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RESUMO

FIGUEIREDO, Ester R. déAvaliacdo da legislacdo e normas vigentes paralimcao de
bioensaios em pesquisa clinic014. 91 f. Dissertacdo de Mestrado Profissienal
Gestao, Pesquisa e Desenvolvimento na Industriade@utica — Fundagdo Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, 2014.

As vacinas sao produtos imunobioldgicos reconheuéde seguros, eficazes e com
grande participacdo no controle e/ou erradicacadodacas imunopreveniveis, comprovando
uma grande relacdo custo-beneficio. AtualmenteMBaguinhos é o principal fornecedor de
vacinas para o Ministério da Saude e para supridemsandas do Programa Nacional de
Imunizag&o utiliza como uma das estratégias deefimmento, acordos de transferéncia de
tecnologia com empresas mundiais, como a Glaxo8iimt e a Sanofi Pasteur, com o
objetivo de suprir demandas epidemioldgicas bliggde e adquirir desenvolvimento
tecnoldgico para a instituicdo, o que caracterimapuocesso inovador de grande relevancia.
Os produtos gerados através deste processo pres&asnbmetidos a testes de Controle de
Qualidade e pesquisa clinica para comprovar adpgdi e a confirmacéo terapéutica, através
de metodologias analiticas e bioanaliticas (bidesyavalidadas. Este trabalho tem como
objetivo avaliar a aplicabilidade da RDC 27 da ANX e analisar os demais documentos de
validag&o de bioensaios preconizados pela OMS, kISR e EMEA. Para isto, foi realizada
uma analise desses documentos para a verificac#@lifedencas, semelhancas e aplicacao.
Um estudo de caso foi realizado através da vamago teste de neutralizagdo por reducao
de placa de lise para sarampo em placas de 96 fdORO-PRNT) que € considerado pela
literatura o método mais sensivel e especifico argualificacdo e quantificacdo de
anticorpos neutralizantes produzidos apos a va@md@orém, A validacédo foi desenhada de
maneira mais direcionada as caracteristicas pkmési da metodologia, utilizando
parametros e critérios de aceitacao pertinenteas diretrizes aplicaveis dos 6rgéos citados
acima. A validacdo proposta neste estudo apreseasultados satisfatérios onde todos os
parametros estabelecidos foram validados. Podessguir que a RDC 27 é direcionada a
bioensaios com caracteristica cromatografica eogudcumentos dos demais 6rgédos também
nao apresentam uma aplicabilidade total. Na raddéice necessario que a ANVISA elabore
um guia ou legislacdo de validacdo de metodologia gtenda as particularidades dos
bioensaios utilizados nas pesquisas clinicas deinasmc para comprovacdo de
imunogenicidade.

Palavras-chave: ANVISA, bioensaios, EMEA, FDA, quésa clinica, OMS, USP, vacinas,
validacéo.



ABSTRACT

Vaccines are immunobiological products and are kntavbe safe, effective and with great
participation in the control and / or eradicatidnromunopreventable diseases, proving that is
an excelent cost benefit relation. Currently, Biasduinhos is the main provider of vaccines
for the Ministry of Health and to meet the demanfishe National Immunization Program
and uses as a strategy of supply, technology &aagfreements with global companies such
as GlaxoSmithKline and Sanofi Pasteur, aiming t@tnteazilian epidemiological demands
and acquire technological development for the tstin, configuring an innovative process
of great relevance.

The products generated through this process neemhdergo Quality Control testing and
clinical research to demonstrate the quality aretapeutic effectiveness through analytical
and bioanalytical methods (bioassays) validateds $tudy aims to evaluate the applicability
of the RDC 27 ANVISA and analyze other documentglation of bioassays recommended
by WHO, FDA, USP and EMEA. For this, an analysighese documents for verification of
differences, similarities and application was done.

A case study was performed through validation lojpegion neutralization test for lysis plate
for measles in 96-well plates (MICRO-PRNT) whichcansidered by the literature the most
sensitive and specific method for qualification aqéantification of neutralizing antibodies
produced after vaccination. However, validation whesigned in a more direct way to
particular characteristics of the methodology, gsprarameters and acceptance criteria that
are relevant and also applicable directives of dlgans mentioned above. The validation
proposed in this study showed satisfactory resultsre all parameters set were validated.

It can be concluded that the RDC 27 is directedbimassays with chromatographic
characteristics and also that the documents ofother organs did not show an overall
applicability. In reality, it is necessary that ANSA prepares a guide or legislation of
methodology validation that meets the particulesitof bioassays used in clinical research of
vaccines to prove the immunogenicity and also kefuligor other bioassays with biological
targets.

Keywords: ANVISA, bioassays, EMEA, FDA, clinicagsearch, WHO, USP, vaccines,

validation.
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1 — INTRODUCAO

1.1- Qualidade

O termo qualidade apresenta vérias definicdesplidado em varios segmentos,
como o controle da qualidade e a garantia da qadidSegundo FALCONI (1992) o
conceito de qualidade é sintetizado da seguintm&pr‘um produto ou servico de
qualidade é aquele que atende perfeitamente, defoonfidvel, de forma acessivel, de
forma segura e no tempo certo as necessidadegedtet!

Nos ultimos anos devido a competitividade das esggree 0 aumento da
produtividade industrial, foi necessario a impletagdo e desenvolvimento da
qualidade de maneira cada vez mais significatiRl{Bl, 2009).

Ter qualidade significa que a empresa possui exciel@&m servigos e produtos
e representa um diferencial nos resultados obtiosaso das empresas produtoras de
bens voltados a saude, como por exemplo a prodigd&munobioldgicos, a qualidade
esta diretamente ligada a salude da populacdo. Quegemente, a produgcdo desses
produtos estd submetida a normas rigidas precasizpdlos 6rgdos reguladores e
certificadores nacionais e/ou internacionais edgoarater obrigatorios (BENEDETTI,
2008).

A qualidade é composta por trés grandes processesaais: CONCEPCAO,
CONTROLE e MELHORIA (AUGUSTI & DESCHAMPS, 2013):

. A CONCEPCAO — Ou simplesmente o planejamento da qualidade visa
criar a consciéncia da necessidade da melhoriabedster as metas,
identificar pessoas e areas que serdo impactadasestas mudancas,
projetar os processos e transferir para a prodaggganos resultantes e
estabelecer controles de processos;

. O CONTROLE - Este processo tem como funcéo avaliar o des@mape

da qualidade, comparar o desempenho com as medt®lesidas e

adaptar/adequar as diferencas encontradas;

14



. A MELHORIA - Nesta etapa deve-se estabelecer a infra-estrpéua
a realizacdo do processo, identificar os projetostapas que devem ser
implentadas as melhorias, estabelecer a equipeogerprecursos,

treinamento e motivagao.

Podemos simplificar a Qualidade como todos os #&spegue influenciam
individualmente e coletivamente um produto, comirelidade de garantir que os
medicamentos estejam dentro das especificacoes @agsam ser utilizados com os
fins propostos. Neste contexto é necessario sepga de um Sistema de Gestdo de
Qualidade (SGQ) que € a estrutura organizacionaldarpara gerir e garantir a
Qualidade, o0s recursos necessarios, 0s procedimemperacionais e as
responsabilidades estabelecidas. Ou seja, é upntorde elementos que interagem
com a forca de trabalho, por meio de diretrizeadr{es pré-estabelecidos com relacéo
as questbes de saude, meio ambiente e seguranCaMBNGUINHOS, 2013;
ANVISA, 2010)

Biomanguinhos, como produtor de vacinas, biofarrmaeo reativos para
diagndstico tem definido como missdo no Manual dteBia de Gestdo da Qualidade,
DI (documento interno ) 0008 revisédo 07, de Bio-Blanhos de 2013:

“ Contribuir para a melhoria dos padrbes de saudldiqa
brasileira, por meio da inovacéo, desenvolvimeatoaldgico e
producdo de imunobiolégicos e prestacdo de servjs
atender prioritariamente as demandas de saudeisio pa

1.2—- Vacinas

As vacinas sdo uma preparacao antigénica com edsiitta imunogénica, que
quando inoculada num individuo é capaz de indwznia resposta imunitaria protetora
especifica de um ou mais agentes infecciosos. pebesitos imunoldgicos, fabricados
ou derivados de organismos vivos sdo de acdo pdrexem € administrada em
individuos saudaveis, e hoje é uma ferramenta ommiiportante no controle e
irradicacdo de varias doencas . As vacinas devensespiras, eficazes e com custo
beneficio satisfatorio. As principais caracteresicdas vacinas sdo proporcionar a

protecdo efetiva por um longo periodo de tempotiemekar a producdo de anticorpos
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neutralizantes para minimizar ou impedir a infec¢dm individuo imune € uma pessoa
que responde a um antigeno microbiano e esta ptotegntra exposi¢des posteriores
(MOURA, 2009; ABBAS, 2008, DOAN e cols., 2006).

A efetividade da vacinagao juntamente com o pregre® saneamento basico é
sem duvida uma das grandes armas contra as daefegasosas, tendo como resultado
uma melhoria na sadde da populacdo (PINTO e @il1).

Historicamente o0 uso da imunizacdo de seres humaéndsstante antiga
(SILVERSTEIN, 2009). Existem relatos desde o séMllpquando budistas indianos
ingeriam veneno de cobra para ficar imunes a picBdeém a variola foi o marco
inicial na utilizagéo de vacinas (PINTO e cols.12D

Porém a utilizacdo das vacinas de forma mais eta@ satisfatoria se iniciou
apenas no século XVII, em 1796, quando o médig@snEdward Jenner inoculou em
James Phipps de oito anos o pus retirado de Sdmaeblgue sofria deowpox uma
doencga similar a variola que acometia os bovin@stdé animais a doenca era mais
benigna mas com formacé&o das pustulas, onde etaados o pus variolico para novas
inoculagcdes. Segundo relatos da época, James iadapgnas a infeccdo benigna e apés
dez dias estava curado, sendo este processo chaseatieariolizagdo”, conforme
ilustrado na figura 1. ApGs alguns meses Jenne&uloa pus varioloso no menino e a
doenca ndo apareceu, surgindo assim a descobevicitha no fim de 1797. A partir
deste fato, Jenner imunizou criancas com maigraleniente das pustulas dos animais
passando braco a braco, realizando assim o primped@esso de imunizagao contra a
variola. (PLOTKIN, 2005; SILVA, 2005; FERNANDES, 99).

Figura 1 Imagem do procedimento de variolizagéo. Fonte:
http://linux.an.gov.br/mapa/?p=2746. Acesso em 1/2M14.
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No Brasil, os primeiros relatos de variola sdo éoub XVI. Acredita-se que
com a chegada dos colonizadores no Brasil, em med&ld 555 o virus da variola foi
trazido pelos calvanistas franceses que haviamaflmdm pequeno vilarejo no Rio de
Janeiro com o sonho da Franca Antartica. Poréranaagpem 1805 o governo portugués
citou em um documento oficial sobre a inoculacdova@na, mas somente em 1811
surgiu uma tentativa de controle da epidemia asao compromisso assumido por D.
Joao VI, que criou a Junta Vacinica da Corte. ( GER & ROSA, 2012; LOPES &
POLITO, 2007; FERNANDES, 1999).

Outro fato bastante relevante para o desenvolvimmel#ts vacinas foi a
descoberta da bacteriologia no final do século X, Robert Koch e Louis Pasteur.
Estes dois pesquisadores de forma independentenwvdbssram um trabalho que
derrubou a teoria da geracdo espontanea e dearamstta relacdo entre doencas
infecciosas, como difteria, tuberculose, clleraled tifoide, e seus respectivos agentes
patogénicos. Louis Pasteur estudou a colera avériagalinhas e constatou que a
doenca era causada pela bactBaateurella séptica que apds duas semanas ocorria a
diminuicdo da patogenicidade. Animais foram inodak com suspensdes destas
culturas e nao apresentaram a doenga, demonstrgnédoos mesmos estavam
imunizados quando eram inoculados com cepd®adteurella sépticarecém semeadas
e muito virulentas. Desta forma, Pasteur utilizomesmo procedimento de Edward
Jenner, utilizando porém as bactérias como agéolégco da doenca, sendo um dos
pioneiros na producéo de vacinas bacterianas (P, T2005).

No inicio do século XX os pesquisadores direciamacadesenvolvimento das
vacinas seguindo caminhos empiricos diferentedizagéio de micro-organismos
atenuados, onde a viruléncia € reduzida; a utdizale micro-organismos inativados ou
mortos e vacinas com componentes purificados deororganismos (PINTO e cols.,
2011).

Apds estas descobertas, foram desenvolvidas dsvevsainas, conforme

relatado no quadro 1:
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Quadro 1: Desenvolvimento das vacirfias

DESENVOLVIMENTO DAS VACINAS

Primeiras Vacinas Apos a Il Guerra Mundial
1798 Variola 1955 Vacina de pdlio Injetavel
1885 Raiva 1962 Vacina de Pdlio Oral (OPV)
1887 Peste 1963 Sarampo
1909 Febre Tifoide 1967 Caxumba
1917 Colera 1970 Rubéola
1923 Difteria 1970 Varicela
1926 Pertussis 1978 Vacina atual da Influenza
1927 Tétano 1981 Hepatite B
1935 Febre Amarela 1988 Encefalite Japonesa

1940 Difteria, tétano e coqueluche (DTP) | 1990 Pneumocécica, 23 valente
1945 Influenza 1990 HibHaemophilus influenzae
1995 Hepatite A

2006 Papilomavirus Humano
2006 Rotavirus

2009 HN;

®Fonte: (HOMMA e cols., 2011; Pediatrician’s gui@608; Ploktins & Mortiner,
1994)

No Brasil, apenas no inicio do século XX foi criaddnstituto Soroterapico
Federal (25 de maio de 1900) com a finalidade ymindoros e vacinas contra a peste
bubdnica. Em 1902, Oswaldo Cruz, bacteriologistssumiu a direcdo geral do
Instituto. O Instituto foi responsavel pela errag@o da peste bubdnica em 1904 e da
febre amarela em 1907 na cidade do Rio de Janegone os passar dos anos foi
responsavel por proporcionar produtos e servigassalide em prol da saude da
populacao brasileira (FIOCRUZ, 2014).

Atualmente o instituto € chamado de Fundacdo Qew@lruz (FIOCRUZ),
figura 2, e tem como misséo produzir, dissemicampartilhar e fortalecer o Sistema
anico de Saude (SUS), atuando na promocdo da saldie qualidade de vida da
populacao do Brasil com a finalidade de diminuidasigualdades sociais, promovendo
a inovacao nacional (FIOCRUZ, 2014).
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Figura 2: Pavilhdo Mourisco. Fonte:http://www.coc.fiocruZgatrimonio. Acesso em
10/01/2014

Na FIOCRUZ, em 1976 foi criado o Laboratério de A@ogia em Produtos
Biolégicos com a finalidade produzir vacinas oriamdla demanda do Ministério da
Saude para a erradicacdo de doencas. Atualmehtam@ado de Instituto de Tecnologia
em Imunobioldgicos (Bio- Manguinhos), tendo o seargpe industrial situado no

Centro Tecnologico de Vacinas (figura 3).
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Figura 3: Imagem do Centro Tecnolégico de Vacinas. Fonte:
http://www.bio.fiocruz.br/index.php/home/guem-somAsesso em 11 jan. 2014

Atualmente, Bio-Manguinhos é responsavel pelaygad vacinas bacterianas e
virais, como mostrado na tabela 1 (BIO-MANGUINHQ@814):
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Tabela 1 Portfolio de vacinas de Biomanguinhos

VACINAS BACTERIANAS VACINAS VIRAIS
Vacinas Doencas prevenidas Vacinas Doencgas prevenidas
DTP e

_ difteria, tétano, coqueluche e
Haemophilus . ,
infecgcbes graves peldaemophilus  Febre amarela Febre amarela

influenzae b _ _
_ influenzae tipo b
(Hib)
Haemophilus o
, ) o _ _ Poliomielite o
influenzae tipo b meningite por Hib e pneumonia _ Poliomielite
_ Inativada
(Hib)
VPO (Sabin I, o
Meningite Ae C meningite Poliomielite
I, e Ill)
contra doencgas invasivasce otite
. média aguda causadas pelo ,
Pneumocacica _ Tetravalente  varicela, sarampo,
Streptococcus pneumoniae _ i
10-valente _ Viral caxumba e rubéola
sorotipos: 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14,
18C, 19F e 23F
sarampo, caxumba
- - Triplice Viral

e rubéola

" triplice bacteriana

A disponibilizagdo das vacinas para populacdo pelostério da Saude (MS)
contribui para a erradicacédo ou controle de diwedsgncas, aumentando a expectativa
e qualidade de vida da populacdo. Os dados reVgaadro 2) que a intensificacdo das
campanhas de vacinag¢do nas décadas de 80 e 9Quleeowonsideravel diminui¢cdo do
namero de casos registrados de diversas doengase difieria, tétano e poliomelite. O
exemplo mais notavel é o da poliomielite considerachdicada no Brasil em 1994,
onde a ultima notificacdo da doenca foi em 1989INIEAS, 2003).

