 13 a 21 dias em duas vacinds, 38 a 146 dias em cinco vacinas. Dois
produtos permaneceram estaveis com relacdo ao tigupoténcia por 36 meses armazenados a
2-8°C, por 09 meses a 25°C e por 72 dias a 37°CX\2GD6D).

Em 1990, Ishak e Howard (1990) realizaram testesreoestabilidade com duas vacinas
comerciais contra febre amarela. Uma fabricada eoaM&nguinhos com a cepa 17DD (50
doses) e outra fabricada p&@ellcome Laboratory’produzida com a cepa 17D-204 (unidose e
05 doses). Ambas foram testadas tanto em sua fiofilzada — expostas a temperaturas de
31°C, 37°C e 45°C —, como em sua forma pdés-redaiddi — expostas a temperaturas de 8°C,
21°C, 31°C e 37°C. Os resultados encontrados enYddB® foram analisados por regresséo
linear e os valores obtidos para a taxa de degiiadacam inseridos na equacao de Arrhenius e
testados frente a outras temperaturas. Os ressltaddcos demonstraram que existia diferenca
na termoestabilidade entre as duas vacinas congergatadas na sua forma liofilizada,
provavelmente devido a presenca de estabilizado@producdo mais moderna da vacina da
“Weelcome Laboratory’(17D-204), quando comparada a vacina produzida ieaMAnguinhos.
Quando foram analisados os dados da vacina retodatiO5 doses (cepa 17D-204), esta teria
um prazo de validade estimado de mais de 06 diass#zenada a 0°C.

No entanto, Burfookt al (1977) e Ishak e Howard (1990) demonstraram tamééen
guando a vacina reconstituida € exposta a tempasatlevadas, se deteriora rapidamente. A
37°C, 31°C e 27°C, a vacina reconstituida perde 88%ua infecciosidade ap6s 1,5, 3,1 e 4,9
horas. A exposi¢do da vacina reconstituida por boma a 46°C resultou em uma perda de 0,5
log 10, e apds duas horas de exposicdo, a pelidéedeiosidade ultrapassou 1 log 10 (Burfebt
al 1977). Independente da estabilidade das vacicassgtuidas, é recomendavel que, devido ao
risco de contaminacgédo, esses produtos sejam mangfligerados e sejam descartados ao final

de uma sessédo de imunizacao de 6 horas (Brasib2001
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Em 1998, Adebayet al (1998) testaram a termoestabilidade de vacinasadabre
amarela produzidas p€lRobert Koch Institut”, em Berlim, utilizando 06 formula¢Ges diferentes
de estabilizadores. As amostras foram incubadaS@ Bor até 28 dias e a 4°C por até 96 dias.
As vacinas liofilizadas tiveram diferentes taxagjdeda do titulo, dependendo da formulacao de
estabilizadores utilizada. Além disso, demonstraigue a vacina reconstituida deveria ser
descartada apdés uma hora, pois é muito instavilsesndicoes.

Cada vez mais o desenvolvimento tem permitido wdoizdo de vacinas com maior
estabilidade. A introducdo de estabilizadores mralfaon consideravelmente a estabilidade
térmica das vacinas contra febre amarela 17Ditiafles. Essas vacinas estabilizadas podem ser

empregadas com grande sucesso em campanhas de;éacem diferentes condi¢cdes no campo.

1.2.2. Tipos de estudos de estabilidade

Os EE podem ser divididos em longa duracéo, adsEleestressado, pos-reconstituicdo e
acompanhamento (ICH 1995, Brasil 2005a e WHO 2006a)

O EE de longa duracgéo é projetado para verificaigdocaracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas e microbioldgicas de um produto farmécéudurante e, opcionalmente, depois do
prazo de validade proposto. Os resultados sdo siqzta estabelecer ou confirmar o prazo de
validade e recomendar as condicbes de armazengnmei@ano caso da vacina febre amarela
(atenuada) € de 24 meses, a 2-8°C ou a -20°C. Deeemealizados os testes pertinentes a
especificacdo do produto e a frequéncia mais comtemgilizada é 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24 meses
para os testes considerados mais criticos e, paeles considerados menos criticos, apresentar
estudo no prazo de validade requerido comparatvo@mnento zero. Outras freqliéncias também
podem ser utilizadas, devendo-se avaliar caso(Baasil 2005a).

O EE acelerado é projetado para acelerar a degradpgmica e/ou mudancas fisicas de
um produto farmacéutico em condi¢des forcadas dmzgnamento (por exemplo, 25°C). Os
dados assim obtidos, juntamente com aqueles deswdas estudos de longa duragéo, podem ser
usados para avaliar efeitos quimicos e fisicosopgaldos em condi¢cdes normais. Além disso,
estes estudos séo necessarios e podem forneces idaulartantes sobre a estabilidade de um
determinado produto durante a etapa de desenvoitom@ quando ocorrerem mudancas no
processo produtivo. Devem ser realizados os tg&esentes ao produto utilizando a seguinte
frequéncia: 0, 3 e 6 meses para 0s ensaios coadafemais criticos e, para as demais provas,

apresentar estudo aos 6 meses comparativo ao noe@nt Como no estudo de estabilidade de
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longa duracao, a frequéncia pode ser modificadésando-se caso a caso (ICH 1995, Brasil
2005a e WHO 2006a).

O EE estressado é realizado para verificar o inopdas condicbes ambientais extremas,
como temperaturas baixas ou altas e luz, na qaalida um produto. Este estudo nao é item
obrigatorio para registro do produto na Agénciaidlz de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
entretanto pode ser utilizado para fornecer daetsivos a estabilidade quando o produto
permanece fora das condicdes ideais de armazerampentperiodos curtos, como durante o
transporte (ICH 1995 e ICH 2003a).

O EE pos-reconstituicdo, aplicado aos produtositiatios, é realizado para estabelecer o
tempo e a temperatura de armazenamento adequado®db a garantir a qualidade e eficacia
do produto reconstituido com o diluente apropriddmecendo assim dado importante, no caso
de vacinas multidose, para a jornada de imunizé ¢ 1995).

O EE de acompanhamento é realizado para verifecear groduto farmacéutico mantém
suas caracteristicas fisicas, quimicas, biologieasnicrobiologicas conforme os resultados
obtidos nos EE longa duracéo. Este estudo tenoiagsim que o EE longa duracéo é finalizado
e 0s testes pertinentes ao produto devem seradatiza cada 12 meses (Brasil 2005a).

O prazo de validade de um produto a ser comera@dino Brasil € determinado por um
EE longa duracédo de acordo com os parametros diedima resolucéo pertinente. Por ocasido do
registro, podera ser concedido um prazo de valigem@sorio de 24 meses, se:

(1) a ANVISA aprovar o relatorio de EE longa dukadé& 12 meses, ou

(2) a ANVISA aprovar o relatério de EE acelerado @laneses acompanhado dos
resultados preliminares do EE longa duracao, cordoparametros de temperatura e umidade
pré-definidos (Brasil 2005a).

O prazo de validade deve ser confirmado mediaafgesentacdo de um relatério de EE
longa duracéo, protocolado na forma de complemaatde informacdes ao processo de registro.
No caso de renovacao do registro também é necesghiesentar EE (Brasil 2005a).

O estudo de acompanhamento somente podera seradealse o produto ndo sofrer
nenhuma alteracéo apés a conclusédo do EE de lamgad. Caso ocorra qualquer alteracdo no
produto, uma investigacdo deverd ser realizadamenavo EE longa duracdo podera ser
necessario (Brasil 2005a).

Os imunobiolégicos como as vacinas fazem partentie alasse heterogénea de produtos,
e tém como principio ativo proteinas, polissacaddéoxdides, antigenos de r-DNA (antigenos

produzidos utilizando a tecnologia do DNA recombieg, aléem de microorganismos inativados
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e vivos atenuados (WHO 2006a e Jadéiaal 2009). Considerando estas peculiaridades, os EE

devem ser adaptados analisando-se caso a caso pMB6a).

1.2.3. Legislagao sobre estudos de estabilidade

Para que seja possivel a comercializacdo de umcaradnto, varias etapas devem ser
seguidas. No Brasil, todas estas etapas, desdesenwi#vimento, passando pelo registro,
fabricacdo e comercializacdo, sdo amparadas psregulatorios determinados pela ANVISA.
O registro, por exemplo, € normatizado pela RDQGH) (Brasil 2010c). Ja as alteracdes pos-
registro e revalidacdes de registro para produitm®dicos terminados sdo regulamentadas pela
RDC 315/2005 (Brasil 2005b). O controle e a gaeawta qualidade durante o processo de
fabricacdo, por sua vez, sdo regulamentados pea Ri2010 (Brasil 2010a), a qual revogou a
RDC 210/2003.

Os estudos de estabilidade s&o itens imprescisdieregistro de produtos biologicos e
também fazem parte das Boas Praticas de Fabri¢B&&s). A legislacdo nacional existente que
trata deste assunto € a RE 1/2005, que publicowi® jgara a realizacdo de estudos de
estabilidade (Brasil 2005a) e que revogou a RE2R@BV.

Entretanto, a RE 1/2005 (Brasil 2005a) ndo € eBpagara produtos bioldgicos e, por
isso, seguindo a tendéncia mundial, a ANVISA laneou4 de novembro de 2009 a Consulta
Puablica (CP) n° 72 (Brasil 2009b). Esta CP traz pnagosta de resolucédo que dispde sobre os
procedimentos e condi¢cdes de realizacdo de estlelestabilidade para o registro ou alteracbes
pos-registro de produtos bioldgicos.

Enquanto esta legislacdo n&do € publicada, a ANVI8Aliza os critérios
internacionalmente estabelecidos pelo Mercosula @MS. Como referéncias complementares,
sdo considerados os critérios estabelecidos pelé,BUH e FDA. Algumas das legislacbes
internacionais existentes que tratam do assuntsélBias seguintes:

(1) ICH Q1A (R2):“Stability Testing of New Drug Substances and Patdu (ICH
2003a).

(2) ICH Q1B: “Stability Testing: Photostability Testing of NewuUd Substances and
Products” (ICH 1996a).

(3) ICH Q1C:"Stability Testing for New Dosage Form¢ICH 1996b).

(4) ICH Q1D: “Bracketing and Matrixing Desings for Stability Teg of New Drugs
Substances and Product§CH 2002).
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(5) ICH Q1E:*Evaluation of Stability Data”(ICH 2003Db).

(6) ICH Q1F:“Stability Data Package for Registration Applicati® in Climatic Zones Il
and V" (ICH 2003c).

(7) ICH Q5C: “Quality of Biotechnological Products: Stability 3%&ng of
Biotechnological/Biological Products(ICH 1995).

(8) “Guidelines on Stability Evaluation of Vaccine@NVHO 2006a).

Estes guias sdo mais especificos e estabeleceandig@es sob as quais os estudos de
estabilidade devem ser realizados, levando em demgido as caracteristicas dos produtos
biol6gicos. Aléem disso, o Guia Q1E/2003 (ICH 2008kyspecifico para a andlise estatistica dos
dados de estabilidade, assunto que nédo é abord&l®R 1/2005 (Brasil 2005a).

1.3. Demanda nacional e internacional de vacina febre aanela (atenuada)

A FA é um dos grandes problemas de saude publicaurao (Barretet al 2007). Na
Africa, onde tem maior disseminacdo, é endémica3dnpaises. Na América do Sul, sua
ocorréncia tem sido registrada em 09 paises, rioao8l 20 anos: Brasil, Bolivia, Colémbia,
Equador, Guiana Francesa, Paraguai, Peru, Venezéelentina (MS 2011).

O Brasil possui a maior area enzootica de FA dodoum no periodo de 1990 a 2010
ocorreram 587 casos com 259 Obitos. O maior nurderacasos ocorreu em Minas Gerais
(n=104), seguido do Maranhdo (n=90), Goias (n=8%ra (n=84), e Amazonas (n=43),
entretanto foram registrados casos também nosaossto Acre, Roraima, Rondbnia, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Sdo PaulhjaB Parana, Rio Grande do Sul e no
Distrito Federal (MS 2011).

A Tabela 1.3 apresenta o quantitativo de dosesad@a febre amarela (atenuada) 05, 10
e 50 doses entregue por BM ao Ministério da SaM® € o quantitativo exportado, desde 1987
até 2010.



Tabela 1.3. Quantitativo de doses de vacina felmarela (atenuada) 05, 10 e 50 doses entregue mer Bi

Manguinhos ao Ministério da Saude e o quantitatimortado, desde 1987 até 2010.
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Mercado Interno (quantidade de doses)

Mercado Externo (quantidade de doses)

Ano 05doses 10doses 50doses Total/ano 05doses 10doses 50 doses Total/ano
1987 X X 28.000.000 28.000.000 X X X X
1988 X X 5.000.000 5.000.000 X X X X
1989 X X 10.000.000 10.000.000 X X X X
1990 X X 6.000.000 6.000.000 X X X X
1991 X X 17.994.000 17.994.000 X X X X
1992 X X 8.800.000 8.800.000 X X X X
1993 X X 18.239.000 18.239.000 X X X X
1994 X X 20.977.000 20.977.000 X X X X
1995 X X 7.979.000 7.979.000 X X X X
1996 X X 10.080.000 10.080.000 X X X X
1997 X X 24.402.000 24.402.000 X X X X
1998 X X 53.440.000 53.440.000 X X X X
1999 X X 65.000.000 65.000.000 X X X X
2000 6.051.000 X 32.386.650 38.437.650 X X X X
2001 1.173.300 X 9.283.900 10.457.200 82.000 X 150.000 232.000
2002 10.141.145 X 2.883.600 13.024.745 3.171.900 X 2.188.700 5.360.600
2003 29.120.250 X X 29.120.250 7.856.150 X 1.100.000 8.956.150
2004 15.879.750 X X 15.879.750 26.310.100 X 150.000 26.460.100
2005 X X X X 22.061.150 X 940.000 23.001.150
2006 6.796.050 X X 6.796.050 13.040.950 X X 13.040.950
2007 9.469.850 X X 9.469.850 14.170.150 X 3.000.000 17.170.150
2008 15.609.170 3.837.400 12.079.550 31.526.120 3.912.250 3.451.000 1.693.500 9.056.750
2009 16.852.370 9.193.100 5.597.950 31.643.420 4.059.400 6.493.600 4.000.000 14.553.000
2010 16.717.650 11.798.500 X 28.516.150 X 1.554.900 z 1.554.900
Total 127.810.53% 24.829.000 338.142.65( 94.664.050 11.499.500 13.222.200

Até 2011, o MS vinha solicitando em torno de 15hddls de doses anuais, para
possibilitar a vacinacdo da populacdo de areas@ndgé. Entretanto, com a ampliacdo da regido

endémica, vem aumentando a solicitacdo para 3@eslte doses anuais, com a possibilidade de

um incremento para até 50 milhdes de doses arleiela 1.4).

Tabela 1.4. Quantitativo de doses de vacina felmaela (atenuada) 05, 10 e 50 doses solicitadas\ieistério da

Saulde e para exportacdo, de 2011 até 2020.

Mercado Interno (quantidade de doses)

Mercado Externo (quantidade de doses)

Ano

05doses 10doses 50doses Total/ano 05doses 10doses 50doses Total/ano
2011 8.123.500 2.611.125 3.771.625 14.506.250 X 2.100.000 X 2.100.000
2012 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 12.000.000 10.000.000 X 22.000.000
2013 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 12.000.000 10.000.000 X 22.000.000
2014 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 20.000.000 10.000.000 20.000.000 50.000.000
2015 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 20.000.000 10.000.000 X 30.000.000
2016 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 25.000.000 10.000.000 20.000.000 55.000.000
2017 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 20.000.000 10.000.000 X 30.000.000
2018 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 20.000.000 10.000.000 X 30.000.000
2019 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 20.000.000 10.000.000 X 30.000.000
2020 18.900.000 9.000.000 2.100.000 30.000.000 20.000.000 10.000.000 X 30.000.000
Total 178.223.50( 83.611.125 22.671.625 169.000.00( 92.100.000 40.000.000
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O aumento do quantitativo solicitado pelo MS e parportacdo a partir de 2011 é um
dos motivos que leva a discussao da formacao destoque estratégico de vacina febre amarela
(atenuada) 5 e 10 doses, 0 que seria de extrenmaténpia, principalmente, em casos de surtos e
epidemia da doenca e possibilitaria a imunizacaaliata da populagdo sob ameaca.

