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Estudos com delineamento experimental

Aplicagéo de uma ou mais intervengées pelo Vacina de polio

investigador inativada (1955)
para modificar o curso natural de um Casos de polio
problema (de saude); paralitica

acompanham os sujeitos no tempo para

documentar modificacoes desejaveis e ~400.000 escolares
indesejaveis, previstas e nao intencionais  acompanhados

comparam desfechos em grupos que se Vacina ou placebo
diferenciam pela exposicao a intervencao;

permitem medir a eficacia / efetividade da Eficacia de 80-90%
intervencao.
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experimental

Critérios de elegibilidade

Populagao com a

condigao de

interesse

O OPFPN—=0U0U=>

g

g

Intervencao
experimental

K

Grupo de
controle

<

Desfechos

Favoravel

Desfavoravel

Favoravel

Desfavoravel




Ensaios Clinicos

Nos ultimos 50 anos, ensaios clinicos se consolidaram
como método de escolha para avaliagao de

intervencgoes, motivada pela ...
.. multiplicacao de formas de intervencao meédica; e

.. pela necessidade de protecao contra procedimentos

ineficazes ou nocivos.
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Ensaios Clinicos

Status dos experimentos na investigagao em

saude:

requisito para licenciamento de farmacos,
imunobiologicos, dispositivos, metodos
invasivos, mas nao de outras intervencgoes

preventivas.

FDA. Providing Clinical Evidence of Effectiveness for Human Drug and
Biological Products. May 1998. Www.fda.gov/cder/guidance/index.htm
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EFIDEMIOLOGICAL STUDIES
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Hierarquizacao dos estudos primarios farmacolégico-clinicos

| Revisdes sistematicas e metanalises de ensaios clinicos
randomizados comparaveis (homogeneidade), com validade interna e
minima possibilidade de erro alfa.

Ensaios clinicos randomizados com desfecho e magnitude de efeito
clinicamente relevantes, correspondentes a hipoétese principal em teste,
com adequado poder e minima possibilidade de erro alfa.

Il Revisbes sistematicas de estudos de casos e controles e de coortes
Ensaios clinicos randomizados de menor qualidade metodoldgica
Estudos de intervencao nao-randomizados

Coortes e estudos de casos e controles bem conduzidos, com baixo
risco de vieses e acaso

lll Estudos n3o-analiticos: séries e relatos de casos

IV Opinido de especialistas
[ Harbour R, Miller J. A new system for grading recommendations in evidence based
guidelines. BMJ 2001; 323: 334-36.]



Serious adverse events associated with yellow fever 17DD vaccine in

Brazil: a report of two cases. Vasconcelos et al., 2001. The Lancet, 2001;
358(9276): 91 - 97.

We obtained epidemiological, serological, virological, pathological,
immunocytochemical, and molecular biological data on the two cases

to determine the cause of the illnesses.

These serious and hitherto unknown complications of yellow fever
vaccination are extremely rare, but the safety of yellow fever 17DD
vaccine needs to be reviewed. Host factors, probably idiosyncratic
reactions, might have had a substantial contributed to the

unexpected outcome.


http://www.thelancet.com/journals/lancet/issue/vol358no9276/PIIS0140-6736(00)X0251-6

Necessidade e oportunidade dos estudos

experimentais em serem humanos

 Estudos clinicos constituem pré-requisito
para licenciamento de farmacos e
imunobiologicos pelas agéncias requladoras

de muitos paises

« [ANVISA: Portaria n° 107, de 20 de setembro de 1994.]
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Necessidade e oportunidade do experimento
(explicitado em protocolo de estudo)

* Vacina deve ser dirigida a problema relevante de saude
publica

Ex.: sarampo, febre amarela, doenca meningocadcica, dengue,
ancilostomose.

 Deve representar uma estratégia logica considerando a
natureza do problema e a existéncia de outras
abordagens

Ex.: controle de vetores da febre amarela nao é efetivo

saneamento é efetivo contra ancilostomose, esquistossomose
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Necessidade e oportunidade do experimento (cont.)

 Bases cientificas da imunizacao com antigeno proposto
devem ser solidas

1. Vacinas contra Haemophilus influenzae protege contra sorotipo
b, 0 mais frequentemente envolvido nas formas invasivas da
doenca; protecao contra estado de portador em nasofaringe

2. Chen et al. JID, 1990 - anticorpos para sarampo pré-exposicao
titulo (PRNT) <120 >120
doenca clinica 8/9 0/71
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Necessidade e oportunidade do experimento (cont.)

 Evidéncias de segurancga e imunogenicidade e eficacia
contra desafios com o agente patogénico em modelos
animais

Estudos de toxicidade da vacina contra rotavirus em

camundongos
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Necessidade e oportunidade do experimento (cont.)

Vacinas ja existentes como referéncia para comparacao

 Safety and immunogenicity of Haemophilus influenzae
type b polysaccharide and polysaccharide diphtheria
toxoid conjugate vaccines in children 15 to 24 months of

d{e. Berkowitz et al. J Pediatr. 1987 Apr;110(4):509-14.

* PRP-D conjugate vaccine appears to be as safe and significantly
more immunogenic than PRP vaccine for children vaccinated at 15
to 24 months of age.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=search&term="J+Pediatr"[Jour]+AND+1987[pdat]+AND+110[volume]+AND+509[page]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berkowitz CD[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=3550021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=search&term="J+Pediatr"[Jour]+AND+1987[pdat]+AND+110[volume]+AND+509[page]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=search&term="J+Pediatr"[Jour]+AND+1987[pdat]+AND+110[volume]+AND+509[page]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?cmd=search&term="J+Pediatr"[Jour]+AND+1987[pdat]+AND+110[volume]+AND+509[page]

Fases de experimentacao de novos farmacos e
imunobiologicos

A. Estudos pré-licenciamento
I. Estudos pré-clinicos

* |aboratorio: propriedades quimicas, fisicas e biolégicas
e processo de producao; outras observagoes que sirvam de

base a intervencao proposta.