Biomanguinhos, também ¢é responsavel pela producéo bdfarmacos
(Alfaepoetina, Alfainterferona 2b, Alfataliglicese reativos para diagndéstico (testes
moleculares, testes rapidos, ensaios parasitokgEosaios soroldgicos) para o MS
com a finalidade de atender as demandas da sabtieappossibilitando a populacéo
brasileira 0 acesso gratuito a produtos imunobiot® de alta tecnologia
(BIOMANGUINHOS,2014).
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E importante ressaltar que a imunidade adquiridandegrupo de pessoas ou de
uma populacdo é consequéncia de um programa deagao consistente e isto €
claramente visulazido no quadro 2, no qual o nunteocasos de doencas foram
diminuindo ao longo dos anos. Com a diminuicao almero de individuos suscetiveis,
0 reservatorio natural de individuos contaminadatuz, diminuindo as chances de
transmissdo da doenca. No Brasil este conceitadaimilado em fungéo do éxito das
campanhas de vacinacdo contra a variola nos an@p6€a que foi comprovado que a
vacinacdo em massa na populacao foi fundamentalgparradicacdo da doenca, sendo
0 Ultimo caso notificado em 1971 (MS, 2014).

Quadro 2: Numero de casos de doengas imunopreveniveis nd 8eak980 a 2012

NUmero de casos registrados/ ano
1980 1990 2000 200% 2006 2007 20Pp8 2009 2010 01@12 2
Difteria 4646 640 46 27 9 0 85 4 32 5 0
Sarampo 09263 61435 36 6 57 0 0 d 68 3 P
Coqueluche 45752 15329 764 1328 797 596 1275 103777 4 2257 5400
Poliomielite| 1342 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rubéola - - 8781 233 1631 8739 2201 d Q ) D
Tétano
0 298 34 108 8 5 6 3 6 6 2
(neonatal)
Tétano
3098 1547 246 420 431 281 333 278 308 383 314
(total)
Febre
27 5 85 46 - - 46 46 2 0 0
amarela

& Adaptado OMS, 2013, DOMINGUES & TEIXEIRA, 2013.

Neste contexto em 1973, por determinacdo do M&, criado o Programa
Nacional de Imunizacdo (PNI), que passou a coordenatividades de imunizacdes do
pais, consolidando uma estratégia nacional comosvancgos significantivos no
controle da saude (MS, 2014; PINTO e cols., 2011

O objetivo principal do PNI é disponibilizar waas com qualidade a todas as
criancas nascidas anualmente no Brasil, objetivama® cobertura vacinal de 100% de
forma homogénea em todo o pais. Atualmente o PMI ¢emo meta erradicar o
sarampo e o tétano neonatal. Além de controlaesutoencgas imunopreveniveis como

a coqueluche, tétano acidental, formas graves lgerdulose, hepatite B, meningites,
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difteria, rubéola, caxumba, febre amarela, rotayiiN.. E importante ressaltar que
também é preconizado pelo PNI a manutencdo daicac@d da poliomielite (MS,
2014; PINTOe cols., 2011

O surgimento de novas doencas devido as condigigtarsas precarias em
vérias partes do Brasil e do mundo, e a manutetdg&wntrole das doencas existentes,
faz com que o PNI necessite sempre de avaliacGggljpas para redefinir seus alvos,
com a intencdo de agir de forma concreta e efiodzemeficio da saude dos brasileiros.
Consequentemente, o MS solicita aos laboratériobliqus e privados a
disponibilizagcdo de medicamentos, vacinas, bioféomee kits para diagnéstico para
suprir as necessidades do pais (BIO-MANGUINHOS4204S, 2014).

Bio-Manguinhos é o principal fornecedor de vacidasMinistério da Saude e
anualmente a sua producéo € programada pelo PNambea previsdo anual da taxa de
natalidade brasileira do respectivo ano e a situapidemioldgica do pais. Em 2013,
cerca de 100 milhdes de doses foram disponibilzadaPNI e nos Ultimos cinco anos
(2009 a 2013) foram fornecidas aproximadamenterdifl#bes de doses. Além de Bio-
Manguinhos, outros 6érgéos realizam pesquisas ec&brimunobiolégicos, como o
Instituto Butantan, que produz vacinas e soros {BIRNGUINHOS, 2014).

Além do mercado nacional, Bio-Manguinhos em decwieéda pré-qualificacdo
da vacina de febre amarela pela OMS em 2001, detdineito de fornecer o produto as
Agéncias das Nacbes Unidas, poréem o fornecimenpoiatizado ao Ministério da
Saude. A vacina de febre amarela produzida poM&inguinos é exportada para mais
de 70 paises (Figufs, sendo Bio-Manguinhos o maior exportador destinaapara as
Américas Latina e Central, e um dos maiores do muoontribuindo na melhoria das
condicOes da saude no planeta (BIO-MANGUINHOS, 2014

22



Vacinas febre amarela e meningocécica AC / 2001 - 2012

2001-2013: 153 milhdes de doses

Africa
28 paises

o

’ Asia
; 10 paises

Vi,

América Central,
do Norte e Caribe
24 paises

Ameérica do Sul
11 paises »
Oceani M

1 pais /

Figura 4. Mapa de exportacdo de vacina de febre amarela gdadwor Bio-
Manguinhos.Fonte:http://www.bio.fiocruz.br/indexgdoption=com_content&view=article&id
=60&Itemid=355. Acesso: 06/03/2014

1.2.1 - Vacina Triplice Viral

A vacina utilizada no estudo em questdo é a vacipkce viral (Figura 4) e o
virus alvo é o sarampo.

O sarampo é uma doenca infecciosa, viral, tran$weiss altamente contagiosa,
geralmente ocorrida na infancia. A infeccdo caugemaum virus, causa uma vasculite
generalizada, havendo varias manifestacbes dinicamo perdas de eletrdlitos,
gerando o quadro espoliante caracteristico da do@h§, 2009; BORGES, 2007).

O virus do sarampo é ulorbillivirus da familiaParamyxoviridae A infeccao
aguda pelo virus do sarampo comecga na parte supetm trato respiratorio e o virus
se propaga por viremia secundaria a outros orgdesidos, causando varios sintomas
clinicos (FUJINCet al, 2007).

A doenca gera normalmente complicacées devido ao dausado no epitélio
respiratorio, causando infecgbes secundarias genamiabactérias oportunistas, como
pneumonia, laringotraqueobronquite e otite médéaalgnente em criangas com menos
de dois anos de idade. Em criancas desnutridateecéio aguda é grave e o virus é
descrito como o possivel agente etiologico da nmflgdo do intestino. Pode ocorrer

também em alguns pacientes, principalmente imunpoommetidos, apds semanas ou
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meses pos-infecgcdo pneumonia por células gigateegjo a replicacdo viral, havendo
graves consequéncias. A encefalite e a pan-enteetatclerosante subaguda também
podem ser uma complicacao tardia (SANT&&I, 2008; FUJINCet al, 2007).

O sarampo ainda € um problema de saude publica paises em
desenvolvimento. Devido a este fato a WHO tem cagstratégia a vacinacao
recomendada pelo Programa Ampliado de Imunizacad),(Porém em muitos paises
em desenvolvimento o indice de vacinacdo da popolpara minimizar e radicar a
doenca nao é alcancado (MARTINS, 2002). No Brasilacina é disponibilizada para
populacdo através do PNI e é oriunda do processmudsferéncia de tecnologia entre
Bio-Manguinhos e a GlaxoSmithkline, ilustrada rufa 4.

A vacina triplice viral consiste essencialmente dambinacdo dos trés
componentes ativos (bulks monovalentes de sarampb¢ola e caxumba) e
estabilizadores (BIO-MANGUINHOS, 2014).

A vacina de sarampo, caxumba e rubéola atendegossites da WHO para a
fabricacdo de substancias biologicas. Os ingregseativos da vacina trivalente sdo o
virus vivos atenuados de sarampo (cepa Schwarzybdmla (cepa Wistar RA27/3) e
da caxumba (cepa RIT 4385 derivada da cepa Jerl)Ly@s bulks (concentrados)
monovalentes de rubéola, sarampo e caxumba saaradss juntamente com volumes
apropriados de meios de diluicdo e estabilizadofes/acina trivalente €, entao,
envasada em recipientes e liofilizada. Os substrate células usados s&do os
fibroblastos de embribes de galinha (CEF) para kipiicacdo do virus do sarampo e
da caxumba e células diploides humanas MRC5 pardrus da rubéola (BIO-
MANGUINHOS, 2014).

A vacina trivalente € uma vacina com virus atenuaonsao produzidos atraves
de varias passagens em um sistema hospedeirogsuigam em inidmeras mutacdes.
Sendo assim, o virus se torna menos patogénidola b&émana, mas capaz de produzir

uma resposta imunoldgica eficiente (SANTE%],2008).
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Figura 5 Vacina triplice  viral produzida por  Bio-Manguinhos.
Fonte:http://www.bio.fiocruz.br/index.php?optionsacocontent&view=article&id=59&Iltemid=
72. Acesso em 02/01/2014.

1.3- Transferéncia de Tecnologia

O Instituto também utiliza como estratégia paraimento do seu portifélio de
produtos a realizacdo de parcerias com instituigiiddicas e privadas através de
acordos de transferéncia de tecnologia e de dels#mento tecnoldgico. Dentre os
principais beneficios destas parcerias sdo a wlieagdo do conhecimento para o
desenvolvimento de novas tecnologias de alto vadpegado, a reducdo de preco, a
qualificacdo dos colaboradores da unidade com fac@rea regulatoria e na area de
qualidade (BIOMANGUINHOS, 2014).

A Transferéncia de Tecnologia pode ser conceitutd&rma simplificada e
resumida como a exportacao por parte de um detdatt@cnologia que séo geralmente
representados pelos paises desenvolvidos, e atag@orpor um receptor que necessita
de um desenvolvimento tecnoldgico, que sdo gerdarepresentados pelos paises em
desenvolvimento (URDANETA, 1992).

E um procedimento sistematico que deve ser sequléds partes interessadas, a
fim de repassar os conhecimentos e experiénciasradgs durante o desenvolvimento,
producdo e comercializacdo do produto a uma emprasastituicio de maneira
satisfatéria. Esse processo também deve ser gmdite Orgaos regulatores aplicaveis
(WHO, 2011).
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Hoje, o desenvolvimento da capacidade tecnoldogosa mhises desenvolvidos
podem ser sintetizadas em quatro etapas: criagiptacdo, absorcdo e comércio.
Nestes paises, 0s empresarios substituem a exmdacseus produtos pela instalacéo
de linhas de producéo nos paises em desenvolvipmntoo objetivo de amadurecer e
alimentar suas economias e proporcionar o0 crestiméo sistema como um todo
(OHAYON, P & VIEIRA, 2006).

Desta forma, a Transferéncia de Tecnologia fazepa® processo de
desenvolvimento da empresa. JA4 nos paises em dbgem@nto, 0 pProcesso
Transferéncia de Tecnologia acontece de maneirdratia) ou seja: comeércio,
absorcdo, adaptacdo e criacdo. Pois, paises comsil Bm termos de estagio
tecnolégico encontra-se no estagio Il e IV, conpazadade para producdo de
especialidades farmacéuticas rearketing e comercializacdo das especialidades
farmacéuticas, respectivamente (Vieira, 2006). ®&sima, nestes paises 0 processo se
inicia com a selecdo do fornecedor e a negocidgdoansferéncia da tecnologia do
seus detentores (Figu6. A partir deste momento inicia-se o processoatei¢acao,
que absorvera o conhecimento tecnoldgico, adaptandentro do possivel as suas
condicbes, reformulando a funcdo producdo e pradarsexplorar o conhecimento
adquirido para outras situagfes ou etapas do mo@esdutivo. A etapa de adaptagéo é
uma fase chave ,considerada "quase criacdo"”, est@andn passo da etapa criativa,
inovando em produtos e processos (OHAYON, P & Rkl 2006; TAKAHASHI,
2005).

Adaptacaoe
melhoria da
tecnologia

Execucdo da
transferencia
da tecnologia

Selecao dos
fornecedores
da tecnologia

Assimilacao
da tecnologia

Negociacao
da tecnologia

Figura 6: Processo de desenvolvimento da capacidade tecoaldgis paises em
desenvolvimento. Fontef AKAHASHI, 2005
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A Transferéncia de Tecnologia também pode seizesll de outras formas:
pela troca de conhecimentos entre as pessoas,ppéi@ipacdo de congressos e
palestras, pela literatura, por licenciamentoa meimpra direta de bens, co-producéo,
investimento direto e consorcios tecnologicos. Poggrimordial um desenvolvimento
de um planejamento estratégico para a definicaostalde cada etapa da transferéncia
de tecnologia, objetivando que todas as informaadgsiridas sejam bem aproveitadas
e melhoradas continuamente para gerar resultagesag®s (PICININ e cols., 2011).

O sucesso de uma transferéncia de tecnologia ggdmensurado através de
alguns critérios, como por exemplo: o desempenbanghdo em nivel econémico, o
desenvolvimento de produto, producdo e mercadadgitvel de satisfacdo fornecida
com a tecnologia transferida e o nivel de domiedmdlogico absorvido (TAKAHASHI
& SACOMANO, 2002).

No caso de Bio-Manguinhos, a primeira Transfeg@m@ Tecnologia ocorreu
apos uma epidemia de meningite meningocécica nas @b, através de uma parceria
com o Instituto Mérieux. O acordo incluiu a doad&ccerca de trezentos equipamentos,
materiais, treinamento de técnicos brasileirosmada e assisténcia técnica gratuita. A
instalacdo e a operacdo da producdo ficaram sobspomsabilidade dos técnicos
enviados pela Mérieux, durante o primeiro do caatrA FIOCRUZ ficou encarregada
de criar um fundo para o desenvolvimento da pragulgiimunizantes para financiar
pesquisas em imunologia, as despesas de implerderdaqunidade piloto, o custeio de
estagios na Franca e os fretes do material doadodos da Inglaterra, Franca e
Estados Unidos. Assim, em 1976 foi inaugurada adatte Piloto de Producgédo de
Vacinas Bacteriana responsavel pela fabricacdo a@ana contra meningite AC
(AZEVEDO e cols, 2007).

A Transferéncia de Tecnologia para Bio-Manguinhositioua sendo uma
estratégia muito significativa para o suprimergovdcinas, biofarmacos e reativos para
diagnostico ao SUS. O processo é realizado confasmtemandas do MS e é realizado
através de contratos onde a empresa detentoraodatprtransfere a tecnologia com
todas as informacfes necessarias para uma cos@tailacdo. Estas informacdes de
maneira geral sdo: caracteristicas do produto,poscessos de fabricagdo de forma
detalhada, os testes do controle da qualidade,nsaics clinicos realizados e as
validac6es analiticas e bioanaliticas das metodsog

Para regulamentar esta atividade a Agéncia de &figih Sanitaria, ANVISA,

dispGe da RDC R50 de 2012, sobre os procedimentos para registiorodutos em
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processo de desenvolvimento ou transferéncia deoltegia de interesse do SUS.
Segundo a resolucéo:

“Parcerias de Desenvolvimento Produtivo - sdo pese
realizadas entre instituicdes publicas e outramel®ma natureza
ou ainda instituicbes publicas e empresas privadas o
objetivo de permitir 0 acesso a tecnologias padds e a
reducéo da vulnerabilidade do Sistema Unico de &480S),
mediante o comprometimento de internalizacdo ddym&@o ou

o desenvolvimento novas tecnologias estratégicas”.

“Produtos em Processo de Desenvolvimento Produtigdo
medicamentos ou produtos para salde gque sejamo otget
processos de desenvolvimento, inovacdo ou tramsferée
tecnologia, contemplados em Parcerias para o Deksémento

Produtivo avalizadas pelo Ministério da Saude”.

A Transferéncia de Tecnologia proporciona a Bio-jlanhos produzir vacinas
preconizadas no Programa Nacional de Imunizacad) i o objetivo de suprir as
demandas epidemiolégicas do pais, mas também antasadesenvolvimento
tecnologico para instituicdo e qualifica a maoetea, caracterizando um processo
inovador de extrema relevancia (BARBOSA e colsQ90

Durante a Transferéncia de Tecnologia, o Deparitonele Controle de
Qualidade é muito importante para garantir a gadkddo produto e a seguranca dos
usuarios. Ele é responsavel pelas atividades reésyé amostragem, as especificacoes,
aos ensaios e a liberacdo do produto (ANVISA, 20R8ja os produtos estéreis como
as vacinas , 0s ensaios fisico-quimicos compreenderdeterminacdo de pH,
condutividade, umidade , analises qualitativas antjiativas de matérias-primas,
produtos intermediario e final. J& os ensaios rhiotdgicos analisam a esterilidade,
endotoxinas, poténcia, identidade e toxicicidagspecifica.

Em paralelo as atividades do Controle da Qualidadeproduto também
necessita ser submetido a pesquisa clinica pavafancacao terapéutica, inocuidade e
a seguranca do produto (ANVISA, 2008; OPAS, 2005).
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1.4 — Pesquisa Clinica

A pesquisa clinica ou estudo clinico consiste ealquer investigacdo em seres
humanos, envolvendo intervencdo terapéutica e asiiga com produtos registrados
ou passiveis de registro, com objetivo de descobur verificar os efeitos
farmacodinamicos, farmacoldgicos, farmacocinétiabisicos e /ou outros efeitos do
produto em investigacdo, verificando sua segurangficacia (ANVISA, 2008; OPAS,
2005).

Durante o estudo, a farmacologia do medicameét@analisada, como por
exemplo, os efeitos bioquimicos, o0 mecanismo dio,ag@ absorcdo, distribuicédo,
biotransformacé&o, excre¢éo e o0 uso terapéuticernum/uma sinergia entre a ciéncia e
a pesquisa clinica, contribuindo para a introdud@movos medicamentos ou para a
melhoria dos ja existentes (ARBIT e cols., 2006;ASP 2005; FRIEDMAN e
cols.,1998).

