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RESUMO

A deteccdo de pirogénios em produtos parenterais € mandatoria pelas agéncias
reguladoras. Atualmente, para avaliar o contetdo de pirogénios, as principais farmacopeias
preconizam o teste de pirogénio em coelhos (RPT), o lisado de amebdcito de Limulus (LAL) e
0 teste de ativacdo de monaocitos (MAT). Este estudo teve como objetivo avaliar a aplicabilidade
do MAT ao CQ da vacina Meningococica C conjugada (MenCC) como alternativa ao uso de
coelhos no teste de pirogenia in vivo, ampliar a deteccéo de potenciais fontes de pirogénios nao-
endotoxina (NEPs), realizar analise comparativa entre os diferentes sistemas do MAT,
comparando sistemas validados (ICCVAM 2008) com uma proposta original, sangue
criopreservado/IL-6 e confrontar os dados dos trés ensaios de deteccdo de pirogénios, RPT,
LAL e MAT, aplicados a lotes da MenCC. Os sistemas do MAT combinaram a utilizacdo de
matrizes monociticas (sangue total fresco e criopreservado) e a detec¢do de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6 e IL-1B) como parametros de leitura. Lipopolissacarideo (LPS), acido
lipoteicoico (LTA) e zymozan A (ZA) foram utilizados como padrdes moleculares associados
a pirogenia de Gram-negativas, Gram-positivas e fungos, respectivamente. Foram avaliados 3
lotes de MenCC produzidos por Bio-Manguinhos. Estes foram incubados em contato com a
matriz monocitica em estufa de CO2 a 37° C e ap0s 16 horas foram quantificadas IL-1p e IL-6
pelo ensaio de ELISA (R&D Systems). Em paralelo, os lotes foram analisados frente aos
métodos farmacopeicos classicos de deteccdo de pirogénios, o LAL e o RPT. A validacédo
produto especifica, MenCC frente ao MAT ndo apresentou interferéncia, mostrando
aplicabilidade do teste ao produto. Todas as diluicbes da vacina, bem como a presenca do
adjuvante ndo interferiram na deteccdo de IL-6 e IL-1p, induzidos pelo padrdo exdgeno de LPS.
O sistema foi capaz de identificar NEPs (LTA e ZA) na presenca de MenCC. Analises
estatisticas demonstraram uma boa correlacéo entre os sistemas de leituras (IL-1p e IL-6) para
curvas de LPS em NaCl (r=0,9918 e p=0,0001) e em MenCC (r=0,9702 e p=0,0028). Os ensaios
de linhas paralelas das curvas de LPS e LTA em NaCl versus MenCC demonstraram que o p-
valor para o ndo-paralelismo ndo foi significante para IL-1B ¢ IL-6 (p > 0,05). Os ensaios
guantitativos demonstraram que os 3 lotes foram considerados néo pirogénicos, refor¢cando os
resultados obtidos pelos métodos classicos RPT e LAL. O presente estudo demonstrou a
aplicabilidade do MAT para a MenCC, observando uma correlacdo positiva com 0s ensaios
classicos RPT e LAL, bem como a andlise diferencial e quantitativa de NEPs, potenciais alvos
de contaminacédo na industria. Os resultados abrem uma avenida de oportunidades atendendo
o0 recrutamento internacional de esforgos para reducdo de animais, principalmente para fins
industriais, dando inicio a uma missdo preventiva as futuras regulamentacgdes referentes ao uso
de animais no Brasil.

Palavras-chave: Teste de ativacdo de mondcitos (MAT), Vacina Meningococica C Conjugada

(MenCC), pirogénios.



ABSTRACT

The detection of pyrogens in parenteral products is mandatory by regulatory agencies.
Currently, to evaluate the pyrogen content, the main pharmacopoeias recommend pyrogen test
in rabbits (RPT), Limulus amebocyte lysate (LAL) and monocyte activation test (MAT). The
objective of this study was to evaluate the applicability of MAT to CQ of Meningococcal C
conjugate vaccine (MenCC) as an alternative to the use of rabbits in the in vivo pyrogen test, to
increase the detection of potential non-endotoxin pyrogenic sources (NEPSs), to perform a
comparative analysis between different MAT systems, comparing validated systems (ICCVAM
2008) with an original proposal, cryopreserved blood / IL-6 and confront data from the three
pyrogen detection tests, RPT, LAL and MAT, applied to batches of MenCC. The MAT systems
combined the use of monocytic matrices (fresh and cryopreserved whole blood) and the
detection of proinflammatory cytokines (IL-6 and IL-1B) as reading parameters.
Lipopolysaccharide (LPS), lipoteichoic acid (LTA) and zymozan A (ZA) were used as
molecular standards associated with Gram-negative, Gram-positive and fungal pyrogens,
respectively. Three batches of MenCC produced by Bio-Manguinhos were evaluated. These
were incubated in contact with the monocytic matrix at 37 ° C with CO2 and after 16 hours IL-
1B and IL-6 were quantified by the ELISA assay (R & D Systems). In parallel, the lots were
analyzed against the classical pharmacological methods of detection of pyrogens, the LAL and
the RPT. The specific product validation, MenCC vs MAT did not present interference,
showing applicability of the test to the product. All dilutions of the vaccine, as well as the
presence of the adjuvant did not interfere in the detection of IL-6 and IL-1p, induced by the
exogenous pattern of LPS. The system was able to identify NEPs (LTA and ZA) in the presence
of MenCC. Statistical analyzes showed a good correlation between the reading systems (IL-1
and IL-6) for LPS curves in NaCl (r = 0.9918 and p = 0.0001) and in MenCC (r = 0.9702 and
p = 0.0028). The parallel line assays of the LPS and LTA curves in NaCl versus MenCC
demonstrated that the p-value for non-parallelism was not significant for IL-1p and IL-6 (p>
0.05). The quantitative tests showed that the 3 lots were considered non-pyrogenic, reinforcing
the results obtained by the classical RPT and LAL methods. The present study demonstrated
the susceptibility of MenCC to MAT analysis, observing a positive correlation with the classic
RPT and LAL assays, as well as the differential and quantitative analysis of NEPs, potential
contamination targets in the industry. The results open a range of opportunities, taking into
account the international recruitment of efforts to reduce the animal use, mainly for industrial
purposes, starting a preventive mission to future regulations regarding the use of animals in
Brazil.

Keywords: Monocyte Activation Test (MAT), Meningococcal C Conjugate Vaccine (MenCC),
pyrogens.



1. INTRODUCAO

1.1. Doengas Meningocdcicas

O termo meningite expressa a ocorréncia de um processo inflamatorio das meninges,
membranas que envolvem o cérebro. A meningite pode ser causada por diversos agentes
infecciosos como bactérias, virus e fungos, dentre outros. As meningites infecciosas causadas
por bactérias e virus sdo as mais importantes do ponto de vista da satde publica, pela magnitude
de sua ocorréncia e potencial de produzir surtos. Os principais agentes bacterianos causadores
de meningite sdo Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium
tuberculosis e Haemophilus influenzae (Ministério da Saude 2009).

A meningite é uma sindrome na qual, em geral, o quadro clinico é grave e caracteriza-
se por febre, cefaleia intensa, nausea, vomito, rigidez da nuca, prostracdo e confusdo mental,
sinais de irritacdo meningea, acompanhados de alteracbes do liquido cefalorraquidiano
(Ministério da Saude 2009).

A susceptibilidade a doenca é geral, entretanto a maior incidéncia ocorre em infantes
com menos de um ano de idade, e permanece alta até aproximadamente os 5 anos de idade, a
incidéncia volta a aumentar em adolescentes e jovens adultos, e em adultos com mais de 65
anos (Stephen 2016), podemos observar a varia¢ao na incidéncia da DM de acordo com a faixa
etara na Figura 1.1. Os neonatos raramente adoecem, em virtude da protecdo conferida por
anticorpos maternos, porém esta imunidade vai declinando até os 3 meses de idade, com o

consequente aumento da susceptibilidade (Ministério da Sadde 2009, Bosis 2015).
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Figura 1.1: Incidéncia da DM por faixa etéria.

Fonte: Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control (2011).

1.1.1. Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis € uma bactéria Gram-negativa microaeréfila em forma de coco,
geralmente orientada em pares, que infecta exclusivamente humanos. E causadora da DM, o
que representa um problema de salde publica e uma das principais causas de morbidade e
mortalidade ao redor do mundo (Dwilow 2015, Bosis 2015, Cohn 2015).

N. meningitidis é dividida em 13 sorogrupos, baseado na imunoguimica de sua capsula
polissacaridica, entretanto apenas os sorogrupos A, B, C, Y e W135 sdo os mais frequentes
causadores de doencas (WHO 2004; Bosis 2015; Silveira et al. 2007; Stephen 2016). Podem
também ser classificados em sorotipos ou subtipos, de acordo com o0s antigenos proteicos da

parede externa do meningococo (Ministério da Satde 2009).

N. meningitidis € um dos patdégenos mais importantes ao redor do mundo. Infeccéo
invasiva por esta bactéria resulta em um amplo espectro clinico sendo a meningite e a
septicemia as apresentagdes clinicas mais comuns (WHO 2004), como observado em dados de

vigilancia na Europa (Figura 1.2). DM causam grande medo na populagéo devido ao seu inicio
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repentino, rapido progresso, alta letalidade, potencial epidémico e sequelas encontradas em

sobreviventes (Bosis 2015).

X Meningite = Septicemia Meningite/Septicemia = Outro

Meningite
43%

Septicemia

Figura 1.2: Manifestagdo clinica da DM.

Fonte: Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control (2011).

Antibioticoterapia precoce e cuidados clinicos permitem a reducdo na taxa de
mortalidade relacionada & DM, entretanto a doenca ainda apresenta altas taxas de letalidade e
risco de sérias sequelas, particularmente em paises em desenvolvimento. Por esta razdo a
vacinacdo é considerada a melhor forma de prevencao e de controle estratégico (Silveira et al.
2007).

1.1.1.1. Epidemiologia

A DM tem distribuicdo mundial e sua expressao epidemiolégica depende de diferentes
fatores, como a existéncia de aglomerados populacionais, caracteristicas sdcioecondmicas dos
grupos populacionais e meio ambiente (Ministério da Saiude 2009). O sorogrupo causador da
DM varia geograficamente, principalmente devido a diferengas na imunidade populacional e

fatores ambientais (Figura 1.3). O meningococo A ocorre na Africa e em algumas éareas da Asia,
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enquanto sorogrupos B, C e Y sdo predominantes em outros continentes, incluindo Europa e
Ameérica do Norte (Bosis 2015).

Figura 1.3: Distribuicdo geografica por sorogrupo da DM.
A, B, C, W: sorogrupos de N. meningitides.

Fonte: Stephen (2016)

A DM pode se manifestar de forma endémica com casos esporadicos, ou de forma
epidémica com surtos de tamanho e duracdo variados. A incidéncia da doenca é maior em
criangas menores de um ano, porém ocorre também em adolescentes e jovens adultos por
apresentarem altas taxas de colonizacdo da nasofaringe por N. meningitidis, que é um
constituinte comum da microbiota da nasofaringe humana, esta colonizacdo é um precursor
necessario para o desenvolvimento da DM. As taxas da DM podem aumentar em certos grupos
durante surtos e epidemias, associando-se a grupos onde existem aglomeracgdes e que tenham
contato proximo, facilitando a contaminagdo através do ar, como escolas, dormitdrios
universitarios e quartéis, o que demonstra a alta transmissibilidade da N. meningitidis pelo

aumento nas taxas de portadores (Dwilow 2015, Stephen 2016).

No Brasil a DM é endémica, com ocasionais surtos localizados. Nas décadas de 70 e 80,
ocorreram epidemias em varias cidades do pais devido aos sorogrupos A e C e, posteriormente
ao B (Ministerio da Saude 2009). Varios surtos ocasionados pelo sorogrupo C vém ocorrendo

em diferentes regides do Brasil desde o inicio do século, com taxas de letalidade em torno dos
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20%, o que pode ser relacionado a condigdo de vida precéria e falta de acesso a servicos da

salde em determinadas regides do pais (Silveira et al. 2007).

Também vem sendo relatado alta incidéncia entre criangas com menos de dois anos de
idade, e 40% dos casos ocorrendo em criancas menores de 4 anos de idade. Atualmente o
sorogrupo C é o maior responsavel pelas DM no pais (Figura 1.4) (grupo C 68,1%, grupo B

19,8%), se tornando um sério problema para satde publica (Silveira et al. 2007).

A introdugdo de vacinas sorogrupo especificas contra N. meningitides vem demosntrado
a reducdo na prevaléncia da DM. Para maximizar o beneficio destas vacinas é imperativo
compreender a epidemiologia local da area geografca onde estas serdo aplicadas (Stephen
2016).

Figura 1.4: Distribuicao de sorogrupos de N. meningitidis por regides no Brasil.
A, B, C, W: sorogrupos de N. meningitides.

Fonte: SINAN/SVS/MS. *Dados atualizados em: 28/05/2015



1.1.1.2.  Vacinas meningococicas

Recentemente, novas vacinas meningocdcicas vém sendo introduzidas no mundo todo,
resultando na reducéo de forma geral da doenca (Bosis 2015). Formulacdes vacinais contra DM
incluem tanto vacinas polissacaridicas como vacinas com polissacarideo conjugado a proteina
carreadora. Em contraste a outras doencas, a DM tem um curto periodo de incubacdo, logo
suficientes niveis de anticorpos sdo constantemente necessarios, ao invés de basear-se apenas
na geracdo de memdria (Dwilow 2015), por isso a importancia de diferentes estratégias

vacinais.

1.1.1.2.1. Vacinas polissacaridicas

As vacinas polissacaridicas promovem adequada atividade de anticorpos bactericidas
em individuos imunologicamente maduros, e vém sendo utilizadas efetivamente no controle de
epidemias e surtos localizados. A primeira vacina meningicocica polissacaridica desenvolvida
tinha como alvo o combate aos sorogrupos A e C, com o intuito de combater uma epidemia de
meningite entre militares americanos em 1970 (Pellegrino et al. 2014). Atualmente as vacinas
polissacaridicas licenciadas e presentes no mercado sdo a bivalente (sorogrupo A e C),
trivalente (sorogrupo A, C e W-135) e a tetravalente (sorogrupos A, C, W-135 e Y) (Hedari et
al. 2014).

Entretanto, apesar de seram seguras e gerarem anticorpos bactericidas em criancas e
adultos, vacinas baseadas apenas no polissacarideo apresentam sérios inconvenientes, como
variacdo na imunogenicidade de acordo com a idade, aumento da resposta em subsequente
exposicdo ao polissacarideo e falha na geracdo de memoria imunoldgica, pois 0s
polissacarideos séo antigenos células T-independente que ndo estimulam células B de memoria
(WHO 2004, Hedari et al. 2014). Além disso, vacinas polissacaridicas sdo pouco imunogénicas
em infantes, por esta razdo vém sendo substituidas por vacinas de polissacarideos conjugados
a proteinas, para aumentar a imunogenicidade e introduzir resposta de memdria (Silveira et al.
2007).



1.1.1.2.2. Vacinas conjugadas

Ap0s a introdugdo da vacina conjugada contra Haemophilus influenza tipo B (Hib) em
diversos paises latino americanos, N. meningitidis se tornou a principal causa de meningite
bacteriana em criancas e jovens adultos (Pellegrino 2014, Bastos et al. 2015) (Quadro 1.1).
Experiéncias com a vacina Hib demonstraram que a imunogenicidade do polissacarideo poderia
ser aumentada atraveés de conjugacdo quimica a uma proteina carreadora, desta forma

promovendo uma resposta anti-sacaridica dependente de células T (WHO 2004).

Quadro 1.1: Incidéncia de meningite bacteriana no Brasil por diferentes agentes infecciosos.

ETIOLOGIA CASOS %
Neisseria meningitidis 1.617 28
Streptococcus pneumoniae 947 16
Haemophilus influenzae 118 2

Outras bactérias 1.371 23
Bactéria ndo especificada 1.795 31
Total 5.848 100

Fonte: Moraes (2015)

Seguindo o sucesso da introducdo da vacina Hib, consideravel progresso veio sendo
feito no desenvolvimento de uma vacina conjugada similar, baseada no sorogrupo C do
polissacarideo capsular meningocdcico. Desde 1990, o uso de vacinas meningococicas
conjugadas tem se disseminado no mundo. Em ensaios clinicos controlados, as vacinas
conjugadas vém se mostrando superiores a vacinas polissacaridicas, sendo altamente
imunogénicas, em todas as faixas etarias, e indutoras de memdria imunoldgica, diferente do
observado para as vacinas polissacaridicas, como exemplificado no Quadro 1.2 (WHO 2004,

Pellegrino 2014). A MenCC é constituida por polissacarideo meningococico C, conjugado ao
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toxoide tetanico. E indicada na prevencéo da DM pelo meningococo C em criangas acima de 2
meses de idade (Ministério da Saude 2009).

O Reino Unido, em 1999, foi o primeiro pais a utilizar a MenCC, e instituiu uma
campanha de vacinacdo em massa, tendo como alvo a faixa etaria entre 1 e 17 anos de idade. O
programa também destacou o impacto que vacinas conjugadas tém na transmissdo e na
imunidade de rebanho, sendo observado diminuicdo nas taxas de portadores de N. meningitidis
apos programas de vacinagdo empregando a tecnologia de conjugacao a proteina carreadora.
Apds 24 meses, a taxa de portadores adolescentes do meningococo C na nasofaringe caiu 67%
e as taxas da incidéncia da doenca cairam 52% e 35% em criancas ndo vacinadas e adultos
menores de 26 anos, respectivamente (Dwilow 2015, Stephen 2016). Seguindo 0 sucesso no
Reino Unido, outros paises europeus também licenciaram e introduziram a MenCC em seus

programas nacionais de imunizagdo (WHO 2004).

Quadro 1.2: Vacina Meningococica: Polissacaridica versus Conjugada.

. Vacina . .
Aspecto Imunoldgico ) o Vacina Conjugada
Polisscaridica

Resposta imune T-dependente Né&o Sim
Meméria imunolégica Né&o Sim
Efeito booster Néao Sim
Persisténcia de protecéo Né&o Sim
Imunidade de rebanho Néao Sim
Reducéo do estado de portador Né&o Sim

Fonte: Centro de vigilancia epidemioldgica (2010)

No Brasil, administracdo da vacina polissacaridica A/C durante periodo de surto néo
teve efeito nas taxas de portadores do patdgeno. Entretanto, em 2010, quando a vacinagdo com
a MenCC foi introduzida no programa nacional de imunizacdo, foi observada uma reducao

sorogrupo especifica no estado portador de N. meningitidis. Diferente de outros paises, a
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implementacdo da MenCC no Brasil teve como alvo apenas criangas menores de dois anos de

idade, excluindo a vacinacdo de adolescentes (Bastos et al. 2015, Stephen 2016).

Dados de vigilancia de paises como Reino Unido, Espanha, Australia e Canada, que
introduziram a vacinacdo em larga escala, demonstraram significante reducao na incidéncia da
doenca meningocdcica até mesmo em grupos etarios que nao foram vacinados. Isto demonstra
a protecdo de rebanho em paises onde a vacinacdo foi estendida para adolescentes e jovens
adultos (Bastos et al. 2015).

O impacto da vacina conjugada na doenca e em carreadores com nasofaringe colonizada
com meningococo C vem sendo consideravel, com eficacia acima de 90% e reducéo de 67% da
transmisséo, resultando numa importante protecdo de rebanho (Silveira et al. 2007). Na Figura
1.5 conseguimos observar o impacto na incidéncia da DM apds pragrama de vacina¢do com a
MenCC.
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Figura 1.5: Incidéncia de DM em paises com e sem introdu¢do da MenCC.

Paise com MenCC: Austria, Bélgica, Franca, Alemanha, Grécia, Islandia, Irlanda, Italia, Holanda, Portugal,
Espanha, Reino Unido. Paises sem MenCC: Republica Tcheca, Dinamarca, Estonia, Finlandia, Hungria, Lituania,

Malta, Noruega, Poldnia, Roménia, Eslovaquia, Eslovénia, Suécia.

Fonte: Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control (2011).

Baseado na situacdo epidemioldgica do Brasil, onde séo observados surtos de doencas
meningocacicas causadas pelo sorogrupo C, um método de conjugacao por aminacgéo redutiva

modificada vem sendo utilizado para producdo da MenCC brasileira, desenvolvida no Instituto
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de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos). A estratégia de conjugagéo foi baseada
na reacdo quimica entre o polissacarideo meningocacico C oxidado com periodato e o toxdide
tetdnico monomeérico ativado por hidrazida, como proteina carreadora. A populacédo alvo desta

vacina sao criangas, adolescentes e jovens adultos (Bastos et al. 2015).

1.2.  Controle de qualidade

O controle total da qualidade em produtos farmacéuticos encerra o esforco organizado
de uma empresa, com o0 escopo de projetar, produzir, manter e assegurar as caracteristicas
especificadas em cada unidade do produto distribuido para comercializacdo. A atividade de
prover, em toda a amplitude, a evidéncia necessaria para estabelecer confiabilidade de que a
funcdo da qualidade esta sendo adequadamente realizada faz parte do Sistema de Gestdo da
Qualidade (Pinto et al. 2003).

A preocupacdo com a qualidade associada a atividade produtiva sempre foi inerente ao
ser humano na busca de aperfeicoar, desenvolver, superar limites com vistas a atender aos
anseios da sociedade (Pinto et al. 2003).

Por conseguinte, para que os produtos farmacéuticos mantenham as caracteristicas de
estrutura, identidade, pureza, concentracdo, poténcia e inocuidade, existe um conjunto de
normas e atividades relacionadas entre si denominadas Boas Praticas de Fabricagdo (BPF),
sendo este, regulamentado no Brasil, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
por meio da RDC numero 210, de 04 de agosto de 2003 (BRASIL 2003). Nesse contexto de
controle total da qualidade, é mandatério que os agentes parenterais de uso humano e animal

tenham sua atividade pirogénica monitorada.

1.3.  Pirogénios

O termo pirogénio foi primeiramente utilizado por Burdon-Sanderson em 1875 para
uma substancia hipotética encontrada em carne estragada, livre de bactérias, que causou febre
em animais apos inoculagédo (Hartung 2015). Wechselman demonstrou em 1911, que a reagdo
febril em pacientes tratados com o medicamento Salvarsan, foi decorrente da contaminacgéo da

agua destilada, presumidamente por bactéria. Salvarsan era administrado na forma de injetavel,
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pois ndo era biodisponivel oralmente, estimulando a disseminacdo da utilizacdo de drogas

injetaveis, e consequentemente, a necessidade de controle de pirogénios (Hartung 2015).

