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CONSULTA PUBLICA N° 1.270, DE 2 DE AGOSTO DE 2024

A GERENTE DE LABORATORIOS DE SAUDE PUBLICA DA AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, no exercicio da competéncia que lhe foi delegada por meio do Despacho 77, de 10 de agosto
de 2022, aliado ao art. 187, lll, do Regimento Interno aprovado pela Resolucao da Diretoria Colegiada - RDC
n° 585, de 10 de dezembro de 2021, resolve submeter a consulta publica, para comentarios e sugestoes
do publico em geral, proposta de ato normativo, em Anexo.

Art. 1° Fica estabelecido o prazo de 45 (quarenta e cinco) dias para envio de comentarios e
sugestoes a proposta de renumeracao dos Ensaios biologicos (5.5.2), ao texto farmacopeico 5.5.2.1 Testes
para avaliacao de pirogénios, ao novo metodo 55.2.11 teste de ativagdao de mondcitos; a exclusao do
meétodo 55.2.3 Toxicidade e a revisao da monografia antimoniato de meglumina solugao injetavel,
conforme Anexo.

Paragrafo unico. O prazo de que trata este artigo terad inicio 7 (sete) dias apos a data de
publicacao desta Consulta Publica no Diario Oficial da Uniao.

Art. 2° A proposta de ato normativo estara disponivel na integra no portal da Anvisa na internet e
as sugestoes deverao ser enviadas eletronicamente por meio do preenchimento de formulario eletrénico
especifico, disponivel no endereco: http://pesquisa.anvisa.gov.br/index.php/972788?lang=pt-BR.

§1° Com excecao dos dados pessoais informados pelos participantes, todas as contribuicoes
recebidas sao consideradas publicas e de livre acesso aos interessados, conforme previsto na Lei n°
12.527, de 18 de novembro de 2011 e estarao disponiveis apos o encerramento da consulta publica, em sua
pagina especifica, no campo "Documentos Relacionados”.

§2° Ao término do preenchimento e envio do formulario eletrénico sera disponibilizado numero
de identificacdo do participante (ID) que podera ser utilizado pelo usuario para localizar a sua propria
contribuicao, sendo dispensado o envio postal ou protocolo presencial de documentos em meio fisico
junto a Agéncia.

§3° Em caso de limitacao de acesso do cidadao a recursos informatizados sera permitido o
envio e recebimento de sugestdes por escrito, em meio fisico, durante o prazo de consulta, para o seguinte
endereco: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/ Coordenacao da Farmacopeia - Cofar, SIA trecho 5,
Area Especial 57, Brasilia-DF, CEP 71.205-050.

§4° Excepcionalmente, contribuicdes internacionais poderao ser encaminhadas em meio fisico,
para o seguinte endereco: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Assessoria de Assuntos Internacionais
- AINTE, SIA trecho 5, Area Especial 57, Brasilia-DF, CEP 71.205-050.

Art. 3° Findo o prazo estipulado no art. 1°, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria promovera
a analise das contribuicoes e, ao final, publicara o resultado da consulta publica no portal da Agéncia.

Paragrafo unico. A Agéncia podera, conforme necessidade e razbes de conveniéncia e
oportunidade, articular-se com 6rgaos e entidades envolvidos com o assunto, bem como aqueles que
tenham manifestado interesse na matéria, para subsidiar posteriores discussdes técnicas e a deliberacao
final da Diretoria Colegiada.

GRAZIELA COSTA ARAUJO

Este conteudo nao substitui o publicado na versao certificada.

https://www.in.gov.br/en/web/dou/-/consulta-publica-n-1.270-de-2-de-agosto-de-2024-576308933



ANEXO
PROPOSTA EM CONSULTA PUBLICA

Processo n2: 25351.930989/2022-42

Assunto: Proposta de renumeracdo dos Ensaios bioldgicos (5.2.2), inclusdo do texto
farmacopeico 5.5.2.1 Testes para avaliacdo de pirogénios; inclusao do novo método geral
5.5.2.1.1 teste de ativacao de mondcitos; exclusao do método geral 5.5.2.3 Toxicidade e
revisdo da monografia antimoniato de meglumina solugao injetavel.