A pesquisa clinica € fundamentada nos estudogzadak em seres humanos
(OLIVEIRA, 2006; OPAS, 2005) e consiste em 4 fas&s definidas:

. Fase |: Uso do medicamento pela primeira vez eesdaumanos, onde
séo realizados testes de seguranca, interacao lcoents, com outros
farmacos e com o alcool. E realizada em um numesito de adultos
saudaveis, cerca de 20 a 100 individuos;

. Fase II: Reavaliar a seguranca e a efichcia do caedinto, a
bioequivaléncia e a biodisponibilidade. E realizadauma populacdo de
cerca de 100 a 300 individuos, portadores da doeunceondicao para o
gual o medicamento esta sendo estudado. No cas@ciass € definido
0 esquema mais apropriado para a aplicacdo, ondéestes sé&o
chamados de Estudos de Imunogenicidade Exploraadsio realizados
em criancas;

. Fase lll: Realizada em larga escala, em estuddia@&odrico, com
diferentes populacdes de pacientes para demorgdicacia,seguranca,
conhecimento do produto em doencas de expansdalekesimento do
perfil terapéutico.No caso das vacinas € verificeel@ vacina apresenta
caracteristica imunogénica. Esta fase é realizader@ncas;
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. Fase IV: Inicia-se  poOs-comercializacdo, conhecidaoma
farmacovigilancia. Constitui-se no acompanhamento dso do
medicamento em milhares de pessoas, com a finalidachdquirir mais
informacdes sobre a seguranga e eficacia, dandasénios efeitos
colaterais desconhecidos anteriormente. No caso vd@sas s&o

avaliados os efeitos e as reacfes inesperadasuésas da nova vacina.

Estes estudos sdo guiados através de normasakitarais e nacionais, sendo
qgue no no Brasil a ANVISA regulamenta o assuntavéts da Resolucdo RDC N.° 39
de 2008. Essas normas asseguram a robustez cerddiestudo quanto a ética. Os
dados encontrados devem ser seguramente manticos|y= possam ser verificados,
independentemente do lugar em que o estudo segnwadgido (ANVISA, 2008;
OPAS, 2005).

Devido a este fato, as vacinas produzidas atrdedsansferéncia de tecnologia
necessitam ser submetidos apenas a confirmac@@wéica (fase Ill), porém a empresa
detentora do medicamento devera apresentar a datagée completa da pesquisa
clinica e o registro na base de dados na pesaulisasas International Clinical Trials
Registration Plataform / World Health OrganizartigtCTRP/WHO) ou outras
reconhecidas pelo International Commite of Medidalurnals Editors (ICMJE)
(ANVISA, 2008).

Durante a execucao da pesquisa clinica sdo nelessatividades que permitam
garantir a interpretacdo correta dos dados, conurdentos registrados conforme as
Boas Praticas Clinicas (BPC) e as exigéncias s@sitdvigentes. Neste aspecto,
segundo a Garantia da Qualidade , é necessarificaers requisitos de qualidade
durante a fase lll da pesquisa clinica, utilizandetodologias bioanaliticas que
comprovem a qualidade e a imunogenicidade da vad@h&/ISA, 2010; ANVISA,
2008; EMEA, 2002)
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1.5 — Métodos bioanaliticos (bioensaios)

Bioensaios sdo ensaios analiticos utilizados nerm@acdo quantitativa de
analitos em matrizes bioldgicas como: soro, samgpasma. No caso das vacinas, 0s
bioensaios sado utilizados para analisar amodti@iégicas oriundas da pesquisa
clinica, para a verificacdo da imunogenicidadera pa demais testes de desempenho.
Os lotes de vacinas utilizados na pesquisa clis@cautilizados também para os testes
de estabilidade e para a comprovagédo da consiatéacfabricacdo (ANVISA, 2012;
EMEA, 2011; FDA, 2001; USP, 2010).

Os bioensaios apresentam uma grande variabilidasiseus resultados devido
a natureza das matrizes e particularidade davsistemunologico, onde ha variacdes de
sensibilidade individual. Também s&o incluidas cofoates de interferéncia, a
amostragem, o preparo da amostra, ou seja, fabperacionais, sendo essas variagdes
entendidas e aceitaveis pelos 6rgaos reguladatd$A( 2011; USP, 2010; FDA,
2001).

Segundo a WHO (1997) os bioensaios apresentaroat@gorias:

- Ensaios de ligacdo: envolvem a ligacdo de amoe antigenos, de forma
especifica. Esta especificidade é dada atravédimidaale entre anticorpo e epitopo
(regido do antigeno que ocorre a ligacdo com aaptd), da valéncia do antigeno e
anticorpo e também pelo arranjo estrutural da agfy. Desta forma o anticorpo €
precisamente especifico para um antigeno (MARTIN®05) Varios ensaios

imunobiolégicos podem ser exemplificados, como:

. Teste de inibicdo da hemaglutinacdo (IH): No tdsteo virus com
capacidade de hemaglutinante para hemacias de a&venisturado ao
soro do paciente. A capacidade de hemaglutinacadrds € bloqueada
pela reacdo do virus com anticorpo especifico,aptotse o soro do
paciente possuir anticorpos havera a formacdo dwplexo antigeno-
anticorpo e quando as heméacias forem introduzidas ocorrera a
hemaglutinagdo (Figura 7), o que confirma a presaigs anticorpos

especificos. No caso da auséncia de anticorpospateera a formacéo
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do complexo antigeno-anticorpo e consequentementverd

hemaglutinagcéo induzida pelo virus, confirmandadetegegativo para a
presenca de anticorpos (SANTOS e cols., 2008; FO,JIR007;

NIEDRIG e cols.,1999).

Hemaglutina¢do

Auséncia de anticorno

N&ao ha hemaglutinagéo

Presenca de anticorpos

Figura 7 : Imagem ilustrativa do teste de inibicdo da hentaglgdo. Fonte: Manual
Virologia Pratica, 2008.

. Teste de imunofluorescéncia ¢é utilizada anticorposarcados
(conjugados) com corantes fluorescentes para reeeltformacao de
imunocomplexos virus-anticorpo (Figura 8). O tespede ser
imunofluorescéncia direta ou indireta (SIMOES, 2INIEDRIG e cols.,
2008; SANTOS e cols., 2008). A detecc¢éo de arga®é realizada com
0 soro do paciente adicionado a células infecthdadas em uma lamina
de microscopio. A lamina é incubada e posteriormdavada para a
remocao dos anticorpos nao ligados e imediatamentanticorpo anti-
imunoglobulina conjugado € adicionado. A laminanéubada e lavada
novamente e observa-se ao microscopio de fluorescéiavendo
anticorpos para o virus alvo, o conjugado se ligeramunocomplexo
formado e a fluorescéncia sera verificada (teswtipo), conforme a
figura 8. Nao havendo anticorpos especificos paxdrus ndo havera
fluorescéncia, sendo o teste considerado negd®WIOES, 2012;
NIEDRIG e cols., 2008; SANTOS e cols., 2008).
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Figura 8 — Imagem ilustrativa do teste de imunofluoresa@nciFonte:
http://www.alka.com.br/site/produto-detalhe.asp28&9P. Acesso: 06/06/2014.

. O teste de ELISA (EIE) é uma reacdo imunoenzimatiaa
identificacdo de antigenos ou a identificacdo ddcaempos. Para a
deteccdo de anticorpos, o antigeno viral € fixaaswporte sélido e o
soro do paciente € adicionado. Em seguida, ocdaeagem do sistema
para a retirada do material que ndo reagiu e ougadp é adicionado
(anticorpo anti-imunoglobina humana conjugado comerzima é
adicionado). O material é incubado e lavado e Gtsap €éadicionado
para que a enzima atue sobre ele. Se 0 soro passcorpos para o
virus, o conjugado se unira aos imunocomplexos ddoa e havera
mudanca de cor devido a atuagdo da enzima solhubsitrato, sendo o
resultado considerado positivo (figura 9). Se ocosoéio possui, ndo
havera ligacdo entre entre conjugado e imunocorople&o havera
mudanca de coloragao, sendo o teste consideradiveegA conclusao
do teste pode ser qualitativa (observacdo) ou datwd (através de
leitura em espectrofotdmetrda comparacéo da densidade 6tica da amostra e
padréo. (SIMOES, 2012; NIEDRIG e cols., 2008; SANTOS escol
2008).

33



W == o, T T

i
i.'h'lnlsmlr.'l-r-l_:ll!.“‘-- " T
— .o
" g =
.ﬁ-‘l"...'f..*-.‘.;," f 1.
‘n-_;-rl‘n-.-ﬂ‘l.li-ﬂ.l_.-b‘. 3_‘
ol Vg ""'.-"' :.'i 'ﬁ
NI Wiy |
ek e -
B8
2
rm—
Figura 9 - Imagem ilustrativa do  teste ELISA. Fonte:

http://www.patologias.net/2010/05/teste-elisa-Xedso em 06/03/2014.

- Ensaios em animaisS&o utilizados cobaias (figura 10), como camugden
coelhos, macacos, entre outros, para a realizag@mshios como testes de pirogénio,
seguranca geral (toxicologia) e poténcia.

Figura 10: Imagem ilustrativa do ensaio in vivo.
Fonte:https://www.google.com.br/search?hl=ptPT&sditeghp&tbm=isch&source=hp&biw=1
440&bih=806&q=ensaio+in+vivo. Acesso: 24/01/2014

. O teste de pirogénio baseia-se na medida do auntentemperatura
corporal de coelhos, ap0s injecdo intravenosa diec&m estéril em
analise. Os pirogénios sdo substancias que quajgadas em humanos
e animais causam elevacdo da temperatura corppoalendo ser
exogenos (que se originam fora do corpo de origactebana, de
fungos, virus e nado-microbiana) ou enddgenos (e woduzidos
internamente pelo hospedeiro em resposta ao pimgEérodgeno,
considerado o mediador primario da febre). No adsoproducao de
medicamentos injetaveis € proibida a presenca degéiios
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; BRUM, 2009).
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. O teste de seguranca ou toxicidade baseia-se gaoret reatividade
biolégica inesperada e n&o aceitavel em um meditamé& utilizado
para avaliar a seguranca de produtos biologicoseevadios de
tecnologia. S&o utilizados camundongos sadios,nilgos 0s sexos, o
teste consiste em administrar o produto em avaiagds animais
conforme indicado no teste. O teste é consideradisfatorio se o
namero de camundongos mortos ndo for maior que d6%otal de
animais submetidos ao teste e nenhum apresentamsis anormais de
toxicidade (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

. O teste de poténcia vivo € empregado para quantificar a atividade do
produto biologico, ou seja, é a capacidade do popddministrado em
uma dose determinada a estimular uma respostaifspes técnica é
utilizada para verificar a soroneutralizacdo em wasongos (SILVA e
cols., 2013; LIMA e cols., 2011).

- Ensaio em células através da ligacdo antigeno-anticorpo, o sistema
imunoldgico produz uma resposta em ceélulas espasjficomo a lise celular e a fusédo
celular, onde sdo mensurados a poténcia e a imomadgde proporcionada pela vacina
(LIMA, 2011; FUCHES,2010; FDA, 2001):

O teste de neutralizacdo é o mais utilizado paracomprovacdo da
imunogenicidade das vacinais virais, sendo o mételoeferéncia ou método ouro,
utilizado para a determinacéo do nivel de anticonpeutralizantes presentes em uma
amostra de soro, onde é determinado a capacidadeilldedes do soro de um
determinado individuo em impedir a formacdo degdate lise em células suscetiveis.
Baseia-se na reacdo do virus infeccioso com o aptic especifico formando o
complexo antigeno-anticorpo e quando o virus néewralizado ha a capacidade de
infectar células permissivas, verificado pela tistular. Basicamente o teste € realizado
em duas etapas, na primeira etapa, o anticorpwieus infeccioso sdo misturados e
levados para incubacgdo, para que ocorra a inteag#geno-anticorpo. Na outra etapa,
aliquotas do antigeno-anticorpo sao inoculados @tara de célula. Apds incubacéo e
coloracdo, a cultura pode ser examinada tanto emtransiluminador, quanto em
equipamento especifico, como por exempBiaSpot para a verificagcdo das placas de
lise. Havendo anticorpos, ocorre a ligacdo na praretapa, e o virus € neutralizado e
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ndo ir4 infectar a cultura de célula, ndo havendticapos, ndo haverd ligacao
antigeno-anticorpo e o virus continuara infeccibaeendo ataque a cultura de células
(figura 11) formando placas de lise (SIMOES, 2@®ANTOS cols., 2008).

Figura 11 — Imagem ilustrativa do teste PRNT em placa de 24opo¢-onte:
TIMIRYASOVA e cols., 2013.

Para a aplicacdo dessas metodologias nas pesaqiisasas de vacinas é
necessario e imprescindivel que as mesmas sejametidhs ao processo de validacéo
bioanalitica para garantir a confiabilidade dosultagos obtidos e a robustez do
estudo(ANVISA, 2010).

1.6 — Processo de Validacao

A validagdo € um ato documentado que consiste enomigrar a confiabilidade
e a rastreabilidade dos resultados expressos emmet@lologia visando garantir a
qualidade do produto e a seguranca do paciente [BAV2003; ANVISA 2010;
ANVISA 2012).

O processo de validacdo € exigido pela legislaggente para registrar um
medicamento. No caso de validacdo de metodologi@céssario demonstrar que o
método € estavel, apropriado para a finalidadeepdeia e tem as caracteristicas
necessarias para a obtencdo de resultados comlidageaexigida (ANVISA 2012;
EMEA, 2012; ANVISA 2010; INMETRO, 2010; ANVISA, 2@) EMEA, 1995).
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Nas metodologias bioanaliticas desenvolvidas no®rdadério do setor de
desenvolvimento da propria empresa, a validagéde gevum processo continuo e deve
ser iniciada no planejamento da estratégia araléié o desenvolvimento completo.
Neste contexto, a validacdo deve analisar todopav@metros estabelecidos, com
excecao da reprodutibilidade, que é a concord&nrti@ os resultados gerados entre
laboratérios distintos. No caso de metodologiasejéstentes e nao descrita em
farmacopéias ou formularios oficiais, € necessém@lizar todos os parametros de

validacdo de bioensaios referente a finalidade etadologia (quadro 3) (WHO, 1997):

Quadro 3: Parametros de validagéo segundo a finalidade tzdaolegid.

Parametros de validacao segundo a finalidade dadolegia
Parametro Identidade Impurezas Poténcia Composicao
Quantidade| Limites
Preciséo X X
Exatidao X X X
Linearidade X X X
Especificidade X X X X X
Limite de X
deteccéo
Limite de X X
guantificacao
Robustez X X X X X

%Fonte:WHO: guide to good manufacturing pratice (GMP) uggments- Part 2: Validation.
WHO, 1997a.

No caso de transferéncia de metodologias, dentrioadaferéncia tecnoldgica,
entre matriz e subsidiarias, a metodologia dever&alidada parcialmente, desde que a
validag&o original com todos os parametros de &efid seja anexada, sendo necessaria
a realizacao dos testes de linearidade, especitiei@ precisao (ANVISA, 2003).

A metodologia devera ser revalidada em casos deaafies significativas que
possam afetar a confiabilidade do método, como ngafana sintese da substancia
ativa, mudancas na composicdo do produto acabédoagdes da matriz bioldgica e

mudancas do procedimento analitico. Neste casdic@s da precisdo, exatidao e
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limite de quantificagdo s&@o considerados testesimmB necessarios em uma
revalidagédo (ANVISA, 2003).

1.7—- Validacdo de métodos bioanaliticos (bioensaios)

Com o crescimento da pesquisa, desenvolvimentoodupéo de produtos
imunobiolégicos durante os Ultimos anos, como asnea, houve a necessidade de
controlar a qualidade e avaliar a resposta imubdpica desses produtos. Para isso, as
metodologias bioanaliticas aplicadas para estdidade devem ser validadas para
evidenciar que o método é adequado e robusto, tgatarassim a confiabilidade dos
resultados encontrados (ANVISA, 2012; FDA, 2001JHES, 2010; WHO, 1997).

Atualmente os documentos oficiais para validacaméimdos bioanaliticos séo:

. A WHO guide to good manufacturing practice (GMRjuieements Part
2: Validation, 1997

. Guidance for Industry - Bioanalytical Method Valia, FDA, 2001

. The United States Pharmacopeial — Biological Adgajdation, USP,
2010.

. European Medicines Agency - Guindance on BioditalyMethods
Validation, EMEA, 2011
e ANVISA. Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDX2#, de 17 de maio

de 2012. Guia de validacdo de métodos bioanaliticos

Os guias sdo documentos que sugerem uma linhalzldho a ser seguida e sao
abertas a discussdes e interpretacbes, podendmaésadas e adaptadas conforme o
método a ser validado. Entretanto, as resolucéesigéumentos com poder de lei e
devem ser seguidas a risca obrigatoriamente (RIBXdI., 2004).

Os compéndios oficiais, como as farmacopeias, ept@s normas e
especificacdes que devem ser seguidas pelos predute medicamentos. No Brasil, a
quinta edicdo da Farmacopéia Brasileira (FB) dereuslizada, mas na auséncia de
monografia oficial de matéria-prima, formas farmdi#s, correlatos e métodos gerais,
monografias oficiais como as farmacopéias, em Rimaledicdo, na forma disposta em
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normas especificas pode ser utilizada. No casoatidacdo de bioensaios, a FB ndo

contempla este assunto, sendo necessario a idiza€ outros compéndios oficiais

(FB, 2010).