Pirogénios séo substancias quimicamente heterogéneas, indutoras de febre, derivadas
de componentes de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, micobactérias, fungos, virus e
outras moléculas. Estas moléculas sdo reconhecidas por receptores de reconhecimento de
padrdes (PRR, do inglés Pattern Recognition Receptor), como receptores semelhantes a Toll
(TLR, do inglés Toll-like receptor) na superficie de mondcitos e macréfagos circulantes no
sangue e residentes em tecidos (ICCVAM 2008, Nordgren 2016). Este reconhecimento leva a
ativacdo do receptor, transducdo do sinal e por fim a liberacdo de mediadores pro-inflamatorios
pela célula, incluindo prostaglandinas e citocinas como interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6
(IL-6) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a)). Nao é necessario para o organismo microbiano
permanecer intacto ou capaz de replicar ou infectar para esta inducdo ocorrer, por esta razao
pirogénios podem ser encontrados até mesmo em ambientes estéreis, produtos injetaveis e
dispositivos médicos (Shindler et al. 2009, Gimenes et al. 2015, Nordgren 2016).

A resposta inflamatdria desencadeada pelo pirogénio prepara as defesas do organismo
contra a ameacga microbiana através de inimeras alteragdes fisioldgicas, a mais cléssica e talvez
historicamente mais enfatizada é a febre. Os mediadores pro-inflamatorios podem levar a uma
série de eventos inflamatorios incontrolaveis, potencialmente resultando na disfuncdo de
maultiplos 6rgdos, chogue, e em casos graves, morte. Com o potencial de contaminacdo
inadvertida de produtos parenterais, a presenca de pirogénios é uma preocupacao para agéncias

regulatdrias e para inddstria farmacéutica (Nordgren 2016).

Apesar de a endotoxina, proveniente de bactérias Gram-negativas, ser o pirogénio mais
bem caracterizado e ser um contaminante encontrado em produtos injetaveis, de uso humano e
veterinario, ha outros pirogénios nao-endotoxina (NEPS) negligenciados, que representam um

grande problema na saude publica (Williams 2007, Montag et al. 2007, Gimenes 2015).

1.3.1. Endotoxina

O termo endotoxina foi introduzido no século XIX para descrever o componente da
parede de bactérias Gram-negativas, responsavel pelo fenbmeno fisioldgico associado a

infeccBes por Gram-negativas. A endotoxina, referida como uma fragdo inerente presente na



12

membrana externa de bactérias Gram-negativas é liberada ap6s a morte de células bacterianas,
causando efeitos toxicos como febre, choque séptico, faléncia multipla de 6rgaos e até mesmo
a morte (Su & Ding 2016).

A endotoxina, também designada de lipopolissacarideo (LPS) é constituida por uma
porc¢éo polissacaridica designada de polissacarideo-O e uma unidade lipidica, o lipidio A, que
é a porcdo que ancora a molécula de LPS a membrana externa, sendo este composto por um
esqueleto diglucosamina bifosforilada de carater hidrofilico e um dominio hidrofébico com 6
ou 7 cadeias acilas (Figura 1.6). O lipidio A é responsavel pela funcao bioldgica, especificidade
e afinidade da molécula de LPS por determinados alvos, sendo o responsavel pela resposta

imunogénica da molécula (Rietschel 1984, Gustmann 2007).

Membrana
externa

Periplasma | .

Mombrana -1
citoplasmatica

Figura 1.6: Desenho esquematico da parede celular de bactéria Gram-negativa.

Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/359600/ (Madigan et al. 2004)

Com a morte de células bacterianas Gram-negativas, as moléculas de LPS de alta
estabilidade quimica sdo liberadas no ambiente. Quando moléculas de LPS acessam o sistema
circulatorio, ao passar pelo figado, varias citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IL-1p,
sdo liberadas em maiores niveis, pela ativacdo do sistema imune inato, desencadeando
alteraces fisioldgicas na funcdo e estrutura de 6rgdos e células (Bhattacharyya et al. 2004,
Stuart et al. 2014).


http://slideplayer.com.br/slide/359600/
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No contexto do controle de qualidade a endotoxina € um fator critico, uma vez que a
molécula ndo é eliminada por processos de esterilizacdo que atuam diretamente na viabilidade
bacteriana e induzem a liberacdo de LPS durante a morte celular. Por este motivo, mesmo que
um produto tenha sido esterilizado, a endotoxina permanece, caso bactérias Gram-negativas
tenham estado presentes previamente a esterilizacdo. Assim, a deteccdo de LPS no produto
acabado é uma ferramenta importante para garantir a seguranga do mesmo, especialmente em
se tratando de produtos bioldgicos, dispositivos médicos, drogas parenterais, alimentos e agua
(Su & Ding 2016).

1.3.2. Pirogénios Nao-Endotoxina

Pirogénios ndo-endotoxina (NEP, do inglés non-endotoxin pyrogens) sdo substancias
provenientes de componentes de micro-organismos, exceto bactérias Gram-negativas, capazes
de promover alteracfes fisiologicas em humanos, como reacdo inflamatoria e elevacdo da

temperatura corporal, atraves do reconhecimento por PRR (Nordgren 2016).

E reconhecido que contaminages com NEP, como os derivados de bactérias Gram-
positivas, fungos e virus, por exemplo, também sdo capazes de causar eventos adversos tdo

significativos quanto os gerados pelas endotoxinas (Nordgren 2016).

Um importante pirogénio proveniente de bactérias Gram-positivas é o acido lipoteicoico
(LTA). A molécula de LTA é ligada a membrana citoplasmatica através de uma ancora
glicolipidica e o seu esqueleto consiste em unidades repetidas de glicerol fosfato e D-alanina
ester ou a-N-acetilglucosamina (Morath et al. 2000, 2002) (Figura 1.7).

De acordo com Bennett e Beeson, 1950, do ponto de vista investigativo, as bactérias
Gram-negativas sdo mais pirogénicas que Gram-positivas (Shindler et al. 2003) em estudos
utilizando coelhos. Em contrapartida, a resposta pirogénica em coelhos ndo traduz a resposta
para humanos, provavelmente, devido a problemas inerentes a extrapolagdo inter-espécies.

Assim, o significado clinico do pirogénio n&o-endotoxina é provavelmente
subestimado, ja que sua presenca ndo € normalmente detectada, contribuindo para uma grave
subnotificacdo que poderia ser antecipada com o adequado controle de qualidade (Schindler et
al. 2009).
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Figura 1.7: Desenho esquematico da parede celular de bactéria Gram-positiva.

Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/359600/ (Madigan et al. 2010)

Este ponto de vista tem enviesado a pesquisa a focar apenas em pirogénios provenientes
de Gram-negativos como observado na literatura cientifica, onde existem mais de 60 mil artigos
cientificos publicados no PubMed sobre LPS e apenas alguns milhares sobre Gram-positivos
(Hartung 2015).

Um outro exemplo de NEP, denominado zymosan, € uma preparacao da parede celular
de Saccharomyces cerevisiae utilizada a mais de 50 anos como modelo de estimulo fagocitico
e anti-inflamatério, tanto in vivo como in vitro. O zymosan € composto primariamente de
glucanas, manoproteinas e quitina (Figura 1.8), onde cada um destes componentes tem sido
implicado no reconhecimento de fungos e leveduras pelo sistema imune inato. Nas células
mieloides, zymosan estimula a fagocitose, a producéo de citocinas inflamatorias e quimiocinas,
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e é um potente adjuvante no estimulo

da resposta imune adaptativa (Gantner et al. 2003, Hasiwa et al. 2013).

Ja foi observado anteriormente que a producdo de citocinas inflamatorias por
macrofagos, induzida por zymosan € mediada por TLRs e ndo requer internalizacdo de
particulas. O zymosan ativa macrofagos via TLR2 e CD14, e é reconhecido pela Dectina-1, um
receptor fagocitico expresso em macrofagos e células dendriticas, colaborando com TLR2 e


http://slideplayer.com.br/slide/359600/
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TLR6, aumentando a resposta imune engatilhada pelo reconhecimento do zymosan por cada

um destes receptores (Gantner et al. 2003, Hasiwa et al. 2013).

Célula Fungica Membrana e Parede Celular

Mannoproteinas

B-(1,3)-glucana
B-(1,6)-glucana

Quitina

Bicamada fofolipidica

®q
o
Ergosterol o

Figura 1.8: Desenho esquemaético da parede celular de Fungo.

Fonte: Adaptado de https://pt.slideshare.net/VivianePortol/polissacardeos-da-parede-celular-fngica.

Dentre os componentes do zymosan, as -glucanas desempenham um importante papel
no estimulo do sistema imune, sdo homopolimeros de glucose compostos por uma cadeia linear
B-(1,3)-ligada com cadeias laterais B-(1,6)-ligadas de variados comprimentos e distribuicéo,
que podem formar estruturas terciarias complexas estabilizadas por ligacGes de hidrogénio. Sdo
encontradas principalmente na parede celular de leveduras e sdo reconhecidos por PRR,
estimulando desta forma a resposta imune inata (Pardo-Ruiz 2016).

De forma geral B-glucanas tém importantes atividades imunoestimulatorias, como
ativacdo de células do sistema imune e inducéo de secrec¢do de citocinas, mediadas por exemplo
por TLR. A principal fonte de p-glucanas em injetaveis farmacéuticos é proveniente de filtros
de celulose utilizados para clarificacéo e esterilizacdo, porém a contaminacéo fangica pode ser
outra fonte deste material (Pardo-Ruiz 2016).

O FDA (Food and Drug Administration) ndo regula a presenca de p-glucanase LTA em
produtos farmacéuticos, deixando as companhias farmacéuticas decidirem controlar ou ndo a
presenca destes componentes em seus produtos, entretanto, por outro lado o FDA afirma que
qualquer substancia adicionada ndo-intencionalmente em injetaveis deve ser considerada um

contaminante (Pardo-Ruiz 2016).
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1.4.  Metodos de deteccao de pirogénios

Como declarado pela Associacao para Avanco na Instrumentacdo Médica (AAMI), para
se obter uma autorizagdo regulatoria, todos os produtos com contato direto ou indireto com a
circulacdo sisttmica ou com a linfa, ou gque interajam sistemicamente com o corpo devem ser
testados para avaliar o conteudo pirogénico, antes de serem liberados para o0 mercado (AAMI
2001, Nordgren 2016).

Atualmente, os ensaios utilizados para avaliar o conteudo de pirogénios incluem o Teste
de Pirogénio em Coelhos (RPT), o Lisado de Amebdcito de Limulus (LAL) e o Teste de
Ativacdo de Mondcitos (MAT), implementados em farmacopeias conforme informacéo abaixo
(Quadro 1.3).

Quadro 1.3: Incorporacao dos testes de deteccdo de pirogénio nas principais farmacopeias.

Farmacopeia Farmacopeia Farmacopeia
Testes . - .
Americana Europeia Brasileira
RPT 1942 — 2001* 1971 1976 — 2003*
LAL 1980 1987 1996
MAT - 2010 -

*Modificacdes tornando o teste em coelhos mais rigoroso quanto aos critérios de temperatura.

**Parecer favoravel para incorporacdo pela Farmacopeia Brasileira.

1.4.1. Teste de Pirogénio em Coelhos

O RPT foi o primeiro teste de deteccdo de LPS aprovado pelo FDA, sendo desenvolvido
na década de 1920, baseado na elevacao de temperatura corporal de coelhos, apds administracéo
intravenosa do material a ser testado (Williams 2001) (Figura 1.9). E um teste qualitativo,
aplicado a preparacdes parenterais, que mede a variacdo de temperatura em coelhos apods

administracdo da amostra (Vipond et al. 2016).

A alta demanda por solucdes intravenosas durante a segunda guerra mundial levou ao

aumento do uso do RPT, sendo este introduzido na USP (United States Pharmacopeia) em 1942.
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Hoje o teste é utilizado, por fabricantes de vacinas e por laboratorios nacionais de controle de
qualidade, para avaliar o conteido pirogénico de diversas vacinas (Roberts 2007, Vipond et al.
2016).

Figura 1.9: Teste de pirogénio em coelhos.

Fonte: https://www.youtube.com/watch?v=-GHzbMLsJJQ

O teste em coelhos é um teste farmacopeico classico tido como padrdo ouro para
deteccdo de pirogénios, por este motivo € 0 mais recomendado para assegurar a auséncia de
contaminacdo pirogénica em produtos injetaveis (Vipond et al. 2016). A resposta do coelho a
pirogénios apresenta semelhantes padrdes de indugéo da febre em humanos (Hochstein 1990).
A interpretacdo do teste é baseada no nimero de coelhos em que a temperatura se eleva acima
de 0,5 °C (febre) e na soma da elevacdo das temperaturas de todos os coelhos testados

(Farmacopéia Brasileira 2010, United States Pharmacopeia 2014).

Apesar de este método detectar todos os tipos de endotoxinas e NEPSs, apresenta
limitagdes e conflitos éticos relacionados a utilizacéo de animais (ICCVAM 2008). Alem disso,
a relevancia deste modelo, que deve representar o sistema humano, é questionavel,
especialmente considerando a natureza homogénea (peso, idade, sadios) da populacdo de
coelhos utilizada. Adicionalmente, o ensaio ndo é quantitativo, podendo ser afetado por
parametros auxiliares como, por exemplo, a forma como os coelhos sdo manipulados e
mantidos, impossibilidade de utilizacdo para avaliacdo de produtos como radiofarmacéuticos

ou agentes quimioterapicos do cancer (Nordgren 2016).


https://www.youtube.com/watch?v=-GHzbMLsJJQ
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O RPT apresenta conflitos éticos, por depender da utilizagdo de animais, e desvantagens
relacionadas a custo e tempo, pois engloba a estrutura para manutencdo da instalacdo animal,
além de incluir a variacdo fisioldgica dos animais. Por esta razdo vem sendo gradualmente
substituido pelo teste de LAL (Su & Ding 2016, Williams 2007, ICCVAM 2008). Assim, do
ponto de vista regulatério, o ensaio de endotoxina LAL foi definido como teste oficial para
deteccdo de endotoxina, sendo substitutivo quando possivel ao RPT conforme recomendado
pela USP “O teste de pirogénio em coelhos deve ser testado somente se o produto ¢
incompativel com o teste de LAL”, visto que este apresenta reagdes enzimaticas que podem ser

afetadas por varios fatores inerentes ao produto bioldgico.

1.4.2. Métodos alternativos

Dentro do contexto da bioética animal, questdes envolvendo manejo de animais
estimularam o desenvolvimento de métodos alternativos (Poole & Gaines Das, 2001).
Atualmente, estima-se o uso de mais de 400 mil coelhos e aproximadamente 30 mil caranguejos
por ano, destinados aos ensaios de pirogénio e endotoxina, respectivamente, nos setores de
farmacos e produtos bioldgicos (Hartung 2015). Com relacdo ao LAL, apesar de o Limulus ser
mantido vivo durante o processo de puncao da hemolinfa e ser devolvido ao mar, é importante
destacar que aproximadamente 20% dos animais ndo sobrevivem a este procedimento (Rudloe
& Hernkind 1983, Walls & Berkson 2003).

Assim, o debate sobre a possibilidade de desenvolver cientificamente alternativas
validas aos experimentos em animais (principalmente os sencientes), com a capacidade de
deteccdo de um amplo espectro de pirogénios, vém ganhando destaque. A partir desta proposta,
uma nova geracdo de métodos alternativos tem sido desenvolvida com o objetivo de melhor
esclarecer os mecanismos fisiolégicos humanos e diminuir os impactos ambientais pela
reducdo, substituicdo ou refinamento na experimentacdo animal (Russel & Burch 1959). O
principio dos 3R’s preconiza os conceitos da (i.) substituicdo (do inglés, Replacement) da
experimentacdo animal pelos ensaios in vitro utilizando associagao de células animais e culturas
de tecido, metodos fisico-quimicos e ensaios in silico utilizando a bioinformatica, da (ii.)
reducdo (do inglés, Reduction) que tem como objetivo reduzir o nimero de animais e do (iii.)
refinamento (do inglés, Refinement) que visa utilizar os avancos tecnologicos direcionados para

endpoints humanos, trazendo maior relevancia para os resultados, além da preocupagdo com o
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bem-estar animal. Desta forma, o desenvolvimento e implementagdo dos métodos alternativos
requerem estratégias integradas através da cadeia de pesquisa fundamental e aplicadas, além da

aprovacao regulatoria (Cazarin et al. 2004).

No Brasil, a ANVISA tem adotado medidas de incentivo e desenvolvimento de métodos
alternativos, como o0 apoio a criacdo do Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos
- BraCVAM, ligado ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS)/Fiocruz, e sua efetiva participacdo na Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA), do governo federal (ANVISA 2014).

1.4.2.1. Teste do Lisado de Amebdcito de Limulus (LAL)

Levin e Bang (1964) demonstraram que a hemolinfa do caranguejo-ferradura, Limulus
polyphemus (Figura 1.10), coagula quando em contato com a endotoxina, sendo este o principio
do teste de LAL, que é utilizado para detectar a contaminacdo por endotoxina em algumas

drogas parenterais.

Figura 1.10: Coleta da hemolinfa do caranguejo ferradura.

Fonte: http://www.mdig.com.br/?itemid=20818

O LAL é um dos métodos alternativos de maior sucesso, do ponto de vista econémico,

superado apenas pelo teste de gravidez, que tornou a utilizagdo de sapos em farmacias obsoleta.


http://www.mdig.com.br/?itemid=20818
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Hoje em dia, mais de 90% dos testes de pirogénios sao feitos pelo LAL. O LAL é relativamente
barato e facil de utilizar, mas sua maior limitacdo é a incapacidade de detectar NEP, em
decorréncia da especificidade por apenas endotoxina. Adicionalmente, algumas formulacGes
biofarmacéuticas sdo incompativeis com o método do LAL, como aqueles que contem alto

conteudo proteico, agentes quelantes e certos ions metalicos (Hartung 2015, Nordgren 2016).

O teste de LAL é baseado numa reacdo enzimatica, logo, quando aplicado a um lisado
celular, os resultados do LAL ficam susceptiveis ao efeito de proteases. Além disso, foi relatado
que o LAL apresenta reatividade a algumas formas poliméricas de glucose, apesar destas
glucanas ndo serem pirogénicas, elas podem ativar o Fator G, que € capaz de ativar a cascata
de coagulacéo, interferindo na resposta do LAL na deteccdo ao LPS, gerando resultados falsos-
positivos (Su & Ding 2015). Esta reatividade a glucanas pode se traduzir em um grande
problema no controle de qualidade de produtos farmacéuticos, visto que filtros de celulose que
sdo utilizados no processo produtivo de algumas drogas sdo compostos por glucanas (Hartung
2015).

Em contrapartida, o LAL pode gerar resultados falsos-negativos em vacinas que
utilizem hidréxido de aluminio como adjuvante, visto que este se liga a endotoxina livre, ndo
disponibilizando a molécula para ativar a cascata de coagulacdo (Lindblad 2004, Hartung

2015). No quadro 1.4 s&o evidenciados os principais interferentes nos testes de pirogénios.

Com o desenvolvimento da pesquisa, varios tipos de proteinas e substancias sintéticas
com afinidade por LPS foram adquiridos, promovendo a deteccdo de LPS por sensores
eletroquimicos ou Oticos. Porém, estes sensores podem se ligar a outros alvos além do LPS,
quando a especificidade ndo é tdo alta quanto o esperado, causando uma grande margem de erro

no processo de deteccdo (Su & Ding 2015).

Apesar de todas as limitacdes apresentadas pelo LAL, a validacdo produto-especifica
para transicdo do RPT para o LAL é bem simples. E necesséario demonstrar equivaléncia de
resultados para trés lotes e auséncia de interferentes no produto avaliando a taxa de recuperagdo
em amostras contaminadas propositalmente com endotoxinas exogenas. Porém, um detalhe a
ser considerado € que a contaminacgéo proposital no produto é realizada em um periodo curto
de tempo antes do teste, 0 que pode mascarar a ligacdo da endotoxina com algum interferente

do produto avaliado (Hartung 2015).
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Quadro 1.4: Fatores interferentes nos testes de pirogénio e suas limitagdes no controle da

qualidade de produtos bioldgicos.

Produto

bioldgico

Vacinas

Vacinas

Vacinas e

imunobioldgicos

Vacinas e

imunobioldgicos

Imunobiol6gicos

e vacinas

Imunobioldgicos

Vacinas

Imunobioldgicos

Vacinas e

Imunobiolbgicos

Origem

Formulacéo

(adjuvante)

Produto de

purificacdo

Formulacoes

Formulages

Principio ativo

Principio ativo

Principio ativo

Principio ativo

e formulagdes

Interferente

Al(OH)s.
Ex. Vacina DTaP,
Hepatite B

B-Glucana

EDTA, citrato,

inibidores de protease

Elevado contetdo de
proteinas (EX.
Albumina, soro

hiperimune)

Imunoglobulinas
(ex.Pentaglobulin)
Virus que induzem
febre (Ex. vacina

contra Influenza)

IFN

Agentes citotoxicos

Resultado

Falso -

Falso +

Falso -

Falso-

Falso +

Falso +

Falso +

Falso -

Mecanismo

de Acéo

Ligaa

endotoxina

Mimetiza a

endotoxina

Inibicéo das

enzimas

Liga ao LPS

Turbidez e
cor
Induz reacéo
imunolégica
Induz
mecanismo
de febre
Inducéo de

citocinas

Morte celular

Limitacéo

LAL

LAL

LAL

LAL

LAL

RPT/LAL

RPT

MAT

MAT

Falso negativo (-): resultados que apesar da presenca do pirogénio, ndo foi possivel detectd-lo, Falso +:

resultados que na préatica detectaram o pirogénio, apesar da auséncia do mesmo.

Fonte: Navega et al. (2015)

1.4.2.2.

Teste de Ativagdo de Monacitos (MAT)

O MAT foi desenvolvido para sanar as limitagdes encontradas pelo RPT e pelo LAL

(Quadro 1.5). O ensaio € baseado na ativacao in vitro de mondcitos humanos, para permitir a

deteccdo de contaminantes pirogénicos utilizando a liberagdo de citocinas como parametro de
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leitura. Desta forma o MAT proporciona uma relacdo direta entre a liberagdo in vitro de
citocinas e potenciais eventos adversos in vivo, 0 que pode acontecer como resultado de

contaminagdo microbiana (Nordgren 2016).

Quadro 1.5: LimitacGes do RPT e LAL frente ao MAT.