* modelos animais: indicativos de eficacia potencial e de

limites de seguranga para uso em humanos.
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Correlacao entre fases de desenvolvimento em humanos e tipos de estudo

Avaliar tolerancia | Explorar uso na Demonstrar Refinar entendimento
farmacocinética/ | doenca de eficacia; da relacao risco
Objetivos => farmacodindmica |interesse; estabelecer beneficio; identificar
e interacao estimar dose; dar | perfil de reagoes adversas
medicamentosa | as bases para seguranca; menos comuns;
estudos estabelecer refinar recomendagoes
confirmatorios dose-resposta | de dose
(desfechos)
Fases do Farmacologia Terapéutico Terapéutico Uso terapéutico

A

desenvolvimento | humana exploratorio confirmatério
I (3]
©
4 © [4)
1 (4] (3]
© (4
©
11 (4] (4] (3]
©
©
(4] o (4 ©

© cstudo tipico; @ estudo menos frequentes




Fases de experimentagao de novos farmacos e imunobiologicos

11. Estudos clinicos: Fase |
* primeiros estudos em seres humanos (énfase em
seguranca);
* pequeno numero (20-100) de voluntarios sadios ou em
fase avancada da doenca;

* orientacao farmacologica: absorc¢ao, distribuicao,

metabolismo e excrec¢ao;
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Fases de experimentagao de novos farmacos e imunobiologicos

1. Estudos clinicos: Fase |

monitoramento intensivo de efeitos e relagao com dose;

podem ser randomizados, cegos e controlados com
placebo;

vacinas: dosagem; tolerancia; hipersensibilidade;
indicacoes preliminares de imunogenicidade

Vacinas pediatricas sao testadas em adultos e criancas
mais velhas com progressao gradual dos testes ate os
lactentes
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Live-attenuated Tetravalent Dengue Vaccine in Dengue-naive
Children, Adolescents, and Adults in Mexico City: Randomized

Controlled Phase 1 Trial of Safety and Immunogenicity. Poo J et al.
Pediatr Infect Dis J. 2010 Oct 29

Multicenter, randomized, controlled, observer-blinded study in the
city of Mexico,

children aged 2 to 5, 6 to 11, and 12 to 17 years (36 children per age
group), and adults (n = 18) aged <45 years received the following:

3 injections of TDV at months 0, 3.5, and 12 (TDV-TDV-TDV), or 1
injection of yellow fever vaccine (YF) at month 0, and 2 injections of
TDV at months 3.5 and 12 (YF-TDV-TDV).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21042231

Live-attenuated Tetravalent Dengue Vaccine in Dengue-naive
Children, Adolescents, and Adults in Mexico City: Randomized
Controlled Phase 1 Trial of Safety and Immunogenicity. Poo J et al.
Pediatr Infect Dis J. 2010 Oct 29

Adverse events and biologic safety (biochemistry and hematology)

were documented.

Plaque reduction neutralization test (PRNT50) antibody titers against
the TDV parental viruses were measured 28 days after vaccination.

A 3-dose TDV regimen had a favorable safety profile in children and
adults and elicited neutralizing antibody responses against all 4
serotypes.

These findings support the continued development of this vaccine.

ENSP/FIOCRUZ


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21042231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21042231

Fases de experimentacao de novos farmacos e imunobioldgicos

li. Estudos clinicos: Fase lI
« avaliacao de eficacia e seguranca;
» viabilidade da intervencao (tolerancia; logistica e custo);

« multiplos estudos para determinacao de dose e esquema

de administracao;

 formulacao final e poténcia da vacina e desfechos de

interesse para fase lli;
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Fases de experimentacao de novos farmacos e imunobioldgicos

1l. Estudos clinicos: Fase Il

 25-100 voluntarios da populacao-alvo para intervencao;

* podem ser randomizados, cegos e controlados com

placebo, mas de curta duracao.

* |dentificar individuos que podem se beneficiar do

farmaco/imunobiologico.
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Fases de experimentacao de novos farmacos e imunobioldgicos

1l. Estudos clinicos: Fase Il

» administracao simultanea de outras vacinas ja em uso no

grupo-alvo;

* vacinas combinadas: interferéncia nas resposta a

diferentes antigenos

» Transmissao interpessoal de agentes vacinais

ENSP/FIOCRUZ



Fases de experimentacao de novos farmacos e imunobioldgicos

Immunogenicity and safety of recombinant tetravalent

dengue vaccine (CYD-TDV) in individuals aged 2-45 years.
Yee Sin Leo et al. Hum Vaccin Immunother. 2012; 8(9): 1259-1271

Phase Il randomized controlled trial in Singapore

Participants were randomized 3:1 to receive three doses of
CYD-TDV or a control vaccine at 0, 6 and 12 mo.

317 children, 187 adolescents and 696 adults were enrolled

Post-dose 3, 66.5% of all participants were seropositive to
all four serotypes, and 87.2% were seropositive to = 3
serotypes
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sin Leo Y[auth]

Fases de experimentagao de novos farmacos e imunobioldgicos

Protective efficacy of the recombinant, live-attenuated,
CYD tetravalent dengue vaccine in Thai schoolchildren:

a randomised, controlled phase 2b trial. Sabchareon et al.
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7

Observer-masked, randomised, controlled, monocentre, phase 2b, proof-of-concept

trial, healthy Thai schoolchildren aged 4-11 years were randomly assigned (2:1) to
receive three injections of dengue vaccine or control (rabies vaccine or placebo) at
months 0, 6, and 12.

Active follow-up until month 25. All acute febrile illnesses were investigated. Dengue
viraemia was confirmed by serotype-specific RT-PCR and non-structural protein 1
ELISA. The primary objective was to assess protective efficacy against virologically
confirmed, symptomatic dengue, irrespective of severity or serotype, occurring 1
month or longer after the third injection (per-protocol analysis).
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http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7

Protective efficacy of the recombinant, live-attenuated, CYD tetravalent dengue
vaccine in Thai schoolchildren: a randomised, controlled phase 2b trial. Sabchareon
et al. http://dx.doi.orq/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7

Findings 4002 participants were assigned to vaccine (n=2669) or

control (n=1333). 134 cases of virologically confirmed dengue
occurred during the study.