Um fato relevante nestes documentos, € que a FBANRVISA apresentam

um roteiro de validacao priorizando os métodos etograficos. Enquanto a USP e a

WHO seguem um roteiro de validagdo de bioensamandneira mais ampla e

essencialmente com carater biolégico (CASSIANOIg. c2009).

Além disso, estes documentos apresentam interpestagistintas em relacao

aos parametros de validacao de bioensaios, comorg#rado no quadro 4:

Quadro 4: Parametros de validacdo para bioen$aios

Parametros de Validacéo de Bioensaios

WHO, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 20
Preciséo Preciséo Preciséo Preciséo Preciséo
Exatidao Exatidao Exatidao Exatidao Exatidéao

Seletividade Seletividade Especificidade Seletividade Seletividade
Intervalo Recuperacéao Intervalo Efeito Residual Efeito residual

Linearidade Curva de Curva de Curva de calibraca

calibragéo Calibracéo
Estabilidade
Limite de Estabilidade Estabilidade
deteccao
Efeito matriz
Limite de Efeito Matriz

guantificacéo

Robustez Limite inferior

de quantificacao

O

*Fonte: WHO, 1997; FDA, 2001; USP 2010, ANVISA, 2012

Os conceitos dos parametros da validacado dossamensao:

. Precisao: proximidade dos resultados obtidos puetigas afericbes de

multiplas aliquotas de uma unica fonte matriz;

. Exatiddo: concordancia entre os resultado de uami@esum valor de

referéncia;

. Seletividade/ especificidade: capacidade do médeddiferenciar e

guantificar o analito e Pl na presenca de outragpomentes da amostra;
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. Efeito residual: efeito gerado pelo aparecimentawunento do sinal do
analito ou Pl causado por contaminacéo provenamBanostras
analisadas anteriormente;

. Curva de calibragéo: relagcéo entre a respostastimimento e a
concentragéo conhecida do analito;

. Estabilidade: demonstracdo da estabilidade dotamedimatriz biologica
nas condicbes de armazenamento por periodos detelosi e apods
ciclos de congelamento e descongelamento;

. Robustez: medida da capacidade do método em resigtequenas e
deliberadas variacbes dos parametros bionaliticos;

. Efeito matriz: efeito na resposta do analito ou dadusado por
componentes da matriz bioldgica;

. Limite de deteccdo: menor quantidade do analitsgu® em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo nea@ssate
guantificado, sob condi¢cdes experimentais estaiolec

. Limite de quantificacdo: menor quantidade do amaiin uma amostra
gue pode ser determinada com precisdo e exatidéitavais sob as
condi¢des experimentais estabelecidas;

. Recuperacdo: proporcdo da quantidade de interga®sente ou
adicionada (spike) na por¢do analitica do matégite, que é extraida e

passivel de ser quantificada.
Assim sendo, em funcdo do exposto acima, no quddro € possivel

compreender porque ha tanta discussdo e duvidasmode desenvolver e validar os

bioensaios, pois os documentos apresentam poatogréagens distintas.
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2— JUSTIFICATIVA

Os bioensaios sao utilizados na industria de imioh@dicos em testes de
controle da qualidade e no estudo clinico de poxd@m desenvolvimento ou de
transferéncia de tecnologia para avaliacdo da séspoimunobioldgica
(imunogenicidade) esperada.

Estes ensaios apresentam usualmente um grau dbildaide alto e necessitam
de regulamentacdes pertinentes para uma validagdonetodologia robusta para
garantir a confiabilidade dos resultados. Poréngdazsimentos disponiveis apresentam
direcionamentos diferentes (quadro 4) e ndo espegipara estudos de pesquisa clinica
de imunobiologicos.

No caso de Biomanguinhos, as vacinas oriundasatiefaréncia de tecnologia
sdo obrigatoriamente submetidas a pesquisa cliasgalll e as vacinas desenvolvidas
na unidades sdo necessarias as fases |, Il endle todos os bioensaios realizados
necessitam estar validados para assegurar a atiddde dos dados encontrados no
estudo, segundo a RDCE39 de 2009 da ANVISA que dispde sobre o regulampata
a realizacao de pesquisa clinica e também pasaianalizacdo e registro do produto,
segundo a RDC°n55 de 2010 da ANVISA que dispde sobre registropamutos
biolégicos.

A RDC 27 de 2012 da ANVISA, descreve parametrpe@$§icos para metodos
que utilizam amostras bioldgicas (soro, plasmargss), porém a mesma nao faz
nenhuma distingdo entre os bioensaios, acarretando deficiéncia na execugéo da
validacdo bioanalitica.

Portanto este trabalho € muito importante devidmeaessidade de uma
legislacdo de validacdo de bioensaios direcionadapeasquisa clinica para
imunobiolégicos, que podera proporcionar uma grameé¢horia na aplicabilidade e

pertinéncia deste assunto.
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3 - OBJETIVO

3.1 — Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar &capioda RDC N°27, de
17/05/2012 da ANVISA na validacdo de métodos katiinos aplicados em pesquisa

clinica para imunobiolégicos, particularmente eminas.

3.2 — Objetivos especificos

. Avaliar a aplicagdo da RDC 27 de 2012 da ANVISA validacdo do
teste de neutralizacdo por reducdo de placa deplise sarampo em
placas de 96 pocom(cro-PRNT);

. Avaliar na literatura cientifica metodologias izaldas para a validacao
de métodos imunobiologicos;

. Avaliar a viabilidade técnica de aplicacdo desteslelos na industria de
imunobiolégicos — Biomanguinhos;

. Avaliar um estudo de caso na aplicacao da validbigimalitica
conforme a RDC 27 da ANVISA no teste de neutrghpapor reducéo
por reducao de placa de lise para sarampo em placas pocos
(MICRO-PRNT);

. Propor diretrizes de validacdo de bioensaios pesgypsa clinica em

imunobiolégicos, particularmente em vacinas.
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4 - METODOLOGIA

Neste trabalho foi realizado um levantamento bgvafico utilizando
compéndios oficiais, legislacdes vigentes e artigestificos nos quais o teste de
micro-PRNT ¢é utilizado. Para este objetivo foi utilipaghalavras chaves como
validagdo, validacdo de bioensaios, pesquisa alimacinas, PRNT, dentre outras nas
bases de dados Medline e SciFinder, que apreseatarpublicacdes cientificas
mundiais indexadas pelo Chemical Abstracts semigéstde tempo, mas priorizando
os trabalhos publicadas da ultima década.

Ainda neste contexto, foi realizada uma comparagéiee 0s guias, compéndios
oficiais e legislacdo vigente sobre a validacdonsodos bioanaliticos (bioensaios)
para obtencdo de conceitos principais e robustdsresm assunto para o
desenvolvimento da dissertacao.

O estudo de caso foi realizado no Laboratorio @endlogia Virologica
(LATEV), pertencente a Vice-Diretoria de Desenviiento Tecnoldgico (VDTEC) de
Bio-Manguinhos e a avaliacdo dos dados e os c&l@dtatisticos foram realizados pela
Secédo de Validacdo Analitica (SEVAN) pertencenteLaboratorio de Metrologia e
Validacdo (LAMEV)/ Departamento de Garantia da @lzale (DEGAQ).

4.1 - ESTUDO DE CASQO: Validacéo do teste de neutriabcéo por reducao de
placa de lise para sarampo em placas de 96 po¢cdd| CRO-PRNT)

4.1.1- Principio da metodologia

No teste de neutralizacdo por reducédo de placseldICRO-PRNT do estudo
em questdo, as amostras teste foram submetidhsc@a seriada em uma placa de 96
pocos, utilizando uma coluna para cada amostrankoeservadas 2 colunas: uma para
0 soro padrao (controle positivo) e a outra pacarmrole viral. Posteriormente, 50uL
suspensdao de virus , preparada no momento do didwicda de maneira que se tenha
uma média de 30 placas de lise / poco (determipssldamente por titulacéo viral), foi
adicionada em cada poco da placa e esta foi ineupad2 horas na estufa (37°C e 5%
CO,) para que ocorresse a neutralizacdo. Apos essadpgerfoi acrescentado 50 pL
suspensao de células Vero com 1.600.000 célulasprgparada no momento do uso, e

as placas foram incubadas novamente por 3 horastuta (37°C e 5% C para que
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ocorra a adsorcdo e a formacdo da monocamada rcefpas essa incubacdo, o
sobrenadante foi descartado e foi 100 pL adicionadaneio semi-sélido de
carboximetilcelulose 1,5% (CMC). ApoOs 6 dias deulvacdo a 37°C e 5% GQ os
virus remanescentes, isto €, aqueles que nao foeatralizados, formaram placas de
lise na monocamada celular (figura 12). Esta if@da com formaldeido 10% por 1
hora em temperatura ambiente. ApGs lavagem com éguante, a placa foi corada
com 100 pL de cristal violeta por 30 minutos. Assmas foram lavadas e secas 2C37
As placas de lise tanto da coluna de virus comoadasstras e soro padrdo foram
contadas e comparadas. O titulo de anticorpos alizaimtes foi definido como a
reciproca da ultima diluicdo do soro que reduz memnd de placas de lise em 50% em
relacdo ao numero de placas de lise obtidas nootewiral. A determinacéo dos titulos

foi calculada por regresséao linear e o resultadio @m logo mUI/mL.

Plate: placa2

m

-

Cellular Techrnology Lid., 2003-2008 all rights reservad.

Figura 12 —Imagem ilustrativa do teste de micro-PRNT em pldez6 pocos para
sarampo. Fonte: SIMOES e cols., 2012.
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4.1.2 — Material e métodos

Soro de referéncia (padréo positivon house) :

O soro 60/12 foi selecionado entre as amostra®ies sloados pela Secéao de
Caracterizacdo Sorologica, SECAS/BIO-MANGUINHOSY ppresentar alto titulo de
anticorpos e foi padronizado frente ao soro deé@afga internacional NIBSC para ser
utilizado como controle positivo dos ensaios dé&NPRara sarampo e atribuir o valor

em miliunidades internacionais dos soros dosados.

Virus de referéncia:
O virus utilizado de sarampo para o ensaio foi egfg Schwarz lote Vero 32

passagem (P3), produzido em 25/01/11.

Soro negativo:

Como controle negativo foi utilizado o soro A15\w®niente de macaco Rhesus
(Macaca mulatta usado como controle negativo no Laboratorio derbhruléncia,
LANEU/ BIO-MANGUINHOS.

Soros Amostrais
Os soros amostrais (55/12, 54/12, 5&102/12) utilizados no ensaio foram
provenientes da hemorrede nacional, através doéoimv1429 da Coordenacdo

Nacional de Politica de Sangue e Hemoderivados.

Procedimento de Validacgéao:

Para realizacdo deste estudo 4 (quatro) parameéé&roslidacédo preconizados
pela RDC 27 foram realizados: curva de calibrag&atidao, preciséo e seletividade.
Também foi definido o limite inferior de quantifg@o, devido a importancia da
sensibilidade da metodologia, por ser um méetodaotiatvo.

As amostras utilizadas nos parametros de validaé@odefinidas segundo a
RDC 27 da ANVISA de 2012:

= Amostra de controle de qualidade (amostra de C@)ostra de matriz
adicionada do analito em concentracdo especifisadas para validar e

monitorar o desempenho de um método bioanalitico;
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Amostra de controle de qualidade de alta conceirgamostra de CQA):
amostra de matriz adicionada do analito em cormgdidr entre 75 (setenta e
cinco) e 85% (oitenta e cinco por cento) da mawmrcentracdo da curva de

calibracéo;

Amostra de controle de qualidade de baixa conogiirgamostra de CQB):
amostra de matriz adicionada do analito em coraefdr até 3 (trés) vezes o

limite inferior de quantificagdo do método (LIQ);

Amostra de controle de qualidade de diluicdo (araode CQD): amostra de
matriz adicionada do analito em concentracdo aciananaior concentracdo da
curva de calibragéo (LSQ), analisada por meio degqalimento e proporcgéo de
diluicdo pré-definidos e especificados pelo lakmratbioanalitico;

Amostra de controle de qualidade de média conagidrgamostra de CQM):
amostra de matriz adicionada do analito em conagditr proxima a média entre

os limites inferior e superior de quantificagéo;

Limite inferior de quantificacdo (LIQ): menor comtecdo do analito na curva

de calibragéo preparada na matriz;

Limite superior de quantificagdo (LSQ): maior camcacdo do analito na curva
de calibragéo preparada na matriz;

A curva de calibracdo foi o primeiro ensaio a salizado, através de uma

diluicdo seriada (fator 2 de diluicdo) do padréasiipa in house 60/12, obtendo as
diluigbes: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:12812, 1:1024, 1: 2048 e 1:4096, onde

cada diluicao foi testada em sextuplicata, redbzaor um Unico operador em 3 (trés)

dias consecutivos. A partir deste ensaio foramnakds as 5 (cinco) concentracfes de

anticorpos: LIQ, CQB, COM, CQA e CQD, necesséramaa validacdo do teste.

Os padroes de calibragcdo estdo aprovados quanddesten aos seguintes

critérios:
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Desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) elagdo a concentracao
nominal para os padrdes do LIQ e desvio menor oal ig 15% (quinze por cento) em
relacdo a concentracdo nominal para os outros eadié calibracéo.

A curva de calibracdo deve atender aos seguintési@s para ser aprovada:

No minimo 75% (setenta e cinco por cento) dos eedd@ calibragdo aprovados
conforme os critérios anteriores e no minimo @s)spadrbes de calibracdo de
concentracdes diferentes, incluindo o LIQ e o L&Qrovados conforme os critérios
anteriores.

Para o parametro de exatidao o padndloouse60/12 foi submetido ao teste de
MICRO-PRNT, onde houve a concordancia entre o resuleadmntrado e o valor
nominal do padrao.

O parametro de preciséo foi realizado em 5 (cimep)icas de cada uma das
concentracdes/ identificacdo dos soros amostiai®: 55/12 diluida dez vezes, CQB:
55/12, CQM: 54/12, CQA: 56/12 e CQD: 02/12 e moravaliadas em um mesmo
ensaio e em ensaios distintos, precisdo intreee aotrrida, respectivamente.

A precisado deve ser expressa como desvio pad@ivoe{DPR) ou coeficiente
de variacdo (CV%), ndo se admitindo valores supsia 15% (quinze por cento),
exceto para o LIQ, para o qual se admite valoresones ou iguais a 20% (vinte por
cento).

O parametro seletividade foi realizado com as sgsii amostras: controle
positivo sarampo (padraa house 60/12), controle negativo sarampo (A15), s&rao
positiva caxumba (SIH142 - amostra humana obtida estudo “soroin housé),
controle negativo caxumba (AA61), onde todas assta® foram aplicadas em
triplicata e as trés colunas da placa de 96 pagasnf mantidas com o controle do virus.

O limite de quantificacéo foi definido através danor diluicdo do soro (1:5)
que permita a quantificacdo de anticorpos neutnales de amostras pouco

concentradas.

4.1.3 — Calculos

Titulo de Anticorpos:

Primeiramente calcula-se end-pointdo teste, que € o ponto onde ha uma

reducdo de 50% do numero das placas de lise agacebo numero de placas de lise
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obtidos no controle de virus. Assim, o titulo décmpos neutralizantes sera definido
como a reciproca da ultima diluicdo do soro queizen numero de placas de lise em
50%. O endpointde 50% do teste sera determinado dividindo-se p& d média
aritmética do numero de placas de lise obtidasontrale do virus.

Para calcular a diluicho em que se encontra o twi@ foi realizada uma
regressdo linear com as placas de lise dos osficwrespondentes a uma diluicdo

imediatamente superior e imediatamente infericgrabpointdo teste.

O célculo da correspondéncia da diluicdo obtida coresultado em muUl/mL
foi obtido com o soro padrédo. O valor de anticerdo soro padréo, que é calibrado
com um soro internacional da NIBSC e usado atudkneiem o valor de 3140
mul/mL.

Para os resultados expressos em log foram calauktcavés de planilha Excell.

Analises Estatisticas:

A curva de calibracdo e da precisdo foram avatiadiavés dos coeficientes de
variagao dos resultados obtidos.

O coeficiente de variacdo (CV) € uma forma simplesavaliar a disperséo de
uma variavel (BASTOS & DUQUIA, 2007) e é utilizaggara um conjunto de dados
amostrais populacionais ndo-negativos, expressm e¢on percentual, correspondendo
0 desvio padrdo relativo & média e é definido coseguinte expressao (TRIOLA,
2011):

Cv=100-

el ta

Onde,

C, — é o coeficiente de variacao
S— € 0 desvio padréao

X — é a média dos dados
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O coeficiente de variacdo é dado enpét,isso a formula € multiplicada por
100. Quanto menor o CV mais homogéneo € o conjdetadados (TOLEDO &
OVALLE, 1995).

A exatidao foi calculada segundo a formula a Begu

Exatiddo = Valor encontrado x 100
Valor nominal)
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo da validacdo de métodos, dentro de ustelBa de Gestdo de
Qualidade, é o alto grau de seguranca e a creldiiéi dos resultados obtidos, sendo um
requisito obrigatorio para o registro de produtasas inspecdes anuais da ANVISA,
(2010).

Esta validacdo deve demonstrar que o método @mgdo para a finalidade
pretendida e pode ser dividida em validacdo de daoétanaliticos e validacdo de
métodos bioanaliticos (bioensaios). Os métodos itemwal sdo utilizados na
determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/owarngitativa de farmacos e outras
substancias em produtos farmacéuticos (ANVISA, 2@3 validacdo de bioensaios
sao utilizados para a verificacdo de ensaios comocuidade, imunogenicidade e
toxicidade em matrizes biol6gicas empregados endestde registros e pas-registros
no Brasil (ANVISA, 2012; OPAS, 2005).