Para garantir o suprimento desta vacina em mometgosnaior demanda, além de
aumentar a oferta e melhorar o aproveitamento desddistribuidas evitando o desperdicio de
uma vacina estavel, o aumento do prazo de validadee produto de 24 para 36 meses € de
extrema importancia. Desta forma, BM teria condsge manter um estoque estratégico e ainda
ofertar vacina com maior capacidade de uso, suptiogdh a demanda do MS, Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS) e da OMS, os quaishilistm esta vacina, respectivamente, para o

Brasil, as Américas e a Africa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a possibilidade de extensdo do prazo deladé¢ das vacinas febre amarela
(atenuada) 05 e 10 doses de 24 para 36 meses qaanarenadas as temperaturas de -20°C e 2-
8°C.

2.2. Objetivos especificos

 Avaliar a estabilidade da vacina febre amarelan(atda) 10 doses liofilizada,
armazenada a -20°C e a 2-8°C por 48 meses, com rmzseresultados de poténcia,
termoestabilidade e umidade residual.

» Verificar se os parametros menos criticos — idedid esterilidade, endotoxinas
bacterianas, ovoalbumina residual e nitrogéniogrot— da vacina febre amarela (atenuada) 10
doses liofilizada sdo mantidos de acordo com ageotivas especificacbes, apds 48 meses
armazenada a -20°C e a 2-8°C.

* Avaliar a estabilidade pés-reconstituicdo de amsstia vacina febre amarela (atenuada)
10 doses armazenadas por 06 meses na sua foritaalia, comparando-se os resultados de
poténcia e esterilidade com aqueles obtidos nasstemsoque permaneceram por 48 meses
armazenadas na sua forma liofilizada as tempegti&ra20°C e 2-8°C.

* Avaliar a estabilidade da vacina febre amarela(atda) 05 doses liofilizada armazenada
a -20°C por 36 meses, analisando-se resultadostéegmn.

* Avaliar a estabilidade da vacina febre amarelan(atda) 05 doses liofilizada armazenada
a -20°C e a 2-8°C por 48 meses, analisando-seadssilde poténcia.

 Comparar a estabilidade de ambas as apresentagdexida febre amarela (atenuada)
mantidas a -20°C e a 2-8°C.
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3. METODOLOGIA

3.1. Selecao dos dados

Para a analise da estabilidade da vacina febreetanéatenuada) 10 doses, foram
avaliados dados retrospectivos e atuais de estiglestabilidade longa duracéo e de estudos de
estabilidade pds-reconstituicao.

O estudo de estabilidade longa duracdo da vacindo%@s foi iniciado em 2006 e
concluido em 2008, gerando dados de amostras anada® por 24 meses a -20°C e a 2-8°C.
Visando o objetivo deste trabalho, as amostras ireram armazenadas nas mesmas
temperaturas por mais 24 meses, totalizando 48snEsarmazenamento a -20°C e a 2-8°C, e
novos dados foram gerados nos anos de 2009 e A(4f. disso, foram avaliados dados de
estudos poés-reconstituicdo, obtidos em 2006, quasdamostras permaneceram na sua forma
reconstituida armazenadas a 2-8°C por 08 horas) esmo dados gerados em 2010.

Para a analise da estabilidade da vacina febre etlanéatenuada) 05 doses, foram
avaliados dados retrospectivos de estudos de aotapento anual da estabilidade realizados
com lotes produzidos nos anos de 2003, 2004, 2Q0®& e armazenados a -20°C por 36 meses.
Estes estudos foram concluidos, respectivament@08@ 2007, 2008 e 2009. Além disso, lotes
de vacina 05 doses produzidos entre 2005 e 2006nazanados a -20°C e a 2-8°C foram
selecionados do arquivo de retencéo para realizagspectivamente, em 2009 e 2010, do teste
de poténcia, o qual é considerado o parametro oréiso dentre 0s ensaios quantitativos

realizados na vacina.
3.2. Amostras e vacina de referéncia
Para a realizacdo dos estudos de estabilidade thmgado e pds-reconstituicdo da vacina

10 doses foram selecionadas amostras de 03 lodeselgs: 067VFC001Z, 067VFC002Z e
067VFCO003Z.



24

Para a realizacdo dos estudos de acompanhamerdab dmestabilidade da vacina 05
doses foram selecionados amostras de 10 lotesuais gao 037VFA063Z, 038VFA076Z,
03PVFA137Z, 049VFA108P, 04UVFA156Z, 04UVFA158Z, QFFA135Z, 05UVFA142Z,
06UVFA130Z e 06UVFA132Z.

Para a realizacdo dos estudos complemetares depacbamento da estabilidade da
vacina 05 doses foram selecionados outros 20 I&&s.eles: 050VFA119Z, 050VFA120Z,
050VFA121Z, 050VFA122Z, 050VFA123Z, 05PVFA128Z, 08FA129Z, 05PVFA130Z,
05PVFA131Z, 05PVFA132Z, 05UVFA141Z, 05UVFA143Z, 08EA144Z, 05UVFA145Z,
05UVFA146Z, 061VFA001Z, 061VFA002Z, 061VFA003Z, 0FA004Z e 061VFAOO5Z.

O lote de vacina referéncidin house” utilizado nos testes de poténcia e
termoestabilidade foi o 004 / Bio-Manguinhos. Bsitie € um lote comercial de vacina febre
amarela (atenuada) 05 doses, originalmente coddicamo 027VFA036Z e produzido em 2002.

O diluente utilizado foi agua esterilizada parae@djo, o qual € o mesmo indicado para
reconstituicdo da vacina na rotina de vacinacdo.aAwstras de vacina 10 doses foram

reconstituidas com 5,0 mL enquanto que as de va&inmses, com 2,5 mL.

3.3. Protocolo do estudo

3.3.1. Estudo de estabilidade longa duracéo da vacina febramarela (atenuada) 10 doses

A vacina 10 doses, registrada na ANVISA em 200/ seu estudo de estabilidade longa
duracao finalizado em 2008. Entretanto, como hawaamstras armazenadas nas temperaturas a
-20°C e a 2-8°C suficientes para avaliar por mdisngses, o estudo foi estendido até o ano de
2010, totalizando 48 meses de armazenamento npsectess temperaturas. O estudo foi
realizado conforme Tabela 3.1.

Na época da liberacdo do produto (T0), amostrasD8dstes de vacina 10 doses foram
enviadas pela Secdo de Amostragem (SEAMO) aosdtdvmrs do Departamento de Controle de
Qualidade (DEQUA), para aprovacao pelo CQ. Foraafizados todos os testes descritos na
Tabela 1.1 e os 03 lotes foram aprovados pelo CQ.

A cada periodo subsequente, outras amostras foramadas pela SEAMO para 0s
respectivos laboratorios do DEQUA, para realizagls testes. Os testes de poténcia,
termoestabilidade e umidade residual foram os pefrés) quantitativos criticos avaliados neste

estudo. Os respectivos procedimentos de teste @ss@atos nos itens 3.4.1 e 3.4.2.
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Tabela 3.1. Matriz do estudo de estabilidade lothg@acao da vacina febre amarela (atenuada) 10 ¢@sasas

amostras armazenadas a -20°C e a 2-8°C por 48 meses

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 T15 T18 T24 T30 T36 T42 T48
Jul Out Jan Abr Jul Out Jan  Jul Jan Jul Jan  Jul
2006 2006 2007 2007 2007 2007 2008 2008 2009 2009 2010 2010

Testes

Poténcia

I
Termoestabilidace | NI IR R I I R D R e
Umidade Residual | [ ] [ ] R
Identidade P P ]
Esterilidade [N I S o I e e e
Endotoxinas bacterian RN W S [ N 0 [ - e e

Ovoalbumina residual
Nitrogénio proteico

TO Testes realizados na liberagéo do produto pelorGlerde Qualidade (CQ).
I Testes realizados nestes tempos.
Testes alternados por lote/tempo.
[ Testes ndo previstos para estes tempos.

3.3.2. Estudo de acompanhamento da estabilidade da vacirfi@bre amarela (atenuada) 05
doses

No caso da vacina 05 doses, foi possivel utilizadod retrospectivos do estudo de
acompanhamento anual da estabilidade, realizade @®03 e 2009, cujos 10 lotes foram
mantidos a -20°C por 36 meses. O parametro desan@situdado neste caso foi o teste de

poténcia e o estudo foi realizado conforme Tab&la 3

Tabela 3.2. Teste de poténcia utilizado no estedacdmpanhamento anual da estabilidade das amdstraxina

febre amarela (atenuada) 05 doses, armazenad@€ @e? 36 meses.

Tempo (meses)

T0 T24 T36

037VFA063Z Jul / 2003 Jul / 2004 Jul / 2005 Jul / 2006
038VFAQ76Z Ago / 2003 Ago / 2004 Ago / 2005 Ago / 2006
03PVFA137Z Nov / 2003 Nov / 2004 Nov / 2005 Nov / 2006
049VFA108P Set / 2004 Set / 2005 Set / 2006 Set / 2007
04UVFA156Z2 Dez / 2004 Dez / 2005 Dez / 2006 Dez / 2007
04UVFA1587 Dez / 2004 Dez / 2005 Dez / 2006 Dez / 2007
05PVFA135Z Nov / 2005 Nov / 2006 Nov / 2007 Nov / 2008
05UVFA142z Dez / 2005 Dez / 2006 Dez / 2007 Dez / 2008
06UVFA130Z Dez / 2006 Dez / 2007 Dez / 2008 Dez / 2009
06UVFA132Z Dez / 2006 Dez / 2007 Dez / 2008 Dez / 2009

Lotes

_|
=
N

TO Testes realizados na liberacéo do produto pelor@lerde Qualidade (CQ).
Il Testes realizados nestes tempos.
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Para complementar o estudo e alcancar 48 mesesrmdazemamento (T48) as
temperaturas de -20°C e 2-8°C, 20 lotes produzadtre 2005 e 2006 e aprovados pelo controle
de qualidade, foram selecionados do arquivo dengétee submetidos a retestes entre 2009 e

2010, para verificacdo da poténcia (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Teste de poténcia utilizado no estodgptementar de acompanhamento da estabilidadenmizstras de

vacina febre amarela (atenuada) 05 doses, armaenal0°C e a 2-8°C por 48 meses.

Tempo (meses)

Lotes To T78
05OVFA119Z
050VFA120Z
050VFA121Z
050VFA122Z
050VFA1237
05PVFA128Z
05PVFA129Z
05PVFA130Z
05PVFA131Z
05PVFA132Z
05UVFA141Z
05UVFA143Z
05UVFA144Z
05UVFA145Z
05UVFA146Z
061VFA001Z
061VFA002Z
061VFA003Z
061VFA004Z
061VFAQ05Z

TO Testes realizados na liberagé@o do produto pelor@erde Qualidade (CQ).
Il Testes realizados nestes tempos.

3.3.3. Estudo de estabilidade poés-reconstituicdo da vacinBebre amarela (atenuada) 10

doses

O estudo de estabilidade pés-reconstituicdo dangabd doses, para fins de registro foi
realizado em 2006 conforme Tabela 3.4, o qual eoogirocedimento de uso e sua validade na

bula deste produto.
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Tabela 3.4. Matriz do estudo de estabilidade péshagtituicdo realizado no ano de 2006, com amosdgascina
febre amarela (atenuada) 10 doses armazenadasarfarsa liofilizada por 06 meses a 2-8°C e posterimte

armazenados na sua forma reconstituida por mdis@8 a 2-8°C.

Tempo (horas)

Testes To T3 T6 T8
Poténcia - 1 ]
Esterilidade I D

TO Testes realizados na liberagédo do produto pelorGerde Qualidade (CQ).
Il Testes realizados nestes tempos.

Para comprovar a estabilidade da vacina apés 48sniEsarmazenamento na sua forma
liofilizada a -20°C e a 2-8°C, foi realizado novamteeo estudo pos-reconstituicdo, conforme

Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Matriz do estudo de estabilidade péshstituicio realizado no ano de 2010, com amosdgagacina

febre amarela (atenuada) 10 doses armazenadaa fama liofilizada por 48 meses a -20°C e a 2-8°C.

Tempo (horas)

Testes To T3 T6 T8
Poténcia R
Esterilidade I D D

TO Testes realizados na liberagé@o do produto pelor@erde Qualidade (CQ).
Il Testes realizados nestes tempos.

Para a realizacdo deste estudo, 28 amostras faeomstituidas com o diluente agua
esterilizada para injecdo em uma bancada do labmrafora da cabina de seguranca bioldgica,
simulando o procedimento realizado nos postos delesaDentre as amostras, 16 foram

segregadas para determinagéo da poténcia e 12giardidade (Figura 3.1).



28

Poténcia Esterilidade
14 frascos 12 frascos
_,-o-"'}\*-\—._ _,-/\‘\-._

T3 horas 3 T3 horas '
\ /T E \ [
o SEEE i 499
Td horas - Th horas '
4 fr. ¥ 3 fr.
T& horas T& horas
4 fr 3f

Figura 3.1. Esquema para realizacdo do estudo tdbiletade péds-reconstituicdo das amostras de &afghre

amarela (atenuada) 10 doses, armazenadas, ap&Esnstituicao, a 2-8°C por 08 horas.

No momento da reconstituicdo (T0), 04 amostrasnioemviadas a Secdo de Poténcia
(SEPOT) para determinacgéo da poténcia e 03 foramdas a Sec¢éo de Esterilidade, Processos e
Insumos (SEPIN) para teste de esterilidade. Ossghoentos dos testes estdo descritos nos itens
3.4.1 e 3.4.3, respectivamente. As demais amdsira® armazenadas a 2-8°C.

Ap6s 03 horas de armazenamento a 2-8°C, outram0dtias foram enviadas ao SEPOT
e 03 para o SEPIN, para realizacdo dos testesenédsr ao T3. Apds 06 e 08 horas, foram

realizados os mesmos procedimentos, referentéEcaed 8.
3.4. Testes criticos realizados durante o estudo de ekiiddade
Nos itens a seguir, estdo descritos minuciosantedi&s 0s ensaios criticos realizados

para avaliar a estabilidade das vacinas febre dan@tenuada) 05 e 10 doses. Sao eles: poténcia,

termoestabilidade, umidade residual e esteriliddds. resultados dos demais testes foram
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considerados para verificar a qualidade do procadinal do prazo de validade proposto,
conforme desctio na Farmacopéia Brasileira (B2&10b).

3.4.1. Determinacgao da poténcia e termoestabilidade

O objetivo deste teste € determinar a concentrdgdparticulas virais na vacina febre
amarela (atenuada) e a perda de titulo ap0s aram@eeno por 14 dias a 37°C. Para isso, o teste
foi realizado de acordo com o “DI 0183 - Determémacgla poténcia do produto acabado a granel,
produto final e termoestabilidade da vacina cofgipae amarela de 5, 10 e 50 doses”.

3.4.1.1. Método de Unidades Formadoras de Placas (UFP)

Para a realizacdo do teste de poténcia, 04 frakreacina liofilizada foram submetidos
ao meéetodo de unidades formadoras de placas (URR)p&alelo, foi titulado um frasco de
vacina de referéncia in house, de poténcia conagcalibrado com o padréo internacional. A
vacina foi reconstituida com &agua esterilizada pajacdo e diluida aplicando-se fator 4.
Inoculou-se cada diluicdo em, pelo menos, trédcaf em placas de 06 orificios contendo
células Vero previamente cultivadas em monocamadancentracdo da linhagem celular pode
variar de 150.000 a 300.000 células por mL, conéoondia de sua utilizacdo, e a monocamada
deve estar uniforme e integra. Apés o periodo dergdo do virus, o in6culo de cada poco foi
aspirado e entdo foi adicionado meio de culturaezwo carboximetilcelulose a 3%. As células
foram incubadas por sete dias, a temperatura dg€, 3fh ambiente de GGa 5% e umidade
relativa de 95%. ApGs o periodo de incubacéo, hdaséforam fixadas com formaldeido a 3%
por 20 minutos e lavadas por imersdo em agua ¢errEm seguida, foram coradas com cristal
violeta a 1% por 20 minutos, lavadas por imersdcdgoa corrente e secas para contagem das
placas. A poténcia da vacina foi calculada pelaianéd niumero de placas de, pelo menos, duas
diluicbes e o resultado foi expresso em log 10 d&§¥.