RPT MAT

Uso de animais Nenhum

Custoso e Laborioso
Variagdo entre espécies
Estudado apenas para endotoxina

Ensaio qualitativo

Custa menos de 10% do RPT
Baixa diferenca inter-individuo
Amplo espectro de pirogénios estudados

Ensaio quantitativo

Temperatura corporal afetada pelo estresse Né&o afetado

Reutilizacdo de animais N&o ha reuso
Nao ha controles positivos Controles positivos sdo parte do protocolo
B ) Se mostrou aplicavel a todos os produtos testados,
N&o aplicado a certas drogas ) o
apropriadamente diluidos

MAT

Detecta endotoxina € NEPs

LAL
Detecta apenas endotoxina
Influenciado por componentes com afinidade & _
] N&o observado
por endotoxina
Nao reflete a poténcia do pirogénio Capaz de determinar a poténcia do pirogénio

Falso-positivo para glucanas, celulose e

n . Né&o ocorre
preparacoes vegetais

N&o extingue o uso de animais Né&o utiliza animais

Fonte: Adaptado de Hartung, 2015.

A ideia de detectar pirogénios através da ativacdo de mondcitos foi proposta por Charles
Dinarello e colaboradores (1984), utilizando o coelho como parametro de leitura, e
posteriormente refinado por Stephen Poole e colaboradores (1988), utilizando o teste de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para detectar as citocinas. A inovacao foi apenas a
combinacdo de dois testes bem estabelecidos, a utilizacdo da ativacdo de mondcitos para
deteccdo de pirogénios e o teste de liberagdo de citocinas utilizando sangue total (Hartung
2015).

Devido & inerente limitacdo do RPT e do LAL, assim como sua dependéncia na

utilizacdo de animais ou material de fonte animal, respectivamente, a aplicacdo do MAT no
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lugar destes testes tem sido fortemente encorajada. Em 2013, na Europa, o diretério 2010/63/EU
fortaleceu a legislacdo em torno da realizacéo de testes em animais, refor¢ando o principio dos
3R’s. Entretanto, a difusdo da implementacdo do MAT tem sido desafiadora, principalmente

devido a dificuldade na obtencéo de sangue fresco como fonte de mondcitos (Nordgren 2016).

Diferentes sistemas do MAT foram investigados para a deteccdo de diferentes fontes
pirogénicas (LPS e NEP), utilizando diferentes matrizes fornecedoras de mondcitos humanos,
variando entre sangue total e sangue total criopreservado, e diferentes parametros de leitura,
dentre eles IL-1pB e IL-6 (Tabela 1.4). Dentre os ensaios avaliados até 0 momento, apenas cinco
variantes do MAT foram padronizadas ¢ validadas pelo “Interagency Coordinating Committee
On The Validation Of Alternative Methods” (ICCVAM) como uma alternativa ao RPT para o
teste de deteccédo de pirogénio (Quadro 1.6), e todos provaram ter um limite de detec¢do mais
baixo que o RPT (Hoffmann et al. 2005a, 2005b). Estes testes sdo mais precisos,
economicamente vantajosos e sdo realizados em menor tempo, além de serem capazes de
detectar NEPs. O MAT fornece resultados confiaveis e reprodutiveis, podendo ser empregado
a qualquer produto, realizando-se adaptaces, se necessario (Hartung et al. 2001, Andrade et al.

2003). Cada um destes sistemas apresenta vantagens e desvantagens (Quadro 1.7).

Com a introducdo do sangue total criopreservado, o qual é testado de acordo com
padrdes utilizados para transfusdo sanguinea, preocupagdes quanto a disponibilidade,
variabilidade entre doadores e ameacas de infec¢bes foram superadas (Shindler et al. 2004).
Dado que uma doacao de 500 mL de sangue é suficiente para mais de 50 mil testes, o sangue
ndo serd um fator limitante (Hartung 2015). A introducdo do sangue criopreservado contribuiu
também para a profissionalizacdo do MAT, através de desenvolvimento de kits que se

encontram disponibilizados no mercado (Quadro 1.8).

O MAT demonstra-se um método alternativo promissor, pois preenche lacunas das
limitacbes dos ensaios preconizados atualmente pela farmacopeia, principalmente em
bioldgicos, que apresentam complexidade estrutural e funcional. Interferéncias do produto no
MAT podem ser superadas através da dilui¢do correta do produto (Hartung 2015). Além disso,
a resposta de células humanas, amebdcitos do caranguejo ferradura e do coelho a endotoxina
tem sido extensivamente estudada, e a comparacao revela uma boa correlacéo entre 0 RPT e 0
MAT (Fennrich et al. 1999, Shindler 2009).



Quadro 1.6: Variantes dos sistemas do ensaio MAT na literatura.

Testes

WBT/IL-1p*

Cryo WBT/IL-1p *

WBT/IL-6*

PBMC/IL-6*

MM6/IL-6*

THP-1/TNF-a

THP-1/neopterin

MMG6/TNF-a

PBMC/IL-18

bWBT/PGE:
rWBT/ PGE2
rwWBT/ IL- 1p
rwWBT/ IL- 8

rWBT/ IL- 6

Sistemas

Sangue Total Humano

Sangue Total Humano
Criopreservado
Sangue Total Humano
Células Mononucleares do
Sangue Periférico
Linhagem Celular Monocitica
Monomac-6 (MONOMAC-6)

Linhagem celular THP-1

Linhagem celular THP-1

Linhagem Celular Monocitica
MONOMAC-6

Células Mononucleares do
Sangue Periférico
Sangue Total Bovino
Sangue Total de coelho
Sangue Total de coelho
Sangue Total de coelho
PBMC

linfocitarios

isolado de filtros

Leitura

Interleucina-1

Interleucina-1p
Interleucina-6

Interleucina-6

Interleucina-6

Fator de necrose tumoral

alfa

Neopterin

Fator de necrose tumoral

alfa

Interleucina-1p

Prostaglandina E»
Prostaglandina E»
Interleucina-1p

Interleucina-8

Interleucina-6
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Fonte

ICCVAM, 2008

ICCVAM, 2008
ICCVAM, 2008

ICCVAM, 2008

ICCVAM, 2008

Eperon e Jungi, 1996.

Werner-Felmayer et
al., 1995; Peterbauer
and Werner-Felmayer,
1999.

Poole et al., 1988;
Ziegler-Heitbrock et
al., 1988.
Hansen, 1990;
Christensen, 1990
Wunderlich et al., 2014
Ochiai et al., 2003
Schindler, 2003
Schindler, 2003

Koryakina et al., 2014

WBT: Teste do Sangue Total (Whole Blood Test), Cryo/WB: Sangue Total Humano Criopreservado

(Cryopreserved Whole Blood), PBMC: Células Mononucleares do Sangue Periférico (Peripheral Blood

Mononuclear Cell), bWBA: Sangue Total Bovino (bovine Whole Blood Assay), rwWBT: Sangue Total de coelho
(Rabbit Whole Blood Test), MM6: MonoMac-6. * Sistemas do MAT validados pela ICCVAM.

Fonte: Navega et al. (2015)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022175914000155
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Quadro 1.7: Vantagens e desvantagens dos diferentes sistemas de deteccao.

MATRIZ
_ VANTAGENS DESVANTAGENS
MONOCITICA
. . - Alta variabilidade
Linhagem Celular - N&o necessita de doador )
- Laborioso
PBMC - Maior sensibilidade - Manuseio de artefatos
- Suspenséo celular ) ] 3
L - Risco de infecgdo
Sangue Total Fresco - Fisioldgico

- Fortemente tamponado

- Fisioldgico

- Padronizado

- Disponibilidade de kit - Presenca de DMSO

comercial (PyroDetect

Sangue Total

Criopreservado

system, Merck Millipore)

Fonte: Adaptado de Hartung (2015).

Quadro 1.8: Produtores do kit do MAT.

Disponibilidade no

Fabricante Nome do kit
mercado
DPC Biermann, Bad
) Pyrocheck 1996-2000
Nauheim, Germany
Charles-River Endosafe, Endosafe IPT (in
] 2001-2008
Charleston, US vitro Pyrogen Test)
Biotest, Dreieich PyroDetect 2009-2011
Merck-millipore, Merck KG,
PyroDetect 2012-Atual

Darmstadt, Germany
Fonte: Adaptado de Hartung (2015).

O mais recente guia de teste de pirogénio para industrias (FDA 2012) afirma que
empresas fabricantes de produtos que requerem o teste de pirogénio, devem utilizar métodos
alternativos se estes fornecerem vantagens em termos de acuracia, sensibilidade, preciséo,
seletividade ou adaptabilidade para automacdo ou reducdo de dados computadorizados.
Métodos alternativos devem ser submetidos & validacdo apropriada e demonstrar alcancar

resultados melhores, ou equivalentes, comparando-se ao método padrdo (Hartung 2015).
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Em 2010, o MAT foi implementado na Farmacopeia Europeia (FE) (EDQM 2010), e
desde entdo pode ser empregado como um terceiro método para a deteccdo de pirogénios em
injetaveis. O mesmo foi estabelecido pelo FDA em 2009, porém, restringindo a aplicacédo do
MAT apenas a deteccdo de endotoxinas. O MAT também obteve aceitacdo em paises como
Cuba e Brasil (Hartung 2015). No Brasil as Resolu¢6es Normativas no. 17 de 03 de julho de
2017 e no. 31 de 18 de agosto de 2016 do CONCEA, reconhecem 0 uso no pais de métodos
alternativos validados, que tenham por finalidade a reducéo, a substituicdo ou o refinamento do
uso de animais em atividades de pesquisa. Com o reconhecimento dos métodos alternativos em
Resolugdes Normativas, fica estabelecido o prazo de até 5 (cinco) anos como limite para a

substituicdo obrigatdéria do metodo original pelo método alternativo.

Porém, apesar do aceite do MAT pela FE e pelo FDA, é comum observar a preferéncia
pelo LAL, por parte das agéncias regulatdrias e industrias, devido ao LAL ser mais barato, mais
rapido e mais bem estabelecido no mercado. O interesse no MAT surge apenas quando o LAL,
por alguma limitacdo, ndo é aplicavel a dado produto ou quando o teste de pirogénio ainda é
realizado utilizando o RPT (Hartung 2015).

O aceite parcial do MAT pelo ICCVAM, apenas como um teste para deteccdo de
endotoxina, teve um efeito negativo, pois desta forma o MAT torna-se um competidor do LAL,
gue é um teste mais barato e mais bem estabelecido, e ndo pode competir com o RPT (Hartung
2015).

Um fator limitante para todos os métodos alternativos reside no fato de que os produtos
farmacéuticos, especialmente drogas, séo comercializados internacionalmente, o que significa
que apenas testes aceitos em todos os mercados podem ser empregados para a liberagdo de um
lote. Atualmente o MAT representa menos de 1% do mercado de testes de pirogénio. Isto ocorre
porque a utilizacdo de métodos alternativos com aceite internacional ndo é incentivada pelas
agéncias reguladoras. Mesmo ap06s aceitacdo do MAT, a utilizacdo de coelhos para testes de
pirogénio subiu de 10 mil para mais de 170 mil ao ano, na Europa. Este aumento € devido a
inclusdo, pela FE, do teste de pirogénio para injetaveis abaixo de 25 mL, muitos destes produtos

sdo lipofilicos e ndo podem ser testados pelo LAL, logo séo testados pelo RPT (Hartung 2015).

Este numero de 170 mil coelhos utilizados ao ano deve ser comparado com os 5 mil
coelhos utilizados por ano para os testes de irritacdo ocular e de irritacdo cutanea em coelhos.
Desde o aceite regulatorio do MAT, apesar do diretorio da Unido Europeia (2010/63/EU) sobre

0 uso de animais para fins cientificos, 800 mil coelhos foram utilizados (Hartung 2010, 2015).
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Outra questdo que coloca em discussdo a utilizagdo dos testes atualmente mais
empregados na industria farmacéutica (RPT e LAL) é a quantificagdo correta do conteddo de
LPS e NEP nas amostras testadas. Em contraste ao RPT, o MAT é quantitativo, inclui controles
positivos e amplia o espectro de pirogénios detectaveis e produtos aplicaveis (Hartung 2015) e
em contraste com o LAL, o MAT reflete a poténcia de LPS proveniente de diferentes espécies
(Fennrich 1999, Hasiwa et al. 2007).

Quando comparada a poténcia de diferentes LPS no MAT, foi observado que o LPS de
Pseudomonas aeruginosa foi 1000 vezes menos potente na inducdo da liberacdo de citocinas
que o LPS de Escherichia coli ou Salmonella, poréem no LAL os LPS se mostraram
equipotentes. Isto significa que o contetdo de pirogénios nas amostras testadas pode estar sendo

dramaticamente superestimado ou subestimado (Dehus et al. 2006).

Outro ponto importante € que o0 MAT é baseado no mesmo mecanismo bioldgico da
resposta de febre induzida por pirogénios em humanos, ndo havendo a necessidade de

extrapolacdo entre espécies (Gimenes 2015).

Até o momento pouca informacao cientifica sobre o estado da arte do MAT tem sido
relatada, levando a crer que o MAT seria aplicavel em todas as situacdes em que o LAL ou RPT
ndo se aplicam. Porém, fatores inerentes a interferéncia com a matriz, como por exemplo a
citotoxidade, ou substancias indutoras de citocinas podem tornar o produto nédo susceptivel para
avaliagdo pelo MAT (Hartung 2015).

1.5.  Aplicacdo do conceito dos 3R’s em imunobiolégicos

Como descrito anteriormente, alguns produtos possuem caracteristicas que interferem
nos testes de pirogénios, RPT e LAL. Dentre estes, podemos destacar os produtos biolégicos
que apresentam peculiaridades devido a sua complexidade estrutural e funcional, sendo uma
classe de produtos que merece atencdo especial, de modo a evitar problemas de interpretacdo
de resultados. Tendo em vista os pontos abordados, 0 MAT é um substituto potencial para o
teste de pirogénios em muitos produtos bioldgicos, porém, até 0 momento o seu uso foi validado
apenas para alguns medicamentos, 0 que levou as agéncias regulatdrias a exigirem a validacao
da aplicabilidade do teste por produto. Devido a falta de informacéo sobre a plena aplicabilidade

do MAT, principalmente em produtos bioldgicos, o0 RPT na Farmacopeia Brasileira (FB) ainda
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¢ amplamente utilizado e preconizado para a maioria destes produtos de uso parenteral,
conforme revisado por Caldeira e colaboradores (2015). O trabalho faz um diagndstico dos
principais produtos de interesse nacional e avalia as monografias dos produtos injetaveis
fornecendo um banco de dados que norteia estudos sobre a aplicabilidade do MAT para
produtos ndo contemplados no processo de validagdo. Apesar do grande nimero de biol6gicos
exigirem exclusivamente o ensaio de RPT conforme preconizado pela FB, outras farmacopeias
também orientam realizar o RPT em imunobiolédgicos ndo contemplados na FB (ex. vacina
pneumocdcica e seus polissacarideos constituintes), somando ao percentual de ensaios in vivo
contabilizados pelos autores.

Adicionalmente, todo produto originario de inovacéo biotecnoldgica deve ser avaliado
pelo teste de pirogenicidade RPT, porém a FE ressalta e recomenda que todos 0s novos produtos
para administracdo parenteral devem ser testados pelo MAT, reforcando a nova conduta de
substituicdo de animais como padrdo ouro e acompanhando a tendéncia mundial do

desenvolvimento de biotecnoldgicos.

Torna-se cada vez mais evidente que a vacina é o Gnico meio para interromper a cadeia
de transmissdo de algumas doencas imunopreveniveis. Entretanto, o cumprimento do
calendario de vacinacdo e dos critérios de qualidade descritos nas normas oficiais é
imprescindivel para o sucesso da vacinagdo e controle das doencas infecto-contagiosas
(BRASIL, 2003). Com o aumento do quadro vacinal, a combinagdo de vacinas para diferentes
doencas tornou-se uma estratégia importante para diminuir os custos e também alcancar niveis
desejados de cobertura. Em especial, Bio-Manguinhos tem um importante papel na producéo
de vacinas que atendam o calendario de vacinagdo do Ministério da Saude, dentre elas a
prevencdo das doencas meningococicas (DM), devido a altas taxas de fatalidade da doenca e
graves sequelas resultantes da infeccdo, apesar de imediato tratamento com antibioticos
(Silveira 2007).

1.6. Justificativa

Na rotina de liberacédo lote a lote da MenCC a FE (2010) exige apenas o teste do LAL
para deteccdo de endotoxina no produto final, entretanto, a OMS (2004) sugere a utilizagdo ou
do LAL ou do RPT para analise do produto final desta vacina. Logo, por se tratar de um produto
em desenvolvimento por Bio-Manguinhos, a aplicacdo do RPT é importante para demonstrar
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que n&o existe nenhuma contaminacdo por NEPSs nestes lotes, e para dar mais consisténcia aos
resultados do controle de qualidade desta vacina. A intencdo deste estudo € demonstrar que o
MAT pode ser aplicado, quando necessario, como substituto do RPT, especialmente para
produtos em desenvolvimento, que sdo constantes nas indastrias farmacéuticas e de
imunobioldgicos. A aplicacdo do MAT a este produto segue recomendacao da FE “MAT deve
ser aplicado a todos os novos produtos que pretendem ser administrados por via parenteral que
necessitam ser testados para presenga de contaminantes ativadores de monocitos”, que
incentiva a analise de pirogénios por este novo método alternativo aplicado a produtos em
desenvolvimento. Assim, a avaliacdo da MenCC pelos trés métodos farmacopeicos torna a
deteccdo de pirogénios robusta e consistente para produtos em desenvolvimentos, refor¢cando a

excluséo do uso de animais pela analise de contingéncia e comparativa entre os métodos.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Padronizar o protocolo para implementacdo do teste de ativacdo de mondcitos, para
deteccdo de pirogénios in vitro, a ser realizado no controle de qualidade da vacina

meningocdcica C conjugada, produzida por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ.

2.2.  Objetivos Especificos

A) Estabelecer curva dose-resposta de LPS pelo MAT em sangue total humano, fresco e
criopreservado, utilizando como leitores de pirogenicidade, a deteccdo das citocinas IL-1f e IL-
6;

B) Analisar comparativamente os resultados obtidos entre as matrizes (sangue
criopreservado, sangue fresco) utilizando os diferentes indicadores, IL-1p e IL-6, e determinar

as melhores condicGes de ensaio;

C) Verificar a resposta de sistema de deteccdo combinando sangue criopreservado, como

matriz monocitica, e IL-6, como parametro de leitura.

D) Avaliar a aplicabilidade do MAT na detecgdo de LPS e NEPs na rotina de liberacdo de

lotes da MenCC utilizando o método quantitativo descrito na FE;

E) Comparar os dados de determinacdo de potencial pirogénico nos lotes de MenCC em
desenvolvimento em Bio-Manguinhos, obtidos pelo MAT e pelos testes preconizados pela FE,
LAL e RPT.
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3. METODOLOGIA

O MAT foi realizado em diferentes matrizes monociticas humanas, avaliando os
sistemas de detecc¢do de citocinas IL-6 e IL-1p liberadas apos estimulo com pirogénios, aplicado
as amostras da MenCC. Os ensaios foram realizados conforme parametros descritos na FE
(2010) e validados pelo ICCVAM (2008).

3.1. Matrizes celulares

Para melhor adequacdo do MAT para industrias de grande porte como Bio-Manguinhos,
matrizes criopreservadas séo a melhor proposta para a implementagdo do teste na rotina do
controle de qualidade. Assim, os sistemas validados pelo ICCVAM/FE foram verificados e
avaliados comparativamente com uma adequacéo do sistema sangue total criopreservado para

a leitura de IL-6, conforme descrito na tabela 3.1.

Quadro 3.1: Variantes dos sistemas do ensaio MAT.

Teste Sistema Leitura Fonte
Sangue Total Humano . ICCVAM, 2008, FE,
Cryo WBT/IL-1p* ) Interleucina-13
Criopreservado 2010
) ICCVAM, 2008, FE,
WBT/IL-6* Sangue Total Humano Interleucina-6 2010

Sangue Total Humano . o
Cryo WBT/IL-6 ) Interleucina-6 Proposta original
Criopreservado
WBT: Sangue Total Humano (Whole Blood Total), Cryo/WBT: Sangue Total Humano Criopreservado

(Cryopreserved Whole Blood), * Sistemas do MAT validados pelo ICCVAM.
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3.1.1. Coleta do Sangue total (WBT)

A coleta do sangue total foi realizada no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), sob aprovacdo do comité de ética da Fiocruz e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TLCE) sob o namero 368/07 (Anexo 1). Os doadores
voluntarios devem se declarar em bom estado de saude, livres de infecc¢des virais ou bacterianas,
e relatar auséncia de sintomas infecciosos por um periodo de uma semana precedente a doacao
do sangue. N&o devem ter ingerido drogas anti-inflamatdrias por pelo menos sete dias
antecedentes ao dia da doacgdo. Individuos que fazem uso de qualquer outra droga que possa
influenciar na detec¢do das citocinas de leitura ndo estardo aptos como doadores. O sangue foi
coletado utilizando uma agulha hipodérmica calibre 21 e uma seringa de 10 mL, e transferido
imediatamente para um tubo heparinizado, afim de evitar a coagulacdo do sangue. Foi coletado
aproximadamente 10 mL de sangue de cada um dos 10 doadores voluntarios.

3.1.2. Contagem das células sanguineas

Uma parte do sangue fresco de cada doador foi separada para a contagem diferencial de
células sanguineas utilizando o contador Hemogram 60 BioClin®, sendo discriminado tipos
celulares como leucdcitos totais, linfocitos totais e percentual de granulécitos, sendo estes
alguns dos itens avaliados para excluir possiveis doadores fora dos parametros especificados
pelo fabricante do aparelho. Este procedimento foi adotado em todos os ciclos de coleta de
doadores, realizados com intervalo de aproximadamente 3 meses, utilizando doadores distintos
com pelo menos 4 doadores em cada ciclo. Os mesmos doadores foram utilizados para 0s

ensaios de sangue fresco e criopreservado.

3.1.3. Sangue fresco

Parte do sangue coletado e analisado foi utilizada para preparar o contato com amostras
e controles. Este procedimento foi realizado até 4 horas apos a coleta. A matriz do MAT foi

composta pelo sangue total de 4 doadores. Outra parte do sangue foi destinada a
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criopreservacao, para utilizagdo em ensaios posteriores.

3.1.4. Sangue criopreservado

A criopreservacdo do sangue total foi realizada em até quatro horas ap0s a coleta. As
etapas do procedimento seguem protocolo desenvolvido por Schindler e colaboradores (2006).