No caso de Bio-Manguinhos, a validacdo analitipiica-se as metodologias
fisico-quimicas aplicadas em matérias-primas, poxduintermediarios, produto
acabado e testes de estabilidade, onde sédo veofiGa pureza, a conformidade, entre
outras caracteristicas que retratam a qualidadmpiada do produto. J& a validagéo
de bioensaios aplica-se a pesquisa clinica de eduiundos de desenvolvimento
tecnoldgico e ou transferéncia de tecnologia, asleesultados encontrados no estudo
necessitam ser robustos e confiaveis para permiticomprovacdo da eficécia,
inocuidade e seguranca do produto (OPAS, 2005).

Os bioensaios e suas respectivas validacdesadtiliz nas pesquisas clinicas,
dissertados neste estudo, utilizam como referérasadocumentos oficiais da OMS,
FDA, USP, EMEA e ANVISA conforme o quadro 4 (pagB®), porém a RDC 27 de
2012 da ANVISA a legislacdo mandatoria do Bragénmente a este assunto.

A descricdo dos parametros de validagcdo dessesnémtos, estdo citados nos
anexos | a XlI, onde é possivel observar as vagaigialdades e especificacoes.

Apos uma andlise rigorosa, seguem abaixo as paiscgaracteristicas de cada

documento:
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OMS - Guia de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) P&r2: Validagéo, 1997
(WHO guide to good manufacturing practice (GMP) reqiirements Part 2:
Validation, 1997)

O guia apresenta abordagens muito importantesn§oeséo citados em outros
documentos referentes a este tipo de validagaop:com

Os bioensaios sao classificados em 3 (trés) grandtsgorias: ensaios de
ligacdo, em células e em animais. Estas categeéia caracterizadas e diferenciadas,
pelas aplicacoes, dificuldades, pelos parameteosatidacdo conforme o quadro 3
(pagina 35) e pelos critérios de aceitacdo. Assimcada teste sdo considerados as
possiveis causas de variagbes, direcionando o cestied validagcdo de maneira
especifica, selecionando os parametros pertinpatasconfirmar que o produto esta de
acordo com o uso pretendido.

Os critérios de aceitacdo dos bioensaios sdo @sngis apresentam variagdes:
ensaios de ligacdo CV de 5 a 20% e ensaios enasé@wm animais o CV pode ser até
50%, ja os outros documentos ndo levam em comgideras variacdes inerentes aos
bioensaios e apresentam critérios de aceitacdopragulos para métodos fisico-
quimicos ou microbiolégicos, podendo acarretar cdiflades na avaliacdo dos
resultados do estudo da validacao.

Contudo, o guia apresenta um desenho de valida&é@aapropriado, como o
preparo de um grande quantitativo de amostrasstestenostra padrao, muitas diluicées
para obtencdo de muitas concentracOes, faltando aboedagem com foco mais
bioldgico. A realidade desses ensaios ndo apresengagrande disponibilidade de
material e até mesmo em alguns casos, ndo ha ahatlerireferéncia disponivel,

acarretando dificuldades de obtencéao e alto custo.

FDA - Guia para Industria — Validagdo de Métodos Baanaliticos, 2001 (Guidance
for Industry - Bioanalytical Method Validation, FDA , 2001).

O guia recomenda que desenvolvimento do método ndliti@o ocorra

simultaneamente com a sua respectiva validacédeciisando os seguintes ensaios:

| - Desenvolvimento de bioensaios: ensaio fisjaonico em matriz bioldgica:
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O documento descreve que o0s bioensaios devemlsBvae e sensiveis para a
avaliacdo quantitativa de farmacos e seus metabpptra a realizacdo da pesquisa pre-
clinica ou clinica, orientando a validacdo de bsaéws utilizados em farmacologia,
biodisponibilidade, bioequivaléncia, farmacocingti@plicando-se geralmente em
procedimentos que utilizam cromatografia e espewitna de massa para a
determinacdo quantitativa de drogas e ou metaboéito matrizes bioldgicas, como
sangue, plasma, soro ou urina. Também €& aplicaderesaios imunoldgicos e em

outras matrizes biolégicas como tecidos e amostizete.

Il - Desenvolvimento de bioensaios: ensaios miaidigicos e ensaios de

ligacao:

O guia cita que esses tipos possuem caracteristiiaas, como presenca de
uma alta variabilidade e possiveis interferéncigadas a reatividade cruzada de
metabolitos, medicamentos concomitantes, entresutr

Quando possivel estes ensaios devem ser compa@aogsm meétodo validado
de referéncia, como métodos cromatografia, esgetdroetria ou espectrometria de
massa, utilizando as mesmas amostras para congstastes de precisdo. Um bom
exemplo é a realizacdo do imunogenicidade de uteandmada vacina através do teste
de neutralizacdo e do teste de ELISA paralelamé&st&m, o ensaio alvo é comparado
com uma metodologia instrumental, que na maiorid dasos, apresenta uma
sensibilidade maior.

Os pontos relevantes neste guia sé&o o detalhardestparametros de validacéo
e seus respectivos critérios de aceitacao par@oesdaios com caracteristica quimica,
microbiolégica e ensaios de ligacdo, com prioridademetodologias instrumentais
como, por exemplo, a cromatografia.

Os pontos negativos do guia sao a prioridade nésdmlegias instrumentais, o
que acarreta um desenho da validacdo muito diredmra questdo quimica e nao
contemplando de maneira mais especifica para oaigdioensaios com caracteristica
mais biolégica, como 0s ensaios de neutralizac@ojnibicdo da hemaglutinacéo,
imunofluorescéncia, entre outros. Os bioensaios s&&o classificados segundo a sua
aplicabilidade, ou seja, se € qualitativo ou quatiio, conforme o guia da OMS,
necessitando que o analista faca uma analise ppévéaselecionar os parametros de

validacdo de forma pertinente. Os critérios detac@d também ndo sédo pertinentes
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para ensaiofn vivo e ensaios de ligacdo (CV +20%), que € um valoxdbai ndo
representa a realidade desses tipos de ensaiofor@encitado anteriormente, esses
ensaios apresentam variacbes devido a interfegngialogicas, imunoldgicas e
operacionais. O quantitativo para a realizacaotestes, representados nos anexos | a
Xl, também é muito alto, como quantidade de arass¢ replicatas da curva de
calibracdo, o que acarreta um problema devido agaquantidade das amostras
disponibilizadas para a pesquisa clinica.

O guia encontra-se em revisao desde setembro & @8thndo disponivel para
consulta publica, com objetivo de verificar os aamn da ciéncia e tecnologia
relacionados a validacao de bioensaios. Os porgatistussdo mais relevantes sdo o
aumento do critério de aceitacdo para os parame#reslidacdo: CV de até 20% para
a CV até 25% para o LIQ e CV de até 15% para C\atde20% para as demais
concentracdes, a inclusdo no guia dos compostagends, dos biomarcadores, de kits
para diagnostico e informagdes mais detalhadag snérodos cromatograficos.

USP - Validacdo de Ensaios Bioldgicos, 2010 (The iténd States Pharmacopeial —
Biological Assay Validation, USP, 2010)

Este compéndio oficial define bioensaios como nwtogara determinar a
poténcia da droga de matriz biolégica e que podenuslizados para mensurar uma
resposta bioquimica ou fisiolégica no nivel celuls taxas de reacdo enzimatica ou
respostas bioldgicas induzidas por interacdes imioiagicas e também contribuem
para o desenvolvimento de novos medicamentos gerorioldgica.

O documento deixa claro que a validacéo de bioesshve ser diferenciada da
validacdo analitica, por apresentar uma maior bidade que os métodos quimicos
devido aos fatores operacionais e biologicos.

Enfatiza abordagens de validacdo que fornecembflelade para adogao de
novos bioensaios e que a avaliacdo do desempenhibiodosaio € um processo
continuo, mas a validacdo da metodologia deveesdizada apds o desenvolvimento do
método.

A validacao de bioensaios tem como referéncia t@ s poténcia, sendo este
teste baseado na comparacdo das respostas de wstaaaenum padrao de referéncia,

onde o padrao € atribuido o valor 1 ou 100%, et@nge@ € calculada por comparacéao.
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Este compéndio oficial apresenta como ponto fodeszricdo de uma validagao
bem delineada para os ensaios de poténcia. Os @aod8mde validacdo séo
direcionados de forma coerente e de facil aplicdile, facilitando uma boa
interpretacdo dos dados resultantes e uma condbesaalelineada.

Em relacdo aos pontos fracos, o documento desepv@as o teste de poténcia
como bioensaios e na realidade existem outros, tqgmyso ensaios de ligacédo e ensaios
in vivo, tornando-se limitado e sendo de dificil aplicagira os demais tipos de
bioensaios. Também nao apresenta o quantitativopdaametros de validacdo, com

excecao do teste de preciséo e os critérios deeéeindo sao relatados.

EMEA. Agéncia Européia de Medicamentos — Guia de \idacdo de Métodos
Bioanaliticos, 2012. (European Medicines Agency — Uieline on bioanalytical
method validation, 2012).

Este guia define elementos necessarios para aagabdde bioensaios com
caracteristica quantitativa, ou seja, mensura aergracdo de uma determinada droga
em uma dada matriz bioldgica, sendo utilizadas gdatarmina¢gdes de parametros nos
estudos farmacocinéticos e toxicologicos. Assimiet@rminacdo das concentracdes das
drogas em matrizes bioldgicas (soro, plasma, sanguna e saliva) € importante para o
desenvolvimento de um medicamento.

O capitulo sobre os ensaios de ligacdo pode ssidswyado como ponto forte do
guia, pois apresenta uma abordagem separada katistaiobre este assunto. E relatado
que o0 ensaio € empregado especialmente em macmuiasiée apresentam muitos
desafios devido as caracteristicas inerentes atwsts complexas dessas moléculas.
Assim € necessaria uma atencdo especial em todatapas do ensaio, como por
exemplo, o processo de extracdo do analito nazrtabiogica.

Também descreve os desafios relacionados aos padedeeferéncia destes
ensaios. As macromoléculas apresentam caractasidtieterogéneas e sua poténcia e
imunoreatividade podem variar, sendo necessariaaarecterizacdo bem detalhada e
robusta do padrdo. E recomendado que o lote ddpath referéncia usado para a
preparacao de padrdes de calibracdo e as amostfa® deja 0 mesmo que o utilizado
para a dosagem nos estudos clinicos e ndo climMmsaso de mudanca de lote, uma
caracterizagdo analitica e uma avaliacdo bioarmlifievem ser realizadas antes da
utilizacdo para assegurar que as caracteristicakesEmpenho do método ndo sejam

alteradas.
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O paralelismo como ferramenta para detectar ooefedtriz e 0o uso de kits
comerciais como suporte de testes farmacocinétiods ser utilizado, segundo o guia.
Esta informacdo € muito aplicada nos ensaios aditiz em pesquisa clinica.

Os critérios de aceitacdo apresentados neste goiamente com o guia da
OMS de 1997, sdo os que mais chegam proximo alagl@lide um ensaio de ligacao,
pois citam as possiveis causas de interferéncéa®itam que estas interferéncias néo

comprometem a confiabilidade dos resultados enados:

ANVISA. Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC h27, de 17 de maio de 2012.
Guia de validacdo de métodos bioanaliticos

No Brasil, a ANVISA regulamenta a validacdo de rdégbionaliticos atraves
da RESOLUCAO - RDC N° 27, DE 17/05/2012, onde séscdtos 0s requisitos
minimos para serem empregados em estudos paratraegs pés-registro de
medicamentos no Brasil.

Diante da exigéncia da implementacdo desta resolpeda ANVISA para
validacdo de bioensaios esta legislacdo foi awvalidd maneira mais detalhada e
criteriosa para uma posterior conclusdo sobre aaplieabilidade na pesquisa clinica
para a avaliagdo de imunogenicidade de vacinas.

Primeiramente, os meétodos cromatograficos citadwsoc preferenciais sao
cromatografia gasosa (CG), cromatografia de pap#),(cromatografia de camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta éficia (CLAE) (PERES, 2002). Estas
técnicas tém como finalidade separar os componddeetifica-los e purifica-los.

Em termos de validac&o de bioensaios a resolugfbcada na CG e a CLAE.

A CG tem como caracteristica um alto poder de wvedol, contemplando
analisar inUmeras substidncias em uma mesma amasina, alta sensibilidade
permitindo analisar concentra¢cdes muito pequenasrofatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) é um método utilizado para sepacade espécies ibnicas ou
macromoléculas e compostos termo labeis. Atuaknartromatografia apresenta um
alto grau de sofisticacdo, podendo ser aplicadaleersas areas e quando aplicavel,
guase sempre € caracterizado como um ensaio refdren

Entretanto, esta RDC apresenta uma abordagem piingmonada aos demais
tipos de bioensaios, como 0s imunoensaios, quehamoa ligacdo de anticorpos e
antigenos, de forma especifica e com grande skdad®#, denominados de ensaios de

ligacéo.
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O roteiro dos testes de validacdo é rigido e nfecdtfico. Os parametros efeito
residual e efeito matriz sdo parametros pertinemtessaios cromatograficos e ndo sao
passiveis de execucao nos ensaios de ligacao.eldaste fato, deve ser realizada uma
justificativa técnica para a ANVISA descrevendaraxivos da ndo execucao dos testes
em cada relatério de validacao gerado, acarretpstificativas repetitivas que ndo séo
necessarias no contexto do estudo.

As principais deficiéncias desta legislacdo para ersaios de ligacéo,
essencialmente utilizados nos testes para a coagiowda imunogenicidade de vacinas

serdo discutidas no estudo de caso a seguir:

Validacdo do teste de neutralizacéo por reducdo de#aca de lise para sarampo em
placas de 96 pocodI CRO-PRNT)

Como descrito no item 1.5 (pagina 35) o teste detraézacdo consiste
basicamente em uma reacdo na qual € formado o ermphtigeno-anticorpo sendo
necessario determinar a concentracao para queaaoeacao de neutralizacao.

Portanto, para validar o método é necessério detarmas concentracdes LIQ,
LSQ, CQA, CQB, CQM e CQD, preconizadas na ROC2% da ANVISA. Porém,
devido a falta de uma padronizacdo nesta resqlugdesultados da validagcédo foram
expressos em trés formas distintas mUl/mL; leylI/mL e logo mUI/mL .

Segundo dados cientificos, 0os bioensaios sdo norendd expressos em escala
logaritmica, onde os resultados sédo transformadoslog e esta transformacdo é
comumente utilizada para facilitar a interpretadés dados. Esta operacdo pode ser
utiizada em dados que ndo apresentam um compartameear, que ocorre
geralmente neste tipo de metodologia, proporciomaaduniformizacdo dos dados
(USP, 2010).

Em muitos bioensaios, uma transformacao adequasiaegultados gera dados
gque apresentam uma variacao constante e pertaduicdo normal dos residuos. Do
ponto de vista estatistico qualquer transformac@oogrrija as variacdes intrinsecas da
metodologia, permitindo a conformidade dos redokae aceitavel (USP, 2010).

Dados da literatura, como TIMIRYASOVA e cols. (2028 COHEN e cols.
(2007), expressaram os resultados do teste deaheatfio por de placa de lise para

avaliacdo da imunogenicidade para o virus da deeagusga 0 virus sarampo em escala
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logaritmica. Percebe-se que ha uma padronizacdde naspecto devido o
comportamento nao linear dos dados gerados.

Assim, neste estudo de caso os resultados foraressos em log mUl/mL para
a obtencdo de um resultado constante ao longo Wa cie calibracdo para evitar a
variabilidade que poderia acarretar uma interpéetagronea sobre a sensibilidade da
metodologia.

Porém, é importante ressaltar que somente a U®R0)2apresenta esta
informacé&o. Os demais Orgaos citam apenas o orifiériaceitacdo expresso em CV% e
ndo h& nenhuma citacdo sobre as transformacdesedolados, acarretando uma
dificuldade na finalizacdo da validacdo, jA que tasuivezes devido a variabilidade
intrinseca da metodologia, ndo é possivel respeitatério de aceitacao.

O primeiro ensaio realizado foi a curva de caliBoague conceitualmente tem
por objetivo representar a relacdo entre a respistanstrumento e a concentracao
conhecida do analito. Porém nesta metodologia epstg§a ndo ha utlizacdo de
instrumento e o0 que avaliamos é a capacidade dmoeds detectar concentracdes
distintas de um analito e definirmos até que faixanalito pode ser diluido.

A curva de calibracéo foi construida através de dituicdo seriada (fator 2 de
diluicdo) do padrao positivin house 60/12, este padrdo possui uma concentracao
conhecida de 3981 muUl, obtendo as dilui¢cdes: 1:2, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:512, 1:1024, 1: 2048 e 1:4096, onde cada diluigéi@stada em sextuplicata.

A andlise dos dados revelou que até a diluicdo #i@2soro padrdo para
sarampo, o virus é totalmente neutralizado reptasda uma quantidade de anticorpos
capazes de neutralizar as particulas virais. Airpda diluicdo 1:64, comecaram a
observar lise nas células, representando que atidade de anticorpos ja eram
insuficientes para neutralizar os 50% dos viresgmtes (Tabela 2, pagina 59).

A presenca de células infectadas com o virus sarampdicado pela formacéo
de placas de lise devido a ndo formagédo do commakigeno-anticorpo, ou seja, ndo
ocorre a neutralizacdo para todos as particulas\presentes no ensaio. Desta forma o
virus continua infeccioso, havendo ataque a culieraélulas (SANTO®t al, 2008;
SIMOES, 2012).