Para a determinacéo ser considerada valida, és@&imegue: (1) o controle de cultura de
células apresente monocamada inalterada, (2) ac@aride poténcia entre as duas amostras da
vacina nao seja maior que 0,5 log 10 UFP, (3) amuoi da vacina de referéncia néo varie mais
qgue 0,5 log 10 UFP do seu titulo médio, e (4) o enonde UFP seja decrescente em relacdo as

diluicbes crescentes.
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O titulo da vacina referéncia em UFP também faiudatlo e teve como fungéo validar o
teste realizado e determinar o titulo da vacinaetesn unidades internacionais por dose
(Ul/dose).

Para a realizacao do teste de termoestabilidadé&a8dos de vacina liofilizada foram
armazenados por 14 dias a 37°C. Apés este periodon testados conforme descrito acima,
juntamente com as amostras armazenadas de formanmonal.

A média dos titulos encontrados para as amostnaazanadas a 37°C foi comparada com
a média encontrada para as amostras armazenad®®¥G e a 2-8°C, a fim de verificar a
termodegradacao, que constitui um dos parametradiparacdo deste produto.

3.4.1.2. Vacina de referéncia

Os resultados dos testes de poténcia e termoéddalail da vacina febre amarela
(atenuada) geralmente sdo quantificados em UFP&tpsealente em Dy/dose. Entretanto, em
2003, foi realizado um estudo colaborativo que sugeadocao de unidades internacionais (Ul)
para expressar 0s resultados de poténcia e temabdektde, devido a varias razdes (Ferguson e
Heath 2004). Sao elas:

(1) A exigéncia da poténcia minima atual é de 1DQg, por dose. Entretanto, muitos
laboratdrios produtores de vacina febre amarekn(ada) testam a poténcia de seus lotes em
cultura de células (UFP). Esta pratica requer sagtieriodica, em animais, das vacinas de
referéncia utilizadas nos testes em cultura ddala fim de determinar a relacdo entreg, 3t
UFP;

(2) Os resultados de um estudo colaborativo intéonal para avaliar a adequacao de um
candidato como vacina referéncia internacional Alenkostraram uma significativa variabilidade
interlaboratorial nos titulos expressos ems@Contudo, as poténcias determinadas em ensaios
de placa e expressas em Ul ndo indicaram variaédesgnificativas;

(3) As especificacdes para liberacdo de vacinadugidas por diferentes laboratérios
variam consideravelmente, ja que a relacdo enteg ®UFP ¢é diferente para cada produtor. Esta
variacdo poderia ser mais limitada se os laboxeariilizassem resultados expressos em Ul/dose
(WHO 2008).

O lote da vacina referéncian house” utilizado atualmente para analise dos lotes
comerciais de vacina febre amarela (atenuada) de @lNdlentificado como 004 / Bio-

Manguinhos. O titulo nominal desta vacina foi obtitente a vacina de referéncia internacional



31
de FA do“National Institute for Biological Standards and @wol” (NIBSC), cujo titulo
nominal é de 4,5 log 10 UlI/mL, correspondendo aldg210 Ul/dose (Ferguson e Heath 2004 e
NIBSC 2010).

O primeiro padréo internacional de vacina febre retaa(atenuada), codigo NIBSC
99/616, foi estabelecido como o primeiro padraermdcional de vacina febre amarela (atenuada)
pelo “Expert Committe of Biological Standardsfa OMS. Esta vacina foi produzida a partir de
um produto a granel tipico derivado da cepa 17D-€€@éve ser armazenadas a -20°C (Ferguson
e Heath 2004 e NIBSC 2010).

Para validar a vacina de referéncia 004 / Bio-Manimps, foram realizados 22 testes de
poténcia. Em cada teste foram analisados a vaefeeéncid'in house”, a vacina de referéncia
internacional (NIBSC) e um lote comercial, confonmaeomendacdo da OMS (NIBSC 2010).

O titulo médio encontrado para a vacina de reféénternacional (NIBSC) foi 4,48 log
10 UFP/dose, correspondendo a 4,20 log 10 Ul/dmsgjanto que a média dos titulos obtidos na
vacina referéncidin house” 004 / Bio-Manguinhos foi 4,81 UFP/dose. Portastmsiderando-
se arelagéo de 0,33 entre ambas, foi possiveLattim valor equivalente a 4,53 log 10 Ul/dose
para a vacina referénciam house”.

Esta relag&o foi utilizada para ajuste dos resoftahcontrados nos testes de poténcia e

termoestabilidade do estudo de estabilidade, cofalescrito abaixo:

[Titulo LT (log UFP/dose) - Titulo VR (log UFP/dg$e 4,53 Ul/dose = Titulo LT (Ul/dose)

onde
LT = lote teste

VR = vacina referéncidn house” 004 / Bio-Manguinhos

3.4.1.3. Critério de aceitacdo

O titulo da poténcia e da termoestabilidade é dagmartir da média geométrica das
determinacdes realizadas. Considerando que a oetagée Dlsp e UFP determinada em BM é
de 0,73, o titulo médio dos frascos de vacina acahdos as temperaturas de -20°C, 2-8°C e
37°C deve ser maior que 3,73 log 10 UFP/dose, aqupiwalente a 1000 Bp.em camundongos
e a 3,00 log 10 Ul/dose.
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Além disso, a média encontrada para termoestatidideio deve apresentar diferenca
maior de 1 logaritmo quando comparado com a médicordrada para a poténcia nas

temperaturas -20°C e 2-8°C.

3.4.2. Determinagao da umidade residual

O objetivo deste teste € determinar a umidade uakitb li6filo da vacina febre amarela
(atenuada). Para isso, o teste foi realizado dela@mm o “DI 1037 - Determinac¢ao da umidade
residual”’, que descreve o método de Karl Fischelizado para a determinagdo da umidade

residual de vacinas febre amarela (atenuada) erfiosua liofilizada.

3.4.2.1. Método de Karl Fischer

O método utilizado é a titulacdo coulométrica del kesher, que é baseada nas seguintes

equacOes de reacado padrao:

CH30H + SO2 + RN> (RNH)SO3CH3
(RNH)SO3CH3 + 2 RN + 2 + H2® (RNH)SO4CH3 + 2 (RNH)!

[RN] = base imidazol

Na coulometria, no entanto, o iodo é gerado elairoigamente por oxidag¢do anddica:

2l- > 12+ H20

A geracédo de iodo ocorre no eletrodo gerador iraragp na célula proxima ao eletrodo
de medida (eletrodo de pino duplo de platina patarthinar o ponto final da rea¢éo) na célula
de titulacdo de vidro.

O reagente de Karl Fisher contém diéxido de enxafrelazol, metanol e iodo.

O teste é realizado individualmente, utilizandossemostras armazenadas em cada

temperatura, além de um padrdo de umidade. Apést®, faz-se a média dos resultados.
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3.4.2.2. Critério de aceitacdo

Para vacinas febre amarela (atenuada) 05 e 10,dogakr encontrado para a média das

cinco amostras ndo deve ser superior a 3%.

3.4.3. Teste de esterilidade

O objetivo deste teste é verificar a presenca aéraia de contaminagdo bacteriana e
fungica em amostras de vacina febre amarela (adah0& e 10 doses.

3.4.3.1. Método direto para verificagdo do crescimento bact&ano e fungico

O método direto consiste em inocular diretamentenasins de cultura, aliqguotas da
vacina reconstituida. Sao utilizados dois meiogutira: meio fluido de tioglicolato (TGC) e
caldo de caseina-soja (CAS). O primeiro € paracitnesto especialmente de anaerobios,
embora haja crescimento de aerobios, levedurag Rigos. O segundo é para crescimento de
aerdbios, leveduras e fungos.

Para a realizacdo do teste, 03 frascos de vaciamfoolocados em cabina de seguranca
biolégica. De cada frasco foram retirados 2 mL, glasis 1 mL foi inoculado em tubo contendo
18 mL de TGC e 1 mL em tubo contendo 18 mL de CAfs este procedimento, os 03 tubos
de TGC e os 03 de CAS, foram armazenados por $4d8-35°C e a 20-25°C, respectivamente.

Apos trés dias de incubacao, foram feitos repigieesodos os tubos. Para isso, foram
retirados 2 mL de cada tubo, tanto de TGC quant€A8, dos quais 1 mL foi inoculado em
outro tudo de 18 mL de TGC e outro tudo de 18 mICAS. Apos este procedimento, os tubos
foram novamente armazenados por 14 a 30-35°C €8°21) respectivamente.

A presenca de crescimento microbiano foi verificati@iamente e evidenciada pela
turvacdo dos meios.

3.4.3.2. Critério de aceitacdo

Auséncia de crescimento bacteriano e fangico.
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3.5. Andlise Estatistica

3.5.1. Modelo de conformidade

A determinagdo do prazo de validade de produto® =i realizada utilizando-se o
modelo de conformidade. Neste caso, varios lotesadma séo testados em diferentes periodos
de tempo e o prazo de validade é determinado codtiin@ periodo de tempo no qual todos os
lotes apresentaram resultados satisfatorios, quandgparados as especificacbes do produto
(Jadhawet al 2009 e Krause 2009).

Este modelo tem algumas limitacdes, ja que ndodavaonsideracao as incertezas, como
a variabilidade do teste e a taxa da perda (Jaelha\2009).

3.5.2. Modelo de estimativa

Os Guias Q1A(R2)/2003 (ICH 2003a) e Q1E/2003 (ICBO3b), fornecem uma
abordagem mais abrangente para andlise de daddssht partir de estudos de estabilidade.
Enquanto a abordagem do “modelo de conformidadkZaiapenas um dado como determinante
do prazo de validade, o modelo conhecido como “heodke estimativa” considera a
variabilidade de todo o grupo de dados obtido ntmudes (Krause 2009). ODeveloping
Countries Vaccine Manufacturers NetworkDCVMN) incentiva o uso desta abordagem para
analise de estudos de estabilidade (Jaghail2009).

3.5.2.1. Regressao linear

Segundo o Guia Q1E/2003 (ICH 2003b) a analise ggessao linear é considerada uma
abordagem apropriada para a avaliacdo dos dadu®®lat partir de estudos de estabilidade, a
fim de estabelecer o prazo de validade do prodotageestdo (ICH 2003b). Ela representa o
estudo da dependéncia, ou seja, é utilizada quaadazbes para supor uma relacdo de causa-
efeito entre duas variaveis quantitativas e sejalesgressar matematicamente essa relacao
(Callegari-Jacques 2003 e Weisberg 2005). Nestel@sos valores da variavel independente (x)
geralmente sédo escolhidos, e para cada valor édcahserva-se o valor da variavel dependente
(y) correspondente (Callegari-Jacques 2003).
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Geralmente, a relacdo entre certas variaveis dativdis e o tempo é considerada como
linear e sera este o principio que adotaremosgrailise dos dados de estabilidade obtidos neste
estudo (ICH 2003b). Ainda segundo este guia, unosadalgem apropriada para estimar o prazo
de validade é analisar uma variavel gquantitativetemininando em que tempo, com 95% de
confianca, o intervalo para a média interceptatéra de aceitacdo proposto.

O modelo de regressao pode ser expresso pela segquacao:

y =[5, + [, lote, + B, lote, + Btempot S, lotetempor S, lote, tempo

onde y é a variavel dependente.

A analise da covariancia (ANCOVA) é um procedimegtee combina a analise de
variancia com a regressdo (Montgomery 2009). Ecaqii para verificar se as inclinacées e os
interceptos tém diferenca estatisticamente sigtifia. O teste deve ser realizado utilizando um
nivel de significancia de 0,25 para termos relaaims aos lotes, para compensar o baixo poder
esperado para o desenho cujo tamanho de amogpiacéde um estudo de estabilidade normal,
ou seja, baixo (ICH 2003b e Lex al 2010). Para termos nao relacionados ao lote, c@mo
verificacdo da influéncia do tempo, deve-se utiliman nivel de significancia de 0,05 (ICH

2003b). Para analise das inclinacdes, as hipdteseslas sao:

HoZ [34: Bs =0
Hi: B40U Bsi 0

Se nao rejeitarmosl,, indica que as retas possuem a mesma inclinagéste Bnodo,

devemos verificar se possuem o0 mesmo intercepil@antlo o mesmo raciocinio acima. As
hipoteses testadas séo:

Ho: B1=B2=0
Hi: Blou Bz;ﬁ 0

De acordo com os resultados da analise, deve-saraana das seguintes abordagens:
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* Inclinagéo (p-valok 0,25) e intercepto (p-valer0,25). Neste caso, nenhuma diferenca é
indicada e, por isso, os dados de todos os lotdenpser agrupados, obtendo uma reta Unica.
Desta forma, um Unico prazo de validade pode sienado a partir deste grupo de dados.

* Inclinagéo (p-valork 0,25) e intercepto (p-valor < 0,25). Neste casajados de todos 0s
lotes podem ser agrupados para estimar a inclinaggatum, obtendo trés retas paralelas.
Entretanto, o prazo de validade deve ser estimadiwidualmente para cada lote, e a menor
estimativa entre os lotes deve ser escolhida candoso prazo de validade aplicavel a todos os
lotes.

+ Inclinacéo (p-valor < 0,25) e intercepto (p-vato®,25), ou inclinacdo (p-valor < 0,25) e
intercepto (p-valor < 0,25). Neste caso, ndo émecmlado agrupar os dados de todos os lotes.
Desta forma sao obtidas trés retas concorrentassen, o prazo de validade deve ser estimado
individualmente para cada lote. Do mesmo modo, aomestimativa entre os lotes deve ser
escolhida como sendo o prazo de validade aplicaveddos os lotes (Leet al 2010). A
ANCOVA foi utilizada para avaliar cada grupo de asdeparadamente. O objetivo era verificar
se existia ou ndo diferenca estatisticamente sigtifa entre as inclinacdes das retas, obtidas
pela regresséo linear, e os interceptos.

Apoés esta etapa, a mesma andlise foi realizadam®wa, porém para comparar oS
diferentes grupos entre si, correlacionando osnpatr@s analisados com a estabilidade do
produto em questdo. Outras analises como o caflndantervalos de confianca (IC), intervalos
preditivos (IP) e extrapolacdo de dados foram zadds com o objetivo de complementar os
resultados obtidos pela ANCOVA.

Quando avalia-se o valor de um parametro da pofoldgaseado em valores de uma
amostra, 0 que se tem € uma estimativa pontualeténto, o valor estimado na maior parte das
vezes nao sera exatamente igual ao valor verdad®@roisso, calcula-se o IC desta estimativa,
gue fornece um intervalo de valores plausiveis paparametro em andlise baseado nos dados
amostrais. O IC de 95% € o mais utilizado e fornggeintervalo no qual estariamos 95%
confiantes da cobertura do verdadeiro valor domeat® ou que 95% de todos os IC que
construirmos conterdo o verdadeiro valor do par@m@lontgomeryet al 2001 e Weisberg
2005). No caso em andlise, o IC de 95% foi obti@@ @as médias dos parametros analisados, ou
seja, para a média da poténcia, da termoestalslidkzdperda e da umidade residual.

Outra importante aplicacdo do modelo de regregsaqredicdo de novas observacoes da
variavel dependente (y) correspondentes a detedminalor variavel independente (x). Para

calcular o intervalo para as futuras observactek; m&do é adequado, pois este intervalo é
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estimado para a média de y (parametro em quegtdsi)n, se faz necesséario o uso de um IP, que
€ um intervalo para futuras observacdes. O IP pemtevisto como um IC para futuras
observagdes. Comparando ambos os intervalos, @bsergue o IP é sempre mais amplo que o
IC, porque o IP é influenciado tanto pelo erro dededo ajustado quanto pelo erro das futuras
observacdes (Montgomeey al2001 e Weisberg 2005).

Para realizacdo das andlises descritas acima iiddiaddb o software R, gratuito e
disponivel enhttp://www.r-project.org
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4. RESULTADOS

4.1. Poténcia do estudo de estabilidade longa duracéo dacina febre amarela (atenuada)
10 doses armazenada a -20°C por 48 meses

O teste de poténcia € pré-requisito para a liberdedvacinas febre amarela (atenuada).
Os resultados de poténcia sdo a média geométridd cesultados individuais e sdo apresentados
em Ul/dose, a partir da correcdo dos dados obtaagnalmente em UFP/dose, conforme
descrito no item 3.4.1.