Agenda Regulatoria 2024-2025: Tema n2 5.5 Atualizagao periddica dos compéndios da
Farmacopeia Brasileira (FB)

Area responsavel: Coordenacdo da Farmacopeia — Cofar

Diretor Relator: Rdmison Rodrigues Mota

1-55.2 ENSAIOS BIOLOGICOS - 55.2.1 TESTES PARA AVALIACAO DE
PIROGENIOS

5.5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.5.2.1 TESTES PARA AVALIACAO DE PIROGENIOS

Deve ser realizado, para todo produto de administracdo parenteral, um teste para a determinacéo de
pirogénios. Os pirogénios sdo contaminantes capazes de ativar a liberagéo de citocinas na circulagio
sanguinea, que atuam como mediadores enddgenos, capazes de induzir a febre em humanos. Este
capitulo descreve possibilidades de ensaios para deteccdo e/ou quantificacdo de pirogénios na
amostra:

- O teste de ativacdo de mondcitos - MAT (5.5.2.1.1) que tem a capacidade de detectar os pirogénios
totais, isto €, 0s pirogénios do tipo endotoxina bacteriana e 0s pirogénios do tipo ndo-endotoxina
(NEPs).

- O teste de pirogénios em coelhos (5.5.2.1.2) que tem capacidade de detectar e quantificar os
pirogénios totais.

- O teste de endotoxinas bacterianas (5.5.2.1.3), que tem a capacidade de detectar ou quantificar
somente pirogénios do tipo endotoxinas bacterianas. O teste de endotoxinas bacterianas pode
substituir os testes de pirogénios totais, quando acompanhado de uma anélise de risco produto-
especifica para evidenciar o baixo risco de presenga NEPs na amostra e a correlagdo de resultados
obtidos por meio do método de endotoxinas bacterianas e um dos métodos de pirogénios totais.

Sempre que possivel, apds uma validacdo produto-especifica, 0 MAT deve substituir o teste de
pirogénios em coelhos, visando a reducdo de uso de animais. O teste de pirogénios em coelhos apenas
deve ser empregado quando o seu uso, comprovadamente, promover uma mitigacdo do risco de
contaminag&o por pirogénios totais ou quando a interferéncia da amostra no MAT inviabiliza a sua
aplicacao.



Podem ser empregados metodos alternativos de deteccdo de pirogénios, aprovados em outros
compéndios oficiais reconhecidos pela legislacdo vigente da Anvisa, que versa sobre a
admissibilidade de compéndios estrangeiros.

2-55.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - INTRODUCAO

5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS
INTRODUCAO

O teste de ativacao de mondcitos (MAT) ¢é o teste preferencial para a determinagao de pirogénios do
tipo endotoxina bacteriana e pirogénios do tipo ndo-endotoxina (NEPs) em produtos de administracao
parenteral. Recomenda-se a sua utilizagdo, em detrimento do teste de pirogénios em coelhos visando
a reduc¢ao de uso de animais.

A adequabilidade produto-especifica do método deve ser demonstrada. O MAT tem a capacidade de
detectar os mediadores enddgenos liberados por mondcitos humanos ou linhagens celulares
monociticas humanas quando estimulados por endotoxinas bacterianas ou por NEPs. As citocinas
pro-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-1 beta (IL-1p) e
a interleucina-6 (IL-6), atuam como mediadores endogenos, capazes de induzir febre em humanos.

Este capitulo descreve duas possibilidades de métodos para a execugdo do MAT:
- Método I — Teste semi-quantitativo;
- Método II — Teste por comparagdo com lote controle.

E possivel empregar método alternativo aos métodos I e IT de MAT, no entanto, nesse caso deve ser
realizada uma validacao completa e deve ser demonstrado que o método € equivalente aos métodos I
ou II oficiais.

3 - 55.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — DEFINICOES -
Concentracao limite de contaminantes

DEFINICOES

Concentracdo limite de contaminantes

A concentracdo limite de contaminantes (CLC) ¢ a maior concentracao de pirogénios permitida em
um produto. Uma vez que o MAT ¢ capaz de identificar pirogénios contaminantes, tanto do tipo
endotoxina quanto NEPs, a concentracdo de contaminantes, detectados pela inferéncia a uma curva
padrdo de endotoxina (método I), deve ser expressa como equivalente de endotoxina (EE). O critério
de aceitagdo para uma decisdao de aprovagao/reprovacao ¢ a CLC expressa em EE por miligrama ou

mililitro ou por unidades da atividade bioldgica do produto a ser examinado pelo método I.

A CLC ¢ calculada pela seguinte expressao:

CLC = —

==



em que:

K = dose limite humana de endotoxina por quilo de peso corpéreo;
M = méxima dose do produto por kg de peso em um periodo de uma hora.