Efficacy was 30-2% (95% CI -13-4 to 56-6), and differed by serotype.
Dengue vaccine was well tolerated, with no safety signals after 2 years
of follow-up after the first dose.

These data show for the first time that a safe vaccine against dengue
is possible. Ongoing large-scale phase 3 studies in various
epidemiological settings will provide pivotal data for the CYD dengue
vaccine candidate.
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http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-673.6(12)61428-7

Fases de experimentagao de novos farmacos e imunobioldgicos

. Estudos clinicos: Fase lll

eficacia comparada entre intervencoes;
indicacoes para comercializacao;
interacoes farmacologicas; eventos adversos;

grande numero de participantes (centenas/milhares);

acompanhamento mais prolongado que fases anteriores;

necessariamente randomizados;

preferencialmente duplo-cego.
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Safety and Efficacy of an Attenuated Vaccine against Severe Rotavirus
Gastroenteritis. Ruiz-Palacios et al. N Engl J Med 2006; 354:11-22

The safety and efficacy of an attenuated G1P[8] human
rotavirus (HRV) vaccine were tested in a randomized,
double-blind, phase 3 trial.

63,225 healthy infants from 11 Latin American countries and
Finland

two oral doses of either the HRV vaccine (31,673 infants) or
placebo (31,552 infants) at approximately two months and
four months of age.

Severe gastroenteritis episodes identified by active
surveillance.
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http://www.nejm.org/toc/nejm/354/1/

Safety and Efficacy of an Attenuated Vaccine against Severe Rotavirus
Gastroenteritis. Ruiz-Palacios et al. N Engl J Med 2006; 354:11-22

Severity of disease was graded with the 20-point Vesikari
scale.

Vaccine efficacy evaluated in subgroup of 20,169 infants
(10,139 vaccinees and 10,010 placebo recipients).

Efficacy against severe rotavirus gastroenteritis and
against rotavirus-associated hospitalization was 85%
(P<0.001 for the comparison with placebo) and 100 %
against more severe rotavirus gastroenteritis.
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http://www.nejm.org/toc/nejm/354/1/

Fases de experimentacao de novos farmacos e
imunobiologicos

B. Estudos pos-comercializacédo (Fase V)

eventos adversos raros;

novas indicacoes (outros grupos);
duracao da protecao

podem ser condicao para licenciamento;

desenho observacional ou experimental.
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Estudo de soroconversao com formulacoes da vacina

Biken CAM-70 contra sarampo. Camacho LAB, Freire MS,
Yamamura AMY, Leal MLF, Mann, G. Rev Saude Publica 2000;34(4):358-366.

Intervencgao: vacina contra sarampo com 5.000, 1.000 e
200 TCID,,

Desfechos de interesse (contexto de baixa incidéncia):

soroconversao (quadruplicacao dos titulos de anticorpos
contra sarampo pre-vacinais);

soropositividade (titulos > 200 mUl/ml);

titulos medio geometrico de anticorpos pos-vacinagao
contra sarampo.



Necessidade e oportunidade dos experimentos (cont.)

Exemplo com justificativa programatica em estudos de
pos-comercializacao

* Design of the Brazilian BCG-REVAC trial against
tuberculosis: a large, simple randomized
community trial to evaluate the impact on

tuberculosis of BCG revaccination at school age

 Barreto, M.L.; Rodrigues, L.C.; Cunha, S.S. et al. Clinical
Controlled Trials 2002; 23(5):540-553


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=IssueURL&_tockey=%23TOC%235009%232002%23999769994%23348721%23FLA%23display%23Volume_23,_Issue_5,_Pages_469-603_%28October_2002%29%23tagged%23Volume%23first%3D23%23Issue%23first%3D5%23Pages%23first%3D469%23last%3D603%23date%23%28October_2002%29%23&_auth=y&view=c&_acct=C000036919&_version=1&_urlVersion=0&_userid=685730&md5=6ca29e91b52b11484126e9996badf63d

Eficacia e efetividade

Ensaio de eficacia: medida de efeitos
biologicos diretos da vacina em condicoes

otimas (controladas)

Ensaio de efetividade: medidas de efeitos
diretos e indiretos das vacinas aplicadas em

condicoes reais (“sub-o6timas”)



Efetividade vacinal depende de:
Eficacia vacinal

Condig¢des de armazenamento

Técnicas de aplicagao

Indicagoes e contra-indicagoes nos vacinados
Interferencia na imunogenicidade (outras vacinas etc.)
Cobertura vacinal

Vacinagao indireta (circulagao do agente vacinal no
ambiente)

Imunidade de grupo (altas % de imunes reduzem
transmissao inter-humana)



Componentes do efeito protetor das vacinas

* Efeito direto: imunidade do individuo vacinado

 Efeito indireto: reducao no risco de infeccao em

grupos com menos fontes de infeccao

Estudos com alocacao individual privilegiam efeito

direto

Estudos com alocacao de grupos medem efeitos

diretos e indiretos



Effect of BCG revaccination on incidence of tuberculosis in
school-aged children in Brazil: the BCG-REVAC cluster-

randomised trial. Rodrigues et al. Lancet 2005; 366: 1290-95

Estudo de eficacia da revacinacao com BCG em escolares de 7-14
anos de Manaus-AM e Salvador-BA.

Randomizacao de grupo: 767 escolas

Casos de tuberculose identificados nos registros do programa de
controle da tuberculose.

A eficacia da revacinagao BCG foi 9% (-16 to 29%).