A solucdo crioprotetora foi composta por tampdo Sérensen (Acila AG, Morfelden
Walldorf, Germany) misturado com 20% v/v de dimetil sulféxido (DMSQO) (Wak Chemie
Medical GmbH, Steinbach, Germany), ambos livres de endotoxina. A solucdo crioprotetora é
adicionada ao sangue na proporgao 1:1. Um volume de 0,5 mL de sangue de cada doador sadio
foi transferido, em cabine de seguranca biologica, para criotubos de 1,8 mL. Posteriormente a
solucdo crioprotetora foi adicionada aos criotubos na mesma quantidade. Os tubos foram
gentilmente agitados e colocados em suporte, mantendo espago entre eles para garantir
congelamento homogéneo, e estocado em freezer a —70°C, ndo excedendo um periodo de 3

meses.

3.2. Referéncia de endotoxina

LPS de Escherichia coli sorotipo 0O55:B5 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), foi
utilizado como padrdo de endotoxina. O padréo foi reconstituido com solucéo fisiologica de
NaCl 0,9% apirogénica estabelecendo uma concentracdo de 10 ng/mL. Considerando 1 ng/mL
= 5 Unidades de Endotoxina (UE) foi preparada uma curva de LPS. De acordo com a FE, uma
UE equivale a uma Unidade Internacional (Ul). O padrdo foi agitado vigorosamente por 20
minutos antes de realizacdo da diluicdo seriada. A partir desta solucdo foram realizadas
diluicdes para obtencdo da curva de endotoxina com 0,25; 0,5; 1,0 e 2,5 UE/mL, de acordo com
a Figura 3.1. As diluicdes e o controle negativo foram realizados com solucéo fisiologica de
NaCl 0,9% apirogénica. Nos intervalos de cada diluicdo a solugéo € agitada por dois minutos,
e imediatamente utilizada no ensaio. O teste foi realizado utilizando-se 4 replicatas para cada
concentracdo da curva padrdo. O ponto 0,5 UE/mL foi utilizado para aditar as amostras na

realizacdo do ensaio do método A (item 3.9).
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AYOYANA"

0,8 mL (LLAL 1mL UL 1mL T
Endotoxina Salina Salina Salina Salina
5 UE 2,5 UE 1,0 UE 0,5 UE 0,25 UE

Figura 3.1: Preparo da curva padréo de endotoxina. Diluigéo seriada realizada em salina.

3.3.  Referéncia de Acido Lipoteicoico (LTA)

O LTA (do inglés Lipoteichoic acid) de Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich, USA)
foi utilizado em nossos ensaios como padrdo de pirogénio de bactérias Gram-positivas. O
padrdo foi reconstituido com solucéo fisiologica de NaCl 0,9% apirogénica e posteriormente
foram realizadas diluicBes seriadas até atingir a concentracdo de 50.000 pg/mL. A partir desta
solucgéo foram realizadas diluicdes de acordo com a Figura 3.2 para obtencdo da curva de LTA
com 20.000; 7.500; 5.000 e 1.000 ng/mL. As diluicdes e o controle negativo foram realizados
com solucdo fisiologica de NaCl 0,9% apirogénica. O teste foi realizado utilizando-se 4
replicatas para cada concentragdo da curva padrdo. Para realizacdo do ensaio do Método A (item
3.9) as amostras foram aditadas com LTA 5.000 ng/mL. Os pontos da curva padrdo de LTA

foram escolhidos baseando-se em resultados previamente encontrados (Gimenes et al. 2015).

n rm} Q 1330 pL 400 uL'v"

10 L o
5mg Sallna Salina Salina Salina

50.000 ng 20.000 ng 7.500 ng 5.000 ng 1.000 ng

1.600 pL

Salina

Figura 3.2: Preparo da curva padréo de LTA. Diluicéo seriada realizada em salina.
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3.4. Referéncia de zymosan A

Zymosan A de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, USA) foi utilizado em
nossos ensaios como padréo de pirogénio de fungos. O padréo foi reconstituido com solucéo
fisiologica de NaCl 0,9% apirogénica e posteriormente foram realizadas dilui¢des seriadas até
atingir a concentracdo de 10.000 ng/mL. A partir desta solucdo foram realizadas dilui¢des
seriadas (Figura 3.3) para obtencdo da curva de zymosan com 5.000; 2.500; e 1.000 ng/mL
(Pardo-Ruiz 2016). As diluicdes e o controle negativo foram realizados com solucgéo fisiologica
de NaCl 0,9% apirogénica. O teste foi realizado utilizando-se 4 replicatas para cada
concentracdo da curva padrdo. Para realizacdo do ensaio do Método A (item 3.9) as amostras

foram aditadas com zymosan 2.500 ng/mL.

rlO(} 1000 pL

1000 uL 800 uL
Zymozan 9.900 uL 1.000 pL 1.000 pL 1.200 pL
1mg Salina Salina Salina Salina

10.000 ng 5.000 ng 2.500 ng 1.000 ng

Figura 3.3: Preparo da Curva Padréo de zymosan. Diluicéo seriada realizada em salina.

3.5. Polimixina B

Dados da literatura indicam que o LTA comercialmente disponivel pode conter niveis
detectaveis de contaminantes de endotoxina, o que contribui para pelo menos algumas das
atividades biologicas observadas do LTA (Gao et al. 2001). Assim, para evitar qualquer
interferéncia de possiveis contaminantes de LPS no estimulo da matriz do MAT com LTA e
zymosan, utilizados como estimulos NEPs, as solugdes primarias destas moléculas foram

tratadas com polimixina B (PMB) (Sigma-Aldrich, USA). Conforme descrito por Solati e
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colaboradores (2015), foram adicionados 80 pg de PMB para cada mililitro de LTA (1 mg) ou
zymosan (1 mg) utilizados, afim de excluir qualquer possivel contaminacdo proveniente de LPS

presentes nas solucdes de NEPs utilizadas como estimulos no MAT.

3.6.  Vacina Meningocdcica C conjugada

Os lotes da vacina MenCC avaliados pelo MAT foram produzidos pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos). Os polissacarideos constituintes da vacina
sdo provenientes do polissacarideo capsular da Neisseria meningitidis cepa 2135. A avaliacdo
foi realizada em 3 lotes da vacina em desenvolvimento que ja foram aprovados pelo Laboratério
de Controle Microbiologico (LACOM) do Departamento de Qualidade (DEQUA), conforme

as especificagdes contidas na monografia do produto na FE.

Os testes de pirogénios realizados pelo controle de qualidade séo aplicados as etapas do
processo produtivo da MenCC (Figura 3.4) seguindo diretrizes recomendadas pela OMS e FE
(Tabela 3.2). Para o polissacarideo e para o concentrado antigénico (BULK) é realizado apenas
o teste do LAL, e no produto final sdo sugeridos tanto o teste do LAL quanto o RPT. Neste
estudo o MAT serd aplicado ao produto final com o objetivo de se realizar uma anélise
comparativa entre os trés métodos atualmente recomendados pela FE para analise de

pirogénios.
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Figura 3.4: Fluxograma de produgéo e controle de qualidade da MenCC em desenvolvimento

em Bio-Manguinhos.

Quadro 3.2: Recomendacg®es para o controle de qualidade do produto final da MenCC.

RPT LAL

Método Qualitativo Quantitativo

Aumento individual
Especificacao <25 UI/DH
da temperatura > 0,5 °C

FB Néo consta Nao consta
FE Néo recomenda Recomenda
OMS Recomenda Recomenda

FB: Farmacopeia Brasileira; FE: Farmacopeia Europeia; OMS: Organizacdo Mundial da Saude;

Ul: unidades internacionais; DH: dose humana
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3.7. Maxima Diluicdo Valida

Para assegurar a validade do ensaio, a vacina MenCC néo pode ser diluida acima da

méaxima dilui¢do valida (MDV), que foi calculada conforme equacéo abaixo.
MDV = (LE x C)/ LD

LE: Limite de endotoxina

C: Concentracdo da amostra

LD: Limite de detecgéo

A concentracao das amostras foi fornecida pelos fabricantes da vacina em teste. O limite

de endotoxina foi calculado de acordo com a férmula estabelecida pelo padrédo da FE:
LE = K/IM

Onde K é o limite de endotoxina permitido em produtos farmacéuticos e dispositivos
médicos, estabelecido pelo FDA e M ¢ a dose terapéutica administrada no paciente humano.
Como o LE para MenCC ja foi estabelecido na monografia do produto pela FE, o célculo do

LE néo foi necessario, adotando-se como LE 25 UE/DH.

O limite de deteccdo foi determinado através da curva padrdo de endotoxina. O LD é a
concentragdo de endotoxina correspondente ao valor do “cut-off”’, expresso em equivalentes de

endotoxina por mililitro.

3.8. Teste de interferentes

O teste de interferentes foi realizado para assegurar a validade do teste no produto
especifico. Assim, as amostras da MenCC foram diluidas em escala geomeétrica, com todas as
dilui¢cbes ndo excedendo o valor da MDV. As vacinas foram testadas com e sem a adicdo de
volume conhecido de endotoxina, proximo ao ponto médio da curva padrao.

Foram adicionados 900 uL de NaCl a 0,9%; 100 pL de cada amostra diluida com e sem
LPS e 200 pL de sangue criopreservado em microtubos apirogénicos identificados. Para se
obter uma concentracao final igual a 0,5 UE/mL foram adicionados 10 pL de LPS a5 UE/ mL
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em 990 pL correspondentes a cada dilui¢do da vacina.

O célculo da recuperacdo de endotoxina foi realizado subtraindo-se a média de
endotoxina detectada nas amostras puras, daquelas aditadas. As amostras de vacina sdo
consideradas livres de interferentes se, sob as condi¢fes do experimento, o conteudo de
endotoxina encontrado nas amostras aditadas estiver com recuperacdo entre 50 e 200% do

volume previamente adicionado.

3.9.  Teste de Ativacao de Mondcitos

O MAT foi realizado de acordo com o Método A (teste quantitativo), descrito na FE. O
Método A envolve a comparacdo do material em analise com um curva dose-resposta padrao
de endotoxina. A concentracdo de contaminantes no produto em andlise deve ser menor que

que o limite de endotoxina especificado para o produto para aprovacao no teste.

A solucdo em analise deve ser preparada respeitando o MDYV e deve ser posta em contato
com a matriz monocitica (sangue fresco ou criopreservado). Este contato deve ser realizado em
quadruplicata. A solucdo deve ser também analisada em quatriplicada aditando a mistura,
padrdo de endotoxina na concentracdo referente a um ponto no meio da curva padrdo (5,0

UE/mL). Como controle negativo deve ser utilizado solu¢édo salina apirogénica.

A concentracdo em equivalentes de endotoxina encontrada na solucdo aditada, apos
subtracdo dos valores encontrados na solucdo ndo aditada, deve ter uma recuperacao, em

relacdo ao ponto da curva padrdo utilizado como dopagem, na faixa de 50-200 %.

3.9.1. Contato da MenCC com sangue

A MenCC foi reconstituida em solugdo de NaCl 0,9% apirogénica, ou no adjuvante da
vacina. Posteriormente, a vacina foi diluida com solucdo de NaCl a 0,9% de acordo com a
diluicdo adequada para o ensaio obtida a partir dos resultados do teste de interferéncia,
respeitando a MDV.

Para o contato da MenCC com o sangue foram utilizados diferentes volumes de NaCl



40

0,9% apirogénica, MenCC diluida com e sem adicdo de LPS e sangue, sendo estas
concentragOes ajustadas conforme a matriz monocitica, sangue fresco (item 1.9.1.2) ou sangue
criopreservado (1.9.1.3).

Para amostras contaminadas propositalmente com LPS exdgeno, foram adicionados 10
pL de LPS a5 UE/ mL em 990 pL de amostra da MenCC previamente diluida, para obter uma
concentragéo final igual a 0,5 UE/mL.

Em paralelo, uma curva de LPS nas concentracdes de 0,25; 0,5; 1,0; 5,0 UE/mL de NaCl
foi realizada para validacdo de cada ensaio. Apds essa etapa, 0s microtubos foram incubados
em uma estufa a 37°C (CO a 5%), por aproximadamente 16 horas.

Apb6s o periodo de incubacdo, as amostras foram imediatamente analisadas ou

congeladas até 0 momento da andlise por ELISA.

3.9.1.1.  Contato da MenCC com sangue fresco

Para o contato da MenCC com o sangue fresco, foram adicionados NaCl 0,9% qsp 1200
pL; 100 pL de MenCC diluida, 10 pL de LPS (5 UE/mL) nas amostras correspondentes e 100
ML de sangue fresco provenientes de uma matriz contendo sangue de 4 doadores em microtubos
apirogénicos identificados. O preparo das amostras encontra-se resumido na tabela 3.3.

Tabela 3.1: Contato da MenCC com sangue fresco em microtubos.

Componentes do contato N&ao contaminada Contaminada (0,5 UE/mL)

pL/microtubo

MenCC diluida 100 100
NaCl 0,9% 1000 990
Sangue fresco 100 100
LPS/LTA /zymosan - 10

Total 1200 1200
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3.9.1.2. Contato da MenCC com sangue criopreservado

Apb6s processo de descongelamento, foram adicionados 200 pL do sangue
criopreservado proveniente de uma matriz contendo sangue de 4 doadores a uma solucédo
contendo gsp 1200 pL de NaCl 0,9%, 100 pL da MenCC diluida e 10 pL de LPS (5 UE/mL)

nas amostras correspondentes. O preparo das amostras se encontra resumido na tabela 3.4.

Tabela 3.2: Contato da MenCC com sangue criopresevado em microtubos.

Componentes do contato N&o contaminada Contaminada (0,5 UE/mL)

pL/microtubo

MenCC diluida 100 100
NaCl 0,9% 900 890
Sangue criopreservado 200 200

LPS/LTA /zymosan - 10
Total 1200 1200

3.9.2. Dosagem de citocinas

Para determinar a liberacdo de IL-1pB e IL-6 nas matrizes celulares apds o contato da
MenCC com diferentes pirogénios, foram utilizados os kits comerciais da R&D Systems™, A
curva padrdo das citocinas foi preparada de acordo com instrucdes do fabricante, ilustrada na

Figura 3.5.

Para realizacdo da dosagem de citocinas, foram adicionados 100 ou 200 pL (IL-6 e IL-
1B, respectivamente) do sobrenadante do contato com a matriz monocitica, em pocos da placa
de ELISA do kit. Apos incubacdo por 2 horas em temperatura ambiente, as placas foram lavadas
3 vezes com 400 pL do tampdo de lavagem. Em seguida, foram adicionados 200 pL do
conjugado a cada poco, e a placa foi incubada por mais 2 horas, sendo repetido o procedimento
de lavagem apos este periodo. O volume de 200 pL do substrato foi adicionado a cada pogo e
apos incubacdo por 20 minutos em temperatura ambiente, ao abrigo de luz, a reacdo foi
interrompida com adicdo de 50 pL de solucdo de parada (acido sulfurico). A leitura da placa

foi realizada por espectrofotometria na faixa de 450 nm para determinagdo da densidade Otica.
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A leitora de microplacas e o software de analise utilizados foram Tecan-Sunrise™ e

Magellan™ V. 7.1, respectivamente.

500pL  500pL  500pL  500uL 500 pL

A = Ve W W Wan \
-_— -_— _— -_—— _—
500 pL Std. ﬁ [
\
> | |
|STANDARD ‘ ‘
TTHEH B B N .
250 pg/mL 125pg/mL  62.5pg/mL 313 pg/mL 156pg/mL  7.8pg/mL 3.9 pg/mL
(B)
B 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
= Ve Wan W YWan
333 pL Std.
-
300 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25pg/mL  125pg/mL  6.25pg/mL  3.13 pg/mL

Figura 3.5: Esquema de diluicdo das citocinas, conforme recomendacéo do fabricante. (A) IL-
1B e (B) IL-6.

3.9.3. Interpretacdo do Ensaio MAT

Existem dois critérios de aceita¢do para a curva padrao de citocina, (1) a regressao das
respostas deve ser estatisticamente significativa (p < 0,01), (2) a regressdo das respostas, em
escala logaritmica ndo deve desviar significativamente da linearidade (p > 0,05), calculo obtido
no programa Microsoft Excel 2016. Os valores da curva padrdo observados no resultado do
ensaio ndo devem desviar significativamente dos valores da curva padrdo teorica. Para analise
das curvas de citocinas, IL-1p e IL-6, foram utilizados parametros de validagéo especificados
pelo ICCVAM (2008), sendo estes sumarizados na tabela 3.5.
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A recuperacdo em UEE, calculada a partir da amostra aditada com LPS, apds subtracéo
da referente amostra ndo aditada, deve estar entre 50-200 %. A solucdo em analise esta em
concordancia com os requerimentos do teste, se a concentragdo em UEE, medida apds corre¢édo

da diluicdo, for menor que o LE especificado para o produto em quest&o.

Quando a matriz monocitica consiste em pool de células, proveniente de um certo
namero de doadores, o produto em analise deve ser aprovado pelo ensaio realizado com um

pool de células.

Quadro 3.3: Parametros e especificacbes dos resultados.

Componentes do B Adequacéo
Recomendac6es do ICCVAM ) B
protocolo dissertagéo
Sangue total Sangue total Sangue total
Componentes do ) .
Criopreservado fresco Criopreservado
protocolo
IL-1 B IL-6 IL-6
Substéncia teste Testar sem diluir e diluigBes seriadas para avaliar a interferéncia, MDV
Numero de doadores Minimo de 3 (independentes ou reunidos)

Critério de deciséo .
) ) Controle positivo entre 50% e 200% de 0,5 UE/mL
para interferéncia

Contato ) )
Curva, amostras e controles medidos em quadruplicata
amostra/sangue
Incluir 7 pontos da
ELISA curva IL-1p em Incluir 7 pontos da curva IL-6 em duplicata
duplicata
Critério de Funcgdo quadratica de 5 .

S Funcdo quadratica de I1L-6 >0,95

aceitabilidade IL-1B >0,95
Deciséo de critério de Concentragéo de endotoxina da substancia teste>concentragéo limite de

pirogenicidade endotoxina da substancia teste

UE: Unidade de Endotoxina; IL: Interleucina

Fonte: ICCVAM (2008)
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3.10. Teste do Lisado de Amebdcito de Limulus

O método realizado foi o cinético cromogénico. E o método mais sensivel (0,0050
UE/mL) e especifico para deteccdo e medida de endotoxina bacteriana. O método LAL
cromogénico é simples, reprodutivel e ¢ realizado através da reacdo da amostra a ser testada
com o reagente LAL. Baseia-se na quantificacdo da coloragdo amarela durante a reacdo, que é

proporcional a concentracao de endotoxinas.

3.10.1. Controles

O padrdo de endotoxina utilizando foi LPS de Escherichia coli sorotipo O55:B5
(Charles River ENDOSAFE). A endotoxina foi reidratada com quantidade de WFI (Water For
Injection) indicada pelo fabricante, obtendo-se uma concentracdo de 50 UE/mL de endotoxina
padrdo, a qual foi utilizada para preparo da curva-padrdo através da diluicdo seriada nas
concentracgdes 5; 0,5; 0,05; 0,005 UE/mL (Figura 3.6), cada diluicdo foi homogeneizada por 3
minutos em cada etapa. Posteriormente 100 pL de cada ponto da curva foram pipetados nos
pocos correspondentes em placa de 96 pocos. Como controle negativo foi utilizada &gua WFI

previamente aprovada, disposta na placa conforme esquema evidenciado na figura 3.7.

100pL 100pL 100pL

T X7 D7 S

v

5,0 UE/mL 0,5 UE/mL 0,05 UE/mL 0,005 UE/mL

900uL de WFI 900uL de WFI 900uL de WFI 900uL de WFI
+ + + +
100pL de endot. 100pL dil. anterior 100pL dil. anterior 100pL dil. Anterior

Figura 3.6: Diluigdo seriada da curva-padréo de endotoxina.
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0,050 UE/mL
0,005 UE/mL

CN

T imMmoo|lm|=

CN

Figura 3.7: Disposi¢do da curva-padréo, controles e amostras na placa de 96 pocos.

CN: controle negativo. AM: amostra. DPG: dopagem.

3.10.2. Preparo das amostras

A MenCC foi reconstituida com NaCl 0,9% ou adjuvante especifico da mesma, de forma
que a combinacao dos lotes da vacina e adjuvante fosse a mesma utilizada para a vacinagéo,
obtendo-se uma concentragdo final de 5 doses humanas (dose humana: 10pg/0,5mL). O ensaio
foi realizado a partir de um pool de 3 frascos do produto final da MenCC. Cada frasco foi
homogeneizado de 1 a 2 minutos. Apos o preparo das amostras foram transferidos 100uL da
amostra diluida (1:100) para seis cavidades da placa. As trés primeiras cavidades correspondem
a amostra pura e as trés abaixo correspondem a amostra aditada com LPS (5 UE/mL) (Figura
3.7).
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3.10.3. Reagente LAL

O reagente LAL, Endochrome-K (ENDOSAFE), foi reidratado com a quantidade de
agua apirogénica indicada no rétulo. O mesmo foi homogeneizado levemente para ndao formar
espuma, evitando-se exposicao a luz. Distribuiu-se 100 pL do reagente em todas as cavidades

amostradas da placa.

3.10.4. Leitura da Placa

Imediatamente apds adicdo do reagente LAL a placa foi lida na leitora BIOTEK, no
comprimento de 340 nm, utilizando-se o programa ENDOSCAN, para determinacdo da

densidade 6tica dos pogos correspondentes aos controles, curva-padréo e amostras.

3.10.5. Interpretagdo do Ensaio do LAL

Os critérios de validacdo do ensaio sdo (1) coeficiente de correlacdo da curva padréo
entre -1 e -0.98, (2) inclinacdo da curva padrao entre -0,3 e -0,1, (3) interse¢do da curva padrédo
de 2,5 a 3,5, (4) recuperacédo do controle positivo do produto entre 50 e 200 %, (5) coeficiente
de variacdo das replicatas < 10 %. A amostra € considerada satisfatoria quando o valor de

endotoxina encontrado for menor que o valor da especificagdo do produto.

3.11. Teste de Pirogénio em Coelhos

3.11.1. Preparo das amostras

A MenCC foi reconstituida com &gua apirogénica, obtendo-se uma concentracéo final

de 5 doses humanas (DH: 10ug/0,5mL), mantendo a concentracdo especificada pelo fabricante.



47

O ensaio foi realizado a partir de um pool de 3 frascos do produto final da MenCC. Foi

inoculado nos coelhos o quantitativo de produto equivalente a 1 mL/Kg do animal.

3.11.2. Animais

Foram utilizados trés coelhos por lote, adultos, sadios, da mesma espécie, pesando no
minimo 1,5 kg. Apos a selecédo, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em sala com
temperatura uniforme entre 20 e 23 °C livre de perturbacdes que pudessem estressa-los.
Animais que apresentaram elevacdo de temperatura igual ou superior a 0,5 °C, em relacdo a

temperatura inicial, ndo foram utilizados no teste.