As diluicbes empregadas nos ensaios de PRNT vadbddé 1/640 e foram
representadas na faixa da curva onde as diluighesrd ainda apresentam variacéo no
namero de placas. A partir da diluicdo 1:1024 olesaos que 0 ensaio de neutralizacéo

revela um platd, ou seja com o0 aumento da dilunggoha mais anticorpo suficiente
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para neutralizar as particulas virais presentgdata, conforme demostrado nas figuras
13, 14 e 15:

Amostra: soro de referéncia (padréohouse60/12)

Curva: 1 Data:04/09/2013 Analista 1

Curval

45
40
35
30
25
20
15
10

Média n? placas delise

16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096

Reciproca da diluigdo

Figura 13: Gréfico da curva de calibracdo 1

Tabela z: Resultados do parametro curva de calibracéo 1

Diluicbes 60/12
(1:x)
Reciproca da Médias Placas de
diluicdo Lise
1 0
2 0
4 0
8 0
16 0,3
32 0,3
64 2,7
128 11,9
256 25,5
512 33,8
1024 39,6
2048 39,1
4096 42,3

Titulo = 1:182,5 ou 2732mUl/ml
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Curva: 2 Data: 05/09/2013 Analista 1

Curva 2

wu1
(=]

I
[=]

Média ne placas de lise
[ w
o o

[y
(=]

o

16 32 64 128 256 512 1024 2048
Reciproca da dilui¢gdo

Figura 14: Gréfico da curva de calibracao 2

Tabela 3 Resultados do parametro curva de calibracéo 2

Diluicbes 60/12 (1:x)
Reciproca da diluicdo | Médias Placas de Lise
1 0
2 0
4 0
8 0
16 0
32 0,5
64 1,7
128 14,2
256 30,6
512 40
1024 47,5
2048 45,3
4096 56,3

Titulo = 1:173,3 ou 3218muUl/ml
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Curva: 3 Data: 1009/2013 Analista 1

Curva 3

Meédia n? placas de lise

16 32 128 512 1024 248 4096

Reciproca da diluicdo

Figura 15: Gréfico da curva de calibracao 3

Tabela 4 Resultados do parametro curva de calibracéo 3

Diluicbes 60/12 (1:x)
Reciproca da diluicdo | Médias Placas de Lise
1 0
2 0
4 0
8 0
16 0
32 0,2
64 0,5
128 5,9
256 18,1
512 25,7
1024 29,1
2048 29,8
4096 35,8

Titulo = 1:238,2 ou 3237mUl/ml
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O ponto de corte para o sarampo foi previamentaidefatravés de um ensaio
clinico feito em criangas imunizadas com a triphel, onde 200 amostras foram
analisadas antes e ap0s a vacinagcao. Apos a amhalggafico de dispersdo das amostras
o ponto de corte foi definido em 1:25 (reciprocaddaicdo) ou 200 mUI/mL. O valor
de corte representa a classificacdo de soropalsitiei ou soronegatividade de um soro,
conforme representado na figura 14.

3,09 Q 2
o0 o
2,5
2,0
> S G
(=]
15 2
5 -
Q.3
o &
104 GOQ
& &£50
8 &
0,5
[1iiealen)
0,0
T ] T T T T T
10 15 20 25 30 35 40
Log10 mUl/imL

Figura 16: Grafico de dispersao correspondente aos resultados ¢spgreem Log
mUI/mL e Log, da reciproca da diluicdo) obtidos dos 200 sordsnstidos aanicro PRNT
sarampo.

A andlise da figura 14 revela que ha uma separbeao definida de duas
populacdes de soros. No segundo quadrante (Q.8heaese o grupo que foi vacinado
e no terceiro quadrante (Q.3) o grupo ndo vacinadondo respondedor. N&o
observamos popula¢gbes intermediarias, apenas oativeeg e 0s que respondem
apresentam titulos muito proximos. Desta forma,nea® da curva de calibracéo
poderia ser realizado com um intervalo mais pantmea metodologia, ndo sendo
necessario testar todas as concentracdes estipuladdDC 27. Com isso, a validacao
ficaria mais direcionada as concentracdes que septamn impacto na interpretacéo e
concluséo do estudo.

Uma proposta seria uma curva de calibracdo congerdpl principalmente
amostras que represente o LIQ que no caso do PRNA a diluicdo de 1:5, ou seja a
menor diluicdo do soro, CQM a diluicdo 1/30 (umosque represente faixa acima do
valor de corte) e CQA (um soro que represente utngcd@b entre 1/30 e e 1/640).
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Essas concentracdes representam as caracteridéicasunogenicidade que a vacina
contra sarampo apresenta, ou seja, a habilidadeaclaa em induzir uma resposta
imunologica, estimulando a producéo de anticorgpg@ficos contra o virus.

Considerando que o soro padrdao é um soro sabitande concentracédo alta
concluimos que a faixa hoje empregada nos testesfiéiente para detectarmos
amostras que variam de baixa a alta concentragdantieorpos, revelando a alta
sensibilidade do teste e a diluicdo aplicada naaatas analises é adequada.

Segundo a RDC no 27 da ANVISA, o paramei curva de calibracdo deve
analisar os pontos da curva envolvidas na metodoeglemonstrar que 0s mesmos
apresentam resultados precisos e exatos. Este gtap&navaliado através do seguinte
critério de aceitagdo: C¥ 20% em relagéo a concentragdo nominal para o$¢gade
LIQ; e desvio< 15% para as demais concentragoes.

O titulo do PRNT ¢é definido como a reciproca damatdiluicdo do soro que
reduz o numero de placas de lise em 50%. A curveatieracdo € uma medida que
avalia a relacéo entre a resposta do instrumeatcoacentracdo conhecida do analito, e
por isso néo reflete a realidade do teste de Hizaitao, pois este € realizado a partir da
diluicdo seriada de um soro amostral, na proprieroplaca de 96 pocos, seguida da
adicdo de uma quantidade fixa e pré-estabeleciddrdge e quantificada visualmente.
Portanto, os resultados gerados da curva de cgibisio incapazes de apresentar a real
performance do ensaio, partindo desta premissagsidtados foram utilizados para
determinar a melhor faixa da reciproca da diluig@aoteste com isso estimar as 5
concentracdes das amostras preconizadas pela RRT {@4Q, LQB, CQM, CQA e

CQD), as quais serao avaliadas nos ensaios sulpgegjule precisédo

Os valores em reciproca da diluicdo para o tespgatgsdo foram os seguintes:

Quadro 5 — Amostras utilizadas no teste de precisédo

Classificacao
Concentracbes da amostra Diluicédo
(soro)

LIQ 55/12 1:5
CQB 55/12 1:15
CQM 54/12 1:100
CQA 56/12 1:300
CQD 02/12 1:640
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As respectivas concentracdes foram utilizada®s @s ensaios de precisdo. Estes
soros foram previamente titulados por PRNT e osltados avaliados em estudos
anteriores. A escolha de cada soro se deu de faraiedecer a faixa determinada na
RDC 27 para os ensaios de preciséo.

O valor da precisdo de uma metodologia demagste as variacdes provenientes de
analistas, equipamentos, ou seja, se todas as¢fesdile andlises ndo interferem no
resultado final. Segundo a RDC no 27 da ANVISAacégmetro € analisado através do
seguinte critério de aceitagdo: GV20% em relagédo a concentracdo nominal para os
padrbes de LIQ; e desvio1l5% para as demais concentracoes.

Na tabela 3 representada abaixo, é posséviicar , que todas as concentracdes
analisadas encontraram-se dentro do critério détagde quando o resultado é
transformado em log: LIQ n&o houve variacdo, CQEsgntou um CV= 5,20%, CQM
apresentou um CV% de 4,93%, CQA apresentou um C¥¥#,03% e o CQD
apresentou um CV de 0,90%. Com os resultados,idagab garante que o teste em

estudo apresenta precisdo intracorrida entre ssuiados.
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Precisao intracorrida:

Analista 1

Tabela 5: Resultados do parametro precisdo intracorrida

PLACA 1 - Data:24/09/2013

Concentragao

(mUI/mL) LIQ | log2(LIQ) | log(LIQ) | COB | log.(CQB) | 10g(CQB) | CQM | log(CQM) | log(CQM) | CQA | log2(CQA) |log(CQA) | CQD | log,(CQD) |log(CQD)

1 81| 6,34 191 (2760 811 244 2033 1099 331 [ 7379 | 1285 387 |[10.368| 13,34 4,02

2 81 | 6,34 1,91 (4480 881 265 |[1.078| 1007 303 | 5153 | 12,33 371 [10.306| 13,33 4,01

3 81 | 6,34 191 (3070 8,26 249 |[1592| 1064 320 [ 3319 | 11,70 352 |[10.368| 13,34 4,02

4 81| 6,34 191 (3820 8,58 258 |[1570| 10,62 320 | 3879 | 11,92 359 |[10.368| 13,34 4,02

5 81 | 6,34 191 (3230 834 251 [3.101| 11,60 349 | 6581 | 12,68 382 |[8794| 1310 3,94

6 81| 6,34 191 (6420 9,33 281 2424 1124 338 | 3441 | 11,75 354 |[8860 | 1311 3,95
Desvio padrdo | 0 | 0,00 0,00 |[1350| 045 013 |[7194| o054 016 [17138| 049 015 |[7884 | 012 0,04
Coef. E{)/ao;ia‘?éo 0 - - 34,1 5,20 520 |3659| 4,93 4,93 | 34,56 4,03 4,03 8,01 0,90 0,90
Média 81| 634 1,91 |396,0( 857 258 | 1966 | 10,86 3,27 4959 | 1221 367 | 9844 | 1326 3,99
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No caso da precisdo intercorrida, a ROC2A da ANVISA preconiza que o
teste seja realizado por mais de uma analistai@rdistintos. Esta analise foi realizada
através do seguinte critério de aceitacdo:<Cx0% em relagdo a concentragéo nominal
para os padrdes de LIQ; e desvit5% para as demais concentragoes.

Nas tabelas 4 e 5, estdo apresentados os resyukagossivel verificar que todas
as concentragbes analisadas encontram-se dentwitddo de aceitacdo quando
transformadas em log. Houve a demonstracédo quiegasica influéncia do analista na
metodologia, pois os resultados de ambas apreasntam CV% bem abaixo do
especificado.

Foi observado que existe pouca influéncia do staalna execucdo da
metodologia, pois os resultados encontrados obpidhxs dois operadores apresentaram

um CV% inferior ao critério de aceitacao.
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Tabela 6 Resultados do parametro preciséo intercorridaatisia 1

LIQ CcQB cQM CQA CcQD
Amostras
muUI/mL | Log2 | Logio | mUI/mL | Log2 | Logio | mUI/mL | Logz | Logio | mUI/mL | Log, | Logio | mUI/mL | Logz | Logio
Ensaio 1 |Média| 81 6,34 | 1,91 | 396 | 857 | 2,58 | 1966 |10,86 | 3,27 | 4959 |1221 | 3,67 | 9844 |13,26 | 3,99
24109/2013 | cv 9 - - - 34,05 | 520 | 520 | 36,59 | 4,93 | 493 | 3456 | 4,03 | 403 | 801 | 0,90 | 0,90
Ensaio 2 |Média| 114 | 6,83 | 206 | 432 | 873 | 2,63 | 2120 |11,03| 3,32 | 4073 |11,94 | 3,60 | 11924 | 13,50 | 4,06
26/09/2013 | cv 9 - - - 2354 | 3,46 | 346 | 17,76 | 2,39 | 2,39 | 29,17 | 3,41 | 341 | 2450 | 2,85 | 2,85
Ensaio 3 |Média| 78 629 | 1,89 | 281 | 809 | 2,43 | 1260 |10,21| 3,07 | 2323 |11,12| 3,35 | 7940 |12,92 | 3,89
30/09/2013 | cv o - - - 27,50 | 499 | 499 | 43,07 | 501 | 501 | 3516 | 3,87 | 3,87 | 22,71 | 2,92 | 2,92
Re;fn'ﬁgos “ﬁﬁ?j‘ 91 | 648 | 1,95 | 369,67 | 846 | 255 | 1782 |10,70 | 322 | 3785 |11,76| 3,54 | 9902 | 13,22 | 3,98
'\C"\é/doi/f} - - - 28,36 | 4,55 | 4,55 | 32,47 | 4,11 | 411 | 32,96 | 3,77 | 3,77 | 18,41 | 222 | 2,22
Tabela 7 Resultados do parametro precisdo intercorridaalista 2
LIQ CcQB cQM CQA CcQD
Amostras

muUl/mL | Log2 | Logio | mUI/mL | Log2 | Logio | mUI/mL | Log. | Logio | mUI/mL | Logz | Logio | mUI/mL | Log2 | Logio
Ensaio 1 |Média| 81 6,34 | 1,91 | 286 | 815 | 2,45 | 1679 |10,69 | 3,22 | 2767 |11,39 | 3,43 | 10359 | 13,34 | 4,02
24109/2013 | cv o - - - 10,72 | 1,95 | 1,95 | 20,80 | 2,95 | 2,95 | 28,96 | 3,24 | 324 | 0,14 - 0,02
Ensaio 2 |Média| 114 | 6,83 | 2,06 | 386 | 855 | 2,57 | 1863 |10,81 | 3,25 | 3088 |11,50 | 3,46 | 11738 | 13,50 | 4,06
26/09/2013 | cv o - - - 26,4 | 434 | 434 | 3306 | 3,93 | 393 | 39,34 | 475 | 4,75 | 19,33 | 2,00 | 2,00
Ensaio 3 |Média| 82 6,35 | 1,91 | 275 | 8,07 | 2,43 | 1470 |10,44| 3,14 | 1884 |10,80| 3,25 | 9683 |13,24 | 3,99
30/09/2013 | cv 9% | 13,08 | 2,67 | 2,67 | 244 | 391 | 391 | 393 | 494 | 494 | 3605 | 473 | 473 | 6,19 | 0,71 | 0,71
Resultados ngle:;? 92,33 | 6,550 | 1,96 | 316 | 8,26 | 2,48 | 1670 |10,65| 3,20 | 2580 |11,23| 3,38 | 1059 |13,36| 4,02
Finais '\(":‘:\"/%f 436 | 089 | 089 | 2051 | 34 | 34 | 31,05 | 3,94 | 394 | 3478 | 424 | 424 | 855 | 0,90 | 0,90
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Para andlise da exatiddo a RDT2i@ da ANVISA solicita que seja realizada o

calculo de CV% para cada concentragdo estipuladaimna de calibracdo. Porém para

este de caso, nao foi possivel ja que o calcubalézado através da correcdo da diluicéo

de cada concentracdo e comparada com o valor nbdongadrdo in house. Para a

realizagcdo, foi utilizada a RE 899 da ANVISA (2008)r reportar um célculo de

exatidao adequado para este metodologia.

Diante dos resultados apresentados nas tabelas 8, & exatiddo média foi de

102,3%, caracterizando o0 que o bioensaio quantifis@anticorpos neutralizantes para o

virus sarampo de maneira satisfatéria. Neste eagariacdo permitida para o parametro

de exatiddo é de + 15%, ou seja, 85 a 115%.

Tabela 8— Resultados do parametro exatidao - ensaio 1

Amostra valor Valor .~ | Exatidao
60/12 encontrado Log. | Log esperado Log, | Log | Exatiddo em %
(mUl/mL) (mUl/mL)
1 308 8,27 12,49 218,78 7,77 12,34 1,06 106
2 187,2 7,55 (2,27 218,78 7,77 12,34 0,97 97
3 316,3 8,31 12,50 218,78 7,77 12,34 1,06 106
Média 266,7 8,04 (2,42 218,78 7,77 (2,34 1,03 103
Tabela 9 Resultados do parametro exatidao - ensaio 2
Argct))/sltga enc\éilt(r);do Log, | Log es\;;::grao Log, | Log | Exatidao E)é?nti%/g;o
(mUl/mL) (mUl/mL)
1 224 7,81 (2,35 218,78 7,77 12,34 1,00 100
2 232 7,86 (2,37 218,78 7,77 12,34 1,01 101
3 173,3 7,44 12,24 218,78 7,77 12,34 0,96 96
Média 214.,4 7,70 12,32 218,78 7,77 (2,34 0,99 99
Tabela 10 Resultados do parametro exatidao - ensaio 3
Argg/sit;a enc\éﬁltcr);do Log. | Log es\églrc;:jo Log, | Log | Exatiddo Eza;}i%/é;o
(mUl/mL) (mUl/mL)
1 250,7 7,97 2,40 218,78 7,77 12,34 1,02 102
2 294,4 8,20 (2,47 218,78 7,77 (2,34 1,06 106
3 312 8,29 (2,49 218,78 7,77 (2,34 1,06 106
Média 292,5 8,15 12,45 218,78 7,77 12,34 1,05 105
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Seletividade:

O ensaio de seletividade é de extrema importgmaneipalmente no caso do
PRNT para sarampo, uma vez que a imunizacdo stal@&s da vacina triplice viral
gue é composta por trés virus (sarampo, caxumbhémla), logo amostras de soro de
pacientes imunizados vao apresentar anticorposgsana@s virus. Para garantir que os
anticorpos para caxumba néo iriam neutralizar asvile sarampo usados no teste,
realizamos um ensaio onde anticorpo comercial pakamba. A analise dos dados
demonstrou que o PRNT para sarampo foi seletiva panticorpo de sarampo e que
nao houve reacdo cruzada com o anticorpo de caxub@sia forma, pode-se garantir
que o teste quantifica inequivocamente o anticodgointeresse, confirmando os

resultados da imunogenicidade produzida pelo waumampo, conforme figurasl16 e 17.