Acompanhamento foi mantido para avaliar efeito de co-fatores na
eficacia (tempo desde a vacinagao; prevalencia de micobacterias do
meio ambiente



Eficacia vacinal

Reducao percentual na incidéncia da doenca entre

vacinados, atribuivel a vacinagao



Diferenca entre incidéncias em vacinados e nao vacinados
representa fracao dos casos evitados pela vacina

Taxa por 100.000
400 -
350 1
e Fracao
250 A prevenida

200 -

150 -

100 -

50 -

O_

Pertussis

L Nao vacinados
@ Vacinados

Pertussis 2




Medidas de eficacia e efetividade

FPE: fracao prevenida nos |

expostos a vacinacao RR =L
L,: incidéncia em vacinados l,
I, : incidéncia em nao vacinados
I, : incidéncia na populagio l,— |
T SelRE FPE = 1=1-RR
RR : risco relativo |,

FPP: fragao prevenida na
populacao | |

p : cobertura vacinal



Ensaio com vacina pneumococica conjugada

Casos de doenca invasiva por |Lactentes sob
Streptococcus pneumoniae risco

Vacinados 1 18927
Nao vacinados 39 18941
Casos 1 5
: = =53 D.
. Vacinados 18927 -P10
Casos 39 5
— = =2059 .
. NAO Vacinados 18941 -p10

205,9-5,3

Eficacia : x100 =97,4%




Pressupostos

Outros fatores que influenciam ocorrencia da
doenca foram controlados

Exemplo: vacinados em campanha de imunizacao
de idosos contra influenza podem ter menor
idade média, menos comorbidade e serem
menos predispostos a formas graves e
complicacoes da doenca

Reducao aparente na incidencia da influenza
poderia ser explicada pelo perfil dos vacinados



Controle de variaveis de confusao:

1. No delineamento do estudo
« Randomizacao

+ Pareamento

* Restricao

2. Na analise do estudo

+ Estratificacao

» Modelagem estatistica



Estrategia de controle de variaveis intervenientes
(p.ex., idade, estado nutricional, comorbidade etc.)

Nos ensaios clinicos grupos de vacinados e nao
vacinados sao definidos por “sorteio”

» Randomizacao: processo formal baseado no

acaso, com probabilidade de aloca¢ao nos

grupos, conhecida e controlada pelo investigador



Proposito da randomizacao (cont.):

1. controle de de variaveis de confusao

Efeito de variaveis prognosticas pode se
confundir com efeito da intervencao

P.ex., se entre os idosos vacinados contra influenza
predominassem os de menor idade, a eficacia da
vacina em prevenir formas graves da doenca poderia
parecer maior



Proposito da randomizacao

2. controle de viés de selecao

Preferéncias do profissional de saude ou do
participante podem favorecer um dos grupos

Randomizacao “neutraliza” tendenciosidade

P.ex., estudos clinicos com vacina contra
hepatite B em grupos de risco



Randomizacao

Processo formal com métodos explicitados

Grupos de randomizacao nao podem ser revelados
antecipadamente
Exemplo:

Estudo com vacina contra hepatite B alocacao segundo
dia da semana do recrutamento suscetivel a
manipulacao



H1N1pdm09 Adjuvanted Vaccination in HIV-Infected Adults: A

Randomized Trial of Two Single versus Two Double Doses. Santini-
Oliveira et al.; 2012 (Plos One; v. 7, p. 39310, 2012)

~50% com
nadir de
CD4 <200
cels/mm?

=

Caracteristica

Numero de participantes

Idade em anos - Média (SD)

<40 anos, N (%)

> 40 anos, N (%)

Sexo - Masculino, N (%)

Tabagismo no presente — Sim, N (%)

IMC 2 25 Kg/m?, N (%)

Anos desde o diagnostico do HIV - Média (SD)
Doenga definidora de AIDS prévia - N (%)
Contagem de CD4 (cells/mm?) - Média (SD)
Nadir de CD4 (cells/mm3) - Média (SD)
Carga viral do HIV RNA <50 cp/ml, N (%)
Dados faltantes, N (%)

HAART - Uso atual, N (%)

Anos em HAART - Média (SD)

2 doses unicas

129

42.2 (8.5)

60 (46.5)
69 (53.5)
90 (69.8)
37 (28.7)
58 (45.0)
8.0 (5.7)
56 (43.4)

583.5 (327.3)
222.3 (221.2)

84 (68.3)
6 (4.7)

103 (79.8)

6.1 (4.8)

HIV-positivo
negativo

2 doses duplas Mulheres
e 71 mais jovens
42.0 (9.2) 37.3 (10.5)

52 (40.9) 46 (64.8)

75 (59.1) 25 (35.2)

79 (62.2) 25 (35.2)

27 (21.3) 9 (12.7)

62 (48.8) 42 (59.2)

8.0 (6.6)

51 (40.1)

584.5 (310.8)
226.8 (202.6)
78 (63.4)

4 (3.1)

101 (79.5)

6.4 (5.5) -



“Cegamento” ou Mascaramento

Na alocag¢ao da intervengao (vacina A, B ou placebo)

Niveis (componente "ceqo")

1. Simples:  participante
2. Duplo: participante e equipe de campo

3. Triplo: participante, equipe de campo
e analista dos dados

Nas medicOes: observador ignora grupo de alocagao




“Cegamento” ou Mascaramento (exemplo)

Immunogenicity of WHO-17D and Brazilian 17DD yellow

fever vaccines: a randomized trial. Collaborative Group for the Study
of Yellow Fever Vaccines. Rev. Saude Publica 2004; 38(5):671-8.
Tipo de vacina ocultado dos participantes e da equipe, com codigos nos rétulos

dos frascos.

Vacinas idénticas no aspecto, volume, forma de manuseio e administracao, em
frascos idénticos rotulados com cadigos distribuidos aleatoriamente por
estatistico. Cada frasco de vacina sera utilizado em apenas um participante.
Numero do frasco da vacina identificava o participante na pesquisa.

Listas de randomizagao com codigos foram lacradas e mantidas no centro
coordenador do estudo (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro)......

Tipo de vacina revelado apenas em caso de solicitagdo médica por evento adverso
para cujo tratamento o conhecimento do tipo de vacina seja considerado essencial.
Cadigos foram abertos apos conclusao das analises estatisticas.