Para a realizacdo do estudo de estabilidade longac@b, foram realizados testes de
poténcia e termoestabilidade em periodos pré-datados em 03 lotes consecutivos de vacina
10 doses. Os lotes testados foram o 067VFC0012/6@02Z e 067VFC003Z. Os dados de
poténcia para as amostras de vacina 10 doses arawkazea -20°C por 48 meses estdo descritos

na Tabela 4.1 e apresentados graficamente na Hdura

Tabela 4.1. Teste de poténcia utilizado no estwestfabilidade longa duracdo da vacina febre améadnuada)

10 doses armazenada a -20°C por 48 meses.

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 Ti15 T18 T24 T30 T36 T42 T48
067VFC001Z 4,68 4,72 4,63 4,44 458 4,45 465 4,49 4,46 4,81 4,49 4,48
067VFC002Z 4,70 4,84 4,85 4,64 4,71 4,68 4,73 452 4,64 4,62 4,63 4,58
067VFC003Z 4,66 4,67 4,73 451 454 461 4,71 450 4,45 459 4,31 4,45

Lotes
teste
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Figura 4.1. Teste de poténcia utilizado no estuelestabilidade longa duracdo da vacina febre améittnuada)
10 doses armazenada a -20°C por 48 meses.

De acordo com a Tabela 4.1 e com a Figura 4.1 stodaesultados encontrados para o
teste de poténcia estdo acima do limite de espac#&d (LE) minimo de 3,00 log 10 Ul/dose,
equivalente a 1000 Bk.e a 3,73 log 10 UFP/dose. Quando aplicou-se a AWCEbm nivel de
significanciaa = 0,25, o teste ndo rejeitou Ho (p-valor = 0,41@Q) seja, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre as inclinacdes dassrelos 03 lotes, podendo-se ajustar retas
paralelas. Entretanto, quando foi aplicado o meteste para avaliacdo dos interceptos, o teste
rejeitou Ho (p-valor = 0,0100), o que significa daeencontrada diferenca significativa entre os
interceptos para os 03 lotes, sugerindo a obtete&B retas paralelas com interceptos distintos.
As retas com os diferentes interceptos estdo repiadas na Figura 4.2.
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Figura 4.2. Retas de regresséo linear obtidas t& pas resultados de poténcia do estudo de estatid longa

duracéo da vacina febre amarela (atenuada) 10 dosezenada a -20°C por 48 meses.

Desta forma, a inclinagdo comum das 03 retas ©40,0Para avaliar a influéncia do
tempo na perda de titulo, foi utilizada a ANCOVAr@m com um nivel de significancia=
0,05. Foi obtido um p-valor = 0,0010, sugerindo hdeima perda de titulo ao longo do tempo de

armazenamento. Ja os interceptos variam, e ess@dtds na Tabela 4.2.

Tabela 4.2.Interceptos das retas de regresséo bibdos para os resultados de poténcia dos tt#escina febre

amarela (atenuada) 10 doses armazenados a -2048 pwses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001z 4,6534
067VFC002Z 4,7584
067VFC003Z 4,6409

4.2. Poténcia do estudo de estabilidade longa duracédo dacina febre amarela (atenuada)

10 doses armazenada a 2-8°C por 48 meses

Analisando-se os resultados de poténcia das amairaacina 10 doses armazenadas a
2-8°C por 48 meses, verificou-se que todos ostand estdo acima de 3,00 log 10 Ul/dose. Os

dados estao descritos na Tabela 4.3 e apresemadiaemente na Figura 4.3.
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Tabela 4.3. Teste de poténcia utilizado no estweestabilidade longa duracdo da vacina febre améaednuada)

10 doses armazenada a 2-8°C por 48 meses.

Tempo (meses)

TO T3 T6 T9 T12 T15 T18 T24 T30 T36 T42 T48
Lotes 067VFC001Z 4,68 4,72 457 452 4,43 4,35 4,64 4,35 4,44 4,72 4,24 4,28
teste 067VFC002Z 4,70 4,76 4,82 4,65 4,67 4,67 4,70 4,44 455 440 4,53 4,52
067VFC003Z 4,66 4,65 4,74 4,47 454 458 460 4,43 4,38 4,62 4,29 4,36
Q| _ =
Tl gt =
!*X<.¥-/-::/§<\ . X
< >.<<>;< /\l/‘ " "
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xﬁ.
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=)
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™
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= 067VFC002Z LE (3,00 log10)
—>= 067VFC003Z
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0 3 6 9 12 15 18 24 30 36 42 48

Tempo (meses)

Figura 4.3. Teste de poténcia utilizado no estuelestabilidade longa duracdo da vacina febre améittnuada)

10 doses armazenada a 2-8°C por 48 meses.

Para este grupo, o teste de hipétese aplicadoejpéitou Ho para a inclinagédo (p-valor =
0,9900) e rejeitou Ho para os interceptos das rdeasegressdo (p-valor = 0,0300). Estes
resultados indicam que né&o foi encontrada diferaigaificativa entre as inclinagbes das retas,
enguanto que a diferenca nos interceptos foi sagiiva. Nesta situacdo, pode-se combinar 0s

dados com o propoésito de estimar uma inclinacdaiognconforme Figura 4.4.
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Figura 4.4. Retas de regresséao linear obtidas t& pas resultados de poténcia do estudo de estathid longa

duracéo da vacina febre amarela (atenuada) 10 dosezenada a 2-8°C por 48 meses.

A inclinacdo comum das retas € -0,0064, sugerinsoajtempo tem influéncia no titulo
da vacina (p-valor = 0,0336), ou seja, hd um deorés do titulo ao longo do tempo de

armazenamento. Ja os interceptos variam e estéotdesa Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Interceptos das retas de regressé li¢idos para os resultados de poténcia dos detescina febre

amarela (atenuada) 10 doses armazenados a 2-848 pugses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001z 4,6246
067VFC002Z 4,7471
067VFC003Z 4,6563

4.3. Poténcia do estudo de acompanhamento anual da estatade da vacina febre
amarela (atenuada) 05 doses armazenada a -20°C 8% meses

Para a realizacdo do estudo de acompanhamento gmeskabilidade, foram realizados
anualmente testes de poténcia em 10 lotes de v@Bidases fabricados em 2003, 2004, 2005 e
2006. Os lotes testados e fabricados em 2003 fooar®37VFA063Z, 038VFAO76Z e
03PVFA137Z, os lotes fabricados em 2004 foram o VB4908P, 04UVFA156Z e
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04UVFA158Z, os lotes de 2005 foram o 05PVFA1355EW0FA1427Z e os lotes de 2006 foram
0 06UVFA130Z e 06UVFA132Z. Os dados de poténciaa @ amostras de vacina 05 doses
armazenadas a -20°C por 36 meses estdo descritbabet 4.5 e todos os resultados estéao
acima de 3,00 log 10 Ul/dose.

Tabela 4.5. Teste de poténcia utilizado no estedacdmpanhamento anual da estabilidade da vadina denarela

(atenuada) 05 doses armazenada a -20°C por 36.meses

Tempo (meses)

Lotes teste

T0 T12 T24 T36
037VFA063Z 4,56 4,52 4,45 4,59
038VFAQ076Z 4,68 4,61 4,63 4,61
03PVFA137Z 4,52 X 4,29 4,34
049VFA108P 4,68 4,66 4,77 4,66
04UVFA156Z 4,70 4,72 4,71 4,63
04UVFA1587 4,75 4,66 4,74 4,67
05PVFA135Z7 4,65 4,68 4,69 4,35
05UVFA142Z 4,78 4,79 4,67 4,39
06UVFA130z 4,51 4,78 4,44 4,94
06UVFA132Z 4,47 4,35 4,35 4,92

X: Teste nao realizado.

Quando aplicamos ANCOVA para este grupo, verificamoe o Ho foi rejeitado tanto
para as inclinacdes (p-valor = 0,1520) quanto paranterceptos (p-valor = 0,0990), ou seja,
deve-se ajustar uma reta para cada lote. Com d¢ivabge verificar se 0s comportamentos dos
lotes produzidos no mesmo ano eram semelhantadjudse o grupo como descrito na Tabela
4.6.

Tabela 4.6. Subdivisdo das amostras de vacina faherela (atenuada) 05 doses armazenadas por &8 @mes

20°C, de acordo com o ano da producdo, para aaeab da andlise estatistica.

Grupo Descricao

(a) Lotes de vacina febre amarela (atenuada) 05 dosdazdos em 2003 — Poténcia
(b) Lotes de vacina febre amarela (atenuada) 05 dosdazdos em 2004 — Poténcia
(c) Lotes de vacina febre amarela (atenuada) 05 dosdazdos em 2005 — Poténcia
(d) Lotes de vacina febre amarela (atenuada) 05 dosdazpdos em 2006 — Poténcia

Os dados obtidos a partir da aplicacdo da ANCOVr jpagrupo (a) estdo apresentados
na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Retas de regressao linear obtidasti gas resultados de poténcia do estudo de acdmapaento anual
da estabilidade dos lotes de vacina febre amataiada) 05 doses fabricados em 2003 e armazemadd3C por

36 meses.

Analisando-se estatisticamente os dados apresemadeigura 4.5, verificou-se que para
0 grupo (a) pode-se ajustar retas com a mesmanagéo (p-valor = 0,3050), porém o0s
interceptos tem diferenca significativa (p-valor 0:0100). Além disso, o tempo n&o tem
influéncia no titulo (p-valor= 0,1601), ou sejadpese admitir que a inclina¢do € zero, sugerindo
gue o titulo permanece estavel ao longo do perdedarmazenamento. Outro fator relevante € a
guantidade reduzida de dados, que pode ndo re@esslequadamente o comportamento dos
lotes analisados.

Os dados obtidos para o grupo (b) estédo apresentadBigura 4.6.
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Figura 4.6. Reta de regresséao linear obtida arpg#ot resultados de poténcia do estudo de acompemba anual
da estabilidade dos lotes de vacina febre amataiada) 05 doses fabricados em 2004 e armazemadd3C por

36 meses.

Conforme demonstrado no grafico do grupo (b) (Rgti6), pudemos ajustar uma Unica
reta para os 03 lotes (p-valor = 0,7000 para dsmagdes e p-valor = 0,9090 para os interceptos),
ou seja, pode-se considerar os resultados dodoti€s como um Unico grupo. Além disso,
demonstrou que o tempo ndo tem influéncia sobrerdapda poténcia (p-valor = 0,4403),
podendo-se admitir que a inclinacdo é zero, sugemue a poténcia permanece constante com o
passar do tempo de armazenamento.

Os dados do grupo (c) estao descritos na Figura 4.7
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Figura 4.7. Reta de regresséo linear obtida arp#ot resultados de poténcia do estudo de acompemba anual
da estabilidade dos lotes de vacina febre amataiada) 05 doses fabricados em 2005 e armazemadd3C por
36 meses.

Para o grupo (c), também pdde-se ajustar uma usteapara os 03 lotes (p-valor =
0,6350 para as inclinacdes e p-valor = 0,4970 paraterceptos), sugerindo que os 03 lotes
possuem comportamentos iguais. Entretanto, neste aaempo tem influéncia sobre a perda (p-
valor = 0,0490), e como a inclinagdo € negativia, $sigere que ocorre perda de titulo com o
passar do tempo. Entretanto, mesmo com a quedaté&aca ao longo do tempo, esta permanece
bem acima do LE, ap6s 36 meses armazenada a -20°C.

Os dados do grupo (d) estéo representados na Hdlra
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Figura 4.8. Reta de regresséo linear obtida arp#ot resultados de poténcia do estudo de acompemiba anual
da estabilidade dos lotes de vacina febre amataiada) 05 doses fabricados em 2006 e armazemadd3C por
36 meses.

Para o grupo (d), conforme demonstra a Figurapti@emos ajustar uma Unica reta para
os trés lotes, ou seja, nem a inclinagédo (p-val6r8220) nem os interceptos (p-valor = 0,4560)
apresentaram diferenca significativa. Neste cageypo também ndo tem influéncia no titulo
(p-valor = 0,2176), admitindo-se que a inclinacamual a zero e que o titulo permaneceria
estavel ao longo do tempo.

A variagdo encontrada entre os lotes de 05 dosdsn@nstrada acima pode estar
relacionada a reduzida quantidade de resultadpet@acia obtidos por lote, por se tratar de um
estudo anual de acompanhamento da estabilidade,dmiénimero reduzido de lotes em estudo.
Entretanto, com a finalidade de comparar estedtagl®s com aqueles obtidos para as amostras
dos lotes de vacina 10 doses armazenadas na masiparatura, ou seja, a -20°C por 48 meses,
utilizou-se a abordagem estatistica sugerida poofdd (2009), que utiliza o intervalo preditivo
(IP) de 95%. Para este estudo, utilizamos o pieo,cau seja, aquele lote que possui os resultados
mais proximos do LE minimo. No caso das vacinadddes armazenadas a -20°C por 48 meses,
o pior caso foi o lote 067VFC003Z.
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Quando foi plotado o IP de 95% do lote 067VFCO003@seresultados obtidos para as
amostras dos 10 lotes de vacina 05 doses armazeaadf@°C por 36 meses, a fim de comparar
os dados de ambos 0s grupos, foi observado queécaiandos resultados obtidos estdo acima do
limite inferior do IP de 95%, demonstrando a edigdule também dos lotes de vacina 05 doses
armazenados a -20°C por 36 meses (Figura 4.9).

48
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Figura 4.9. Teste de poténcia utilizado no estwlaabmpanhamento anual da estabilidade da vadina #enarela
(atenuada) 05 doses armazenada a -20°C por 36 plesa$a em um gréfico contendo o intervalo predi(iP) de
95% do lote 067VFC003Z, armazenado a -20°C por d&es1(pior caso).

4.4. Poténcia do estudo complementar de acompanhament@ cestabilidade da vacina
febre amarela (atenuada) 05 doses armazenada a -@03or 48 meses

Além do estudo de acompanhamento anual da estd®lidim estudo complementar de
acompanhamento da estabilidade foi realizado cowst@as de vacinas 05 doses. Neste caso,
foram selecionados 20 lotes produzidos em 20096 2Garmazenados a -20°C e a 2-8°C por 48
meses. Foram realizados testes de poténcia nadé®erdo produto (TO) e apds 48 meses de
armazenamento em ambas as temperaturas (T48).

Os resultados de poténcia obtidos para as ama#raacina 05 doses armazenadas a -
20°C por 48 meses estdo descitos na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7. Teste de poténcia utilizado no estudoptementar de acompanhamento da estabilidadecitzavi@bre

amarela (atenuada) 05 doses armazenada a -2043 pogses.

Lotes teste Tempo (meses)

T0 T48
050VFA1197 4,85 4,91
050VFA120Z2 4,88 4,84
050VFA1217Z 4,85 4,83
050VFA1227 4,50 4,83
050VFA1237 4,56 4,67
05PVFA128Z 4,63 4,87
05PVFA1297 4,62 4,80
05PVFA130Z 4,59 4,83
05PVFA131Z 4,57 4,79
05PVFA1327 4,73 4,82
05UVFA1417 4,75 4,56
05UVFA143Z 4,43 4,70
O5UVFA144z 4,48 4,75
O05UVFA145Z7 4,55 4,57
05UVFA146Z 4,49 4,79
061VFA001Z 4,43 4,64
061VFA002Z 4,45 4,77
061VFA003Z 4,48 4,76
061VFA004Z 4,48 4,75
061VFAO005Z 4,47 4,86

A mesma abordagem utilizada para avaliacdo dosltadss do estudo de
acompanhamento anual da estabilidade foi utilizzata avaliacdo dos resultados deste grupo.
Desta forma, novamente plotou-se em um grafico delP5% do lote 067VFC003Z (pior caso
entre os lotes de vacina 10 armazenados a -20°@8areses) e os resultados obtidos para as
amostras de vacina 05 doses armazenadas a -2048 poeses. O grafico esta representado na
Figura 4.10.
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Figura 4.10. Teste de poténcia utilizado no estunplementar de acompanhamento da estabilidadaaditzevfebre
amarela (atenuada) 05 doses armazenada a -2043 poeses plotada em um gréafico contendo o intepaditivo
(IP) de 95% do lote 067VFC003Z, armazenado a -2@fCl8 meses (pior caso).

Na Figura 4.10, verifica-se que a maioria dos tadok obtidos estdo acima do limite
inferior do IP de 95%, demonstrando também a ditatle das amostras dos lotes de vacina 05
doses armazenadas a -20°C por 48 meses.

4.5. Poténcia do estudo complementar de acompanhament@ cestabilidade da vacina

febre amarela (atenuada) 05 doses armazenada a 2=33or 48 meses

Os resultados de poténcia obtidos para as amostmagstudo complementar de
acompanhamento da estabilidade de vacina 05 dosezenadas a 2-8°C por 48 meses estédo
descitos na Tabela 4.8.