Foi introduzido a sonda (pyromon Ellab®), para medicdo da temperatura, no reto dos
animais em profundidade aproximada de 6 centimetros. Durante o periodo do teste, os coelhos

foram contidos de maneira que ficaram em postura natural de repouso.

3.11.3. Procedimento

Quarenta minutos antes da injecdo da dose da amostra, foi registrada a temperatura de
cada animal mediante duas leituras efetuadas com intervalo de 30 minutos. A média das duas
leituras foi adotada como temperatura de controle necessaria para avaliar qualquer aumento

individual de temperatura subsequente a injecdo da amostra.

Foram injetados 1 mL/Kg das amostras de MenCC n&o diluida (DH, 10 pg/0,5mL), pela
veia marginal da orelha de trés coelhos (agulha de calibre 25x0,7mm) como recomendado pela
FB. O Registro da temperatura de cada animal foi realizado em intervalos de 30 minutos durante
3 horas ap06s a injecdo. Em caso de re-teste sdo utilizados mais 5 coelhos, seguindo 0 mesmo

procedimento, contabilizando um total de 8 coelhos por lote quando ocorre re-teste.
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3.11.4. Interpretacdo do ensaio do RPT

O aumento de temperatura foi verificado pela diferenca entre a maior temperatura
apresentada pelo coelho durante o teste e a sua temperatura de controle. O produto cumpre com
0S requisitos do teste de pirogénios quando nenhum dos trés coelhos apresenta aumento
individual da temperatura igual ou superior a 0,5 °C, em relacdo as suas respectivas
temperaturas controle. Quando um dos trés coelhos apresenta elevacédo da temperatura corporal
acima de 0,5 °C deve-se realizar outro ensaio utilizando 5 coelhos. O produto em teste cumpre
0S requisitos para auséncia de pirogénios se no maximo trés dos oito coelhos apresentarem
aumentos individuais de temperatura iguais ou superiores a 0,5 °C, ou se a soma dos aumentos

individuais de todos os coelhos ndo exceder a 3,3 °C.
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4. RESULTADOS

4.1.  Vacina Meningococica C Conjugada

4.1.1. Teste de Pirogénio em Coelho

Os trés lotes provenientes da producdo da MenCC foram avaliados quanto ao seu
conteddo de pirogénios pelo RPT. Todos os coelhos utilizados no ensaio apresentaram peso na
faixa de 1648-1979 gramas, acima de 1,5 Kg, como especificado pela FB. Quarenta minutos
anterior a inoculacdo das amostras, 0s animais apresentaram temperatura inicial abaixo de 39,8
°C, ndo apresentando variagao superior a 1 °C, respeitando exigéncias da FB (Tabela 4.1). Nos
ensaios de cada lote, nenhum dos coelhos apresentou variacdo individual de temperatura
superior a 0,5°C, e todos os decréscimos de temperatura apresentado pelos animais foi
desconsiderado, segundo recomendacao da FB. Além disso, a soma da elevacdo de temperatura
dos 3 coelhos do ensaio de cada lote ndo excedeu 3,3°C, estando assim todos os 3 lotes

aprovados no teste de pirogénios realizado em coelhos.



Tabela 4.1: Resultado do RPT realizado nos trés lotes da MenCC.

Variacdo X Variacao
Temperatura  TO+ TO + TO+ TO + TO + TO+ L Lo
Coelho individual individual
média 30 60’ 90’ 120° 150° 180°
N° ) “0) ) ) ) “0) ) temperatura temperatura
(0) C)
Lote A
01 39,00 39,00 39,10 39,00 39,10 39,10 39,10 0,15
02 38,90 39,10 39,10 39,10 39,20 39,20 39,30 0,40 0,65° C
03 39,10 39,10 39,20 39,10 39,10 39,10 39,10 0,10
Lote B
01 39,20 39,20 39,20 39,25 39,25 39,25 39,30 0,10
02 39,15 39,10 39,05 39,00 39,00 39,00 39,10 0,00 0,40°C
03 39,00 39,05 39,20 39,25 39,15 39,30 39,20 0,30
Lote C
01 39,10 39,05 39,00 39,06 39,00 39,05 38,95 0,00
02 39,30 39,35 39,25 39,35 39,20 39,35 39,25 0,05 0,05°C
03 39,15 39,15 38,95 39,06 39,05 38,95 39,10 0,00

T: temperatura; X: Somatdrio da variagdo individual de temperatura.

4.1.2. Teste do Lisado de Amebdcito de Limulus
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Os trés lotes provenientes da producdo da MenCC foram avaliados quanto ao seu

conteldo de endotoxina pelo método LAL cinético-cromogénico. O resultado do teste de
endotoxina para os trés lotes foi menor que 0,5000 UE/mL (< 0,25 UE/DH). Os lotes A, Be C

apresentaram recuperacdes da contaminagdo com LPS de 87%, 153% e 152%, respectivamente

(Tabela 4.2), conforme especificado como parametro de validade do teste pela FE. Todos 0s

lotes foram aprovados e a quantificacdo de endotoxina das amostras se mostrou dentro da

especificagao.
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Tabela 4.2: Resultado do teste LAL cinético-cromogénico realizado nos trés lotes da MenCC.

Resultado Resultado Aprovado/
Lotes Recuperacao (%)
(UE/mL) (UE/DH) Reprovado
A < 0,5000 <0,25 87 Aprovado
B < 0,5000 <0,25 153 Aprovado
C < 0,5000 <0,25 152 Aprovado

UE: Unidade de Endotoxina; DH: Dose Humana.

4.2.  Teste de Ativacao de Mondcitos

4.2.1. Qualificacéo dos doadores

A avaliagdo do sangue dos doadores foi realizada inicialmente pelo perfil hematoldgico.

Alguns parametros foram considerados como indicadores importantes para qualificar os

doadores como contagem de células brancas (WBC#), linfocitos (LYM#) e granuldcitos

(GRA#). O perfil hematoldgico foi comparado com valores de referéncia (Tabela 4.3), sendo

aqueles doadores que apresentaram os elementos figurados dentro da faixa limite considerados

aptos para avaliagéo do ensaio de liberagéo de citocinas pelo MAT.

Pela avaliacdo hematoldgica, todos os doadores obtiveram perfil de acordo com os

valores de referéncia. Exceto o doador 3, que apresentou contagem de células brancas e

granuldcitos acima do especificado pelos valores de referéncia. Entretanto, devido ao resultado

de ensaios subsequentes, 0 mesmo ndo foi excluido da composicado da matriz monocitica.
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Tabela 4.3: Perfil hematologico dos doadores.

Doador Parametros do Hemograma avaliados

WBCH# LYM# GRA#
Valor de

referéncia 4,0-10,0 0,80-4,0 20-70

1 4,36 1,48 2,28

2 6,87 1,7 3,93

3 11,64 2,16 7,49

4 5,21 1,81 2,5

5 6,53 2,31 2,77

6 6,02 2,14 2,49

7 6,65 2,69 2,6

8 6,42 2,29 3,02

9 6,02 1,69 3,36

10 6,72 1,96 3,83

WBCH#: contagem de células do sangue total; LYM#: contagem de linfécitos; GRA#:
contagem de granuldécitos.

4.2.2. Qualificacdo das células provenientes dos doadores para o ensaio

Para este ensaio foi utilizada uma aliquota do sangue de cada doador, pré-qualificado de
acordo com a FE. O sangue dos mesmos foi desafiado frente a uma contaminacao proposital

com quantidade conhecida de LPS de E. coli (0,5 UE/mL) e controle negativo.

A qualificacdo das células dos doadores foi realizada pela dosagem de citocinas,
liberadas pelo sangue com e sem adi¢do de LPS, pelo método de ELISA. Cada ponto da curva
de citocina foi quantificado em duplicata, e cada amostra foi avaliada em quadruplicata. A

validade do ensaio foi avaliada pela curva de IL-6 (Tabela 4.4), que obteve R? = 0,9963.
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Tabela 4.4: Curva de IL-6 referente ao ensaio de qualificacdo das células dos doadores.

Curva Co”pcge/”r;'f@ao D.O. (média) D.P. C.V. (%)
PO1 313 0,036 0,002 55
P02 6,25 0,052 0 01
P03 125 0,113 0,001 87
P04 25 0,224 0,005 23
P05 50 0,441 0,022 5.1
P06 100 0,855 0,014 16
P07 300 2,176 0,021 09

P: Ponto da curva; D.O.: Densidade Optica; D.P.: Desvio Padrdo; C.V.: Coeficiente
de Variagdo. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.1: Curva de IL-6 na qualificacdo dos doadores.

Foi observado que nas amostras aditadas com LPS (equivalente a 0,5 UE/mL), houve
liberacdo da citocina IL-6, ndo havendo interferéncia no nivel basal de citocinas no sangue dos
doadores ndo estimulados, com excecdo do doador 7 que apresentou valor basal de IL-6
discrepante dos outros doadores (Tabela 4.5). Por esta razdo, as amostras deste doador nédo
compuseram a matriz monocitica utilizada nos ensaios. Os outros doadores foram qualificados

para composicdo da matriz monocitica aplicada aos ensaios seguintes do MAT.
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Tabela 4.5: Resposta na liberacdo de IL-6 pelo sangue dos doadores ap0s estimulo com LPS.

Doadores IL-6 (pg/mL) D.P. C.V. (%)
1+ 191,929 7,429 3,9
1- -6,282 0,265 4,2
2+ 247,024 4,703 1,9
2 - -3,038 0,303 10
3+ 162,625 8,396 5,2
3- -4,695 0,390 8,3
4 + 458,700 5,574 1,2
4 - -5,488 0,220 4
5+ 232,176 5,082 2,2
5- 0,783 0,647 82,6
6+ 108,810 4,484 4,1
6 - -0,187 0,513 274.,6
7+ 160,980 2,689 1,7
7- 47,659 3,741 7,8
8+ 490,052 6,915 1,4
8 - -2,065 0,676 32,7
9+ 155,623 6,554 4,2
9- -5,980 0,700 11,7
10 + 280,517 3,368 1,2
10 - -6,008 0,740 12,3

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padréo. C.V.: Coeficiente de Variacao;
+: amostra aditada com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostra pura. Valores referentes

a quatro replicatas.

4.3. Calculo da MDV da MenCC

O célculo do MDYV foi realizado conforme descrito na FE, utilizando dados fornecidos
pela monografia da MenCC presente na FE. O limite de endotoxina (LE) utilizado foi de 25
UE/DH, seguindo especifica¢des do produto, e a concentracado (C) utilizada foi o valor referente
a dose humana da MenCC (10 pg/0,5mL). Os limites de detec¢do (LD) foram utilizados de
acordo com cada parametro de leitura, tendo a aplicacdo do teste a cada citocina apresentado
limites de deteccédo distintos. O LD foi definido a partir do resultado do branco do ensaio
realizado em quadruplicata na matriz monocitica. De acordo com a FE (2010) o LD é a

concentragdo de endotoxina correspondente ao valor do cut-off (“background” do ensaio). De
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acordo com célculo abaixo a diluicdo 1/11 fica estabelecida como a MDV da MenCC para
aplicacdo do ensaio.

MDV =LExC
LD
LE =25 EU/DH

C =10 pg/0,5mL (0,01 mg/0,5mL)
LD (IL-1B) = 0,045

LD (IL-6) = 0,042

MDV (IL-1B) = 25 UE x 0,01 mg/0,5mL = 11,11
0,045

MDV (IL-6) = 25 UE x 0,01 mg/0,5mL = 11,90
0,042

4.4.  Avaliacdo da citotoxicidade da MenCC na matriz monocitica

Para assegurar a integridade das células dos doadores, foi realizado um ensaio de
viabilidade celular no sangue total por contagem automatizada no Countess ™ (Invitrogen ™)
(Tabela 4.6). Para avaliar um possivel efeito citotoxico da MenCC nas células e sua influéncia
na liberacdo de citocinas, foi avaliada a viabilidade celular de células do sangue apds o contato
com diferentes concentracdes de MenCC, baseando-se no célculo da MDV, e com os controles
salina e LPS. As amostras foram coradas com azul de tripan, e adicionadas a laminula para
contagem de células totais pelo equipamento. De acordo com a tabela 4.6, ndo foi possivel

observar taxas de morte celular discrepantes dos valores encontrados nos controles.
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Tabela 4.6: Contagem de células do sangue apds o contato com diferentes concentracdoes de

MenCC e como controle salina e LPS.

Células/mL
Amostras - —

Totais Viaveis Mortas
Branco 1,2 x 10° 9,0 x 10* 4,0 x 10*
LPS 0,25 2,1x10° 1,3 x 10° 8,0 x 10*
LPS 0,5 2,7 x 10° 1,8 x 10° 9,0 x 10*
LPS 1,0 1,4 x 10° 1,2 x 10° 2,0 x 10*
LPS 25 1,1 x10° 4,0 x 10* 7,0 x 10*
MenCC - 1,7 x 10° 9,0 x 10* 8,0 x 10*
MenCC 1:2 - 1,7 x 10° 8,0 x 10* 9,0 x 10*
MenCC 1:4 - 1,9 x 10° 1,2 x 10° 7,0 x 104
MenCC 1:6 - 1,5x10° 9,0 x 10* 7,0 x 10*
MenCC 1:8 - 2,1 x10° 1,2 x 10° 9,0 x 10*
MenCC 1:10 - 1,4 x 105 7,0 x 10* 7,0 x 10*
MenCC + 1,6 x 10° 1,0 x 10° 6,0 x 10*
MenCC 1:2 + 1,9x10° 1,4 x 10° 5,0 x 10*
MenCC 1:4 + 1,4 x 10° 9,0 x 104 5,0 x 10*
MenCC 1:6 + 1,5x10° 6,0 x 104 9,0 x 104
MenCC 1:8 + 1,1x10° 5,0 x 104 7,0 x 104
MenCC 1:10 + 1,0 x 10° 6,0 x 104 4,0 x 10*
Salina - 1,1 x10° 6,0 x 10* 5,0 x 10*
Salina + 1,6 x 10° 1,0 x 10° 6,0 x 10*

+: amostra com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostra pura.

4.5.  Teste de interferentes para o sistema de deteccdo MAT

Uma vez determinada a MDV, diferentes dilui¢cbes do produto MenCC foram testadas
para avaliar a presenca de fatores interferentes no sistema de deteccdo. O teste de interferente
foi realizado com o produto diluido nas seguintes proporc@es: ndo diluido, diluicdo 1:2, 1:4,
1:6, 1:8 e 1:10, utilizando cloreto de sédio apirogénico como diluente. O sistema de deteccéo

aplicado foi 0 ELISA, utilizando IL-1p e IL-6 como parametros de leitura.

As curvas padrdes de citocinas de ambos os ensaios apresentaram valores de R? 0,9984
e 0,9987 para IL-6 e IL-1p, respectivamente (Tabela 4.7) (Figura 4.2). Foi observada uma

relacdo dose-resposta nas curvas de LPS, estimulando a producéo de citocinas pro-inflamatérias



57

(Tabela 4.8). As curvas das citocinas seguem critério de aceitacdo especificado pelo ICCVAM
(2008), que diz (1) a fungdo quadratica da curva padrdo deve produzir um R? maior ou igual a
0,95; (2) a densidade Optica do branco da curva padrdo deve estar abaixo de 0,15. Para todos os
ensaios realizados neste experimento as curvas de citocinas apresentaram o mesmo perfil
demonstrado neste ensaio, por esta razdo estes dados foram omitidos nos demais ensaios. As

curvas de LPS seguem critérios estabelecidos pela FE (2010).

Tabela 4.7: Curva padrao de citocinas do teste de interferente da MenCC.

IL-6
Curva Co?;;/”r;ffao D.O. (média) (pg/-rfl_) DP.  CV.(%)
PO1 3,13 0,0155 <g13 00007 21108
P02 6,25 0,0335 3,660 0,0007 1,3217
P03 125 0,0535 10,801 0,0007 0,7482
P04 25 0,0945 24,472 0,0070 4,0873
P05 50 0,1730 52,075 0,0063 1,9197
P06 100 0,3315 108,760 0,070 1,0763
P07 300 06570 296930 00280  1,6686

IL-1B

Curva Co?sge/”r;f)‘?éo D.O. (média) (p”g;/'nl]'f_) DP.  CV. (%)
P01 3,9 0,0615 <39 0,0007 1,1498
P02 7.8 0,0980 5,886 0,0028 2,8862
P03 15,6 0,1570 14,178 0,0113 7,2062
P04 31,3 0,2850 32,166 0,0070 2,8411
P05 62,5 0,5330 67,017 0,0212 3,9800
P06 125 0,9760 129,270 0,0084 0,8993
P07 250 18125 246,820 00417 2,3018

P: Ponto da curva; D.O.: Densidade Optica; D.P.: Desvio Padrdo; C.V.: Coeficiente de
Variacdo. O limite inferior de detec¢do do ensaio é 3,13 pg/mL para IL-6 e 3,9 pg/mL para IL-
1B. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.2: Grafico da curva padrdo de citocinas de teste de interferente da MenCC. (A) curva

padréo de IL-6 e (B) curva padrdo de IL-1p.

Ap0s apurar todos os critérios de validacao do ensaio, verificamos que todas as dilui¢cGes
da MenCC demonstraram ndo interferir na deteccdo de IL-6 (Tabela 4.9) e IL-1p (Tabela 4.10),
apresentando recuperacédo de LPS dentro da faixa especificada de 50-200%, exceto para leitura
de IL-1pB na vacina ndo diluida, como observado na tabela 4.8. Nas figuras 4.3 e 4.4, podemos
observar, respectivamente para IL-6 e IL-1B, a comparacdo das taxas de recuperacdo de LPS
em todas as dilui¢Oes, evidenciando os valores minimo e maximo de recuperacdo necessarios
para validade do ensaio, assim como o valor real, recuperacdo de 100% que equivale a 0,5
UE/mL.



Tabela 4.8: Liberacéo de citocinas pela curva de LPS no teste de interferente da MenCC.

IL-6
Curva LPS Co(r:fé?r:ﬁgéo (n?éc?ié , IL6(pgmL)  DP. C.V. (%)
Branco - 0.0990 11,715 0,0220 22,9250
PO1 0,25 08210 137,370 0,0920 11,3110
P02 05 0.9820 165,490 0,0520 5,3210
P03 1,0 1.0500 177,290 0,0300 2,9390
P04 2,5 11380 192,570 0,0220 2,0110
IL-1p
Curva CO(TJCE?:T:E;?";‘O (n?éfj)ié ) IL1B(gmL)  DP. C.V. (%)
Branco - 0.0630 <3,9 0,0020 3,4290
P01 0,25 17737 241,380 0,1870 10,5680
P02 05 2 4953 >250 0,0520 2,1207
P03 1,0 27938 >250 0,0580 2,0802
P04 2,5 2 8130 >250 0,0550 1,9804

P: Ponto da curva; D.O.: Densidade Optica; D.P.: Desvio Padréo; C.V.: Coeficiente de Variagao;
UE: Unidade de Endotoxina. O limite inferior de deteccdo do ensaio é 3,9 pg/mL, e o limite
superior é 250 pg/mL. Valores referentes a quatro replicatas.

Tabela 4.9: Teste de interferente da MenCC para leitura com IL-6.

Amostras  D.O. (média) (pg/-rfl_) DP.  CV.(%) Rec”ﬁ,’/eoragéo
MencCC - 0,250 37,03 00066  2,6380
MenCC + 0,815 136,36 00268 13,2026 >
MenCC 1:2 - 0,056 4,18 00017  3,0656
MenCC 1:2 + 0,964 162,27 0,0389  4,0436 %
MenCC 1:4 - 0,114 14,24 00027  2,4103
MenCC 1:4 + 1,135 192,09 00571  5,0363 103
MenCC 1:6 - 0,113 14,23 00094 83330
MenCC 1:6 + 1,251 212,25 00758  6,0646 o
MenCC 1:8 - 0,029 <313 0,0020  7,0565
MenCC 1:8 + 0,889 149,16 00208  2,3398 o
MenCC 1:10 - 0,035 <313 0,0059 16,9830
MenCC 1:10 + 0,999 168,45 00413 41341 %

D.O.: Densidad e Optica. D.P.: Desvio Padréo. C.V.: Coeficiente de Variagio; +: amostra aditada
com 0,5 UE de LPS; -: amostra pura. O limite inferior de deteccdo do ensaio é 3,13 pg/mL. Valores
referentes a quatro replicatas.

59
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Figura 4.3: Teste de interferente da MenCC para leitura com IL-6. Eixo x: dilui¢des da MenCC,;
Eixo y: recuperacao de LPS (%). Tracejado vermelho: limites de recuperacdo valida; Tracejado

azul: Valor real aditado.

Tabela 4.10: Teste de interferente da MenCC para leitura com IL-1p.

Amostras (n?é((j)ié) (;!)Ig_;;rlnBL) D.P. C.V.(%) Recugzragao
MenCC - 0,091 4,93 0,0010  1,9048
MenCC + 1,194 159,94 0,0009  1,7648 ®
MenCC 1:2 - 0,205 20,92 0,0045 85887
MenCC 1:2 + 1,791 243,87 0,0017  3,3001 °°
MenCC 1:4 - 0,088 4,51 0,0040  8,0049
MenCC 1:4 + 2,171 >250 0,0043  6,1912 %
MenCC 1:6 - 0,060 <39 0,0035  7,4866
MenCC 1:6 + 1,952 >250 0,0017  2,6444 !
MenCC 1:8 - 0,059 <3,9 00017 35712
MenCC 1:8 + 2,178 >250 0,0055  7,8039 o7
MenCC 1:10 - 0,369 44,04 00014 31427
MenCC 1:10+ 1,793 244,15 0,0009  1,5380 >

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrdo. C.V.: Coeficiente de Variacao; +: amostra
aditada com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostra pura. O limite inferior de detec¢do do ensaio
é 3,9 pg/mL, e o limite superior é 250 pg/mL. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.4: Teste de interferente da MenCC para leitura com IL-1f. Eixo x: dilui¢cbes da
MenCC; Eixo y: recuperacao de LPS (%). Tracejado vermelho: limites de recuperacdo valida;
Tracejado azul: Valor real aditado.