Immunogenicity of WHO-17D and Brazilian 17DD yellow fever vaccines:

a randomized trial. Collaborative Group for the Study of Yellow Fever Vaccines. Rev.
Salide Pablica 2004; 38(5):671-8,

Formulacao das vacinas a serem empregadas no estudo

Composicao por dose de vacina (0,5 ml):

Virus de febre amarela 17DD ou 17D-213/77 ..... ~ 1000 DLso
ST Lo = o X N 0,8 mg
Glutamato de sOdio.......ccceuirmireiiircrcrcr s 0,8 mg
Agua qualidade injetavel q.S.P....ccccevvevrerrerreerrsssneesenn. 0,5 mi
Diluente: (concentracao por dose)

Cloreto de SOdio......c e 4,25mg
Agua qualidade injetavel..........cccceeeecereeeereeeereseeereseens 0,5 ml

*1 Na composicao do placebo € mantida a mesma formulacao
das demais vacinas inclusive o suco de embrioes de galinha
S.P.F., porém nao inoculados com o virus da febre amarela.



“Cegamento” ou Mascaramento

Proposito:

protecao contra subjetividade na informacao,

ha observacao e na analise dos dados.

Pre-requisito:

intervencoes devem parecer idénticas




Rétulo da vacina contra febre amarela para a

PesquIiSa. Nascimento Silva JR, et al. Mutual interference on the immune

response to yellow fever vaccine and a combined vaccine against measles, mumps
and rubella. Vaccine (2011), doi:10.1016/j.vaccine.2011.05.019
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Problemas do “cegamento”:

* questoes éticas
» complexidade logistica do estudo

» “cegamento” dificulta manejo clinico do

paciente



Tamanho de amostra
(tamanho do experimento)

* numero minimo de participantes para
detectar diferenca relevante ou

» demonstrar equivaléncia entre intervencoes;

* SA0 aproximacoes convenientes como
referéncia para o planejamento do estudo.




Especificacoes do estudo para o tamanho da amostra

 parametro de interesse para comparacoes;
 amplitude da diferenca entre intervencoes;

* poder estatistico (1 - B): probabilidade de
detectar a diferenca especificada

* erro a: probabilidade de considerar
estatisticamente significativas, diferencas
devidas ao acaso;




Especificacoes para o tamanho da amostra (cont.):

» variabilidade do desfecho (desvio padrao);
* numero de grupos de comparacao;

* razao de alocacao entre grupos de
comparacao;

 duracao do acompanhamento;




Safety and Efficacy of an Attenuated Vaccine against Severe Rotavirus
Gastroenteritis. Ruiz-Palacios et al. N Engl J Med 2006; 354:11-22

Assuming an attack rate of 1.5 percent for severe rotavirus
gastroenteritis in the placebo group, a true vaccine efficacy
of 70%, and a 10% withdrawal rate, we calculated that a
sample of 20,000 infants would provide at least 80% power
to detect a lower limit of the 95% confidence interval for
vaccine efficacy of greater than 50%.

ENSP/FIOCRUZ


http://www.nejm.org/toc/nejm/354/1/

Consideracoes sobre analise dos dados

* Proposito: comparacgao das coortes segundo
suas experiéncias de exposicao e desfechos

de interesse para obter
(1) evidéncias de eficacia e seguranca, e

(2) medidas de efeito da intervencao



Estrutura dos estudos com delineamento
experimental

Critérios de elegibilidade

Populagao com a

condigao de

interesse

O OPFPN—=0U0U=>

g

g

Intervencao
experimental

K

Grupo de
controle

<

Desfechos

Favoravel

Desfavoravel

Favoravel

Desfavoravel




Risco relativo=(A/Int.)/ (B / Cont.)

Grupos de comparacao

Desfechos Intervencdo  Controle Total
Favoravel A B Fav.
Desfavoravel C D Des.

Total Int. Cont. Tot




Critérios de sele¢cao da populacao de estudo

subgrupo da populacao geral, com potencial

para se beneficiar da intervencao.

Indicacao para a intervencao que se esta
avaliando (portadores de uma condicao,
grupo suscetivel a condicao que se quer

evitar);




Table 2: Proportion of post-vaccine seropositivity to yellow fever,
seroconversion' , and geometric mean titer (GMT) by intervention

group, in the intention-to-treat analysis. Collaborative Group for the Study of
Yellow Fever Vaccines. Rev. Saude Publica 2004; 38(5):671-8.

Intervention (n)

Endpoint 17DD-013Z 17DD-102/84 17D-213/77 Placebo
n=270 n=273 n=272 n=272

% seropositive in the 98.1 97.8 98.9 27.6

post-vaccination test

% of seroconversion 90.0 90.8 93.0 9.2

GMT in the post-

vaccination test 14059 15107 17920 94

(mlU/ml)

1 Two-fold increase in pre-vaccination antibody levels.



Table 3: Proportion of post-vaccine seropositivity to yellow fever,
seroconversion' , and geometric mean titer (GMT) by intervention

group, in per protocol analysis. Collaborative Group for the Study of Yellow Fever
Vaccines. Rev. Saude Publica 2004; 38(5):671-8

Endpoint 17DD-013Z 17DD-102/84 17D-213/77 Placebo
n =205 n =184 n =201 n= 187

% seropositive in the post-  98.0 99.5 100 6.4

vaccination test

% of seroconversion 98.0 99.5 99.0 6.4

GMT in the post- 14536 15691 18649 32

vaccination test (mlU/ml)

"Two-fold increase in pre-vaccination antibody levels.



Table 4: Proportion of post-vaccination seropositivity and
seroconversion attributable to vaccination against yellow fever, by type

of vaccine and analytical approach. Collaborative Group for the Study of Yellow
Fever Vaccines. Rev. Saude Publica 2004; 38(5):671-8.