Plate: Cax_09012014

H m :
A s
Cellular Technology Ltd., 2003-2008 all rights reserved.

Y}\Y/\Y}\Y}

Soro + cax Soro — cax Ac + cax Controle de virus

(comercial)

Figura 17 — Placa de MICRO-PRNT caxumba para tesgensibilidade
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Flate: placa
1 i 3 4 5 & 7 g 4 10 1 12

Cellular Technology Ltd., 2003-2002 all rights resenred
Soro + cax Soro — cax Ac + sarampo Controlevites

Figura 18 — Placa de MICRO-PRNT sarampo para t#ssensibilidade

Sensibilidade:

A sensibilidade do teste é representada pelo L@ no caso do PRNT
representa a menor diluicho da amostra capaz déraliear o virus desafio
(TIMIRYASOVA e cols. 2013).

No estudo de caso, o LIQ foi determinado na dilwit& que € a menor diluicdo
de um soro com titulo de anticorpos neutralizabteéso capaz de neutralizar o virus,
sendo a mesma adotada na rotina has amostrasgiasgedinica.

Outro ponto bastante relevante € que a sensibdid#miteste encontra-se abaixo
do ponto de corte (1/25) , demonstrando que ascdéds realizadas no teste séo
adequadas para a realizacdo do estudo clinico,ntgata a classificacdo de
soropositividade ou negatividade de um determinadao.

ApoOs a avaliacdo dos resultados do estudo de éasossivel visualizar que a
validacéo foi desenhada de maneira especificagparsaio de neutralizacdo no intuito
de demonstrar que o método atende ao uso pretendia® também para expor as
deficiéncias das diretrizes de validagcdo de biaeasaxistentes, como a descricdo dos

parametros de validacdo, os critérios de aceitagadalta de padronizacdo dos
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resultados, enfim a ndo consideracdo das pariidatkes dos ensaios biolégicos,
principalmente da RDC’27 da ANVISA que é mandatéria no pais.

O teste de neutralizacdo por reducdo de placasegéira sarampo em placas de
96 pocos MICRO-PRNT) é utilizado para a quantificacdo de antiosrpeutralizantes
produzidos pelo individuo pés-vacinagdo, ou sejpra@ucdo anticorpos € o alvo do
estudo.

Porém, para a RDC°r27 da ANVISA os bioensaios sdo métodos analiticos
utilizados na determinacao quantitativa de anakimsmatrizes bioldgicas e analito é
um composto quimico especifico a ser mensurado i matriz biolégica. Desta
forma, pode-se visualizar, que esta legislacdo afmesenta uma aplicabilidade
especifica a este tipo de estudo, ja que anticogdosglicoproteinas, onde alguns
parametros e critérios de aceitacdo ndo sao apigdMas para que o método seja
considerado validado, todos os parametros devenvaletados. Porém devido as
caracteristicas do teste de neutralizacdo, os ptrdsnefeito matriz e o efeito residual
ndo sao passiveis de realizacdo, sendo necessatiticar a ndo realizacdo desses
ensaios nos relatérios de validacédo. Porém, a @QVFRA, a USP e o EMEA néo citam
esta obrigatoriedade e citam que os parametrosndeser analisados para a
iImplementagc&do dos mesmos.

Ainda em relacdo aos parametros de validacédo, o EDAEMEA apresentam
em seus guias um capitulo sobre ensaios de ligaggdoum estudo mais direcionado,
mas também de maneira muito ampla. Os ensaiosgdedb sdo representados por
diversos tipos de ensaio como, por exemplo, o HEHI e neutralizagdo. Cada ensaio
apresenta uma particularidade, uma sensibilidadatagens e desvantagens. Desta
forma, sdo necessarias diretrizes mais segregadasaplicabilidade mais direta para
gue o desempenho da metodologia seja comprovado.

Outro assunto pouco discutido nos documentos, caecéo da USP (2010) é a
transformacdo dos dados obtidos para escala logeait Esse procedimento é de
extrema relevancia por proporcionar a uniformizagés dados, tornando a variacao
existente caracteristica dos bioensaios, em valowes variancia quase constante e
quase normal. Porém, a RDC 27 da ANVISA, ndo cita renhum momento esta
informagéo, dificultando muitas vezes o resultado \hlidagdo, pois sem esta
transformacéao logaritmica, os resultados néao fidantro do critério de aceitacao.

Esta falta de uniformidade na representacao dodtadss dificulta a correlacéo

dos resultados entre laboratérios. Em 2012 foizaab o primeiro estudo internacional
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de avaliacdo externa da qualidade de métodos niatesue sorologicos para Febre
Amarela. O estudo foi conduzido através do envidals painéis de amostras a varios
laboratorios do mundo, inclusive Bio-Manguinhos,rapaavaliacdo de niveis de
anticorpos e quantidade de RNA viral do virus dbré Amarela (DOMINGO e cols,
2012).

O estudo revelou uma falta de padronizacdo enttabmsatorios. Os testes sao
executados de maneiras distintas: com diluicOesadifes, com etapas distintas dentro
da mesma metodologia, forma variada de represestatados, ou seja, todas essas
variagoes dificultam uma comparacéo entre os st (DOMINGO e cols, 2012).

Apesar do estudo ter sido realizado com o virufedee amarela, o mesmo é
aplicavel também aos testes de soroneutralizagacopéos virus, como 0 sarampo.

Esse estudo de caso e os dados da literaturamegeia os guias devem néo sé
definir critérios de aceitacdo como também espegifa forma de representacdo de
resultados, uma vez que esta representacdo podé defuma validagdo esta ou nao

dentro dos critérios de aceitacdo da norma em gigén
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6 - CONCLUSAO

A validacao proposta neste estudo apresentou adsslsatisfatorios onde todos
0s parametros estabelecidos foram validados.

Pode-se concluir com este estudo, que ndo ha uomaoto (guia, compéndio
ou legislacdo) especifico para a validacdo de bmiea direcionados aos testes de
neutralizacdo, utilizados na verificagdo de imumigdade proporcionada poés-
vacinacao.

No caso da RDC 27 da ANVISA, que é a legislacaadatdria no Brasil, os
parametros de validacdo apresentam caracterislicasionadas aos bioensaios que
utilizam ferramentas instrumentais, como 0s ensaiomatograficos, havendo uma
insuficiéncia de informagfes para a avaliagdo dsemmenho da metodologia para os
demais bioensaios.

A utilizacdo das técnicas de PRNT e do micro-PRNde extrema relevancia,
pois sdo considerados de referéncia para resposteiprotetora ap0s vacinacao e seus
resultados sdo fundamentais para a pesquisa cl@tocgproduto. Desta forma, é
necessario que a validagdo do bioensaio seja tems® confiavel.

Diante do acima exposto, a validacdo dos bioessasalizada por Bio-
Manguinhos néo deve seguir apenas a RDC 27 da AN\Vitas também utilizar como
referéncias os outros guias citados neste estada,gpomover um estudo de validagéo
mais direcionado e coerente que garantam a cormf#ionada aplicabilidade da
metodologia.

Outra abordagem, seria sensibilizar a ANVISA areecessidade de criar guias
e ou legislacbes mais aplicaveis a realidade deenbaios relacionados a
imunobiolégicos, que ndo envolvam instrumentos, scerando a caracteristicas

inerentes destes ensaios.
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7- PERSPECTIVAS

O estudo em questdo propde a elaboracdo de umoguialegislacdo que
apresente uma diretriz de validacdo especifico paensaios utilizados em pesquisa
clinica que quantificam a produ¢éo de anticorpasvatinacao para a determinacao de
imunogenicidade e também demais bioensaios pravesiele analitos bioldgicos em
amostras bioldgicas:

» Desenhos experimentais de validacdo adequados m@ssa$ tipos de
bioensaios

» Critérios de aceitagdo que levem em consideracagargabilidade dos
bioensaios;

» Padronizacéo dos resultados, como a transformag@&seala logaritmica.
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9.1 - ANEXO |

Detalhamento do parametro de precisdo segundo a OB, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 2012
Preciséo intre-ensaic Desenvolvimento de| Precisac Bioensaios em geral: Preciséo intracorrida:
Amostra homogénea embioensaios com| Varias diluicbes da amostriaPrecisdo intra-ensaio: Amostra (LIQ, CQB, CQM,
varios pontos da curva emcaracteristica fisico-| padrédo e a da amostra testdmostras  (LIQ, baixa] CQA e CQD), 5 replicatas
um Unico ensaiocom trésquimica: em um Unico ensaio (mesmomédia, alta e CQ), 5 de cada concentragdo em um
diluicdes de cada Preciséo intra-ensaio: dia, mesmo analista, mesmaeplicatas em uma Unicalnico ensaio;
concentragdo: baixa, média| eAmostra em 3 concentragdgslaboratério e mesmos corrida.
alta. Realizar 10 replicatgse realizar no minimo 5 cincp equipamentos). Preciséo Intercorridas
de cada  concentragapreplicatas de cada Precisdo inter ensaio: Realizar o mesmo ensajo
Calcular a media, o desvioconcentragdo em um Unido . o Realizar o mesmo ensaio entom corridas em diag

~ ) Precisdo intermediaria: . . L )
padrao e o CV em cada pontensaio. . . elo menos 2 dias diferentes.distintos;
da curva R_eahzar_ mesmo_ensaio (e ritério de Aceitagao:
) . . dias diferentes, analistds, . =~ " )
Preciséo inter ensaio: . . N&o sdo admitidos valores [>
Cx - : .| diferentes e equipamentos, 0 - —
Preciséo inter ensaio: Realizar o mesmo ensaio 3diferentes) 15%, exceto o LIQ, < 20%. | Critério de Aceitacéo:
Realizar o0 mesmo ensaio |3vezes, variando analistas, ’ N3o sdo admitidos valores [>
vezes, variando dias,equipamentos, reagentes | e Ensaios de Ligacéo: 15%, exceto o LIQ, >
analistas e lotes. laboratérios. Critério de aceitacio: Precisdo intra-ensaio: 20%.
Precisiao Calcular a média e o desv|o Teste de poténcia: Gao: Preparar no minimo %
padrao em cada ponto da. ., . N . 0 amostras de CQ, 3 amostras
curva de  cada testeact'te“? de aceitaggo: In vivo: CV < 50% de LIQ, médio, alto e LSQ ¢
S N&o sdo admitidos valores A o =
individualmente. 0 Em célula: CV < 20% cada  concentragdo  em
> 15%, exceto o LIQ,_ A . )
Calcular o CV para cadazo% duplicata. Fazer 6 leituras de
ponto da curva entre cada ' cada amostra. Realizar |o
ensaio executado. . ensaio em uma Unica corrida.
Desenvolvimento de
bioensaios: ensaios

Critério de Aceitacao:
Ensaios de ligagdo: 5 a 10%
Ensaios em células: cerca
50%

Ensaiosin vivo, cerca de
50%.

microbiolégicos e ensaiog
de ligacao:

jé\lao aplicado

Preciséao inter-ensaio:

Realizar o mesmo ensaio, €

corridas e dias diferentes.
Critério de Aceitagao:

N&o s&o admitidos valores
20%, exceto o LIQ, < 25%.
Erro total: 40% para o LIQ
LSQ e 30% para as dema

concentracdes.

m

\

is

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, ZOANVISA, 2012.
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9.2 - ANEXO Il

Detalhamento do parametro de exatiddo segundo a OBIB, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 2012
Bioensaios - pode ndoser| Desenvolvimento de| Utilizar concentragdes Bioensaios em geral Exatiddo intracorrida:
possivel peld bioensaios com| diferentes da amostra padrgi&xatidéo intra-ensaia Preparar amostras: LIQ,
indisponibilidade de padrdes.caracteristica fisico-| e da amostréeste, dentro da Realizar uma Unica corrida, CQB, CQM, CQA e CQD, §
Porém se o ensaio possyiguimica: faixa de concentragdo {ocom no minimo de 3§ replicatas em um Unicp
sensibilidade e especifidadeAmostra em 3 concentragdeshioensaio, onde os valorgsreplicatas, de pelo mengsensaio.

é considerado satisfatorio. | 5 replicatas de cadasdo comparados através faguatro niveis de
concentragdo em um Unigodeslocamento horizontal concentragéo: dentro daExatiddo Intercorrida:
Para imunoensaios:| ensaio; (reta) através do paralelismg.faixa de curva de calibracag :Realizar o0 mesmo ensalo
Preparar no minimo 3 LIQ, CQA, CQOM e CQB. com corridas em dias
concentracbes através de~ . . . o Recuperagao: distintos.
spikes dg duas amostra%ggeggodz dﬁﬁ;éigsa\?élores Adicionar um gnalito a uma Exatidao Intercorrida: .
distintas. Testar as B amostra biolégica, extrair pRealizar o0 mesmo ensaip,
A > > 15%, exceto o LIQs 20%. . N . - s N
Exatidao amostras em triplicata. mensurar através da respostporém em 3 corridas, emCritério de Aceitacéo:

Critério de Aceitagéo:
Ensaios de ligagdo: 5 a 10%
Ensaios em células: cerca
50%

Ensaios in vivo: cerca d
50%.

Desenvolvimento de
bioensaios: ensaios
microbiolégicos e ensaiog
4 e ligacéo:

ao aplicado

do detector, comparando co|
a concentracdo real d
padrdo. Preparar amostr.
extraidas de concentrag:
baixa, média e alta
Comparar com padrdo n3
extraido em
concentracao.

Critério de aceitagéo:
A recuperacdo ndo necess
ser de 100%, mas deve g

100% de

npelo  menos dois diasN&o sdo admitidos valores
;)Sdlferentes. 15%, exceto o LIQ,

AcCritério de Aceitacao: 20%.
. Nao sdo admitidos valores

015%, exceto o LIQ, < 20%.

\

2

ta

precisa e reprodutivel.

\

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, Z0ANVISA, 2012
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9.3- ANEXO Il

Detalhamento do parametro de linearidade/curvalileracdo segundo a OMS, USP, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro

OMS, 1997

FDA, 2001

USP, 2010

EMEA, 2011

ANVISA, 2012

Linearidade/ curva

de calibracéo

Curva contendo de seis a 0i
concentragbes dentro d
faixa de trabalho. Testar caq
diluicdo em triplicata em tré
curvas distintas;

Calcular o Rou R.

Método
Calcular

Alternativo:
exatidao

precisao de cad
concentragdo. Se amb
estiverem dentro do critéri
de aceitagdo, 0 ensaio
considerado satisfatério.

a

Critério de Aceitacéo:
Ensaios de ligagdo: 5 a 10%
Ensaios em células: cerca

50%
Ensaios in vivo: cerca d
50%R = 0,99

de
com
fisico-

tdDesenvolvimento

abioensaios

lecaracteristica

5 quimica:

Realizar spikes para prepar
as concentracbes desejad
A curva deve apresents
amostra branco, uma amost

e matriz, e de 6 a 8 amostr

a diferentes de zero, incluind

D0 LIQ.

0
&Critério de  Aceitacdo:
O LIQ deve ser pelo meng
cinco vezes a resposta
amostra
A resposta do pico deve s
identificavel e reprodutive

deom uma precisdo de 20 %

CV < 20 % de desvio para
LIQ; CV < 15 % demais
concentragoes;

Pelo menos 4 dos 6 padrg
diferentes de zero dey
atender aos critérios acim
referidos , incluindo o LIQ €
0 padrdo de calibragdo 1
concentracdo mais elevada.

brancol

Curva contendo q
concentracGes em duplicata]
A curva geralmente nao
linear, podendo ser usado
amodelo de quatro parametr
a®uU paralelismo;

Ar
r&Critério
aCalcular
oexatidao de cad
concentragdo se amb
estiverem dentro do critéri
de aceitagdo, 0 ensaio
sconsiderado satisfatorio.

la

de
a

aceitacdo
precisdo

er
|
e

acuracia de 80-120 %.

eSe ndo for utilizado um
modelo linear para a curva de
calibracdo e padrdo de
calibracdo devera ser
justificado.

()

Avaliar no minimo 3 curvas

. de calibracdo com: amost
ébranco, amostra zero e
@amostras de diferents
poncentracdes adicionados
Pl;

Critérios de aceitacéo:
e Para o padréo de calibrags
adesvio < 20% em relagag
DA concentragdo nominal pal
0D0s padrdes de LIQ; €15%
ém relacdo a concentrag

nominal para 0s outro

padrdes de calibragdo.

Para a curva de calibraca

no minimo 75% dos padroe

de calibragdo aprovadq
conforme 0s critérios
anteriores e no minimo se|
padrdes de calibragdo ¢

concentracfes diferente]
incluindo o LIQ e o LSQ,
aprovados conforme o
critérios anteriores.
Ensaios de Ligacéao:
Preparar 6 padrdes d

concentragOes diferentes, q
devem ser uniformement
espacados numa  escd
logaritmica. Preparar cad
concentragcdo em duplicat
Realizar no minimo &

5 Avaliar no minimo 3 curvas
ade calibragdo com: amost
Gbranco, amostra zero e
samostras  de  diferente
deoncentracdes adicionados
Pl. Deve ser apresenta
justificativa cientifica para
faixa de concentraca
ocontemplada pela curva
calibragéo;

aDeve ser adotad
preferencialmente o modelo
adinear. Se nédo for possivel

n oW

o
()

W)

sutilizar modelos lineares,
devem ser incluidas n
ominimo 8 amostras d

sdiferentes concentracdes
scurva de calibragéo;

sCritérios de aceitacao:
ePara o padréo de calibracgo:
sdesvio< 20% em relacdo
concentragdo nominal pafa
sos padrdes de LIQ; e desvjo

< 15% em relagéo
concentragdo nominal para
0s outros padrdes e
ecalibracéo.

u€ara a curva de calibrag

lale calibracdo aprovadqgs
aconforme 0s critério
aanteriores e no minimo
padrdes de calibragédo

corridas independentes.

concentracfes diferente)
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Linearidade/ curva
de calibracéo

(continuacao)

Desenvolvimento de
bioensaios: ensaios
microbiolégicos e ensaiog
de ligacéo:

Ensaios com caracteristi¢a
ndo linear. Preparar np
minimo seis concentracdes
do padrdo em duplicata, qye
represente melhor a curva go
teste.