De acordo com ICCVAM (2008), quando a recuperacdo de uma amostra aditada com
LPS fica entre 50 e 200 % fica demonstrado que ndo ha interferéncia da substancia teste no
MAT. Levando em consideracdo os valores de recuperacdo das leituras com IL-1p e IL-6, a
diluicéo 1:4 foi escolhida para dar continuidade aos ensaios, por ser a menor diluicdo da amostra
a ter recuperacao mais aproximada de 100 %, apesar das demais dilui¢bes estarem dentro dos
pardmetros de aceitagdo, exceto pela vacina ndo diluida no ensaio com IL-1p, que apresentou
recuperacdo fora da faixa de validade do teste. Desta forma fica comprovado que o produto na

diluicdo escolhida, ndo interfere na deteccdo de LPS pela metodologia utilizada.
45.1. Teste de interferente para o adjuvante da MenCC

O ensaio de interferéncia na deteccdo de pirogénios foi aplicado a vacina reconstituida
com adjuvante e ao adjuvante puro. O adjuvante da MenCC contém em sua composi¢ao
hidroxido de aluminio, que pode interferir na analise pelo método do LAL, ja que 0 mesmo se

liga a endotoxina, podendo gerar resultados falso-negativos.

Assim, como no ensaio da vacina diluida com cloreto de so6dio, o ensaio da vacina

reconstituida com o adjuvante proprio demonstrou que nenhuma das dilui¢Bes interferem no
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sistema de deteccdo com IL-6 (Tabela 4.11). O mesmo foi observado no ensaio realizado com
o diluente puro atraves da leitura com IL-6 (Tabela 4.12). Na vacina reconstituida com
adjuvante (Figura 4.5) e no ensaio realizado no adjuvante puro (Figura 4.6) pudemos observar
a comparacdo das taxas de recuperacdo de LPS em todas as dilui¢bes, evidenciando os valores
minimo e méaximo de recuperagdo necessarios para validade do ensaio, assim como o valor real,

recuperacdo de 100% que equivale a 0,5 UE/mL.

Tabela 4.11: Teste de Interferente da MenCC reconstituida com adjuvante.

Amostras (n?égé) (p;'/‘rfl_) D.P. C.V. (%) Rec“(ﬁj);agéo
MenCC - 0,1620 0,162 0,0061 3,8052
MenCC + 0,3545 0,354 0,0125 3,5420 >
MenCC 1:2 - 0,1647 0,164 0,0051 3,1098
MenCC 1:2 + 0,5635 0,563 0,0274 4,8719 104
MenCC 1:4 - 0,1122 0,112 0,0056 5,0592
MenCC 1:4 + 0,5732 0,573 0,0503 8,7771 120
MenCC 1:6 - 0,1130 0113 0,0043 3,8234
MenCC 1:6 + 0,7335 0,733 0,0469 6,4028 02
MenCC 1:8 - 0,0392 0,039 0,0043 11,0810
MenCC 1:8 + 0,6517 0,651 0,0447 6,8599 +00
MenCC 1:10 - 0,0815 0,081 0,0012 1,5840
MenCC 1:10 + 0,6527 0,652 0,0269 4,1285 149

D.O.: Densidade Optica; D.P.: Desvio Padrio; C.V.: Coeficiente de Variagio; +: amostra aditada
com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostras puras. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.5: Teste de interferente da MenCC reconstituida com adjuvante para leitura com IL-6.

Eixo x: diluigdes da MenCC; Eixo y: recuperacdo de LPS (%). Tracejado vermelho: limites de
recuperacdo valida; Tracejado azul: Valor real aditado.

Tabela 4.12: Teste de Interferente no Adjuvante da Vacina.

Amostras (n?égé) (p;'/'r']fl_) DP.  C.V. (%) Rec“po/‘zragéo
Adj. - 0,0155 <313 0,0005 3,7248
Adj. + 0,4785 104,680 00398 8,3272 &
Adj. 1:2 - 0,0667 10,666 0,0042 6,4000
Adj. 1:2 + 0,5780 127,390 0,0410 7,0983 °
Adj. 1:4 - 0,0252 <313 0,0009 3,7918
Adj. 1:4 + 0,6750 149,540 00852 12,6360 %
Adj. 1:6 - 0,0490 6,6134 00035 7,2633
Adj. 1:6 + 0,8350 186,070 0,0694 8,3151 120
Adj. 1:8 - 0,1222 23,338 0,0076 6,2431
Adj. 1:8 + 0,4512 98,454 0,0448 9,9409 >0
Adj. 1:10 - 0,0355 3,531 0,0012 3,6366 169

Adj. 1:10+ 11410 255,940 0,0398 3,4903

D.O.: Densidade Optica; D.P.: Desvio Padréo; C.V.: Coeficiente de Variagio; +: amostra
aditada com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostras puras. O limite inferior de detec¢do do ensaio
é 3,13 pg/mL. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.6: Recuperacdo de LPS em diferentes diluicdes do adjuvante, IL-6. Tracejado

vermelho: limites de recuperagdo valida; Tracejado azul: Valor real aditado.

4.5.2. Avaliacdo da interferéncia da vacina na producéo da curva de LPS

Para avaliar a interferéncia da vacina na producgéo da curva dose-resposta de endotoxina,
foi realizado um ensaio comparativo para analise da curva de LPS diluido em NaCl e em
MenCC. Assim, foi gerada a curva de LPS, através de diluicdo seriada, obtendo-se as
concetracdes 0,25; 0,5; 1,0; e 2,5 UE/mL, em cada matriz.

O ensaio demonstrou que o produto ndo interfere na geracdo de uma dose-resposta na
producdo de citocinas quando mondcitos provenientes do sangue sdo estimulados por LPS.

Conforme a dosagem de citocinas realizada para IL-6 (Figura 4.7) e para IL-1p (Figura 4.8).

O critério de validade para o ensaio de linhas paralelas demonstrou que o p-valor para
0 ndo-paralelismo ndo foi significante tanto para IL-18 como para IL-6 (p > 0,05), como
observado na Figura 4.7 (A) para IL-6 e 4.8 (A) para IL-1 . Refor¢ando os resultados do
paralelismo o ensaio de correlacdo demonstrou um perfil de resposta similar na curva de LPS
em MenCC versus NaCl, para IL-6 (r= 0,9608 e p= 0,0076) e para IL-1p (= 0,98255 e p=
0,0197) como observado nas Figuras 4.7 B e 4.8 B.
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Figura 4.7: Andlise da interferéncia de MenCC na deteccdo de endotoxina utilizando sangue
criopreservado/IL-6. (A) paralelismo: curva de LPS de 0,25 a 2,5 UE/mL em MenCC e NaCl,
(B) correlacdo entre NaCl e MenCC para curva de LPS.
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Figura 4.8 Analise da interferéncia de MenCC na deteccdo de endotoxina utilizando sangue
criopreservado/IL-1p. (A) paralelismo: curva de LPS de 0,25 a 2,5 UE/mL diluida em MenCC

e NaCl, (B) correlacdo entre as curvas de LPS diluidas em NaCl e MenCC.
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45.3. Andlise comparativa da curva dose-resposta de LPS em sangue total

criopreservado utilizando IL-1p e IL-6 como parametros de leitura

Para determinar a correlagdo entre IL-1p e IL-6 como parametros de leitura, o perfil da
curva de LPS foi analisado utilizando o0 mesmo contato para quantificar a liberacdo de citocinas
em sangue criopreservado. Foi observada uma boa correlacéo entre IL-1p e IL-6 para a curva
em salina (r=0,9918 e p<0,0001) e para a curva em MenCC (r=0,9702 e p=0,0028), como
observado na figura 4.9. O sangue criopreservado demonstrou responsividade satisfatoria a
inducdo por endotoxina entre as duas citocinas, o que reafirma a aplicabilidade de IL-6 como

parametro de leitura no sistema de MAT empregando sangue criopreservado.
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Figura 4.9: Relagdo entre os perfis de inducdo de IL-6 e IL-1p através da curva de endotoxina
(0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,5 UE/mL). (A) NaCl e (B) MenCC como matrizes em sangue

criopreservado. A D.O. foi utilizada para demonstrar a correlacdo entre os perfis das citocinas.

4.6. Avaliacdo pirogénica da MenCC pelo método quantitativo do MAT

Trés lotes da MenCC que foram previamente avaliados quanto ao seu conteddo
pirogénico pelos métodos do LAL e RPT, foram analisados pelo método do MAT.
Corroborando os resultados previamente encontrados pelos outros métodos farmacopeicos, a
anélise pelo MAT obteve como resultado a ndo identificagdo de altos niveis de LPS ou NEPs.
Comparando-se com o teste de LAL, no MAT todas as analises obtiveram recuperagdes entre
50 % e 200 %, como preconizado pela FE, e todos os trés lotes demostraram quantificacao de

endotoxina abaixo do limite permitido para este produto, nas leituras com IL-6 e IL-1p, tendo



67

em vista que a quantificagdo da liberacdo de citocinas nos lotes da MenCC ficou abaixo do

limite de deteccéo, o que corresponde a valor indetectavel de UE. O ensaio foi realizado para

IL-6 (Tabela 4.13) e para IL-1p (Tabela 4.14) com a vacina reconstituida com cloreto de sédio.

Tabela 4.13: Avaliacdo pirogénica da MenCC pelo método quantitativo do MAT utilizando

sangue criopreservado/IL-6.

Amostras (n?éc(i)ié) (plglﬁr?L) D.P. C.V. (%) Recug/iragéo
MenCC 01 - 0,0648 <313 0,0005 3,0769
MenCC 01 + 1,6100 378,5160 0,0283 7,052 %
MenCC 02 - 0,0760 <313 0,0011 6,0774
MenCC 02 + 1,6608 391,0320 0,0241 5,8275 o
MenCC 03 - 0,0604 <313 0,0009 6,2782
MenCC 03 + 2,1260 505,1600 0,0285 5,3800 10

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrdo. C.V.: Coeficiente de Variacio; +: amostra aditada
com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostra pura. O limite inferior de detec¢fo do ensaio é 3,13 pg/mL.

Valores referentes a quatro replicatas.

Tabela 4.14: Avaliacdo pirogénica da MenCC pelo método quantitativo do MAT utilizando

sangue criopreservado/IL-1p.

Amostras  D.O. (média) (F:EIJ_/-Y;BL) DP.  CV. (%) Recuﬁ/eora‘?éo
MenCC 01 - 0,122 <39 00012  4,2328
MenCC 01 + 1,9348 261,1640 0,0449  9,2929 128
MenCC 02 - 0,1888 <39 0,0044  9,3657
MenCC 02 + 1,9760 267,3200 0,0250  5,0648 120
MenCC 03 - 0,2780 <39 0,0065  9,4352
MenCC 03 + 2,5648 355,7200 0,0397  6,2005 102

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrdo. C.V.: Coeficiente de Variacio; +: amostra aditada
com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostra pura. O limite inferior de deteccédo do ensaio é 3,9 pg/mL.

Valores referentes a quatro replicatas.

O mesmo ensaio foi realizado com os lotes reconstituidos com o adjuvante da vacina,

contendo hidroxido de aluminio. Apesar da inducdo elevada de IL-6 pelas amostras

reconstituidas com o adjuvante, sem estimulo de LPS, diferente do observado nas amostras

reconstituidas com NacCl, todos os lotes obtiveram recuperacdo dentro da faixa especificada
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pela FE (Tabela 4.15). A quantificacdo de citocina nas amostras reconstituidas com adjuvante
equivale a 260,2400 pg/mL, 312,2480 pg/mL e 206,5600 pg/mL, para os lotes 01, 02 e 03,
respectivamente, o que corresponde a valor de endotoxina estimado de 2,4909 UE/mL, 2,9498
UE/mL e 2,0173 UE/mL, para cada lote respectivamente, considerado abaixo do LE permitido
para este produto (25 UE/DH).

Tabela 4.15: Avaliacdo da MenCC reconstituida com adjuvante, sangue criopreservado/IL-6.

Amostras (nl?éc(i)ié) IL-6 (pg/mL) D.P C.V. (%) Recup;/iragéo
MenCC 0L - 1,3540 2602400 00275 81245
MenCC oL+  3.8580 7832400 00242 25134 124
P 1,6028 3122480 00268  6,6906
MenCC o2+  3.6008 7295600 00268 29866 %9
P 1,0068 2065600 00074 27021
MenCC 03+  3.9508 8058800 00685 47369 141

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrdo. C.V.: Coeficiente de Variagdo; +: amostra aditada
com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostra pura. Valores referentes a quatro replicatas.

Utilizando IL-6 como parametro de leitura, a avaliacdo destes trés lotes foi também
realizada utilizando-se sangue fresco, como matriz monocitica, no lugar do sangue
criopreservado, com o propdsito de comparar as respostas de matrizes distintas, tendo em vista
que a utilizacdo de IL-6 como parametro de leitura esta validada apenas com a utilizacdo de
sangue fresco. Os resultados obtidos com sangue fresco corroboram os encontrados com sangue
criopreservado. Todas as analises obtiveram recuperacdes entre 50 % e 200 %, e retificando o
evidenciado nos ensaios anteriores, todos os trés lotes demostraram quantificacdo de
endotoxina abaixo do limite permitido para este produto (Tabela 4.16). A liberagéo de IL-6 para
o lote 01 foi de 77,568 pg/mL, para o lote 02 82,08 pg/mL e para o lote 03 21,2376 pg/mL, 0
que se estima corresponder a 0,3958 UE/mL, 0,4065 UE/mL e 0,1066 UE/mL, respectivamente.
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Tabela 4.16: Avaliacéo dos trés lotes da MenCC/Salina, sangue fresco/IL-6.

Amostras  D.O.(média) IL-6(pg/ml) DP.  CV.(%) ooUPerac
MenCC 01 - 0,526 77,568 00030  2,2814
MenCC 01 + 3,946 748,8 00569 57774 o
MenCC 02 - 0,5488 82,08 00048 35383
MenCC 02 + 3,6988 700,32 00329 35662 103
MenCC 03 - 0,2388 21,236 00015  2,5105
MenCC 03 + 3,8288 725,84 00736  7,6929 199

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrio. C.V.: Coeficiente de Variagdo; +: amostra aditada
com 0,5 UE/mL de LPS; -: amostra pura. Valores referentes a quatro replicatas.

Com os ensaios acima, foi realizada uma analise comparativa para avaliar a
homogeneidade das respostas em diferentes sistemas do MAT. Esta analise é importante pois
confronta dados de sistemas validados, como ensaio com sangue fresco/IL-6 e

criopreservado/IL-1p, com nova metodologia proposta, sangue criopreservado/IL-6.

Foi observada homogeneidade nas respostas em diferentes sistemas do MAT (Figura
4.10). Foi possivel detectar aumento nos niveis de citocinas tanto em sangue fresco como em
sangue criopreservado. E foi possivel observar que o método proposto, sangue
criopreservado/IL-6, obteve resposta similar ao método farmacopeico, sangue

criopreservado/IL-1p.
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Figura 4.10: Avaliacdo dos lotes da MenCC por diferentes sistemas do MAT. Foram
comparados trés sistemas diferentes, sangue criopreservado/IL-6, sangue criopreservado/IL-13
e sangue fresco/IL-6. A inducdo das citocinas pré-inflamatorias foi estimulada com adicdo de
LPS 0,5 UE/mL no produto.

4.6.1. Variabilidade dos sistemas do MAT

De modo a avaliar a homogeneidade dos ensaios, utilizando IL-6 e IL-18 como
parametros de leitura, e sangue fresco e sangue criopreservado como matrizes monociticas,
parametros de inter- e intra-variabilidade foram analisados em amostras de cloreto de sodio e

lotes da MenCC, ambos contaminados com quantidade conhecida de padrao de LPS.

Através da analise do coeficiente de variacdo das amostras em quadruplicatas de cada
ensaio, foi possivel observar a pequena diferenca na variabilidade dos sistemas empregados
(Tabela 4.17). A MenCC demonstrou néo interferir na variagdo do ensaio, uma vez que nos
ensaios com sangue criopreservado o coeficiente de variagdo € maior em NaCl, em comparacao
as amostras da vacina, e no ensaio com sangue fresco, o C.V. de NaCl e amostras é proximo.
Podemos apontar ainda menor variabilidade nos ensaios realizados com IL-6, 0 que corrobora

a escolha de prosseguir com os ensaios utilizando esta citocina como parametro de leitura.
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Tabela 4.17: Variacdo na resposta de IL-1p e IL-6 em sangue fresco e criopreservado.

Sangue Sangue

Matriz monocitica . :
Criopreservado Criopreservado

Sangue Fresco

Parémetro de Leitura IL-1B IL-6 IL-6

Coeficiente de Variacao (%)

Adicdo 0,5 UE/mL

NaCl 11,8290 5,7259 2,8133
MenCC 01 9,2929 7,0520 5, 7774
MenCC 02 5,0648 5,8275 3,5662
MenCC 03 6,2005 5,3800 7,6929
Média MenCC 6,8527 6,0865 5,6788
> MenCC 32,3872 23.9854 19,8498

>: somatdrio; UE: Unidade de Endotoxina; MenCC: Vacina Meningocécica C Conjugada.

4.7. Deteccdo de NEPs pelo MAT

4.7.1. Deteccdo de contaminacdo com Acido Lipoteicoico pelo MAT

E sabido que o MAT ¢é capaz de detectar diferentes tipos de pirogénios, por mimetizar
0 processo de inducdo da febre que ocorre in vivo. Desta forma, foi avaliada a capacidade do
MAT em detectar NEPs na MenCC.

Entretanto, levando em consideracdo que LTA adquirido comercialmente
frequentemente apresenta contaminacao por LPS (Hasiwa et al. 2013), 0 mesmo foi tratado com
PMB, para evitar que tal contaminagéo interferisse nos resultados obtidos. Foi realizada curva
de LTA em NaCl com e sem PMB, e foi avaliada a diferenca das respostas dos dois ensaios
através da leitura com IL-6 (Figura 4.11). Foi possivel observar a diferenca no padrdo de
inducdo de citocinas entre a curva de LTA tratada com PMB e a curva ndo tratada. Sem adicéo

de PMB, observamos a saturacao da liberacao de citocinas, gerado pela contaminagéo por LPS,
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ja na curva tratada com PMB, observamos o aumento linear na liberacdo de citocinas,

estimulado exclusivamente pelo LTA, excluindo interferéncia do LPS.
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Figura 4.11: Curva de LTA gerada em NaCl e curva de LTA com PMB gerada em NaCl. NaCl
como controle negativo. Quantificacdo da producdo de IL-6 através da leitura da D.O.
Tracejado: LPS 0,5 UE/mL, cut-off de aprovacgdo/reprovacao. Valores referentes as médias de
quatro replicatas mais o DP.

O ensaio foi realizado para avaliar a capacidade de quantificacdo de citocinas na
MenCC, a partir de estimulos com LTA. Inicialmente foi realizado uma curva de LTA nas
concentragdes 1.000, 5.000, 7.500 e 20.000 nanogramas para avaliar a resposta a este pirégeno.
Foi demonstrado que o MAT foi capaz de detectar a contaminacgdo proposital realizada com
LTA, tanto na leitura com IL-6 (Tabela 4.18) (Figura 4.12) como na leitura com IL-1p (Tabela

4.19) (Figura 4.13), e ainda exibir uma curva dose-reposta desta contaminagéo.
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Tabela 4.18: Curva de LTA em Cloreto de Sodio, sangue criopreservado/IL-6.

Curva Concentracao

LTA (ng) D.O. (média)  IL-6 (pg/mL) D.P. C.V. (%)
Branco = 0,0157 <313 0,0012 7,9892
PO1 1000 0,1112 18,967 0,0015 1,3483
P02 5000 0,3532 74,851 0,0118 3,3525
P03 7500 0,6720 748,46 0,0388 5,7762
P04 20000 0,6767 149,56 0,0568 8,3931

P: Ponto da curva; D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padréo. C.V.: Coeficiente de Variago.

O limite inferior de detec¢do do ensaio é 3,13 pg/mL. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.12: Curva de LTA com PMB gerada através de contaminacao proposital em MenCC
e em NaCl. NaCl como controle negativo. Quantificacdo da producdo de IL-6 através da leitura
da D.O. Tracejado: LPS 0,5 UE/mL, cut-off de aprovacao/reprovacdo. Valores referentes as
médias de quatro replicatas mais o DP.
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Tabela 4.19: Curva de LTA em Cloreto de Sodio, sangue criopreservado/IL-1.

Curva Concentracéo

TA (ng) D.O. (média)  IL-1p (pg/mL) D.P. C.V. (%)

Branco = 0,03425 <39 0,0025 7,2993
PO1 1000 0,065 4,016 0,0058 9,0582
P02 5000 0,2295 29,003 0,0286 12,48
P03 7500 0,4212 58,129 0,0429 10,196
P04 20000 0,458 63,771 0,0502 10,979

P: Ponto da curva; D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padro. C.V.: Coeficiente de Variagao.

O limite inferior de detec¢do do ensaio é 3,9 pg/mL. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.13: Curva de LTA com PMB gerada através de contaminacao proposital em MenCC

e em NaCl. NaCl como controle negativo. Quantificacdo da producdo de IL-1p através da leitura

da D.O. Tracejado: LPS 0,5 UE/mL, cut-off de aprovacdo/reprovacao. Valores referentes as

médias de quatro replicatas mais o DP.

4.7.1.1. Deteccdo de contaminagdo com Acido Lipoteicdico pelo MAT na MenCC

Para comprovar a ndo interferéncia da vacina na avaliacdo da resposta da matriz

monocitica ao LTA, foi realizada uma curva de LTA na MenCC, seguindo mesmo modelo

utilizado em NaCl. Foi demonstrado que a vacina néo interferiu na quantificagao do pirégeno,
utilizando IL-6 (Tabela 4.20) (Figura 4.7) e IL-1p (Tabela 4.21) (Figura 4.8) como parametros
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de leitura, conseguindo detectar a contaminagdo proposital realizada com LTA, ainda

apresentando curva dose-resposta.

Tabela 4.20: Curva de LTA em MenCC, utilizando sangue criopreservado/IL-6.

Curva  Concentragdo o (adia)  IL-6 (pg/mL)  DP.  C.V. (%)

LTA (ng)

Branco i ez <313 00119 43,9730
POL 1000 0,0672 8,8063 00063 95117
P02 5000 0,2282 45,985 00160  7,0406
P03 7500 0,4612 99,791 00250 54226
P04 20000 0,4220 90,727 00181 42960

P: Ponto da curva; D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrdo. C.V.: Coeficiente de
Variacdo. O limite inferior de detec¢do do ensaio € 3,13 pg/mL. Valores referentes a quatro
replicatas.

Tabela 4.21: Curva de LTA em MenCC, utilizando sangue criopreservado/IL-1p.

Curva  Concentracdo o (media) IL-1p (pg/mL) D.P.  C.V. (%)

LTA (ng)

Branco - 0,03625 <39 0,0020 5,687
P01 1000 0,0637 <39 0,0055 8,6275
P02 5000 0,2092 25,927 0,0207 9,9204
P03 7500 0,2775 36,294 0,0325 11,713
P04 20000 0,2745 35,838 0,0269 9,8226

P: Ponto da curva; D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrdo. C.V.: Coeficiente de
Variagdo. O limite inferior de deteccdo do ensaio é 3,9 pg/mL. Valores referentes a quatro
replicatas.