Analytical approach 17DD-013Z 17DD-102/84 17D-213/77 I
Seropositivity in post- 7.9 71.8 721
vaccination test (%, 95%C.1%)  g59_768  658-767  66.2-77.0
complete cohort

Seroconversion ' (%, 89.8 89.9 90.1
95%C.1.%) complete cohort 851-930  853-931  85.6-93.2
Seroconversion ' (%, 93.4 93.5 93.6

95%C.1.2) subset seronegative  go;_ g6 5 88.8 — 96.3 88.9 — 06.3
before vaccination

' Two-fold increase in pre-vaccination antibody levels;
2 95% confidence interval.



Collaborative Group for the Study of Yellow Fever Vaccines. Rev. Saude Publ. 2004; 38(5):671-8.
Figure 1: Reverse cumulative distribution of antibody titers 30 days after
yellow fever vaccine or placebo

1.0 9

Intervention

= 17D-213/77

= 17DD-102/84

2«
Placebo
0.0 o 17DD-New
[ || || L L L]
2.4 2.8 3.2 3.6 4.0 4.4 4.8

Log10 mIU/ml



Critérios de elegibilidade

devem estar explicitados e definidos
operacionalmente

Tipicamente: idade, sexo, diagnostico clinico e
comorbidade

Incerteza sobre a eficacia comparativa de

intervencgoes

()




Critérios de elegibilidade

Costumam estar associados a intervencao ...

(subgrupos considerados com maior potencial de
beneficio do tratamento ou prevencao)

Ex.: tratamento da hipertensao para reducao de acidentes
vasculares cerebrais => selecao de pacientes com
niveis de pressao arterial mais elevados

... € a verificacao do desfecho (p.ex., testes

invasivos) Pﬂﬁ%




Immunogenicity of WHO-17D and Brazilian 17DD yellow fever

vaccines: a randomized trial. Camacho et al. Revista de Satude Publica, 2004:
38(5):671-678.

Reactogenicity of yellow fever vaccines in a randomised, placebo-
controlled trial. Camacho et al. Revista de Satide Publica, 2005; 39(3):413-20. 6.

Objetivos do estudo

1. Comparar a imunogenicidade de vacinas contra F.A.
produzidas de

* Novo lote-semente da subcepa brasileira 17DD-013Z

+ Lote-semente de producao da subcepa brasileira 17DD-
102/84 e

+ Lote-semente da O.M.S da subcepa 17D-213/77



Objetivos do estudo (cont.)

2. Comparar as vacinas e um placebo em termos da

Imunogenicidade (proporcao de soroconversao e
titulos medios geomeétricos)

Frequéncia de eventos adversos

Niveis e alteracoes nas enzimas hepaticas

Niveis de viremia



Ensaio Clinico Randomizado, Duplo-cego, com duas Vacinas
contra Febre Amarela das Subcepas 17DD e 17D-213/77
em Criancas (em curso)

Critérios de inclusao

1. Idade entre 9 meses e 9 anos, 11 meses e 29 dias;

2. Auséncia de problemas de saude que contra-indicam
a vacinacao contra febre amarela na rotina

3. Disponibilidade para coleta de amostras de sangue 30
dias apos-vacinacao;

4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
assinado pelos pais ou responsaveis.



Ensaio Clinico Randomizado, Duplo-cego, com duas Vacinas
contra Febre Amarela das Subcepas 17DD e 17D-213/77
em Criancas (em curso)

Critéerios de exclusao:

1. antecedentes de vacinagao contra febre amarela verificados em
cartao de vacinacao;

2. desnutrigao grave (historia ou registro de diagnostico médico);

3. imunodepressao transitéria ou permanente, induzida por
doencas (neoplasias, AIDS etc.) ou pelo tratamento (drogas
imunossupressoras, radioterapia etc.).

4. Antecedentes de tratamento com imunoglobulina ou outros
hemoderivados nos ultimos 60 dias, ou administracao
planejada nos 60 dias seguintes a vacinacao da pesquisa.



Ensaio Clinico Randomizado, Duplo-cego, com duas Vacinas
contra Febre Amarela das Subcepas 17DD e 17D-213/77
em Criancas (em curso)

Critérios de exclusao (cont.):

5. historia de hipersensibilidade a ovo de galinha e seus derivados,
ou a gelatina;

6. administracao nos ultimos 60 dias ou planejada dentro dos
proximos 60 dias de outra vacina experimental;

7. doencas cronicas ou agudas graves segundo relato da mae ou
ficha de registro de atendimento da crianca no servigo de saude;

8. febre de 37,5°C ou mais no dia da vacinacao.

9. criangas cujas maes ou responsaveis nao puderem assegurar o
retorno em 30 dias para o exame pos-vacinal.



Sujeitos e Métodos

Critérios de Exclusao:

1. Protecao do sujeito:

contra-indicacoes conhecidas ou presumidas,
ou desconhecidas (gravidez, alergia, febre

etc.).

()




Sujeitos e Métodos

Critérios de Exclusao (cont.):

2. Logistica do estudo:

riscos competidores
aderéncia ao protocolo (run-in period);

acesso (local de residéncia) etc.;




Critéerios de Exclusao

* Homogenizam amostra do estudo

» Reduzem variabilidade da resposta a
intervencao

» Aumentam poder estatistico do estudo




Vantagens de critérios de elegibilidade mais
flexiveis:

facilita rastreamento e recrutamento;

reduz esforco e custo por participante;

resultados téem maior aplicabilidade,

e maior relevancia para saude publica;

maior possibilidade de analise de subgrupo;

()




A randomised trial of home-versus-hospital management

for patients with suspected myocardial infarction.
Hill, J.D.; Hampton, J.R. & Mitchell, J.R.A. The Lancet 22 April 1978:837-841.

Mortalidade (%) em 6 semanas dos pacientes com suspeita de Infarto
Agudo do Miocardio.