A mesma abordagem utilizada anteriormente foi n@rdamaplicada. Nesta caso, plotou-
se em um grafico o IP de 95% do lote 067VFC0012, &o pior caso entre os lotes de vacina 10
armazenados a 2-8°C por 48 meses, além dos resultddidos para as amostras de vacina 05

doses armazenadas a 2-8°C por 48 meses. O gréficoepresentado na Figura 4.11.
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Tabela 4.8. Teste de poténcia utilizado no estudoptementar de acompanhamento da estabilidadecitzavi@bre

amarela (atenuada) 05 doses armazenada a 2-8%43 pogses.

Poténcia (log10 Ul / dose)

4.8

4.4

4.0

3.6

3.2

2.8

Lotes teste

Tempo (meses)

T0 T48
050VFA1197 4,85 4,88
050VFA120Z2 4,88 4,79
050VFA1217Z 4,85 4,77
050VFA1227 4,50 4,74
050VFA1237 4,56 4,74
05PVFA128Z 4,63 4,76
05PVFA1297 4,62 4,66
05PVFA130Z 4,59 4,78
05PVFA131Z 4,57 4,61
05PVFA1327 4,73 4,81
05UVFA1417 4,75 4,29
05UVFA143Z 4,43 4,61
O5UVFA144z 4,48 4,62
O05UVFA145Z7 4,55 4,53
05UVFA146Z 4,49 4,58
061VFA001Z 4,43 4,61
061VFA002Z 4,45 4,78
061VFA003Z 4,48 4,72
061VFA004Z 4,48 4,72
061VFAO005Z 4,47 4,83

1P 95% (#0012)

LE (3,00 log10)

T
12

T
24

Tempo (meses)

36

48

Figura 4.11. Teste de poténcia utilizado no estuaoplementar de acompanhamento da estabilidadacdil@avfebre

amarela (atenuada) 05 doses armazenada a 2-843 poeses plotada em um gréafico contendo o intepaditivo

(IP) de 95% do lote 067VFC001Z, armazenado a 2ggfCI8 meses (pior caso).
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Na Figura 4.11, verifica-se que a maioria dos tadok obtidos estdo acima do limite
inferior do IP de 95%, demonstrando também a ditatle das amostras dos lotes de vacina 05
doses armazenadas a 2-8°C por 48 meses.

4.6. Termoestabilidade do estudo de estabilidade longauthcdo da vacina febre amarela

(atenuada) 10 doses armazenada a -20°C por 48 meses

O teste de termoestabilidade também € um pré-itmpiara a liberacdo do lote para o
mercado. Este teste € realizado da mesma forma deste de poténcia. A diferenca entre as
duas determinacdes é que as amostras que sofren@ste de termoestabilidade devem
permanecer por 14 dias armazenadas a 37°C. Os dadesnoestabilidade também sdo a média
geomeétrica de 04 resultados individuais e sdo aptados em Ul/dose, a partir da correcdo dos
dados obtidos originalmente em UFP/dose, conforeserdo no item 3.4.1.

Como descrito anteriormente, para a realizagdostiale de estabilidade longa duracéao,
além dos testes de poténcia cujos resultados gnf@analisados, foram realizados testes de
termoestabilidade em periodos pré-determinados3lot€s consecutivos de vacina 10 doses. Os
lotes testados foram o 067VFC001Z, 067VFC002Z &/6€003Z. Os resultados dos testes de
termoestabilidade das amostras do estudo de éddalallonga duracdo da vacina 10 doses
armazenadas a -20°C por 48 meses estao descrifabela 4.9.

Tabela 4.9. Teste de termoestabilidade utilizad@stado de estabilidade longa duracdo da vacina f&imarela

(atenuada) 10 doses armazenada a -20°C por 48.meses

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 T15 Ti18 T24 T30 T36 T42 T48
067VFC001Z 4,34 4,47 4,30 4,26 425 435 X 4,27 4,15 4,63 4,33 4,18
067VFC002Z 4,53 4,62 4,69 4,63 46 454 X 435 4,47 4,43 4,48 4,43
067VFC003Z 4,57 4,44 4,64 437 431 448 X 424 429 4,49 4,14 4,32

Lotes
teste

X: teste nao realizado.

De acordo com a Tabela 4.9, todos os resultadosngados para o teste de
termoestabilidade estdo acima de 3,00 log 10 U¥@asdo apresentaram reducdo maior do que 1
log 10 Ul em relacdo a poténcia. Apos a aplicaghdNCOVA, o teste ndo rejeitou Ho para a
inclinacdo (p-valor = 0,3100), ou seja, ndo foi ernada diferenca significativa entre as
inclinacdes das 03 retas, podendo-se ajustar patadelas. No entanto, quando analisamos 0s

interceptos, o teste rejeitou Ho (p-valor = 0,010@yicando que foi encontrada diferenca
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significativa entre os interceptos. As retas condiferentes interceptos estéo representadas na
Figura 4.12.
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Figura 4.12. Retas de regresséo linear obtidasti gas resultados de termoestabilidade do estiedestabilidade

longa duracgéo da vacina febre amarela (atenuadd)<dls armazenada a -20°C por 48 meses.

Segundo a ANCOVA, a inclinagdo comum das retas@3B. Como verificou-se que o
tempo tem influéncia no titulo (p-valor = 0,0098)igere-se que ocorre uma perda de titulo ao

longo do tempo de armazenamento. J& 0s interceptiasn, e estdo descritos na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Interceptos das retas de regress@ar labtidos para os resultados de termoestabilifldlddose) dos

lotes de vacina febre amarela (atenuada) 10 dosezeanados a -20°C por 48 meses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001z 4,3946
067VFC002z 4,5982
067VFC003Z 4,4636

4.7. Termoestabilidade do estudo de estabilidade longauthcdo da vacina febre amarela
(atenuada) 10 doses armazenada a 2-8°C por 48 meses

Analisando-se o0s resultados de termoestabilidade aaostras de vacina 10 doses

armazenadas a 2-8°C por 48 meses, verificou-s¢ogios os resultados estdo acima de 3,00 log
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10 Ul/dose e néao apresentaram reducao maior qag 10 Ul em relacdo a poténcia. Os dados
estao descritos na Tabela 4.11.

Tabela 4.11. Teste de termoestabilidade utilizanl@studo de estabilidade longa duracéo da vachra femarela

(atenuada) 10 doses armazenada a 2-8°C por 48.meses

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 Ti5 T18 T24 T30 T36 T42 T48
067VFC001Z 4,34 4,43 4,37 4,26 4,23 4,23 4,15 4,11 4,52 4,08 4,08
067VFC002Z 4,53 4,59 4,61 4,56 4,51 4,55 4,35 4,43 4,15 4,45 4,34
067VFC003Z 4,57 4,41 4,61 4,35 4,14 4,40 4,13 4,25 4,40 4,11 4,20

Lotes
teste

X X X

X: teste nao realizado.

Apoés a aplicacdo da ANCOVA, o teste nado rejeitou gdoa a inclinacdo (p-valor =
0,8100), ou seja, ndo foi encontrada diferencaifgigtiva entre as inclinacdes das 03 retas,
podendo-se ajustar retas paralelas. No entantodquenalisamos os interceptos, o teste rejeitou
Ho (p-valor = 0,0002), indicando que foi encontradarenca significativa entre os interceptos.
As retas com os diferentes interceptos estdo repiadas na Figura 4.13.
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Figura 4.13. Retas de regresséo linear obtidasti gas resultados de termoestabilidade do estiedestabilidade

longa duracgéo da vacina febre amarela (atenuadd)<ds armazenada a 2-8°C por 48 meses.
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Estes resultados permitiram que se estimasse iaaggb comum das retas, cujo valor
encontrado foi -0,0058. Quando avaliou-se a inftigilo tempo no titulo encontrou-se um p-
valor = 0,0003, sugerindo que ha um decréscimo itldotcom o passar do tempo de

armazenamento. No entanto, os interceptos sdove&ia estdo representados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12. Interceptos das retas de regress@ar labtidos para os resultados de termoestabilifldlddose) dos

lotes de vacina febre amarela (atenuada) 10 dosexze@nados a 2-8°C por 48 meses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001Z 4,3728
067VFC002Z 4,5792
067VFC003Z 4,4428

4.8. Diferenca entre a poténcia e a termoestabilidade ¢pda) do estudo de estabilidade
longa duracdo da vacina febre amarela (atenuada) 1@oses armazenada a -20°C por 48
meses

A perda também é um pré-requisito para liberacd® Idtes de vacina febre amarela
(atenuada) para o mercado. Este parametro € gieidodiferenca entre os titulos de poténcia e
termoestabilidade e n&o deve ser maior que 1 1dgl10

Os resultados obtidos para a perda nas amostnzacoia 10 doses armazenadas a -20°C
por 48 meses sdo apresentados na Tabela 4.13.ddegsta tabela, todos os resultados estéo

abaixo do LE méximo, ou seja, sdo menores que 10ddl.

Tabela 4.13. Perda do estudo de estabilidade ldagagdo da vacina febre amarela (atenuada) 10 dosezenada

a -20°C por 48 meses.

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 Ti15 T18 T24 T30 T36 T42 T48
067VFC001Zz 0,34 0,25 0,33 0,18 0,33 0,10 X 0,22 0,31 0,18 0,16 0,30
067VFC002z 0,17 0,22 0,16 0,01 0,11 0,14 X 0,27 0,27 0,19 0,15 0,15
067VFC003z 0,09 0,23 0,09 0,14 0,23 0,13 X 0,26 0,26 0,10 0,27 0,13

Lotes
teste

X: teste nao realizado.

Aplicando-se a ANCOVA a estes resultados, o tedtergjeitou Ho para a inclinagéo (p-
valor = 0,6800), podendo-se ajustar retas paralBltsetanto, quando analisamos as médias das
perdas, o teste rejeitou Ho (p-valor = 0,0050),seja, existe diferenca significativa entre os
interceptos. As retas com os diferentes intercegdti#o representadas na Figura 4.14.
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Figura 4.14. Retas de regressao linear obtidastia gpas resultados da perda (diferenca entretol®si de poténcia e
termoestabilidade) do estudo de estabilidade ldogagéo da vacina febre amarela (atenuada) 10 dosezenada

a -20°C por 48 meses.

Como o tempo nao tem influéncia sobre a perda lgr-wa0,7155) a inclinacédo das retas
pode ser considerada igual a zero, ou seja, a gEndaanece constante ao longo do tempo.
Entretanto, os interceptos sdo diferentes e estSaritbs na Tabela 4.14.

Tabela 4.14. Interceptos das retas de regress@ar lobtidos para os resultados de perda dos letesaalna febre

amarela (atenuada) 10 doses armazenados a -2048 pwgses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001z 0,2455
067VFC002Z 0,1491
067VFC003Z 0,1573
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4.9. Diferenca entre a poténcia e a termoestabilidade épda) do estudo de estabilidade
longa duracdo da vacina febre amarela (atenuada) 1@oses armazenada a 2-8°C por 48
meses

Os resultados obtidos para a perda nas amostnaacoie 10 doses armazenadas a 2-8°C
por 48 meses sdo apresentados na Tabela 4.15.deegsta tabela, todos os resultados estéo
conforme a especificagdo, ou seja, sdo menore$ mpgel10 UI.

Tabela 4.15. Perda do estudo de estabilidade ldnggao da vacina febre amarela (atenuada) 10 dosezenada
a 2-8°C por 48 meses.

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 Ti15 T18 T24 T30 T36 T42 T48
067VFC001Z 0,34 0,29 0,20 0,26 0,20 0,12 X 0,20 0,33 0,20 0,16 0,20
067VvFC002Z 0,17 0,27 0,21 0,09 0,16 0,12 X 0,09 0,12 0,25 0,08 0,18
067VFC003Z 0,09 0,24 0,13 0,12 040 0,18 X 0,30 0,13 0,22 0,18 0,16

X: teste nao realizado.

Lotes
teste

Para a inclinacédo das retas, o teste de ANCOVAragsitou Ho (p-valor = 0,6700) e
rejeitou Ho para os interceptos (p-valor = 0,07003ste caso, ndo ha diferenca significativa
entre as inclinacdes dos 03 lotes e ha difererypafisativa entre os interceptos, 0s quais estao
representados na Figura 4.15.
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Figura 4.15. Retas de regresséo linear obtidastia gas resultados da perda (diferenga entretolwsi de poténcia e
termoestabilidade) do estudo de estabilidade ldogagéo da vacina febre amarela (atenuada) 10 dosezenada

a 2-8°C por 48 meses.

Como o tempo néo tem influéncia sobre a perda Ig-wa0,5211) a inclinacdo das retas
pode ser considerada igual a zero, sugerindo, donmenodo que no caso anterior, que a perda

permanece constante. Entretanto, os interceptodifefientes e estdo descritos na Tabela 4.16.

Tabela 4.16. Interceptos das retas de regress&ar lkitidos para os resultados de perda dos leteaaina 10 doses

armazenados a 2-8°C por 48 meses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001Z 0.2273
067VFC002Z 0,1491
067VFC003Z 0,1955

4.10. Extrapolacdo dos dados de poténcia dos estudos detabilidade longa duracdo da

vacina febre amarela (atenuada) 10 doses armazenda20°C e a 2-8°C por 48 meses

Para demonstrar a estabilidade da vacina febreetan@tenuada) com relagdo a poténcia
e termoestabilidade, os dados tanto para as amatraacina 10 doses armazenadas a -20°C

como a 2-8°C foram extrapolados até interceptaremado LE minimo.
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Para esta andlise, foram utilizados os piores castre os lotes de vacina 10 doses
armazenados a -20°C (067VFC003Z2) e a 2-8°C (067VEZPpor 48 meses. Os resultados e a
extrapolacdo dos dados estao representados na Bidir.

Poténcia (log10 Ul / dose)

%~ 067VFC003Z (-20°C) —— Reta (#0032) -=-= IC 95% unilateral LE (3,00 log10)
—— 067VFC001Z (2 a8C)— Reta (#0012) = IP 950 unilateral
T T T

o © ©
™ <

191
196
284
289

Tempo (meses)

Figura 4.16. Retas de regressao linear, intervddosonfianca (IC) e intervalos preditivos (IP) dbs a partir da
extrapolacdo dos resultados de poténcia dos |I@@¥RC003Z (-20°C / 48 meses) e 067VFC001Z (2-848/

meses). dos estudos de estabilidade longa durag@aciha febre amarela (atenuada) 10 doses.

Comparando-se, através da ANCOVA, a inclinacdore&ss obtidas para as vacinas 10
doses armazenadas a -20°C com aquela obtida paagiaas 10 doses a 2-8°C, verificou-se que
ndo apresentavam diferenca estatisticamente sigtivfa entre si (p-valor = 0,1331). Entretanto,
guando analisou-se a perda acumulada ao longongmtatravés da extrapolacdo dos dados, as
retas de regressdo para os diferentes gruposdptaram o eixo do LE minimo em diferentes
tempos. Além dos resultados das retas de regréesao, a Figura 4.16 apresenta os IC e os IP
para ambos os lotes.

Seguindo o Guia Q1E/2003 (ICH 2003b) e considerantld, a extrapolacdo dos dados
do lote 067VFC003Z — pior caso entre os lotes anaal0 doses armazenados a -20°C por 48
meses — demonstrou que este lote teria um prarzalide@de de 289 meses 24 anos) enquanto
gue o lote 067VFC001Z — pior caso entre os lotegadia 10 doses armazenados a 2-8°C por
48 meses — um prazo de validade de 196 mes&§,% anos). Se considerarmos o IP, que € uma
medida mais conservadora, ja que tem a influéacittdo erro do modelo de regresséo ajustado
guando do erro das futuras observacoes, os prazosldlade seriam, respectivamente, 284
meses 23,5 anos) e 191 meses16 anos) (Figura 4.16).

A Figura 4.17 apresenta os dados reais obtidos a#8. Através dela verificou-se que

tanto a reta da regressao linear quantos os ICdedhiores casos de -20°C e 2-8°C, estdo bem
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acima do LE minimo, sugerindo que o produto armaderem ambas as temperaturas é estavel
por pelo menos 48 meses.
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Figura 4.17. Retas de regressao, intervalos deiacmaf (IC) e intervalos preditivos (IP) obtidos artjp dos
resultados de poténcia dos lotes 067VFC003Z (-2@f&€meses) e 067VFC001Z (2-8°C / 48 meses).doseside

estabilidade longa duracéo da vacina febre am@ttauada) 10 doses.