4.7.1.2. Avaliacdo da curva de LTA no teste MAT em MenCC e NaCl.

Foi realizado um ensaio comparativo para avaliar a resposta da curva de LTA em
matrizes diferentes. As matrizes avaliadas foram NaCl e a MenCC, para demostrar a ndo
interferéncia da vacina na producdo de citocinas de forma dose-resposta apds estimulo com
LTA. A solugdo da MenCC foi aditada com LTA nas concentragdes 1.000; 5.000; 7.500 e

20.000 ng/mL e em paralelo as mesmas doses foram analisadas na solucdo de NaCl.
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A dosagem de citocinas foi realizada para IL-6 (Figura 4.15) e para IL-1p (Figura 4.16),
demonstrando que o produto ndo interfere na curva dose-resposta de LTA, quando mondcitos

provenientes do sangue séo estimulados.

O critério de validade para o ensaio de linhas paralelas demonstrou que o p-valor para
0 ndo-paralelismo néo foi significante para IL-6 (p > 0,05) (Figura 4.14 A). Reforcando os
resultados do paralelismo o ensaio de correlacdo demonstrou um perfil de resposta similar na
curva de LTA em MenCC versus NaCl, para IL-6 (r=0,9973 and p= 0,0002) (Figura 4.14). O
ensaio realizado com IL-1 apontou que houve paralelismo entre as curvas (p=0,358) (Figura
4.15 A), porém o ensaio de correlagéo foi ndo significativo (r=0,7800 e p=0,220) (Figura 4.15
B).
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Figura 4.14: Analise da interferéncia de MenCC na deteccdo de NEPs utilizando sangue
criopreservado/IL-6. Gréaficos A e B correspondem a analise de paralelismo da curva padrao
preparada em NaCl e MenCC. (A) Analise de paralelismo da curva de LTA de 1.000 a 20.000
pg/mL em NaCl e MenCC e (B) Anélise da correlacdo entre NaCl e MenCC para curva de LTA.
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Figura 4.15: Andlise da interferéncia de MenCC na deteccdo de pirogénios utilizando sangue
criopreservado/IL-1p. Gréaficos A e B correspondem a analise de paralelismo da curva padrao
preparada em NaCl e MenCC. (A) Analise de paralelismo da curva de LTA de 1.000 a 20.000
pg/mL em NaCl e MenCC e (B) Analise de correlacdo entre NaCl e MenCC para curvade LTA.

47.1.3. Método A realizado com LTA

Foi verificado também a capacidade do MAT em detectar contaminacao por LTA lote
a lote do produto avaliado. Apds contaminacao proposital com quantidade conhecida de LTA
(5000 ng/mL) em cada um dos trés lotes da MenCC, verificou-se que o MAT foi capaz de
quantificar alteracdes na liberacdo de IL-6 pela matriz monocitica quando a vacina foi
estimulada pela adicdo do pirogénio (Tabela 4.22) (Figura 4.16). Foi calculado o contetdo
pirogénico estimado de cada lote em Unidades Equivalente de Endotoxina por mL (UEE/mL),
no qual foram obtidos os valores de 3,9406 UEE/mL, 5,4773 UEE/mL e 4,1699 UEE/mL, para
os lotes 01, 02 e 03, respectivamente. Sendo estes valores considerados abaixo do LE permitido
para este produto (25 UE/DH).
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Tabela 4.22: Deteccdo de LTA na MenCC, sangue criopreservado/IL-6.

IL-6

Amostras D.O. (média) (pg/mL) D.P. C.V. (%)
MenCC 01 - 18168 369,692 0,0422 9,2902
MenCC 01 + 4,2660 886,080 0,0843 7,9069
MenCC 02 - 2,3660 485,440 0,0106 1,7972
MenCC 02 + 3,1980 660,880 0,0702 8,7891
MenCC 03 - 1,8988 386,984 0,0130 2,7484
MenCC 03 + 4,4052 915,400 0,0397 3,6067

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padréo. C.V.: Coeficiente de Variacio;
+: amostra aditada com LTA; -: amostra pura. Valores referentes a quatro

replicatas.
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Figura 4.16: Detecgdo de LTA nos lotes da vacina através de leitura com IL-6. NaCl como

controle negativo. Tracejado: LPS 0,5 UE/mL, cut-off de aprovacdo/reprovacao. Valores

referentes as médias de quatro replicatas mais o DP.

4.7.2. Deteccdo de contaminagdo com zymosan pelo MAT

Seguindo a proposta de demonstrar a capacidade do MAT de responder a outros

estimulos além do LPS, o sistema foi desafiado para avaliar a contaminacgao por pirogénio de

fungo, através da utilizacdo do zymosan. Este, foi previamente tratado com PMB, para excluir

qualquer contaminacdo por LPS na solucdo (Figura 4.17). Para demonstrar a capacidade do
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teste em detectar o pirogénio em questdo, foi realizada uma curva de zymosan em NacCl e

verificada a inducéo de citocinas por cada ponto da curva (Figura 4.18).
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Figura 4.17: Curva de zymosan gerada em NaCl com e sem PMB. NaCl como controle.
Quantificacdo da producdo de IL-6 através da leitura da D.O. Tracejado: LPS 0,5 UE/mL, cut-

off de aprovacao/reprovacdo. Valores referentes as medias de quatro replicatas mais o DP.
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Figura 4.18: Curva de zymosan com PMB gerada em NaCl. NaCl como controle negativo.
Quantificacdo da producdo de IL-6 através da leitura da D.O. Tracejado: LPS 0,5 UE/mL, cut-
off de aprovacdao/reprovacdo. Valores referentes as médias de quatro replicatas mais o DP.

Para comprovar a ndo interferéncia da vacina na avaliacdo da resposta da matriz

monocitica ao zymosan, foi realizada uma curva de zymosan na MenCC, seguindo mesmo
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modelo utilizado em NaCl. Foi demonstrado que a vacina ndo interferiu na quantificagcdo do

pirdgeno, utilizando-se IL-6 como parametro de leitura (Tabela 4.24).

Para avaliacdo lote a lote da MenCC, foi realizada contaminagdo proposital com
zymosan na concentracdo de 5.000 nanogramas. Foi verificado o aumento na liberacdo da
citocina pro inflamatdria, IL-6 nos lotes da MenCC avaliados, em comparacao as amostras ndo
aditadas com zymosan (Tabela 4.23) (Figura 4.19). O ponto 0,5 UE/mL de endotoxina foi
utilizado como pardmetro de comparacéo. A recuperagédo dos lotes 01, 02 e 03 foi de 122 %, 67
% e 54 %, respectivamente. A quantificacdo da liberacdo de IL-6 foi abaixo do limite de
deteccdo do ensaio, 0 que nos leva a estimar que o conteudo pirogénico destes lotes é

indetectavel, apresentando desta forma LE permitido para este produto (25 UE/DH).

Tabela 4.23: Deteccdo de zymosan na vacina através de leitura com IL-6/sangue

criopreservado.

Amostras D.O. (média) (plgll_rfL) D.P. C.V. (%)
MenCC 01 - 0,1520 <313 0,0035 9,3659
MenCC 01 + 1,5708 314,8 0,0058 1,4903
MenCC 02 - 0,0768 <313 0,0012 6,5367
MenCC 02 + 0,8620 160,48 0,0045 2,0925
MenCC 03 - 0,0560 <313 0,0008 5,8321
MenCC 03 + 0,6920 123,52 0,0035 2,0572

D.O.: Densidade Optica. D.P.: Desvio Padrdo. C.V.: Coeficiente de Variagao;
+: amostra com zymosan (5.000 ng); -: amostra pura. O limite inferior de
detec¢do do ensaio é 3,13 pg/mL. Valores referentes a quatro replicatas.
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Figura 4.19: Deteccdo de zymosan nos lotes da vacina através de leitura com IL-6. NaCl como
controle negativo. Tracejado: LPS 0,5 UE/mL, cut-off de aprovacdo/reprovacdo. Valores

referentes as médias de quatro replicatas mais o DP.

4.8.  Andlise comparativa do conteudo pirogénico da MenCC por diferentes médotos

farmacopeicos

De modo a comparar a avaliacdo do conteddo pirogénico da MenCC por diferentes
métodos farmacopeicos, foi realizado o ensaio do LAL para evidenciar a detec¢do de LPS e
LTA. Corroborando denominacéo da FE, que classifica o LAL como um teste de deteccdo de
endotoxinas, e ndo de NEPs, o LAL nédo foi capaz de detectar a presenca de LTA, apds
contaminacgdo proposital da amostra com este pirogénio (Figura 4.20). No ensaio do LAL, a
contaminagdo proposital foi realizada com LPS (0,5 UE/mL), LTA (5.000 ng/mL) e LTA
(5.000 ng/mL) tratado com PMB, nas matrizes, MenCC e NaCl. Nas amostras sem
contaminacdo proposital quase ndo houve deteccdo de pirogénios, nas amostras aditadas com
LPS o método foi capaz de detectar o conteddo pirogénico de forma similar nas duas matrizes.
O LAL detectou resposta pirogénica nas amostras aditadas com LTA, porém o tratamento com
PMB diminuiu esta deteccdo, podendo esta resposta pirogénica estar relacionada a

contaminacdo do LTA por LPS, como anteriormente sugerido.
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Figura 4.20: Ensaio do LAL para deteccdo de LPS e LTA em MenCC e NaCl.
+: Adigdo; LPS: Lipopolissacarideo; LTA: Acido Lipoteic6ico; PMB: Polimixina B.

Azul: MenCC; Verde: NaCl.

Além da anélise da variabilidade inerente aos diferentes sistemas do MAT que podem
ser empregados, também foi realizada uma analise comparativa entre 0 MAT e 0s métodos
farmacopeicos, LAL e RPT. Na tabela 4.24 foram compilados os resultados das analises dos
lotes da MenCC realizados pelos trés métodos. Foi observado uma correlacéo positiva entre 0s
resultados de cada método, demonstrando que os variados sistemas do MAT, forneceram
resultados compativeis com aqueles encontrados nos testes atualmente empregados na rotina

de liberacdo de lotes na indUstria, RPT e LAL.



Tabela 4.24: Comparacdo entre os trés métodos de deteccdo de pirogénios.

METODOS
ENSAIOS MAT RPT LAL
IL-6 /Fresco
IL-6/Crio IL-1p/Crio UE/mL
(UEE/mL)
Resultados
Lote 01 MenCC < LDNP 0,395NP < LDNP NP < 0,5N\°
Lote 02 MenCC < LDNP 0,406NP < LDNP NP < 0,5\°
Lote 03 MenCC < LDNP 0,106N\P < LDNP NP < 0,5\
NaCl (CN) < LDWP 0,158\P <LDNP NP <0,5NP
LPS (CP) P P P P P

NP: Nao Pirogénico; P: Pirogénico; LPS: Lipopolissacarideo; MenCC: Vacina Meningococica C
Conjugada; LD: Limite de Deteccdo; UEE: Unidade Equivalente de Endotoxina; CN: Controle
Negativo; CP: Controle Positivo.



84

5. DISCUSSAO

Para garantir a seguranga na administragdo de produtos parenterais se faz necessario a
aplicacdo do teste de pirogénios (Ding & Ho 2001, Solati 2015). Em 1942, o RPT foi
introduzido na USP, 1971 na FE, e em 1976 na FB, permitindo melhor controle e maior

seguranca na producao de parenterais (Hasiwa et al. 2013).

No entanto, como ressaltado por Vipond e colaboradores (2016), a via de administracéo
intravenosa (IV) descrita nas farmacopeias para 0 RPT mimetiza a forma como drogas
parenterais de grande volume, para as quais o ensaio foi inicialmente desenvolvido, séo
administradas. Entretanto, existem diferencas fundamentais entre a administracdo de drogas
intravenosas e aplicacdo de vacinas, o que resulta numa farmacodindmica distinta entre estes
produtos. Administracdo IV garante rapida liberacdo do medicamento diretamente na
circulacdo sanguinea, ja para as vacinas, que sdo administradas de forma subcuténea ou
intramuscular, onde interagem com células do sistema imune, a absor¢do ocorre de forma muito
mais lenta. Portanto, a sensibilidade a pirogénios via IV é muito maior. Esta e outras limitaces
do RPT, tais como, implicacdes éticas, manejo dos animais e variabilidade bioldgica,

estimularam o desenvolvimento de métodos alternativos.

O LAL foi o primeiro método alternativo ao RPT. Este se baseia na reagdo da hemolinfa
do caranguejo ferradura quando em contato com LPS, identificado pela formacdo de um
coagulo. O LAL foi introduzido na USP em 1980, na FE em 1987 e na FB em 1996. Para
aplicacdo em vacinas, para as quais existe um LD especificado para cada produto, a utilizacédo
de um método quantitativo oferece uma vantagem considerdvel, além de permitir
monitoramento da consisténcia na producao de lotes subsequentes (Vipond et al. 2016). O LAL
foi muito vantajoso para a industria, permitindo a rapida liberacdo de lotes e aumentando
consideravelmente a seguranga do consumidor. Apesar das vantagens proporcionadas pelo
LAL, principalmente a reducdo no uso de animais de laboratorio, este método in vitro néo
substitui completamente o RPT, devido ao diferente mecanismo de detecgdo de pirogénios

empregado no LAL, que ndo reflete a reacdo de febre em humanos (Hasiwa et al. 2013). Por
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definicdo, o LAL € um teste de deteccdo de endotoxina e ndo um teste de pirogénio, pois é
incapaz de detectar NEPs (Poole & Gaines 2001).

Devido as limitacGes apresentadas por ambos os métodos, para alguns produtos é
exigido a realizacdo dos dois testes para de forma complementar avaliar a pirogenicidade da
amostra. Um exemplo séo as vacinas baseadas em vesiculas de membranas externas, destinadas
a imunizagdo contra 0 meningococco B, que intrinsecamente apresenta grande contetdo de
LPS, o que ¢ parte da estratégia vacinal para aumento da imunogenicidade, e por este motivo
ambos 0s testes sdo exigidos para liberacao de lotes deste produto (Vipond et al. 2016). Tendo
em vista esta exigéncia regulatoria, a aplicacdo de um método alternativo para avaliacdo do
contetdo pirogénico deste produto reduziria o tempo de analise da amostra, ndo mais

dependendo de uma dupla anélise, alem de gerar reducdo de custos e de trabalho manual.

Seguindo uma tendéncia mundial de melhoria na qualidade dos produtos farmacéuticos
liberados para 0 mercado e baseando-se no principio dos 3R’s, 0 MAT surge como um novo
método alternativo para deteccdo de pirogénios em parenterais (Fennrich et al. 2016).
Compreendendo 0 mecanismo da reacdo febril em humanos foi possivel desenvolver um
sistema de teste que reflete o processo molecular que se passa no corpo humano. Isto e o
desenvolvimento de tecnologias de ELISA levaram ao desenvolvimento de um teste baseado
na ativacao in vitro de mondcitos humanos (Hansen & Christensen 1990, Schindler et al. 2009,
Hartung et al. 2001, Hasiwa et al. 2013).

O objetivo deste estudo foi comprovar a aplicabilidade do MAT a MenCC pelo ensaio
de fatores de interferentes utilizando diferentes parametros na matriz de sangue criopreservado,
leitura com IL-1p e IL-6 e diferentes combinacdes entre vacina e diluentes. Posteriormente, foi
realizada uma analise comparativa entre os diferentes sistemas do MAT, comparando sistemas
validados (ICCVAM 2008) com uma proposta original, sangue criopreservado/IL-6. Avaliamos
também a capacidade do MAT em detectar LPS e NEPs, afim de avaliar o quanto a MenCC
interfere na deteccdo destes pirogénios e 0 quanto o sistema proposto de leitura (sangue

criopreservado/IL-6) detecta estas moléculas.

O estudo buscou também confrontar os dados dos trés ensaios de deteccdo de
pirogénios, RPT, LAL e MAT, aplicados a lotes da MenCC, para demonstrar a confiabilidade
do MAT frente aos testes utilizados hoje para liberacao de produtos no mercado pelas inddstrias

farmacéuticas.
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Inicialmente, os trés lotes da MenCC produzidos por Bio-Manguinhos foram avaliados
quanto ao seu potencial pirogénico, pelos métodos cléssico de deteccdo de pirogénios, LAL e
RPT. Levando em consideracdo parametros especificados pela FE para validade e aprovacao
de cada lote do produto, todos os trés lotes da MenCC obtiveram resultado negativo para
presenca de pirogénios. Este resultado demonstra uma boa correlagéo entre os dois testes, com
ambos chegando a mesma concluséo sobre os lotes avaliados. Porém, ndo se pode tomar como
regra a concordancia de resultados destes dois métodos tendo em vista resultados divergentes
apresentados pelos mesmos em estudos anteriores (Perdomo-Morales 2011, Hasiwa et al.
2013). Divergéncia de resultados entre LAL e RPT pode se dar pela incapacidade do LAL em
detectar NEPs ou por interferentes do método do LAL, como por exemplo, presenca de

hidréxido de aluminio ou glucana, que geram resultados falsos.

Posteriormente, foi avaliada a aplicabilidade do MAT frente a MenCC, seguindo
requisicdo da FE, que afirma que para aplicacdo do MAT em ensaios de rotina, para liberacéo
de lotes, é necessaria uma validacdo produto-especifica do método. Ensaios semelhantes ja
foram realizados em produtos bio-farmacéuticos nacionais, como estudo com a vacina de febre

amarela (Navega et al. 2016) e estudo aplicado a soro hiperimune (Caldeira et al. 2015).

O primeiro passo para realizacdo do ensaio do MAT foi a obtencdo da matriz
monocitica. Apds analise do sangue coletado, nenhum doador de ambos 0s lotes apresentou
algum parametro que impedisse que o0 seu sangue fosse utilizado nos experimentos. Antes da
aplicacdo do teste a vacina foi realizado um ensaio apenas com o sangue dos doadores, o qual
demonstrou que a liberagédo basal de citocinas dos mesmos néo interfere no ensaio e que todos
os doadores responderam de forma satisfatoria ao estimulo de LPS. Foi observado que nas
amostras aditadas com LPS, a liberacdo da citocina IL-6 foi visivelmente maior que nas suas
amostras correspondentes ndo aditado com LPS, aferido pela liberacdo de IL-6, que apresentou
curva dose-resposta com R? = 0,996, corroborando diversos estudos que demonstram a
dosagem desta citocina apds estimulo pirogénico utilizando o MAT (Taktak et al. 1991,
Hartung et al. 2001, Poole 2003, Solati 2015).

Parte do sangue que ndo foi destinada para as analises preliminares foi utilizada para
realizacdo do ensaio com sangue fresco, ou submetida a criopreservacgéo e estocado a -70°C,
para formacdo de um banco de sangue para os ensaios do MAT. A utilizagdo de sague
criopreservado na industria veio para sanar a dificuldade na obtencéo de doadores para coleta
de sangue fresco (Solati 2015, Shindler 2006, Hartung 2015).
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Outro aspecto avaliado, foi a citotoxicidade do produto & matriz celular. Foi observado
que a MenCC, per se, ndo tem relagdo direta com a viabilidade celular, o que poderia estar
relacionado com os niveis de citocina detectados no sistema MAT. Néo foi observado aumento

no numero de células mortas com relacdo direta a presenca da MenCC, ou a presenca do LPS.

O caélculo da MDV da MenCC foi a dilui¢do 1:11, tanto na leitura com IL-1B como na
leitura com IL-6, portando o ensaio de interferente da vacina foi realizado utilizando dilui¢des
que ndo ultrapassassem a MDV. Todas as diluicbes da MenCC demonstraram ndo interferir na
deteccdo de IL-6, apresentando recuperacdo de LPS dentro da faixa especificada de 50-200%,
exceto para IL-1p na vacina ndo diluida. Na leitura de IL-6 e IL-1p, a diluicdo 1:4 foi a menor
diluicdo da amostra a ter uma recuperagdo mais aproximada de 100 %, assim, 0S ensaios

seguintes foram realizados com esta diluig&o.

Vale ressaltar que o ensaio de interferente foi aplicado a MenCC diluida em NaCl, em
seu adjuvante e ao adjuvante puro. As diluicdes realizadas em NaCl e no adjuvante, tiveram
como objetivo, mimetizar os ensaios realizados no RPT e no LAL, respectivamente. Nenhum
dos reconstituintes interferiu na recuperacdo de LPS. Foi importante demonstrar este ensaio
com o adjuvante tendo em vista que o hidréxido de aluminio estd presente na sua composicao.
Sendo um limitante para o LAL (Carlin & Viitanen 2005), podendo dificultar a anélise de
produtos contendo este composto, entretanto nossos resultados demonstraram que no MAT o
mesmo ndo interfere na deteccdo de pirogénios, sendo possivel recuperar o pirogénio aditado

dentro da especificacéo.

De maneira interessante, as dilui¢es utilizadas no MAT s&o inferiores aos ensaios
realizados no LAL, no qual a MenCC é testada na diluicdo 1:100. O MAT consegue avaliar a
MenCC quanto ao seu contetido pirogénico em diluicdes expressivamente mais baixas, o0 que
torna a analise mais fidedigna, tendo em vista que o produto testado se aproxima da dilui¢do de
inoculagdo na populagdo. Assim, a utilizagdo de altas diluicbes pode influenciar na
representatividade da amostra. Como destacado por Vipond e colaboradores (2016), 0 aumento
da diluicdo torna a relacéo entre o resultado do teste e a seguranga do produto ndo diluido,
administrado em humanos, muito ténue. As consequéncias da diluicdo de um produto vém
sendo reconhecidas por laboratorios nacionais de controle de qualidade e por produtores de
parenterais, levando o RPT a ser considerado um teste de consisténcia e ndo de seguranca,
embora um teste de consisténcia seja dificil de medir utilizando teste in vivo, devido a sua
variabilidade. O desenho do ensaio do RPT varia entre as farmacopeias assim como o critério

de aprovacdo da amostra. Por estas razdes, dentro deste cenario, o MAT é sugerido como um
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substituto ao RPT, baseando-se na afirmacdo do FDA (2012), que ressalta que empresas
fabricantes de produtos que requerem o teste de pirogénio, devem utilizar métodos alternativos
se estes fornecerem vantagens em termos de acuracia, sensibilidade, precisdo, seletividade ou

adaptabilidade para automacgédo ou reducéo de dados computadorizados.