Local de tratamento NAO Total
Residéncia  Hospital andomizados
Todos os pacientes 13 1" 26 15
Com diagn. final de
IAM confirmado ou 20 18 37 24

provavel




Representatividade (estatistica)

* Sujeitos do estudo nao constituem amostra
probabilistica do grupo beneficiario potencial
da intervencao

» Voluntarios sao diferentes dos que se
recusam a participar em termos de
prognostico e aderéncia aos procedimentos
do estudo.



Representatividade (estatistica)

* Validade externa e validade interna podem
ser comprometidas: caracteristicas socio-
demograficas do grupo de estudo

* Resultados de estudos clinicos
randomizados podem nao se confirmar na
utilizacao fora de cenarios de pesquisa



Evidence of screening for breast cancer from a
randomized trial (S. Shapiro. Cancer (Suppl.)39:2772, 1977)

Obitos por 10.000 mulheres/ano

Cancer de mama
Todas

(por faixa etaria) 2 Doenca
Cardio
outras
Grupo  40-49 50-59 60-69 causas vascular
Controle 2.4 5,0 5,0 54 25

Experimental 2,5 2,3 3,4 54 24




Evidence of screening for breast cancer from a
randomized trial (S. Shapiro. Cancer (Suppl.)39:2772, 1977)

Obitos por 10.000 mulheres/ano

Todas as Doenca
causas cardiovascular

Grupo controle 54 25

Voluntarios 42 17
Grupo

' I
experimenta Recusas 17 38




Intervencao e controle

aplicacao de farmacos e imunobiologicos deve ser
compativel com necessidades dos participantes

(exceto estudos de fase |)

bases cientificas: estudos pre-clinicos e clinicos

()

(fase | e ll) e estudos observacionais




Intervencao e controle

Método de administracao, dose, frequéncia,

duracgao da intervencao sao objetos do ensaio

Disponibilidade de farmaco ou imunobiologico

ainda nao licenciado

()




Immunogenicity of WHO-17D and Brazilian 17DD yellow fever
vaccines: a randomised, double-blind, placebo-controlled trial.

Formulagao das vacinas empregadas no estudo:

Composigao por dose de vacina (0,5 ml)
Virus de febre amarela 17DD ou 17D-213/77 ....... >1000 DL,

ST (o | o LT N 0,8 mg
Glutamato de sOdio........ccccorrerrrrnriscsrnesnse e 0,8 mg
Agua qualidade injetavel g.5.p....crerreereerrersesseesns 0,5 ml

Diluente: (concentragao por dose)
Cloreto de SOdio..........ccorrerrrmsesmmsssrsssesesssssssssssesenns 4,25mg

Agua qualidade iNjetavel........ccoccemeermrereessecrersessessennes 0,5 ml



Immunogenicity of WHO-17D and Brazilian 17DD yellow fever
vaccines: a randomised, double-blind, placebo-controlled trial.

Virus vivos atenuados cultivados em embrioes em desenvolvimento de ovos

de galinha S.P.F.(Specific Pathogenic Free);

Vacina 17DD (lote 993PFBEXP03; passagem 287) produced from a new

secondary seed lot (# 993FB013Z; passage 286) free from avian leucosis

virus;

Vacina 17D (lote 007FBEX01; passagem 239) produzido do lote-semente
secondario WHO 213/77/Br 1B/86 (passage 238), derivado do lote-semente
primario WHO-17D 213/77 (passagem 237), fornecido pelo Instituto Robert

Koch, Berlin (virus de lote-semente livre de leucose aviaria - WHO/BS/83-
1430);



Intervencao e controle

Homogeneidade no manejo clinico dos

participantes

Intervencao, co-morbidades e intercorréncias

()




Grupo-controle

Funcao:
grupo de referéncia para observacao de desfechos de

interesse que ocorrem independente da intervencao
sob teste

Relevancia:

afeta muitos outros aspectos do estudo

http://lwww.fda.gov/cder/guidance/4155fnl.pdf

()




Grupo-controle

Pressupostos:

desfecho de interesse pode resultar de outros fatores;

conhecimento incompleto da “historia natural da doenca”

limita previsao dos desfechos;

sem a intervencao ou com a intervencao alternativa, o

grupo de tratamento teria, em média, mesmo resultado

()

que grupo controle.




Estrutura dos estudos com delineamento
experimental

Critérios de elegibilidade

Populagao com a

condigao de

interesse

O OPFPN—=0U0U=>

g

g

Intervencao
experimental

K

Grupo de
controle

<

Desfechos

Favoravel

Desfavoravel

Favoravel

Desfavoravel




Experimentos em animais versus ensaios clinicos

“desafios” em estudos com vacinas:

uso restrito em condicoes controladas tem

respaldo em regulamentos internacionais

Pode prover evidéncias de eficacia de vacinas
contra colera melhores do que as de
populacoes de areas endémicas com

exposicoes repetidas

ENSP/FIOCRUZ '




Grau de evidéncia para autorizar uso de intervenc¢ao

Estudos de eficacia / efetividade tem pesos
diferentes na contribuicao que apresentam em
favor de evidéencia: multicéntricos, tamanho de
amostra, perfil dos participantes, rigor

metodologico (Boas Normas de Pratica Clinica).

ENSP/FIOCRUZ '



Ensaios Clinicos

International Committee on Harmonization (ICH):

* iniciativa para unificacao de procedimentos para

conducao e avaliacao de estudos clinicos

 desenvolvida pelos EUA, Comun. Eur. , Japao,
Canada, Australia e OMS

» ¢ referéncia para autoridades nacionais reguladoras,

incluindo ANVISA
ENSP/FIOCRUZ '




Fases de desenvolvimento - casos especiais

* Ensaios de campo de intervencoes preventivas se
baseiam em evidéncias de estudos observacionais
(exemplo: MRFIT)

« Testes de técnicas, dispositivos e materiais cirurgicos

podem nao passar por fases de avaliacao de eficacia.