Critério de  aceitagdo
Verificar a precisdo dos
resultados.

Critério de aceitagéao:
N&o sdo admitidos valore
>20%, exceto 0 LIQE 25%,
em pelo menos 75% dqg
padrdes de calibragdo.

S

incluindo o LIQ e o LSQ,
aprovados conforme o
critérios anteriores.

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, ZOANVISA, 2012.
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9.4 - ANEXO IV

Detalhamento do parametro intervalo segundo a QM®, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 2012
Determinado através dpDesenvolvimento de| Determinado através dasDeterminado através doDeterminado através d
limite inferior e superior,| bioensaios com| diluicdes determinadas nolimite inferior e superior, limite inferior e superior,
com exatiddo e precisgocaracteristica fisico- | testes de precisdo e exatiddocom exatiddo e precisdocom exatiddo e precisd
aceitaveis derivado do tesfequimica: aceitaveis derivado do testeaceitaveis derivado do tes

Intervalo da linearidade. Determinado na curva de da linearidade. da linearidade.

calibracéo.

Desenvolvimento de bio-
ensaios: ensaios
microbiolégicos e ensaiog
de ligagéo:

N&o aplicado

o

e

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, Z0ANIVISA, 2012
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9.5 - ANEXO V

Detalhamento do parametro de seletividade/ espiekifie segundo a OMS, USP, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 2012
N&o apresenta um Desenvolvimento de| Determinar  através  deBioensaios em geral Devem ser analisadgs
detalhamento para abioensaios com| amostras branco de matrjzDevem ser analisaddsamostras de matriz biolégida
execucdo do teste. caracteristica fisico- | bioldgica que deve ser obtidJaamostras de matriz biolégidaobtidas, de 6 fontes distintas;
quimica: de 6 amostras distintas.obtidas, de no minimo, sejs

Seletividade/ Critério de aceitaco: Verificar as interferéncias Possiveis interferentes:fontes distintas. Critério de aceitagéo:
Demonstrar que o tesiedos componentes da matrizl enetabdlitos, produtos de Os resultados devem ser

especificidade mensura apenas a molécyl®s produtos de degradacdo.| decomposicao. Critério de aceitagéo: comparados com aqueles
alvo. Realizar teste de As respostas dos picgsobtidos nas amostras

identificacdo (qualitativo) da
molécula alvo.

Critério de aceitagéao:
Demonstrar que o
mensura apenas a molécula.

Desenvolvimento de

bioensaios: ensaios
microbiolégicos e ensaiog
de ligacao:

Verificar as interferéncias

como a reatividade cruzada
de metabdlitos, medicagbes

concomitantes.

Critério de aceitagéo:
Demonstrar que o0 test
mensura apenas a moléculd.

D

testequantificacéo do analito. Se

Critério de aceitagéo:

Demonstrar que nenhu
componente da  matri
biolégica interfere ng

método se  destina
quantificar mais do que un

analito, cada analito deve sg

testado para garantijue ndo
hé interferéncia.

interferentes devem sek
N20% nas amostras LIQ e 5
¥ para o Pl.

;)Ensaios de Ligacéo:
n -
Seletividade

estar no minimo 1(
amostras de matrize
distintas, tendo amostra 1
concentracdo LIQ. Nest]
caso, deve ser Vverificad
também qual a concentrag
minima que a interferénci
pode ocorrer.

Critério de Aceitacéo:
Verificar a preciséo

N&o sdo admitidos valorg
superiores a 20%, exceto
LIQ, que se admite valore
menores ou iguais a 25%, €
pelo menos 80% da

U)B(/)o(n

processadas do LIQ;

6As respostas dos picos
interferentes  proximo  a
tempo de retencédo do anali
devem sek 20% da respost

As respostas de picg
interferentes  préoximo  a
stempo de retencdo do H
gdevem sex 5% darespostal
cdo PI;

5Caso uma ou mais amostr
sgnalisadas apresentare
hinterferéncia  acima
limites especificados, novg
amostras de, no minimg
outras seis fontes distintg
devem ser testadas.

amostras testada

do analito nas amostras LIQ;

dos

m

7]

S

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, 2088IVISA, 2012
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9.6 - ANEXO VI

Detalhamento do parametro limite de deteccdo skgarOMS, USP, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro

OMS, 1997

FDA, 2001

USP, 2010

EMEA, 2011

ANVISA, 2012

Limite de deteccéo

Pode ser calculado com ba
na resposta de 2 ou 3 veze
desvio padrdo da amost
branco sdo considerad

5 0
a
DS

satisfatorios.

s&ldo aplicado

N&o aplicado

N&o aplicado

N&o aplicado

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, 2Z0ANIVISA, 2012
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9.7 - ANEXO VII

Detalhamento do parametro limite de quantificagggundo a OMS, USP, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 2012
Menor guantidade da Desenvolvimento de| N&o aplicado Nao aplicado Nao aplicado
substancia a analisar quebioensaios com
pode ser  quantificada, caracteristica fisico-
apresentando  precisdo |euimica:

Limite inferior de

quantificacao

exatiddo aceitaveis.
Parametro  utilizado
determinar impurezas
produto.

Nao apresenta
detalhamento para
execucao do teste.

par
n

un

Concentracdo mais baixa ¢
acurva de calibracdo onde
presposta do analito no LI(
deve ser pelo menos 5 vez

acom a resposta do branco ¢
pico deve ser identificavel
com precisdo de CV até 20
e exatidao de 80 a 120%.

Desenvolvimento de bio-

ensaios: ensaios
microbiolégicos e ensaiog
de ligacao:

Mensurar através da curva

na resposta em comparaga

calibracao.

e

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, 2088IVISA, 2012.
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9.8 - ANEXO VIl

Detalhamento do parametro robustez segundo a OB, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro

OMS, 1997

FDA, 2001

USP, 2010

EMEA, 2011

ANVISA, 2012

Robustez

As variagcbes podem serNao aplicado

ambiente, temperatura qu
umidade da incubadora,
tempos de incubacéo, pH,
reagentes.

Critério de aceitagéo:
A precisdo e a exatidap
podem ser utilizadas pa
mensurar este parametro.

[

N&o aplicado

N&o aplicado

N&o aplicado

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, Z0ANIVISA, 2012
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9.9 - ANEXO XIX
Detalhamento do parametro efeito matriz sequndt&, USP, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 2012
Nao aplicado Nao aplicado Nao aplicado Bioensaios em geral Efeito da amostra do analito
Deve ser investigada pagrou Pl causado pela matr|z
espectrometria de massabiolégica.
utilizando pelo menos 6 lotgsDevem ser analisadds
Efeito matriz de matriz em branco deamostras de matrizes
doadores individuais|. biolégicas processadas,
Matrizes agrupados ndoposteriormente adicionadas

devem ser usados.

Critério de aceitagéao:
O CV dos FMN's relativos 4
todas as amostras deve 4
inferior a 15%.

de analito e PI, e solugbe
nas mesmas concentracd
das amostras CQB e CQA.
1 Calcular o fator matriz
anormalizado (FMN).

O CV dos FMN's relativos 3
todas as amostras15%.

1

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, 2088IVISA, 2012
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9.10 - ANEXO X

Detalhamento do parametro efeito residual segandMs, USP, FDA, EMEA, ANVISA

Parametro

OMS, 1997

FDA, 2001

USP, 2010

EMEA, 2011

ANVISA, 2012

Efeito residual

N&o aplicado

N&o aplicado

N&o aplicado

Bioensaios em geral

E o aparecimento de um singbu Pl

de analito na amostra bran

apos a analise de amostrjaanteriormente.
com uma alta concentracdo

de analito.
Deve ser analisada através

injecdo de amostras emduas logo apds a injegdo
depois de umauma ou mais
amostra de alta concentraga@rocessadas do LSQ.
ou padrdo decalibracdo no
superior de| Critério de aceitacao

branco

limite
quantificacdo.  Injetar
amostra em branco seguin
concentracao.

Critério de aceitagéo
N&o deve ser 20% do LIQ
e 5% para o PI.

Ensaios de ligacao

Pode nao ser possivel realizainterferentes no tempo d
o teste devido a dificuldaderetencdo do Pl devem ser
de extracdo em matrizes< 5% da resposta do PI.

complexas.

Aumento do sinal do analit
proveniente d

camostras analisads

Realizar 3 inje¢cBes d

daranco, sendo uma antes

amostrd

a Os resultados devem s

Os picos interferentes n
tempo de retencdo do anali
devem ser < 20% da

resposta do analito ng
amostras processadas
LIQ;

As respostas dos picg

Uma curva de calibracap
pode ser preparada utilizango
matrizes substitutas e uma
matriz real e fazer ap
comparagdes entre ambas.

’ame)

n

e

n

er

djcomparados com as amostfas
o] padrédo de alta processadas do LIQ;

=]

S
do

D n

a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, 2088IVISA, 2012.
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9.11 - ANEXO Xl

Detalhamento do parametro estabilidade do anaditmatriz biolégica segundo a OMS, USP, FDA, EMBAYVISA?

Parametro OMS, 1997 FDA, 2001 USP, 2010 EMEA, 2011 ANVISA, 2012
N&o aplicado Desenvolvimento de| Né&o aplicado Bioensaios em geral | — Estabilidade apds ciclos
bioensaios com de congelamento :]
caracteristica fisico- Demonstrar a estabilidade dodescongelamento: amostras
quimica: analito na matriz biolégica |. congeladas a temperatura
I - Congelamento ¢ As amostras baixa e altaindicada para g

Estabilidade do
analito na matriz

biologica

descongelamento: 3 ciclos,

com 3 aliquotas de cad

concentracdo baixa e alta, pa

temperatura de
armazenamento por 24h

descongeladas a temperatyra

ambiente, de maneira natural.

Quando
devem ser

descongelada
novament

S,
e

congeladas de 12 a 24 horas,

sob as mesmas condicles.
ciclo de descongelament
deve ser repetido por mal
duas vezes e devem g
analisadas no 3°

a substancia for instavel n
temperatura de
armazenamento pretendid
as amostras devem s
congeladas a -7Q, durante
trés ciclos de
descongelamento.  Analisg
as concentragdes apos o
ciclo.

Il — Curto prazo: prepara
trés aliquotas de cada un
das concentragdes: alta
baixa. As amostras deve

ciclg.
Analisar as concentragfes.

conforme a faixa de trabalhg

| — Estabilidade apos ciclo

de congelamento

descongelamento: 3
amostras devem :
congeladas a temperatu
indicada para g

armazenamento e mantid
no minimo de doze hora
sendo entdo submetidas
descongelamento
temperatura ambiente. Ap(
descongelamento total, 4
amostras devem :
novamente congeladas
temperatura indicada para
armazenamento  por, n
minimo doze horas, e assi
sucessivamente. O nldme
de ciclos de congelamento
descongelamento deve g
igual ou maior ao niumero d
ciclos que a amostra se
submetida.

Determinar a concentracj
do analito apds o ultim
ciclo.

Il — Estabilidade de -curt

.armazenamento e mantid
no minimo de doze hora
ssendo entdo submetidas
e descongelamento
stemperatura ambiente. Ap(
rrdescongelamento  total, 4
reamostras devem :
novamente congeladas
asemperatura indicada para
5,armazenamento  por, n
aoninimo doze horas, e assi
Aasucessivamente. O nume
sde ciclos de congelamento
asdescongelamento deve s
rrigual ou maior ao namero d
&iclos que a amostra se
csubmetida.

oDeterminar a concentrac§
mdo analito apdés o dltim
iclo.

e

etl — Estabilidade de curt

)
m

eduracdo: as amostras deve
&ser processadas e analisa
apos permanecerem

temperatura d

as
a

otemperatura ambiente, ou na

processamento estabelecigda
para o bioensaio, por tempo
A superior a0 _gue as amostras
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Estabilidade do
analito na matriz
bioldgica
(continuacéo)

ser descongeladas e mantidas
a temperatura ambiente de| 4
a 24 horas. Analisar ds
concentragcbes da amostra
apos o estudo.

Il — Longo prazo: ¢€
determinada pelo analise de
pelo menos trés aliquotas das
concentracbes baixa e alta
sob as mesmas condicdes |de
armazenamento

preconizadas. A
concentracdo da amostra
deve ser analisadas |e
comparada com o resultago
da primeira e da dltima
amostra da estabilidade.

IV — Estabilidade da solu¢éo:
verificar a estabilidade da
solugbes de reserva d
farmaco e do padrédo intern
As amostras devem  sg
mantidas a temperatu
ambiente por pelo menos
horas. Se as solugdes s
refrigeradas ou congeladas
estabilidade deve se
documentada, comparando
0s resultados da
concentragdo inicial das
amostras.

-*mglcnm‘—%f-’om

V - Estabilidade post
processamento: as amostias
devem ser analisadas durante
todo tempo previsto da
execucao total da
metodologia.

duracdo: as amostras deve
ser processadas e analisa
apos permanecerem

temperatura ambiente, ou I
temperatura de
processamento estabeleci
para o bioensaio, por temg
superior ao que as amost
serdo mantidas nas mesn|
condic¢des durante o estudo

Il — Estabilidade de longa
duragdo: as amostras deve
ser submetidas as mesm
condi¢Bes de armazenamer
e pela mesmo tempo d
duragdo que as amostras
rotina. No caso de moléculg
pequenas é considera
aceitavel uma abordagem
escalonamento, isto €&, se
estabilidade for aprovad
nas temperaturas de °Te -
20°C, nd&o ¢é necessari

investigar nas temperaturasarmazenamento além

intermediarias. Porém, pal
moléculas grandes,
estabilidade deve s€
analisada em cada uma d
temperaturas que a amos
de estudo é armazenada.

Il - estabilidade de estoque
solugbes de trabalho: N&o
necessaria para estudar

estabilidade em cada nivel gdrabalho de meno

concentracdo de solucdes
trabalho e uma abordagem
escalonamento pode s
usado.

merdo mantidas nas mesmas
Haondigcdes durante o estudo
a

ndll — Estabilidade de long
duracdo: as amostras devem
daer processadas e analisadlas
capos serem armazenadas por
aperiodo que exceda

amitervalo de tempo entre
coleta da primeira amostra
em estudo e a analise

A Ultima.

m

abv- Estabilidade poés
tprocessamento: as amostias
edevem ser processadas | e
denantidas sob as condicdes de
1sandlise das amostras
destudo. O periodo deve sgr
Jesuperior ao intervalo d
dempo entre o término d
apreparo das amostras e |0
final da corrida analitica mai
olonga. Caso haj

aauto-injetor, a estabilidad
adeve ser comprovada.
r
a¥ — Estabilidade do analito
r&l em solugdo: deve ser
comprovada a estabilidade
do analito e Pl em , n
eminimo, trés amostras
&solucdo priméaria de maigr
a@oncentracao e da solucao de

deoncentragdo por tempo
desuperior ao periodo de uso ¢u
parmazenamento das mesmas;
As amostras devem ser
analisadas apos serem
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Estabilidade do
analito na matriz
biologica

(continuacéo)

Critério de aceitagcdo nao
definido

Desenvolvimento de bio-

ensaios: ensaios
microbiolégicos e ensaiog
de ligagéo:

N&o aplicado.

IV — Estabilidade da amostr
processada: realizar o estu
a temperatura ambiente (
condi¢Bes de armazenamer
durante toda analise.

Critério de aceitagéo
A concentracdo média d
cada nivel deve estar dent
de 20% da concentracg
nominal.

Ensaios de ligacao
Avaliar a estabilidade usand
amostras de alto e baixo e
relacdo ao CQ. Realizar

estabilidade de curto prazo
temperatura ambiente @
temperatura de
processamento da amostra
estabilidade congelament
descongelamento.

Critério de aceitagéo:

A concentracdo média d
cada nivel deve estar dent
de 20% da concentrag
nominal.

taurante seu uso
armazenamento;

rggor meio  de diluicde
yoapropriadas, verificand

do detector;

udo analito e do PI;

comprovada a auséncia

reacdes de troca de is6top
enas condigbes do estudo

reestabilidade.

10

Critério de aceitagéo

As solucBes serdo estave
quando ndo apresentar u
desvio maior de 10% en
comparacdo com solucdé
preparadas recentemente.

asubmetidas as  mesmas
deondicdes a que serdo
wubmetidas as  solugbes

A estabilidade das solucbes
de trabalho e das solucdes
eprimarias deve ser analisada

também a faixa de medicdo

A média das respostas
oinstrumentais oriundas das
msolucdes em estudo deve ser
acomparada com a média de
aamostras recém preparadas

Se for empregado um isétopo
estavel como PI, o estudo ge
p-estabilidade em solucdo né&o
€ necessario, desde que sgja

e
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a Fonte: OMS, 1997; FDA, 2001; USP, 2010; EMEA, Z0ANIVISA, 2012
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