4.11. Extrapolacdo dos dados de termoestabilidade dos adbs de estabilidade longa
duracdo da vacina febre amarela (atenuada) 10 dosasmazenda a -20°C e a 2-8°C por 48
meses

Para os dados de termoestabilidade, conforme camtifi também para os resultados de
poténcia, a analise pela ANCOVA demonstrou quecknisicdo das retas obtidas para as vacinas
10 doses armazenadas a -20°C néo tinha difererigisesamente significativa (p-valor =
0,1375) quando comparada a inclinacdo obtida paraaeinas 10 doses a 2-8°C. Entretanto,
avaliando-se a perda acumulada ao longo do tempdese nas retas de regressao, verificou-se
gue interceptavam o eixo do LE minimo em tempaosreliftes.

Considerando o IC, a extrapolagao do lote 067VFZ0@&@monstrou que este lote teria
um prazo de validade de 247 mese&(,5 anos) enquanto que o lote 067VFC001Z, unopiaz
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validade de 175 meses (4,5 anos). Se considerarmos o IP, 0s prazos li#ada seriam,

respectivamente, 240 mese20 anos) e 168 meses14 anos) (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Retas de regresséo linear, intervdéosonfianca (IC) e intervalos preditivos (IP) dbs a partir da
extrapolacao dos resultados de termoestabilidasiéotiss 067VFC003Z (-20°C / 48 meses) e 067VFCQRIZC /

48 meses) dos estudos de estabilidade longa dudagécina febre amarela (atenuada) 10 doses.

4.12. Umidade residual do estudo de estabilidade longa dagdo da vacina febre amarela
(atenuada) 10 doses armazenada a -20°C por 48 meses

Os resultados do teste de umidade residual reabzath amostras de vacina 10 doses
armazenadas a -20°C por 48 meses, demonstraratodpgeos valores obtidos estdo de acordo
com o LE méximo de 3% (Tabela 4.17).

Tabela 4.17. Teste de umidade residual utilizadestado de estabilidade longa duracdo da vacirre faiarela

(atenuada) 10 doses armazenada a -20°C por 48.meses

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 T18 T24 T30 T36 T42 T48
067VFC001Z 0,48 0,38 X X 0,88 X 0,48 0,37 053 0,57 0,61
067VFC002Z 0,34 X 0,58 X X 0,21 047 037 048 051 0,55
067VFC003Z 0,45 X X 057 X X 063 080 063 0,63 0,89

X: Testes ndo previstos para estes tempos.

Lotes
teste

Quando aplicou-se a ANCOVA com= 0,25, o teste nao rejeitou Ho para a inclinacéo
(p-valor = 0,4300) e rejeitou Ho para os intercep{p-valor = 0,0240), ou seja, ndo foi
encontrada diferenca significativa entre as inciies das retas e foi encontrada diferenca
significativa entre os interceptos. Devido a isee, dados puderam ser combinados com o
proposito de estimar uma inclinacdo comum (Figut@y
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Figura 4.19. Retas de regresséo linear obtidastia gas resultados de umidade residual do estwdestiabilidade

longa duracgéo da vacina febre amarela (atenuadd)sés armazenada a -20°C por 48 meses.

Neste caso, a inclinacdo comum das retas é 0,@081p-valor = 0,0958 indica que o
tempo nao tem influéncia neste parametro, sugermueoca umidade residual permanece estavel
ao longo do tempo. Os interceptos distintos estdordos na Tabela 4.18.

Tabela 4.18. Interceptos das retas de regress@ar lobtidos para os resultados de umidade resihsalotes de

vacina febre amarela (atenuada) 10 doses armazenad0°C por 48 meses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001Z 0,4612
067VFC002Z 0,3589
067VFC003Z 0,5726

A Figura 4.20 apresenta os dados reais obtidos @pdote 067VFC003Z — o pior caso
entre os lotes de vacina 10 doses armazenado$S@ p20 48 meses — onde se observa que tanto
a reta da regressao linear quanto os IC e IP bstdmbaixo do LE maximo, demonstrando que o

produto armazenado a -20°C é estavel por até 48smes
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Figura 4.20. Reta de regresséo, intervalo de augdiglC) e intervalo preditivo (IP) obtidos a pados resultados
de umidade residual do lote 067VFC003Z (-20°C fmt&es) (pior caso) dos estudos de estabilidade ldagacao
da vacina febre amarela (atenuada) 10 doses.

4.13. Umidade residual do estudo de estabilidade longa dacdo da vacina febre amarela
(atenuada) 10 doses armazenada a 2-8°C por 48 meses

Os resultados do teste de umidade residual reabzath amostras de vacina 10 doses
armazenadas a 2-8°C por 48 meses, demonstraratadpseos valores obtidos também estdo de

acordo com a especificacdo de até 3% (Tabela 4.19).

Tabela 4.19. Teste de umidade residual utilizadestado de estabilidade longa duracdo da vacirre faarela

(atenuada) 10 doses armazenada a 2-8°C por 48.meses

Tempo (meses)
TO T3 T6 T9 T12 T18 T24 T30 T36 T42 T48
Lotes 067VFC001Z 0,48 0,46 X X 1,71 X 0,52 0,71 0,82 0,90 1,01
teste 067VFC002Z 0,34 X 0,96 X X 0,42 059 0,75 0,77 091 1,00
067VFC003Z 0,45 X X 1,07 X X 098 091 1,03 1,19 1,12

Entretanto, quando aplicada a ANCOVA para o esip@ro teste ndo rejeitou Ho para as
inclinagdes (p-valor = 0,8200), nem para os infgia®e (p-valor = 0,3150), ou seja, nao foi

encontrada diferenca significativa entre as incies das retas nem entre os intereptos. Além
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disso, quando verificou-se a influéncia do tempajficou-se que este néo tinha influéncia (p-
valor = 0,0632), admitindo-se inclingao igual ae@Quando os dados foram agrupados, a
inclinagcdo comum das retas e o intercepto foraspeeivamernte, 0,0080 e 0,63% (Figura
4.21).
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| |~ 067VFC002Z LE (3%)
—%— 067VFC003Z
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Figura 4.21. Retas de regresséo linear obtidastia gas resultados de umidade residual do estwdestiabilidade

longa duracgéo da vacina febre amarela (atenuadd)<ds armazenada a 2-8°C por 48 meses.

No entanto, analisando-se a Figura 4.21, verificamee existe um ponto (T12 / 2-8°C)
para o lote 067VFC001Z, cujo valor € de 1,71%, qat discordando dos demais valores
obtidos. Isto pode ter ocorrido por fatores quegpodnvalidar um ensaio. Portanto, 0 mesmo
procedimento estatistico realizado anteriormentendvamente aplicado, desconsiderando este
valor. Deste modo, o teste rejeita a hipétese daldgde dos interceptos (p-valor = 0,0170), mas
nao rejeita a hipotese da igualdade das inclinag@®slor = 0,9100). Assim, teremos 03 retas

paralelas com interceptos distintos, conforme \oari$e na Figura 4.22.
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Figura 4.22. Retas de regressao linear obtidastia gas resultados de umidade residual do estwdestiabilidade

longa duracéo da vacina febre amarela (atenuadddpdds armazenada a 2-8°C por 48 meses, exclugndosalor
obtido para o lote 067VFC001Z em T12.

A inclinacdo comum das retas da Figura 4.22 é igu@l0101 e os interceptos conforme
descritos na Tabela 4.20. Neste caso, o tempo néioémcia na umidade residual (p-valor =

0,0003), sugerindo que nesta temperatura ha urem@ito neste pardmetro com o passar do
tempo.

Tabela 4.20. Interceptos das retas de regresséar lobtidos para os resultados de umidade resithsalotes de
vacina febre amarela (atenuada) 10 doses armazeaéti8°C por 48 meses.

Lotes teste Interceptos
067VFC001Z 0,4358
067VFC002z 0,4598
067VFC003Z 0,6914

No Figura 4.23, sdo apresentados os dados re&i®shté T48 para o lote 067VFC003Z
— pior caso entre os lotes de vacina 10 doses amadas a 2-8°C por 48 meses. Pelo gréfico,
pode-se verificar que tanto a reta da regressaarliguanto os IC e IP estdo bem abaixo do LE
maximo, demonstrando que o produto armazenadc’@ 2 8stavel por até 48 meses.
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Figura 4.23. Reta de regressao, intervalo de augdiglC) e intervalo preditivo (IP) obtidos a pados resultados
de umidade residual do lote 067VFC003Z (2-8°C h#3es) (pior caso) do estudo de estabilidade ldage;éo da
vacina febre amarela (atenuada) 10 doses.

Quando comparamos as inclinagdes obtidas parasaftadgos de umidade residual das
amostras de vacina 10 doses armazenadas a -2043 poeses com aquelas armazenadas a 2-
8°C, encontrou-se diferenca estatisticamente stgifa (p-valor = 0,0135), comprovando que

ocorre um incremento na umidade residual nas aasatmazenadas a 2-8°C.

4.14. |dentidade, esterilidade, endotoxinas bacterianagjvoalbumina residual e nitrogénio

proteico do estudo de estabilidade longa duragdo deacina febre amarela (atenuada) 10
doses armazenada a -20°C e a 2-8°C por 48 meses

Além dos testes de poténcia, termoestabilidadeidad® residual, sdo pré-requisitos para
liberacdo de lotes de vacina febre amarela (at&)ysara o mercado os testes de identidade,
esterilidade, endotoxinas bacterianas, ovoalbumésalual e nitrogénio proteico. Estes testes

foram realizados anualmente com os lotes de vd€irdoses armazenados a -20°C e a 2-8°C por
48 meses.
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Os resultados obtidos para a identidade, estatdidaendotoxinas bacterianas,
ovoalbumina residual e nitrogénio proteico estascds respectivamente nas Tabelas 4.21,
4.22,4.23,4.24 e 4.25.

Tabela 4.21. Teste de identidade utilizado no estde estabilidade longa duragdo da vacina febreredana

(atenuada) 10 doses armazenada a -20°C e a 2-843 poeses.

Lotes teste

Tempo

(meses) 067VFC001Z 067VFC002Z 067VFC003Z
-20°C 2-8°C -20°C 2-8°C -20°C 2-8°C
TO Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
T24 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
T36 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
T48 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Tabela 4.22. Teste de esterilidade utilizado naidestde estabilidade longa duracdo da vacina febrerea

(atenuada) 10 doses armazenada a -20°C e a 2-843 pmoeses.

Lotes teste

Tempo

(meses) 067VFC001z 067VFC002z 067VFC003z
-20°C 2-8°C -20°C 2-8°C -20°C 2-8°C
TO Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
T24 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
T36 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
T48 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

Tabela 4.23. Teste de endotoxinas bacterianas (d€)ditilizado no estudo de estabilidade longagdarala vacina

febre amarela (atenuada) 10 doses armazenada@e202-8°C por 48 meses.

Lotes teste

(T”?e”;zg) 067VFC001Z 067VFC002Z 067VFC003Z
20°C 28°C 20°C 2.8°C 20°C 2.8°C
T0 0.1150 01150 00864 _ 0,864 _ 00810 _ 0,0810
T24 0,8600 01320 01282 0,030 00932  0,1350
T36 0.1380 01690 01322 01820 00721  0,1180
T48 00834 00590 00581 00645 00638 00473

Tabela 4.24. Teste de ovoalbumina residual (pgjdasizado no estudo de estabilidade longa durat@i@acina

febre amarela (atenuada) 10 doses armazenada@e202-8°C por 48 meses.

Lotes teste

(T,ﬁe”;gg) 067VFC001Z 067VFC002Z 067VFC003Z
20°C 2-8°C 20°C 2-8°C 20°C 2-8°C
TO 0,128 0,128 0,235 0,235 0,461 0,461
T24 0,079 0,197 0,144 0,152 0,273 0,293
T36 0,110 0,041 0,186 0,147 0,377 0,276

T48 0,076 0,036 0,150 0,034 0,281 0,075
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Tabela 4.25. Teste de nitrogénio proteico (mg/dogiizado no estudo de estabilidade longa durat@iovacina

febre amarela (atenuada) 10 doses armazenada@e202-8°C por 48 meses.

Lotes teste

(T”?e”;‘;g) 067VFC001Z 067VFC002Z 067VFC003Z
20°C 28°C 20°C 2.8°C 20°C 2.8°C
T0 0,064 0,064 0,064 0,064 0,086 0,086
T24 0,080 0,071 0,098 0,079 0,082 0,074
T36 0.109 0,083 0,106 0,091 0,091 0119
T48 0,110 0,087 0.065 0,071 0,089 0.088

Como pode ser verificados nas tabelas acima, togggarametros avaliados anualmente

estdo de acordo com suas respectivas especificatgsesitas na Tabela 1.1.

4.15. Poténcia do estudo de estabilidade poOs-reconstitéig da vacina febre amarela

(atenuada) 10 doses armazenada por 06 meses a 2-8fCsua forma liofilizada

A estabilidade da vacina febre amarela (atenuadeg der verificada também quando
esta € reconstituida com o respectivo diluente.imP de verificar a estabilidade apdés a
reconstituicdo, foram realizados testes de potém@sterilidade. Para a realizacdo destes testes,
amostras de vacina 10 doses na sua forma liofdizachazenadas por 06 meses a 2-8°C foram
reconstituidas e armazenadas por mais 08 hora8°@.20 mesmo prodecimento foi realizado
com amostras de vacina 10 doses que permanecera#® poeses armazenadas a -20°C e a 2-
8°C na sua forma liofilizada. Ambas foram reconsétias e armazenadas por mais 08 horas a 2-
8°C.

Quando aplicou-se ANCOVA considerando estes 03 agugmo um Unico grupo,
verificou-se que o Ho foi rejeitado tanto para radimacoes (p-valor = 0,0063) quanto para 0s
interceptos (p-valor = 0,0002), devendo-se assumstaj uma reta para cada lote. Por isso, a
analise foi refeita considerando cada grupo separadte, a fim de verificar se expostas a
diferentes condi¢Ges, as amostras tem comportamsaioelhantes.

A Tabela 4.25 apresenta os resultados de potébtidos quando as amostras de vacina
10 doses, previamente armazenadas a 2-8°C por 86sn@m sua forma liofilizada, foram

reconstituidas e armazenadas nesta forma por @&isr@s a 2-8°C.
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Tabela 4.26. Teste de poténcia utilizado no estielcestabilidade poés-reconstituicdo da vacina felmnarela

(atenuada) 10 doses armazenada por 06 meses ae2r38@a forma liofilizada..

Lotes teste Tempo (horas)

T0 T3 T6 T8
067VFC001z 4,57 4,45 4,53 4,53
067VFC002Z 4,78 4,66 4,63 4,73
067VFC003Z 4,70 4,57 4,49 4,53

De acordo com os resultados descritos na Tabel el 2presentados graficamente na
Figura 4.24, observa-se que todos os titulos eraaog no teste de poténcia estdo acima de 3,00
log 10 Ul/dose.
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Figura 4.24. Retas de regressao linear obtidasrta fdas resultados de poténcia do estudo de distate pds-
reconstituicdo da vacina febre amarela (atenua@ajidses armazenada por 06 meses a 2-8°C em sua form

liofilizada.

Aplicando-se a ANCOVA para este grupo, foi verifloague n&o houve rejeicdo do Ho
para as inclinagcbes (p-valor = 0,4050), mas o meemejeitado para os interceptos (p-valor =
0,0180). Alem disso, observou-se que o tempo n@ar#uéncia no titulo da vacina (p-valor =
0,120) e, portanto, para este grupo, deve-se ajuétaretas paralelas com inclinagdo que pode
ser considerada como zero e interceptos diferen®5200, 4,7000 e 4,5725, respectivamente,
para os lotes 067VFC001Z, 067VFC002Z e 067VFC003rforme demonstrado na Figura
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4.24. Como o tempo nao tem influéncia no titul@esa-se que a poténcia permenece estavel ao
longo do tempo, apds a reconstituicao.

4.16.Poténcia do estudo de estabilidade pdés-reconstitéig da vacina febre amarela

(atenuada) 10 doses armazenada por 48 meses a -2@hCsua forma liofilizada

A Tabela 4.26 apresenta os resultados de potéhtidos quando as amostras de vacina
10 doses, previamente armazenadas a -20°C por 48sn&m sua forma liofilizada, foram
reconstituidas e armazenadas nesta forma por @&isr@s a 2-8°C.