ENSP/FIOCRUZ



Tipos de controle

Controle externo ou “historico”
Placebo

Intervencao convencional

Outras doses ou regimes terapéuticos
Sem intervencao

Desenho fatorial

Delineamento “cruzado” (cross-over)




[Exemplos de tipos de grupo controle em
ensaios clinicos]
Randomised trial of expectant versus surgical

management of spontaneous miscarriage.

Chipcase J & James D. British Journal of Obstetrics
and Gynaecology, 104:840-1, 1997

Grupos de comparacao:
* curetagem ou

* observacao + analgesia.

()




Table 3: Proportion of post-vaccine seropositivity to yellow
fever, seroconversion' , and geometric mean titer (GMT) by
intervention group, in per protocol analysis

Endpoint 17DD-013Z 17DD-102/84 17D-213/77Placebo

n =205 nh=184 n =201 n= 187

% seropositive in the post-  98.0 99.5 100 6.4
vaccination test

% of seroconversion 98.0 99.5 99.0 6.4
GMT in the post- 14536 15691 18649 32

vaccination test (mlU/ml)

"Two-fold increase in pre-vaccination antibody
levels.

()




Comparison of Internal Mammary Artery Ligation and

@m Oper@for Angina Pectoris. Dimond et al.
Am J Cardiol; Abr.1960:483-486.

Random alocation to: (1) bilateral internal
mammary artery and vein ligarion or (2)
similar skin incision with exposure, but not
ligation of internal mammary vessels.

Neither cardiologists nor the patient knew
which operative procedure had been
performed.

()




RESPOSTA ANAMNESTICA A VACINA ANTI-MENINGOCOCICA BC. I.
DELINEAMENTO DO ESTUDO. E.A.Costa, C.H.Klein, P.Frées, C.M.Andrade,
L.Almeyda, C.Braga e G.Sierra (FIOCRUZ - Instituto Finlay) - Comunicagao

Coordenada 31, pagina 31. lll Congresso Brasileiro de Epidemiologia, Salvador-BA, abril

de 1995
...... 60 de cada idade de 5 a 13 anos, alocadas aleatoriamente: 45

para a vacina BC e 15 para o toxoide tetanico.

Duas coletas de sangue: antes da vacinagao, 28 dias apos 1° dose,

em subamostra, 28 dias apos 2° dose

para dosagens de anticorpos para Neisseria meningitidis dos

sorogrupos A,Be C

()




Elementos do protocolos de ensaios clinicos

Desfechos (resultados, outcomes, endpoints)

» Compativeis com objetivos de demonstrar
seguranca, imunogenicidade e eficacia

Atributos desejaveis:

* objetividade, relevancia clinica (formas clinicas mais
graves, sorotipos/sorogrupos dos casos)

» facilidade de observacao, repetibilidade e

especificidade (ex., sorotipos do virus influenza entre
casos de sindrome gripal)



Elementos do protocolos de ensaios clinicos

Desfechos (resultados, outcomes, endpoints)
* definicao operacional é essencial para mensuracao;
 deve ser estabelecido antes da coleta de dados;

» “desfechos substitutos” (surrogates): eventos

intermediarios, especificos, para desfechos raros

ou de longo tempo de laténcia;



Correlatos sorologicos de protecao podem nao

estar disponiveis

Vacina contra Haemophilus influenzae b: protecao
presumida a partir de dados sorologicos

Surrogate: estado de portador de H.influenzae b na

nasofaringe

Eficacia/efetividade pode ser analisada em estudos

observacionais (pos-licenciamento)



Eventos adversos
Fenomeno relacionado a saude (sinal/sintoma
ou alteracao laboratorial),
indesejavel (previsto ou nao),
temporalmente associado a intervencao.

Geralmente é desfecho secundario




Eventos adversos: definicao operacional

Conhecimento incompleto dos efeitos da intervencao
geralmente indica registro de todo e qualquer evento

relevante
(ex., invaginacao intestinal e vacina contra Rotavirus)

Categorias de eventos plausiveis de associagcao com

intervencao sao definidas no protocolo para guiar

()

coleta de dados




Eventos adversos: apuracao

Relato espontaneo: menos frequentes, mais
graves

induzidos: maior reprodutibilidade; mais facil
analise

investigados: voluntarios que interromperam
participacao no estudo; qualquer evento
grave




Eventos adversos: intensidade/relevancia

Grave: resultou em dbito ou risco de morte,

sequela, hospitalizacao

Moderado: levou a procurar atendimento médico;
usou medicacao; faltou trabalho/escola; ficou

acamado; interrompeu rotina

Leve: nenhuma das anteriores (desconforto leve)



Eventos adversos: tempo de surgimento

Periodo de observacao geralmente limitado em

estudos de fase lli

Eventos de longo tempo de laténcia podem ser
evidenciados na Fase IV (pos-licenciamento)
Ex.: mortalidade elevada no terceiro ano de vida de

criancas que haviam recebido aos 6 meses vacina contra

sarampo em formulacao de alta dosagem



Impedimentos e desvantagens dos experimentos
epidemiologicos:

eticos: exposicoes que nao podem ser
manipuladas;

complexidade logistica e alto custo;

validade externa limitada pela sele¢ao dos
participantes;

longa duragao limita aplicabilidade dos
resultados.



Questoes éticas dos estudo
experimentais

 Estudos (observacionais e experimentais)

com seres humanos costumam envolver
procedimentos de coleta de dados que
podem gerar desconforto ou lidar com

informacoes confidenciais.
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Questoes éticas dos estudo experimentais

* |ntervencao e subordinada aos interesses do

estudo
» Randomizacao da intervencao

 Duvidas sobre eficacia (ou vantagem)
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Questoes éeticas dos estudo experimentais

» Justificativa etica para o experimento:
antiético e tomar decisoes em bases frageis,

dogmas ou opinioes.
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Referenciais basicos da bioética

autonomia
nao maleficéncia
beneficéncia

justica
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Revisao sistematica e sintese de evidéncia

Analise de subgrupos pode indicar cenarios de

melhor desempenho de uma intervenc¢ao ou

areas em que evidéncia nao é conclusiva e €

preciso investigacao adicional
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