Além de avaliar que o produto ndo interfere na deteccdo de LPS, é importante também
verificar se a inducgéo de citocinas se comporta de forma dose-resposta. Assim, foi realizado um
ensaio comparativo para avaliar a resposta da curva de LPS diluida em NaCl e na MenCC. A
analise estatistica de retas paralelas demonstrou que o produto ndo interfere na geracdo de uma
dose-resposta na producdo de citocinas quando mondcitos provenientes do sangue Sao
estimulados por LPS. Além disso, as curvas de LPS em NaCl e na MenCC, utilizando IL-1f e
IL-6, apresentaram uma boa correlacdo demonstrada pela anélise do ndo-paralelismo e de
correlacéo entre as duas retas.

Apos avaliacdo de todos os parametros necessarios para analise dos lotes da MenCC
com sangue criopreservado, como qualificacdo de matriz monocitica, teste de interferente e
escolha da melhor diluicdo da vacina, observacdo da liberacdo das citocinas de leitura, dentre
outros, o ensaio do MAT quantitativo (método A) foi aplicado aos trés lotes da MenCC

avaliados previamente pelo LAL e RPT.

Corroborando o0s resultados previamente encontrados pelos outros métodos
farmacopeicos, quando analisados pelo MAT, todos os trés lotes demonstraram quantificacdo
de endotoxina abaixo do limite permitido para este produto. O método A foi utilizado para
analise comparativa de diversos parametros: (1) resposta em sangue criopreservado e em sangue

fresco; (2) leitura com IL-1p e IL-6; (3) anlise da vacina com e sem adjuvante.

Foram utilizados os sistemas sangue fresco/IL-6 e sangue criopreservado/IL-6 a titulo
de comparacdo, visto que apenas o sistema sangue fresco/IL-6 é validado pelo ICCVAM. De
acordo com nossos resultados foi possivel observar consonancia entre as matrizes monociticas,
sangue fresco e criopreservado, na indugdo de IL-6 apds contaminagdo pirogénica, o que ja foi
demonstrado por Shindler (2006) e Hartung (2015). Apesar da deteccdo de maiores niveis de
citocina no sangue fresco, a validagdo do metodo com sangue criopreservado e a determinacgéo

de um cut-off, torna este sistema igualmente eficiente ao sistema utilizando sangue fresco.

Em relagéo ao pardmetro de leitura, comparando a inducéo de IL-1f e IL-6, na mesma
matriz monocitica, sangue criopreservado, pudemos observar padrdes muito semelhantes de

indugdo em todos os lotes avaliados. A quantidade de citocinas liberadas foi semelhante,
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diferente do observado para sangue fresco, logo podemos atribuir o diferente padrdo de indugéo
a matriz monocitica utilizada, e ndo ao parametro de leitura escolhido. Além disto, atraves de
analise do coeficiente de variacdo dos ensaios, foi possivel observar menor variabilidade nos
ensaios realizados com IL-6, tanto nas amostras como em NaCl, o que corroborou a escolha de

prosseguir com os ensaios utilizando esta citocina como parametro de leitura

Com estas analises foi possivel observar que o sistema proposto, mesmo nao estando
validado pelo ICCVAM (sangue criopreservado/IL-6), responde de forma homogénea e segura,
fornecendo resultados tdo confiaveis quanto aqueles fornecidos pelos sistemas validados, de
acordo com andlise estatistica. Isto € importante pois se torna mais uma alternativa a
aplicabilidade do MAT. Tendo em vista a necessidade da utilizacdo de sangue criopreservado
na industria, ter dois parametros de leitura, IL-1B e IL-6, validados para esta matriz monocitica
¢ interessante, pois sabemos que existe a necessidade de validacdo produto a produto, e cada
um pode responder melhor com a leitura de uma ou outra citocina. Nos nossos estudos na
MenCC, como nos estudos de Navega e colaboradores (2016) na vacina de febre amarela, e de
Caldeira e colaboradores (2015), em soro hiperimune, a leitura da indugéo de citocinas com IL-

6 se mostrou mais adequada.

Além dos diferentes sistemas utilizados, a analise da MenCC pelo método A foi
realizada com e sem a presenca do adjuvante da vacina. A presenca do adjuvante ndo interferiu
na validade do teste, com a recuperacdo de LPS nos trés lotes estando na faixa recomendada.
Porém, pudemos perceber que o adjuvante per se induziu maior liberacdo de citocinas através
do estimulo ao mondcito humano na liberagdo de citocinas mesmo na auséncia do estimulo com
LPS. Este fato induziu maior liberacdo de citocinas na vacina reconstituida com adjuvante,
podendo esta apresentar liberacdo basal até 5 vezes aumentada, quando comparada com a
vacina reconstituida em NaCl. Estudos de Ulanova e colaboradores (2001), demonstram a
ativacdo de diversas citocinas pro-inflamatorias a partir de estimulo com hidréxido de aluminio,
incluindo IL-6, IL-1B ¢ TNF-0, o que corrobora nossos achados, tendo em vista que esta

substancia faz parte da composicao do adjuvante da MenCC.

Foi observado que o adjuvante per se aumenta aproximadamente de 420% a 760% a
inducdo de citocinas quando comparado com a inducdo da salina per se, e a MenCC
reconstituida com adjuvante aumenta aproximadamente de 100% a 640% quando comparado
com a MenCC reconstituida em salina. Este aumento na liberacao de citocinas na presenca do
adjuvante ndo interfere na validade do ensaio, porém pode interferir no cut off de

aprovacao/reprovacdo de um lote, tendo em vista que a quantificagdo elevada destas citocinas



90

pode superar o valor do cut-off e gerar resultados falsos-positivos. Assim, uma alternativa seria
utilizar uma diluicdo mais elevada dentro da méxima diluicdo vélida (1:10), de forma a adequar
0 sistema aos interferentes do diluentes e que comparativamente avaliando, esta dilui¢do ainda

continua sendo muito inferior a diluicdo empregada no LAL.

Assim, demonstramos que o MAT foi eficiente na avaliagcdo da vacina em estudo, tendo
em vista que este método, e seus variados sistemas, forneceu resultados compativeis com
aqueles encontrados nos testes atualmente empregados na rotina de liberacdo de lotes na
industria, RPT e LAL. A MenCC ndo demonstrou interferir de forma alguma na deteccéo de
pirogénios pelo MAT, assim como o adjuvante da vacina também nao interferiu na validade do
teste. Foi comprovado também que o sistema sangue criopreservado/IL-6 responde de forma
confiavel, assim como outros sistemas validados, fornecendo desta forma mais uma
combinacdo de parametro de leitura e matriz monocitica do MAT, uma nova alternativa a ser

empregada na avaliagdo de lotes pela industria.

A proxima etapa de nossos experimentos foi reafirmar a capacidade do MAT em
detectar NEPs, e demonstrar que assim como na deteccdo de LPS, a deteccdo de NEPs ndo é
influenciada pela MenCC. Foi avaliada a capacidade do MAT em detectar contaminacdo por

LTA, pirogénio classico de bactérias Gram-positivas, e zymosan, pirogénio classico de fungos.

Sabendo-se que alguns padrdes comerciais frequentemente apresentam contaminagéo
por LPS (Hasiwa et al. 2013), as amostras de zymosan e LTA foram previamente tratadas com
PMB, para evitar que tal contaminacdo interferisse nos resultados obtidos. No LTA pudemos
nitidamente observar a presenca de contaminagdo por LPS, sem o tratamento com PMB, néo
sendo possivel obter uma curva dose-resposta por saturacdo na liberagdo de citocinas, onde 0s
valores de citocinas obtidos com diferentes concentracdes de estimulo por LTA formavam
praticamente um platd. Apos o tratamento com PMB foi possivel observar a formacao de uma
curva dose-resposta bem definida, demonstrando a eliminacdo da interferéncia do LPS no
ensaio. No zymosan o tratamento com PMB ndo obteve tanto impacto como no LTA, as curvas
com e sem PMB tiveram perfil semelhante, a presenca da PMB aumentou ligeiramente a
indugdo de citocinas, porém o padrdo observado na relacdo entre as diferentes concentracdes
do estimulo com zymosan se manteve. Seria importante em ensaios posteriores analisar o
impacto da utilizacdo de PMB na determinacéo do cut-off de aprovacgéo/reprovacao do teste,
entretanto, numa andlise de rotina, ndo se deve tratar a amostra com PMB, uma vez que a

intencdo do ensaio é quantificar qualquer pirogénio presente, sem distingéo.
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Experimentos realizados com LTA demonstraram que a contaminagdo proposital com
LTA é claramente detectada pelo MAT, o que corrobora estudos de Gimenes (2015), ainda
observamos que a inducéo de citocinas pelo LTA funciona de forma dose-resposta, avaliando
curva de LTA na MenCC e em salina. O ensaio realizado com IL-6 demonstrou através da
andlise de ndo-paralelismo e de correlacdo que a curva de LTA é obtida na MenCC assim como
em NaCl, demonstrando a ndo interferéncia da vacina na deteccdo deste pirdgeno. Os dados do
ensaio com IL-1p apontam uma correlagdo nao significativa entre a curva de LTA em MenCC
versus NaCl. Este é mais um dado que contribui para a escolha de IL-6 como mais uma opg¢éo
de paramentro de leitura a ser empregado nos ensaios do MAT, incentivando a validagéo de

mais um sitema do MAT a ser empregado em ensios bioldgicos.

A capacidade de deteccdo de LTA em andlise lote a lote da vacina foi avaliada pelo
método A, através de contaminacao proposital com quantidade conhecida de LTA e leitura por
IL-6. Logo, assim como acontece com a contaminacgédo por LPS, a contaminacdo por LTA pode
claramente ser detectada pelo MAT (Gimenes 2015), demonstrando ser possivel a avaliacdo do
contetdo pirogénico da MenCC através da deteccdo deste pirogénio. A quantificacdo de

pirogénios em UEE ficou abaixo do limite permitido para o produto.

Quando comparamos a inducdo de citocinas entre LPS e LTA, observamos que LPS tem
maior poder de inducdo, conforme descrito na literatura. Porém, como observado por Von
Aulock e colaboradores (2003), LTA provenientes de diferentes bactérias Gram-positivas
apresentam diferencas em sua poténcia, assim como LPS proveniente de diferentes bactérias
Gram-negativas, logo o maior poder de inducéo de citocinas pelo LPS pode estar associado ao
fato de que a maioria dos estudos realizados com LPS utilizam as formas mais potentes. Outro
fator importante apontado por Traub e colaboradores (2006) e Holtkamp e colaboradores (2010)
é o sinergismo observado entre LTA e outras estruturas da parede de bactérias Gram-positivas,
como peptideoglicanas, evidenciado pelo teste do sangue total. Portanto a inducéo de citocinas
observada pelo MAT com estimulo por LTA, pode in vivo ter um significado clinico muito

maior pelo sinergismo que tem com estes outros componentes.

O MAT também detecta sinergismo entre LPS e LTA. Para andlise e liberagdo de lotes
de produtos farmacéuticos para o mercado isto € critico, tendo em vista que muitos produtos
s&o liberados ap6s avaliagdo apenas pelo teste do LAL. E muito comum a deteccdo de LPS em
lotes aprovados pelo LAL, muitas vezes o LPS esta presente, porém ndo alcanca o cut-off
necessario para reprovacdo. Desta forma, se o poténcial pirogénico deste LPS sofresse

sinergismo com alguma outra contaminacdo por NEP, este cut-off poderia facilmente ser
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superado. Porém, o LAL ndo é capaz de detectar isto, 0 MAT sim, tendo em vista que este
método detecta a inducdo de citocinas de forma geral, levando em consideracdo todo tipo de
contaminante presente numa determinada amostra, logo se uma amostra estiver duplamente
contaminada, a matriz monocitica estara sendo duplamente estimulada, o que sera refletido na

quantidade de citocinas detectadas, por isso, a determinacao da contaminagdo em UEE.

Os lotes da MenCC também foram propositalmente contaminados com quantidade
conhecida de zymosan. Nos trés lotes foi possivel verificar a diferenca na liberacdo de citocinas
pelos lotes aditados com zymosan e ndo aditados, os lotes com adicdo de zymosan liberaram
consideravelmente mais citocinas, medido pela leitura com IL-6, quando comparados com 0s
controles sem adigdo desta molécula. Porém, diferente do observado para os outros estimulos
pirogénicos, ndo foi possivel verificar uma curva dose-resposta crescente, pois, quanto maior a
dose de zymosan aditada menor era a inducéo de citocinas. Esta situacéo foi considerada atipica,
porém corrobora estudos demonstrados por Hasiwa e colaboradores (2013). Algo que pode
explicar este achado ¢ a influéncia do zymosan na viabilidade das células da matriz monocitica
(Hasiwa et al. 2013), sdo necessarios estudos complementares para verificacdo desta

possibilidade.

O método A também foi aplicado em ensaio aditando quantidade conhecida de zymosan
nos lotes da MenCC, utilizando IL-6 como parametro de leitura. Assim como observado nos
ensaios com 0s outros dois pirogénios, a contaminacdo por zymosan pode claramente ser
detectada pelo MAT (Gimenes 2015), demonstrando ser possivel a avaliagdo do contetido
pirogénico da MenCC através da detec¢do deste pirogénios. A quantificacao de pirogénios em

UEE ficou abaixo do limite permitido para o produto.

O MAT vem de forma consistente se mostrando uma alternativa para avaliacdo do
conteddo pirogénico em parenterais na indUstria bio-farmacéutica. Aparece neste cenario como
uma solucdo para os conflitos éticos enfrentados por este tipo de ensaio, uma vez que ndo
depende do uso de animais ou de material derivado de animal. Além disso o MAT acaba com
a necessidade de extrapolagdo interespécies dos resultados, uma vez que utiliza 0 mecanismo

de inducéo de febre em humanos para gerar resposta.

Desta forma, este estudo reforga o emprego do MAT como um substituto ao RPT,
suprindo limitagGes em relagdo a variabilidade e conflitos éticos apresentados pelo teste in vivo.
Funcionando como um teste de consisténcia qualitativo e ndo quantitativo, o RPT torna a
comparacdo entre lotes limitada, indo contra o principio dos 3R’s, pois utiliza animais em

experimentos que fornecem dados muitas vezes irrelevantes, como no caso de vacinas
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extensamente diluidas ou de vacinas com alto teor de LPS intrinseco. Portanto, a utilizacdo do
ensaio in vivo para avaliacdo de vacinas é questionavel, devendo os fabricantes e laboratdrios
de contole de qualidade se atentarem para qual informacéo adquirida através deste ensaio deve
ser considerada. Observando o desenvolvimento tecnoldgico industrial, vacinas estdo se
tornando cada vez mais complexas, com multiplos componentes e utilizacdo de novos
adjuvantes para estimular a resposta imune inata, assim sendo, é provavel que o RPT ndo seja
a melhor escolha para avaliar o potencial pirogénico destes novos produtos. Assim, 0 MAT ¢é
sugerido como um método alternativo ao RPT, fornecendo dados quantitativos em um sistema
que avalia a resposta inflamatdria em humanos. O MAT vai além da abordagem da consisténcia,
garantindo seguranca, eficicia e qualidade as vacinas, quando devidamente implementado,
podendo diminuir ou até mesmo abolir o uso de animais para este escopo de testes de rotina

realizados em laboratorios de controle de qualidade.

A introducdo do MAT no controle de qualidade fornece uma analise mais refinada na
deteccdo de contaminacgdo por pirogénios, pois além de ser um método quantitativo é capaz de
detectar um espectro de pirogénios maior do que o que vem sendo investigado nos dias de hoje.
Muitos produtos farmacéuticos sdo liberados para o mercado sem a devida verificacdo de
contaminacdo por NEPs, produtos testados pelo MAT apresentam maior garantia de qualidade

e seguranca.

Vale ressaltar que apesar de a principal proposta desta dissertacdo nédo ser a avaliacao
da qualidade do produto, nossos resultados reafirmam a auséncia de pirogénios nos lotes da
MenCC produzidos por Bio-Manguinhos, reinterando o comprometimento da instituicdo com
o forcecimento de imunobioldgicos de qualidade para suprir demandas da salde publica

nacional.
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6. CONCLUSAO

O estudo demonstrou a susceptibilidade da MenCC a andlise pelo MAT. A vacina em
desenvolvimento e seu adjuvante n&o interferiram na inducdo de citocinas provenientes do
estimulo com LPS ou NEPs. Assim como a MenCC tambeém né&o interferiu na formacao de

curva dose-resposta de LPS utilizando IL-6 e IL-1B como parametros de leitura.

A analise dos lotes da MenCC pelo método quantitativo do MAT demonstrou que o
conteddo pirogénico dos lotes esta abaixo do LE permitido para o produto, estando estes
resultados em concordancia com os previamente obtidos pelos métodos farmacopeicos, RPT e
LAL.

Foi demonstrando consonancia entre os resultados encontrados em diferentes sistemas do
MAT. O sistema MAT proposto, sangue criopreservado/IL-6, responde de forma homogénea e

segura, apresentando menor variabilidade entre as replicatas do ensaio.

O MAT foi capaz de detectar contaminacao proposital de LTA e zymosan A, através de
leitura com IL-6, sendo capaz de quantificar o contetdo pirogénico dos lotes da MenCC em

UEE, apds contaminagdo com estes NEPs.
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ANEXO |

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde

Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - CEP 21040-900 - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
Tel.: (0xx21) 3865 5151 - Fax: (0xx21) 2290-0915

incgs@incgs.fiocruz.br - www.incgs.fiocruz.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
De acordo com as Normas da resolucdo n° 196, do Conselho Nacional de Saude, de 10 de
outubro de 1996.

Titulo do Projeto: “Validagdo do ensaio de liberagdo de citocinas “in vitro” para controle da
qualidade de produtos injetaveis humanos — uso de sangue criopreservado na metodologia de

liberacdo de citocinas em sangue total humano como indicador de contaminagdo pirogénica.”

Instituicdes participantes:
- Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide — INCQS/FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
Brasil

- Universidade de Konstanz, Konstanz, Alemanha

Coordenador do projeto: Octavio Augusto Franca Presgrave, M.Sc.
O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), unidade da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), é o laboratério de referéncia do Ministério da Salde para as

questBes de Vigilancia Sanitéria, tendo como uma de suas competéncias o “estabelecimento de

normas e metodologias de controle da qualidade para a rede de laboratérios do Sistema Unico
de Saude”.

Como voluntério, o(a) Sr(a) esta sendo solicitado(a) a participar de um projeto cientifico

patrocinado pelo CNPg/MCT/DAAD/BMDbF. O estudo compreende a participacdo de adultos
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sadios como doadores de sangue para o desenvolvimento de uma nova metodologia utilizada

no controle da qualidade de produtos injetaveis.

Este termo fornece informacdes sobre o projeto de pesquisa, 0s exames, beneficios e
inconvenientes que poderédo ocorrer durante o projeto. O(a) Sr(a) podera recusar-se a participar
da pesquisa, ou mesmo dela se afastar a qualquer tempo, sem que este fato venha lhe causar
qualquer constrangimento ou penalidade por parte das instituicbes participantes ou

patrocinadoras.

Os investigadores se obrigam a néo revelar sua identidade em qualquer publicacéo resultante
desse estudo, assim como poderdo interromper a participacdo do(a) Sr(a) a qualquer tempo.
Neste caso, 0s investigadores se comprometem a dar todas as explicacdes e orientagdes
necessarias. Os exames e procedimentos aplicados serdo gratuitos. O(A) Sr(a) recebera todos
os cuidados adequados para o controle de efeitos adversos que possam ocorrer em consequéncia
de sua participacdo nesta pesquisa. Os resultados da analise do seu sangue somente serdo
divulgados para o(a) Sr(a), sendo garantido o sigilo das avaliagdes.

Antes de assinar este termo, o(a) Sr(a) deve informar-se plenamente sobre o mesmo,
fazendo todas as perguntas que achar necessario. E importante conhecer as informagoes

a seqguir.

O presente projeto tem como objetivo implantar um método alternativo ao uso de animais na
determinacdo de contaminacdo pirogénica em produtos injetaveis, através do uso de sangue

humano criopreservado (congelado).

Para tal, o sangue sera coletado através de puncdo venosa, no brago, com uso de material
descartavel, quando sera retirado um volume de aproximadamente 10 (dez) mL. Um ligeiro
desconforto podera ocorrer na coleta do sangue (semelhante a picada de um inseto), podendo
sentir uma pequena ardéncia no local da coleta. Um pequeno hematoma podera ser notado neste
local, e que devera desaparecer em 24 horas. N&o existem riscos conhecidos com relacéo a

coleta desse material.

Uma parte do sangue serd utilizada para a realizacdo de um hemograma completo, uma vez que
alteracdes hematoldgicas sdo causas excludentes para uso no experimento. Antes da coleta do
sangue o voluntario responderd a um pequeno questionario, em anexo, para ratificar a

possibilidade de participacdo no estudo.
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Este estudo ndo implica, em nenhum momento, na administracdo de qualquer substéncia,
isolada ou em mistura, sendo o0 sangue coletado, Unica e exclusivamente, utilizado para verificar
a liberacdo de citocinas in vitro, ndo sendo objeto de quaisquer outros estudos nas areas de
genética, clonagem, terapéutica etc. Da mesma forma, o presente estudo ndo visa atribuir

beneficios aos participantes do mesmo.

Todas as aliquotas ndo utilizadas serdo descartadas, seguindo as normas de biosseguranca
vigentes na FIOCRUZ.

O presente projeto ndo prevé quaisquer formas de ressarcimento de despesas decorrentes da
participacdo na pesquisa ou indenizagdo de danos decorrentes da pesquisa, uma vez que estes
néo séo esperados.

Nome do voluntario:

Responsavel:

Endereco e Telefone:

Rio de Janeiro, de de

QUESTIONARIO
Titulo do Projeto: “Validagdo do ensaio de liberagdo de citocinas “in vitro” para controle da
qualidade de produtos injetaveis humanos — uso de sangue criopreservado na metodologia de

liberacdo de citocinas em sangue total humano como indicador de contaminagdo pirogénica.”

1 - Nome:

2 — Data de nascimento: / / Idade: anos

3 — Endereco:

4 — Telefone:

5— E-mail:

6 — Sexo: M F
7 — Estado civil: solteiro(a) casado(a) divorciado(a) vilvo(a)
8 — Possui doenca infecto- contagiosa? Sim Né&o
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Qual?
9 — Faz uso de analgésico e/ou anti-inflamtorios? Sim Nao

Qual(is)?

Qual freqliéncia?

10 — Fez uso de analgésico e/ou anti-inflamat6rio nos ultimos 7 dias? Sim Nao

11 — Esta fazendo uso de anti-concepcional hormonal? Sim Né&o

12 — Esta gravida? Sim Néo

Observacoes:

Rio de Janeiro, / /

Assinatura;