Tabela 4.27. Teste de poténcia utilizado no estielcestabilidade pds-reconstituicdo da vacina felnarela

(atenuada) 10 doses armazenada por 48 meses ae208Ca forma liofilizada.

Lotes teste Tempo (horas)

T0 T30 T6 T8
067VFC001zZ 4,57 4,85 4,83 4,85
067VFC002z 4,69 4,86 4,99 4,90
067VFC003Z 4,49 4,94 4,94 5,10

De acordo com os resultados descritos na Tabet el @presentados graficamente na
Figura 4.25, observa-se que todos os titulos eranog no teste de poténcia estdo acima de 3,00
log 10 Ul/dose.
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Poténcia (log10 Ul/dose)
4.0
L

3.6

067VFC001Z — Reta de regressao
= 067VFC002Z LE (3,00 log10)
X 067VFC003Z

3.2

Horas

Figura 4.25. Reta de regressao linear obtida ar ot resultados de poténcia do estudo de estaBiéi pds-
reconstituicdo da vacina febre amarela (atenuafajidses armazenada por 48 meses a -20°C em sua form

liofilizada.

No caso deste grupo, verificamos que o Ho naoefeitado nem para as inclinagdes (p-
valor = 0,2970) nem para os interceptos (p-val0r4520). Além disso, observa-se que o tempo
tem influéncia no titulo da vacina (p-valor = 0,0D@, para este grupo, deve-se ajustar uma reta
Unica para os trés lotes, com inclinacao de 0,@iBi2ercepto de 4,6504, conforme demonstrado
na Figura 4.25. Como a inclinacdo é positiva, setgerque ha um aumento no titulo com o
passar do tempo de armazenamento na forma recddatiEntretanto, este comportamento nao
seria biologicamente possivel. Uma possivel exgdicapara este fato seria que logo apos a
reconstituicdo, os virus ainda estariam agregadosgque ao longo das 08 horas de
armazenamento, eles se desagregariam, formando plegsies no teste de poténcia e,

consequentemente, aumentando o titulo obtido.
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4.17.Poténcia do estudo de estabilidade pdés-reconstitéig da vacina febre amarela
(atenuada) 10 doses armazenada por 48 meses a 2-8iCsua forma liofilizada

A Tabela 4.27 apresenta os resultados de potébtidos quando as amostras de vacina
10 doses, previamente armazenadas a 2-8°C por 48sn&m sua forma liofilizada, foram

reconstituidas e armazenadas nesta forma por @disr@s a 2-8°C.

Tabela 4.28. Teste de poténcia utilizado no estielcestabilidade poés-reconstituicdo da vacina felmnarela
(atenuada) 10 doses armazenadas por 48 mesesae2n8Sua forma liofilizada.

Lotes teste Tempo (horas)

T0 T3 T6 T8
067VFC001z 4,47 4,70 4,73 4,82
067VFC002Z 4,65 4,70 4,81 4,88
067VFC003Z 4,52 4,91 4,85 4,96

De acordo com os resultados descritos na Tabela el 2presentados graficamente na
Figura 4.26, observa-se que todos os titulos eranog no teste de poténcia estdo acima de 3,00
log 10 Ul/dose.

Poténcia (log10 Ul / dose)
40 44

3.6

3.2

Tempo (horas)

Figura 4.26. Reta de regressao linear obtida ar ot resultados de poténcia do estudo de estaBiéi pds-

reconstituicdo da vacina febre amarela (atenuaBajidses armazenada por 48 meses a 2-8°C em sua form
liofilizada.
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Para este grupo, nao rejeitou-se Ho para as igél@sa(p-valor = 0,6790), mas rejeitou-se
para os interceptos (p-valor = 0,1750). Além digsbyerificada a influéncia do tempo (p-valor
= 0,003). Portanto, ajustaram-se 03 retas commiacdio Unica — 0,039 — e interceptos diferentes
— 4,51424, 459424 e 4,64424 para os lotes 067VEL0067VFC002Z e 067VFC003Z,

respectivamente — conforme Figura 4.26, sugerinaioneento do titulo ao longo do tempo.

4.18. Esterilidade do estudo de estabilidade pés-reconticdo da vacina febre amarela

(atenuada) 10 doses

Os 03 diferentes grupos de vacina 10 doses testpai@s poténcia, foram também
testados para esterilidade, ja que o produto ddogé.
Todos os resultados obtidos para os 03 grupos tés lestados tiveream resultados

satisfatorios para este parametro em todos os teteptados.
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5. DISCUSSAO

Os estudos de estabilidade permitem indicar o pileaalidade de um produto, além das
condicbes ideais de armazenamento e de uso e gdestimdiveis para garantir eficacia e
seguranca. Além disso, segundo a RDC 315/2005 i(Bt@e5b) e a RDC 55/2010 (Brasil
2010c), o relatério de estudos de estabilidade éasrdocumentos indispensaveis que compdem
0 processo de registro do produto junto & ANVISA&vido ao interesse de BM em estender o
prazo de validade das vacinas febre amarela (ateh@ e 10 doses para 36 meses, quando
armazenadas a -20°C e a 2-8°C, foram realizadaglestde estabilidade com ambas as
apresentacfes do produto, para verificar seu degdmpaté o final do novo prazo de validade
proposto. Esta proposta é viavel devido ao avangaracesso de liofilizacdo do produto além da
adicdo de substancias estabilizadoras na formylagaw solucdo de sacarose 50% e solucdo de
glutamato de sodio 50% (Nicolau 1988 e Freire 2004)

Os dados foram analisados por regresséo, confaromnenda o Guia Q1E/2003 (ICH
2003b). Portanto, assumiu-se que a relacdo dadveaiquantitativas analisadas em funcao do
tempo era linear. Além disso, por serem derivad@smesma formulacdo, diferenciando-se
apenas no volume de envase, ambas as apresergadées ser comparadas.

Em BM, os testes de poténcia séo realizados petodmdéle UFP e expressos em escala
logaritmica. Entretanto, a OMS, através dBequirements for yellow fever vaccine
(Requirements for biological substances n° 3) Peggbamendment{WHO 2008), recomenda
gue os resultados sejam expressos em Ul. Porderusilizado o mesmo lote de referéntim
house” durante todo o periodo dos testes de poténciposivel fazer a conversao de todos os
resultados para Ul. A possibilidade desta convei@amuito importante, pois ha uma calibragdo
contra a vacina de referéncia reduzindo as varsaig@eentes ao teste em matrizes celulares.

Em 2006, BM produziu os 03 primeiros lotes da vactD doses (067VFC001Z,
067VFC002Z e 067VFC003Z), denominados lotes deis@mcia. Foram realizados testes de

poténcia e termoestabilidade periodicamente e tedosesultados encontrados, tanto para as



75
amostras armazenadas a -20°C como a 2-8°C, esthevanordo com as especificacdes exigidas
pelas normas nacionais e internacionais.

A analise estatistica aplicada aos resultados déngia obtidos para as amostras de
vacina 10 doses armazenadas a -20°C por 48 mesemsteou que as 03 retas obtidas pela
regressao linear ndo possuiam diferenca significantre as inclinacbes, mas a possuiam para
os interceptos. Isto indica que o comportamentteddetes pode ser considerado igual, ou seja,
a perda média mensal esperada da poténcia é irddegerdos resultados obtidos para a poténcia
na liberacéo (TO) dos lotes e é igual a 0,0040.

Para os resultados de poténcia das amostras devEZidoses armazenadas a 2-8°C por
48 meses, a analise estatistica demonstrou qué astds obtidas pela regresséo linear nédo
possuiam diferenca significativa entre as incliesgdnas a possuiam para os interceptos. Isto
significa que o comportamento dos lotes deste gpmole ser considerado igual, sugerindo que a
perda média mensal esperada da poténcia indepesdeesultados obtidos para a poténcia na
liberacédo dos lotes e é igual a 0,0064.

A comparacgdo da perda média mensal do titulo d@npiet das amostras de vacina 10
doses armazenadas a -20°C com aquelas armazen@e#Ca verificou-se que ndo possuiam
diferenca estatisticamente significativa. Este Itado sugere uma semelhanca entre o
comportamento deste parametro em ambas as tentpsrdaiarmazenamento.

Quando analisou-se os dados de termoestabilidatosipara as amostras de vacina 10
doses foram armazenadas por 48 meses a -20°C ramfdbtidas pela regresséo linear também
nao demonstraram diferenca significativa entrenabniagdes, somente entre os interceptos. Isto
indica que o comportamento dos lotes nestas coeslipdde ser considerado igual, ou seja, a
perda média mensal da termoestabilidade indepepsleedultados obtidos para este parametro
na liberacéo dos lotes é igual a 0,0036.

O mesmo comportamento foi observado para os rdsgltde termoestabilidade das
amostras de vacina 10 doses armazenadas a 2-8°@8puareses. As 03 retas obtidas pela
regressao linear também néo possuiam diferencdicigjva entre as inclinagdes, somente entre
os interceptos. Isto demonstra que o comportansigdotes deste grupo pode ser considerado
igual, ou seja, a perda média mensal da termobdtate € independente dos resultados obtidos
para este parametro na liberacao dos lotes e Ea@ya058.

Quando comparou-se a perda média mensal do tituterchoestabilidade das amostras

de vacina 10 doses armazenadas a -20°C com aguelazenadas a 2-8°C, verificou-se que ndo
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possuiam diferencga estatisticamente significatistie resultado sugere que os comportamentos
deste parametro a -20°C e a 2-8°C sao semelhantes.

Como a Unica diferenca entre as amostras testadappténcia e termoestabilidade é que
aquelas testadas para termoestabilidade permaneqenal4 dias a 37°C, compararam-se as
inclinacdes. Em ambos os casos, as inclinacdesstamido apresentaram diferenca significativa,
indicando que o comportamento dos lotes no querespeito aos parametros poténcia e
termoestabilidade apresentam semelhanca em reddgébnacao.

A semelhan¢a no comportamento dos resultados ém@ate termoestabilidade para as
amostras de vacina 10 doses armazenadas a -20%48 pwses pdde ser comprovada quando foi
avaliada a perda de titulo, ou seja, quando fdiad@aa diferenca encontrada entre a poténcia e a
termoestabilidade. Neste caso, também né&o foi éractan diferenca significativa entre as
inclinacdes, nem influéncia do tempo no titulo, gruab-se admitir que a inclinagdo é zero. O
mesmo comportamento foi observado para os resgl@d@@erda, quando as amostras de vacina
10 doses foram armazenadas a 2-8°C por 48 messte bkso, também n&o foi encontrada
diferenca significativa entre as inclinacdes e figenu-se que o tempo néo tinha influéncia na
perda, podendo-se admitir também que a inclinaggr@ A inclinagdo zero demonstra que, no
decorrer do tempo de armazenamento, a perda msulia analise de um determinado lote
permanece constante, apesar de os 03 lotes dgrguade temperatura (-20°C e 2-8°C) terem
apresentado perdas médias distintas (intercepstisitds). Como a perda é uma relacdo entre
poténcia e termoestabilidade, pode-se confirmarajuelinagcdo de ambos os parametros néo
tém diferencas significativas, como demonstradog#dstes aplicados acima, confirmando que
elas possuem comportamento semelhante quanto a gerditulo ao longo do periodo de
armazenamento.

Em 2000, Perrautt al (2000) realizaram um estudo de estabilidade cdes Ide vacina
febre amarela (atenuada) 10, 20 e 50 doses, pdadupeld‘Institut Pasteur”, Dakar, a fim de
estender o prazo de validade destes produtos gara436 meses. Para isso, testes de poténcia e
termoestabilidade foram realizados em amostrabestdo do produto (TO) e apds 36 meses de
armazenamento a -20°C e a 2-8°C. Para a analetéstish foram aplicados o teste de correlacéo
de Spearman e o teste dos postos de Wilcoxon.dDkagos demonstraram que a vacina, nas 03
apresentacfes, mantinha sua poténcia de acorda especificacdo por até 36 meses, conforme
demonstrado acima, para a vacina 10 doses de BM.

No entanto, vale ressaltar que o estudo citadoaafonrealizado antes da publicacdo dos
guias do ICH para estudos de estabilidade, inctuiodGuia Q1E/2003 (ICH 2003b), o qual
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recomenda a regressao linear como analise estatestser utilizada para avaliacdo de dados
obtidos a partir de estudos de estabilidade. Mestiigando uma analise diferente daquela
atualmente recomendada, os resultados foram semethaqueles encontrados pela aplicacdo da
regressao linear e ANCOVA aos dados do estudotdbikdade realizado com a vacina 10 doses
de BM.

Os dados de poténcia e termoestabilidade obtidos d8° més de armazenamento, em
ambas as temperaturas, foram extrapolados a firestimar o possivel prazo de validade da
vacina 10 doses produzida em BM. Para esta extégdm| foram utilizados, além da regressao
linear e ANCOVA, o IC, conforme recomendacdo doaGQilE/2003 (ICH 2003b) e o IP,
sugerido por Schofield (2009). Na andlise estatistverificamos que, em todos 0s casos
avaliados até o momento, as inclinagdes nédo tinddenenca significativa enquanto que os
interceptos apresentavam diferenca significativatafto, para a extrapolacdo dos dados de
poténcia e termoestabilidade, foram utilizados ar giaso entre os lotes de vacina 10 doses
armazenados a -20°C por 48 meses, ou seja, 08@¥HT003Z, e o pior caso entre os lotes de
vacina 10 doses armazenados a 2-8°C por 48 masesja o lote 067VFC001Z, conforme
recomenda o Guia Q1E/2003 (ICH 2003b). Os piore®ad0 aqueles para os quais foram
encontrados os valores mais proximos ao limite gfe@ficacdo minimo para os parametros
poténcia e termoestabilidade.

Quando foi utilizado o intervalo de confianca (&) 95% dos piores casos para estimar o
prazo de validade da vacina 10 doses com baseesokados de poténcia, comprovou-se que o
lote 067VFC001Z armazenado a 2-8°C teria um pdazealidade de 196 meses 16,5 anos),
enguanto que no lote 067VFC003Z armazenado a -280%alidade seria estendida para 289
meses+ 24 anos). Estes resultados demonstraram que, arabmerda mensal média nao tenha
diferenca significativa quando comparamos as dempératuras, a perda acumulada é diferente
para as duas situacoes.

Como a termoestabilidade também é um parametraudiidgde que deve ser avaliado
para aprovacdo do produto, a mesma analise deachite foi realizada para estes dados. Nesta
caso, determinou-se que o lote 067VFC001Z armapeadi8°C teria um prazo de validade de
175 mesesy{ 14,5 anos) enquanto que o lote 067VFC003Z armdpeaa20°C se estenderia até
247 meses~( 20,5 anos). Esses prazos de validade tedricos rdgram que a perda mensal
média pode néo ter diferenca significativa, quacoimparamos as duas temperaturas, porém, a

perda acumulada é diferente para ambas.
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Os prazos de validade determinados acima foranatlasena extrapolacdo de dados reais
obtidos até o 48° més de armazenamento a -20°Z&@, como forma de ilustrar a estabilidade
da vacina 10 doses. A extrapolacdo sugere tempoguas 0s resultados de estabilidade ainda
estariam de acordo com os limites aceitaveis.Emtet os resultados das extrapolagfes devem
ser interpretados com muito cuidado, dado ao lanitamanho das amostras e a imposi¢cdo do
modelo utilizado, que estabelece uma relacéo liertate o tempo e as medidas de estabilidade.
De fato, ndo se pode afirmar que o produto se margstavel até o final do prazo de validade
estimado, pois ndo temos como garantir que estea@lcontinuaria linear, principalmente em se
tratando de um produto biolégico. Um estudo postegonsiderando medidas realizadas em
intervalos de tempos maiores, poderia corroboréa efpotese. Além disso, a analise de
regressado somente fornece resultados confiavetsodém intervalo de dados reais, ndo sendo a
ferramenta mais adequada para realizar extrapadbfientgomeryet al2001).

Segundo Schofield (2009), uma ferramenta que pedatsizada para prever valores em
outros tempos de analise ou de outros lotes éde 185%. Seguindo esta ferramenta, a mesma
analise citada acima, porém utilizando o IP de 9%8,utilizada para estimar o prazo de
validade. O IP gera um resultado mais conservaus, este intervalo € influenciado por dois
erros: 0 erro do modelo ajustado pela regress@&arlia 0 erro das futuras observacdes. Neste
caso, tendo como base os resultados de poténicitg 067VFC001Z armazenado a 2-8°C teria
um prazo de validade de 191 mesed§ anos), enquanto que o lote 067VFC003Z armapemad
-20°C atingiria 284 meses 3,5 anos). J4, analisando-se os resultados medstabilidade, o
lote 067VFC001Z armazenado a 2-8°C teria um prazeatidade de 168 meses 14 anos) e 0
lote 067VFCO003Z armazenado a -20°C de 240 meséX (anos). Conforme descrito acima,
estes dados sdo tedricos e servem apenas pararilmststabilidade da vacina 10 doses. Além
disso, o IP também fornece resultados confiaveisesate dentro do intervalo de dados reais, ndo
sendo uma ferramenta adequada para realizar eldcéps.

Quando foram considerados somente os dados reajgot@ecia dos piores casos,
verificou-se que tanto a reta de regressdo quasittCoe IP dos piores casos de ambas as
temperaturas estavam bem acima da linha do limgteegpecificacdo minimo. Estes dados
demonstram que o produto armazenado tanto a -206At @ 2-8°C é estavel por 48 meses,
sugerindo que o prazo de validade proposto poderiastendido para, no minimo, 48 meses, ao
invés de 36 meses.

No entanto, para solicitar o prazo de validade &enéses (04 anos), estudos adicionais

de poténcia e termoestabilidade deveriam ser egflz em amostras armazenadas em ambas as
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temperaturas por 60 meses (05 anos), a fim de ovapgue o comportamento destes produtos
permanece de acordo com o previsto na extrapotiggsidados, conforme discutido acima.

Quando foram analisados os resultados de potérusalates de vacina 05 doses
armazenados a -20°C por 36 meses e produzidos2€@Bee 2006, foi verificado que os mesmos
apresentavam comportamentos diferentes entre siet&mto, quando foram comparados os
periodos de producdo, observou-se que os lotesuzidm$é no mesmo ano apresentavam
comportamentos semelhantes. Esta diferenca poaerekicionada ao tipo de estudo realizado
na época, ou seja, um estudo de acompanhamentb dm@stabilidade, além da quantidade
reduzida de dados de poténcia obtidos combinadaocodmero reduzido de lotes de vacina 05
doses testados.

Segundo a RE 1/2005 (Brasil 2005a), os estudos aten@anhamento anual da
estabilidade séo realizados para verificar se dytoofarmacéutico mantém suas caracteristicas
fisicas, quimicas, biologicas, e microbiolégicasfoome os resultados obtidos nos estudos de
estabilidade longa duragdo. E um plano de moniter@oncontinuo, entretanto, o desenho e a
analise destes estudos ndo séo especificos, levamliferenciadas praticas que podem gerar
interpretacdes erradas dos dados obtidos duraateropanhamento (Egan e Schofield 2009).

Como nao estédo disponiveis guias para a andliskadies obtidos a partir de estudos de
acompanhamento anual da estabilidade, muitos ausmreditam que o resultado de cada teste
individualmente deveria satisfazer as especificecdeonforme preconiza o modelo de
conformidade, descrito no item 3.5.1. Entretantste etipo de andalise pode se mostrar
inconsistente podendo obter dados fora da espsgditc comprometendo o produto e fazendo
com que a empresa sofra a¢Bes regulatorias (EgSnhefield 2009). Resultados que nao
satisfazem as especificacdes ou tendéncias atigessm ser investigados e, se confirmados,
devem ser imediatamente informados as agénciatatégas para avaliacdo do possivel impacto
nos lotes que ja estdo no mercado ou que ainda geyduzidos (WHO 2009).

Uma das estratégias utilizadas para diminuir ooride obtencdo de dados fora da
especificacdo é considerar como referéncia o 1858& (Schofield 2009). Desta forma, os dados
de poténcia obtido para as amostras de vacina $¥sdymazenadas a -20°C por 36 meses foram
comparados aos dados de poténcia do pior casoctdwVE) doses armazenadas a -20°C por 48
meses — 067VFC003Z —, tendo como base o IP de Yfikdoopara este lote. A comparacéo
demonstrou que a maioria dos resultados obtid@oeatima do limite inferior do IP de 95%,
demonstrando a estabilidade também dos lotes deav@b doses, quando armazenados por 36
meses a -20°C.
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Um estudo complementar de acompanhamento da etaaleilfoi realizado com a vacina
05 doses utilizando lotes que foram produzidos @852 2006 e armazenados a -20°C e a 2-8°C
por 48 meses. Neste estudo, a poténcia foi testadente em TO e T48. Quando foram
comparados os resultados de poténcia para as amdstivacina 05 doses armazenadas a -20°C
por 48 meses com o IP de 95% do pior caso da va6inmses armazenada a -20°C por 48 meses
— 067VFCO003Z -, como realizado anteriormente, wenf-se que a maioria dos resultados
obtidos também estavam acima do limite inferiorldode 95%, demonstrando a estabilidade
também dos lotes de vacina 05 doses armazenad@3Gpor 48 meses.

Da mesma forma, ao analisar os dados de potén@aagaamostras de vacina 05 doses
armazenadas a 2-8°C por 48 meses, comparando-se lfbdo pior caso das amostras de vacina
10 doses armazenadas a 2-8°C por 48 meses — 060VECOtambém foi verificado que a
maioria dos resultados obtidos estavam acima ditelimferior do IP de 95%, demonstrando a
estabilidade dos lotes de vacina 05 doses armaagiaa?8°C por 48 meses.

A umidade residual foi também analisada, pois, aléen ser preconizada pelos
compéndios oficiais, segundo Pikal e Shah (199%)stabilidade de produtos liofilizados
frequentemente é sensivel ao teor de umidade. Briamge salientar que mesmo que o produto
tenha um baixo teor de umidade na liberacdo () ndo garante que o teor permaneca
constante durante todo o prazo de validade. A uieig@esente na rolha pode ser um dos fatores
responsaveis por um incremento na umidade do pa@tutongo do tempo de armazenamento.

Todos os resultados de umidade residual obtidos @aramostras de vacina 10 doses
armazenadas a -20°C e a 2-8°C por 48 meses sesrgpramn de acordo com o limite de
especificacdo maximo permitido pela legislacdoaRear resultados obtidos para as amostras de
vacina 10 doses armazenadas a -20°C por 48 me<¥3 retas sdo paralelas, indicando que os 03
lotes possuem o0 mesmo comportamento em relacaadadmresidual. Além disso, o tempo ndo
tem influéncia significativa neste parametro, sugir que ele permanece constante ao longo do
tempo de armazenamento. Quando foram calculadiis ®@$P para o pior caso deste grupo - lote
067VFCO003Z - verificou-se que todos os resultadiedaapermaneciam bem abaixo do limite de
especificacdo maximo, demonstrando que o produttazenado a -20°C é estavel por, no
minimo, 48 meses.

Para os resultados de umidade residual das amastnazenadas a 2-8°C por 48 meses,
ndo foram observadas diferencas significativas paranclinacdes e interceptos, podendo-se
ajustar uma unica reta para os 03 lotes. Neste, agempo também néo teve influéncia

significativa no parametro, sugerindo que o congroento entre os lotes deste grupo pode ser
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considerado igual e que ele permanece constaritago do tempo de armazenamento. Quando
os IC e IP foram calculados, foi possivel verifiqgae tanto a reta da regressao quanto os IC e IP
dos lotes armazenados a 2-8°C, estavam bem abaiximide de especificacdo maximo,
indicando que o produto armazenado nesta tempartdortbém é estavel por, no minimo, 48
meses, no que diz respeito ao parametro umidamieiabs

Contudo, analisando-se os dados deste grupo, coerifie que existia um resultado
discrepante (1,71% p/V) em T12 / 2-8°C para o 068&VFCO001Z. Isso pode ter ocorrido por
fatores que podem invalidar um ensaio, tais conmhaceinacéo do reagente ou da amostra pela
umidade do ar, aplicacdo incorreta da técnica epukatdo da amostra. Quando os resultados de
umidade residual das amostras de vacina 10 dosem@nadas a 2-8°C por 48 meses foram
reanalisados, desconsiderando aquele valor, ndoolieervada diferenca estatisticamente
significativa entre as inclinagbes, mas foi encaohr entre os interceptos, indicando que o
comportamento entre os lotes deste grupo podeossiderado igual. Neste caso, o incremento
médio mensal esperado da umidade residual é indepegndos resultados obtidos para este
parametro na liberagédo dos lotes e é igual a 0,026¢h base nisso, foram calculados os IC e IP
para o pior caso - lote 067VFC003Z - e verificougge tanto a reta da regressao quanto os IC e
IP estavam bem abaixo do limite de especificacdaim@ demonstrando que o produto
armazenado a 2-8°C também é estavel por até 4&n@g&o ponto importante € que quando
comparamos a inclinacéo (incremento médio mensahmdade residual) das amostras a -20°C
com as a 2-8°C, verificamos que elas possuem diarestatisticamente significativa. Além
disso, o incremento médio mensal da umidade rdsRiamostras armazenadas a 2-8°C foi
maior que em amostras a -20 °C.

No entanto, manter a estabilidade na forma ligfda apos 48 meses de armazenamento
ndo é suficiente para garantir a qualidade e e&icda produto para o consumidor final. Isto se
deve ao fato de a vacina febre amarela (atenuadaydtidose e necessitar ser reconstituida no
momento de sua utilizacdo. Segundo a bula destdufmroa vacina reconstituida pode ser
armazenada a 2-8°C por até 06 horas.

Portanto, foi realizado um estudo de estabilidade-rpconstituicdo. Foram realizados
testes de poténcia e esterilidade em amostras aeavd0 doses armazenadas em sua forma
liofilizada a 2-8°C por 06 meses e entdo recoridie armazendas a 2-8°C por 08 horas, em
amostras armazenadas em sua forma liofilizada ®C-por 48 meses e entdo reconstituidas e
armazendas a 2-8°C por 08 horas e em amostrasaratk#s em sua forma liofilizada a 2-8°C

por 48 meses e entéo reconstituidas e armazerad@¥apor 08 horas.
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Analisando-se os dados de poténcia obtidos paes €3 grupos, verificou-se que 0s
comportamentos entre eles eram diferentes, masnpartamento intragrupo era semelhante.
Apesar de possuirem comportamentos distintos, tedogesultados obtidos para o teste de
poténcia e esterilidade estavam de acordo conspsctvas especificacdes. Isto demonstra que,
mesmo ap0s 48 meses armazenadas a -20°C ou a as8%@cinas podem permanecer pos-
reconstituidas por até 08 horas se estocadas @,2%8f alteracbes no titulo do produto e na
esterilidade.

Embora ja exista um protocolo a ser seguido paaatise de dados obtidos a partir de
estudos de estabilidade, o Guia Q1E/2003 (ICH 20@8bpondo o uso de regressao linear, uma
andlise futura com relacdo do ponto de vista méodico estatistico seria considerar modelos
lineares ou nao, levando em consideracdo a depeadé&tural que existe entre as amostras das
vacinas. Neste caso, poderiam ser utilizados oslo®gara medidas repetidas, utilizando uma
abordagem hierarquica (modelos de efeitos mist®aja considerar possiveis relagbes nao-
lineares, modelo aditivos generalizados (GAM) paeitambém ser utilizados.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, seogeepor junto a ANVISA a
extensdo do prazo de validade da vacina febre &anf@atenuada) 05 e 10 doses. Para isso,
segundo a RDC 315/2005 (Brasil 2005b), deve-seopotizar na ANVISA um processo
solicitando a alterac&o do registro, uma vez qte@®duto, em ambas as apresentacoes, ja esta
registrado no 6rgao sanitario.

Para a elaboracdo do processo, uma lista de dotosns@o exigidos. Esta lista esta
disponivel no sitio da ANVISA no endereco

https://www?9.anvisa.gov.br/peticionamento/sat/CétasiConsultaAssunto.asp Nesta pagina

deve-se selecionar a “Area: Medicamentos”, e enuidagestara disponivel uma lista de
assuntos. No caso da extensao do prazo de validade;se selecionar o assunto “PRODUTO
BIOLOGICO - Alteracdo do prazo de validade”, sobc@digo 1510. Desta forma, sera
disponibilizada a lista de documentos necessasms gsta alteracdo, conforme descrito abaixo:

* Formulario de peticdo — FP1 e FP2 devidamente phedos;

* Via original do comprovante de pagamento da taxfisdalizacdo de vigilancia sanitaria
- GRU,;

« Justificativa técnica referente a solicitacao;

* Relatorio descritivo do estudo de estabilidade;

* Novos modelos de rotulos, bula e embalagens, adequwe novo prazo de validade;
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* CD-ROM com as mesmas informagfes gravadas em begoueeletronica tipo pdf (o
numero de série do disco deve estar explicitadtiooamentacgéo);

» Copia da Licenca de Funcionamento da Empresa di@uddSanitario Atualizado;

» Copia de Autorizagdo de Funcionamento da Empreseopia da publicagdo no Diario
Oficial da Uniéo (D.O.U.);

» Copia do Certificado de Responsabilidade TecniC&R¥,;

e Copia do comprovante de registro do produto (deatio de registro em vigor ou
publicacdo no D.O.U.) e copia do protocolo da Wtimvalidacdo de registro do produto (quando
for o caso);

 Copia do certificado de Boas Praticas de Fabrica@#®F) valido expedido pela
ANVISA, ou cépia do protocolo de solicitacdo deaesgdo do pedido para este fim no caso de
produtos fabricados no Brasil ou importados;

 Documento comprobatorio do cumprimento das BoasicBsade Fabricacdo expedido
pela Autoridade Sanitaria do pais de fabricacdgmauto bioldégico a granel ou do produto
biolégico em sua embalagem primaria ou do prodigidgico terminado;

« Documento comprobatério do cumprimento das BoasicBsade Fabricacdo expedido
pela Autoridade Sanitaria do pais de fabricacae)dw{ncipio(s) ativo(s), no caso de paises que
emitam este certificado.

Apoés a elaboracdo do processo e protocolizacGoNMIPA, esta tem até 90 dias (03
meses) para emissao do parecer final, de acord@ad®DC 315/2005 (Brasil 2005b).

E importante ressaltar que os requerimentos ptameabes pos-registro estdo em revisao,
pois foi divulgada pela ANVISA a Consulta publica#l, de 4 de novembro de 2009 (Brasil
2009a). No entanto, nesta proposta de resolucabaatieracdo nos requerimentos relacionados

a estudos de estabilidade.
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6. CONCLUSOES

e Segundo a analise estatistica realizada utilizaadoegressado linear e andlise de
covariancia (ANCOVA), a poténcia e a termoestahdiel da vacina febre amarela (atenuada) 10
doses decaem ao longo do tempo, quando as ams&trasmazenadas as temperaturas de -20° C
e 2-8° C por 48 meses. No entanto, 0s mesmos paodns® mantiveram acima do limite de
especificacdo minimo para liberacédo da vacina.

* A mesma andlise demonstrou que a umidade residuahana febre amarela (atenuada)
10 doses tende a aumentar ao longo do tempo deemaraento, mas permanece abaixo do
limite de especificagdo maximo por até 48 mesemdp mantidas a -20°C e 2-8°C.

* Os demais parametros analisados para a vacinadetaeela (atenuada) 10 doses como
identidade, esterilidade, endotoxinas bacterianasalbumina residual e nitrogénio proteico, se
mantiveram constantes em relacao aos valores sht@locasido em que o produto foi liberado.

* A analise por regressao linear e a ANCOVA demoratraque a vacina febre amarela
(atenuada) 10 doses, ap0s permanecer armazenad® poeses a -20°C e a 2-8°C, pode ser
mantida por até 08 horas reconstituida e armazesmddmperatura de 2-8°C, sem alteracdo de
sua eficicia e seguranca.

* A poténcia da vacina febre amarela (atenuada) 88sdse mantém estavel, quando as
amostras sado armazenadas a -20° C e a 2-8°C pi8 atéses.

* Quando se comparou os resultados encontrados pa@es de vacina febre amarela
(atenuada) 05 doses com os intervalos de confiangraditivo encontrados para a vacina febre
amarela (atenuada) 10 doses, verificou-se que éngatvacinal permanece estavel em ambas
apresentacdes e nas diferentes temperaturas deeswanaento.

« Portanto, o prazo de validade das vacinas febregan@tenuada) 05 e 10 doses pode ser

estendido para 36 meses, quando armazenado ac@@@-8°C, sem alteracédo de sua qualidade.
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