Tabela 1 - valores de K por via de administracio

Via de administracdo ‘ Valor de K
Intravenosa, intramuscular e subcutanea 5,0 EE por kg de massa corporal
Intravenosa para radiofarmacos 2,5 EE por kg de massa corporal
Intratecal 0,2 EE por kg de massa corporal

Formulagdes parenterais administradas por metro 100 EE/m2

quadrado da superficie corporal

Quando uma concentracgdo limite de endotoxina (CLE) tiver sido especificada para um produto, a
CLC ¢ igual a CLE, salvo indicagdo em contrario. Neste caso, a concentracao da solugdo teste ¢
expressa em:
- mg/mL se o limite de endotoxina for especificado por massa (UE/mg);
- unidades/mL se o limite de endotoxina for especificado por unidade de atividade biologica
(UE/Unidade);
- mL/mL se o limite de endotoxina for especificado por volume (UE/mL).

4 - 5521.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — DEFINICOES -
Sensibilidade do teste

Sensibilidade do teste

A sensibilidade do teste (1) é a menor concentragdo de endotoxina que o teste ¢ capaz de detectar.
Para determinar A, faz-se necessario calcular o valor de corte na unidade de leitura do método
aplicado. Para um ensaio imunoenzimatico (ELISA), por exemplo, a unidade de leitura seria
densidade optica. O valor de corte € expresso como a média obtida a partir de 4 replicatas do branco
somada a 3 desvios padrdes, conforme expressao abaixo:

Valor de corte = X + 3s
em que:

X =média das 4 replicatas para as respostas ao branco;
s = desvio padrao das 4 replicatas das respostas ao branco.

A corresponde a menor concentracdo de endotoxina na curva padrdo cuja leitura exceda o valor de
corte. Como A € um ponto da curva padrdo, deve ser estabelecido em cada teste para confirmar o
calculo da maxima dilui¢ao valida (MDV), conforme descrito em Mdaxima Dilui¢do Valida. Para
efeitos do teste, 1 € expresso como equivalentes de endotoxina por mililitro (EE/mL).

O branco corresponde aos mondcitos humanos ou linhagens celulares monociticas humanas
adicionados de diluente do teste utilizado na diluicdo da amostra, sem padrao de endotoxina.

5-5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — DEFINICOES - Maxima
Diluicéo Valida



Maxima Diluicao Valida

A MDYV ¢ a maxima dilui¢do permitida de uma amostra na qual o limite de contaminantes pode ser
determinado. O célculo da MDYV ¢ baseado no padrao de referéncia de endotoxina, por meio de uma
das seguintes formulas:

(1) Quando a CLC do produto for expressa em volume (EE/mL)

Dy = CLE
A

em que:

CLC = concentra¢ao limite de contaminante
A = sensibilidade do teste.

(2) Quando a CLC do produto for expressa em peso (EE/mg) ou unidade do produto
(EE/unidade):
CLCxC

MDV =
A

em que:

CLC = concentragdo limite de contaminante;
C = Concentracao da amostra;
A = sensibilidade do teste.

6 - 5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - PROCEDIMENTO
GERAL

PROCEDIMENTO GERAL

A amostra ¢ incubada com uma fonte de monocitos humanos ou linhagens celulares monociticas
humanas. As fontes podem ser de (1) sangue total humano, (2) uma fracdo desse sangue humano
contendo mondcitos, como, por exemplo, células mononucleares de sangue humano periférico
(PBMC), ou (3) linhagens celulares monociticas humanas.

O sangue humano e PBMC devem ser processados dentro de um prazo validado que garanta
reatividade adequada das células em relagdo aos pirogénios.

O sangue total humano, coletado na presenca de anticoagulante apropriado, ¢ geralmente diluido com
meio de cultura ou solugdo salina, por exemplo, para uma concentragao final de 2 a 50% (v/v).

PBMC ou linhagens celulares monociticas humanas, diluidas em meio de cultura suplementado com
(1) proprio plasma do doador ou (2) soro AB humano ou (3) soro fetal bovino, sdo normalmente
usados em uma densidade celular final de 0,1-1,0 x 10° células/mL. A cultura celular ¢ realizada a
(37 £ 1) °C, em uma atmosfera apropriada para o meio de cultura, por exemplo, 5% de CO> em ar
umidificado. A duragao da cultura deve ser suficiente para permitir o acimulo do mediador endégeno
escolhido para leitura por detector adequado.

As leituras obtidas com a amostra sao comparadas a curva padrao de endotoxina (Método I) ou a um
lote controle do produto (Método II).



7-5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — APARATOS

APARATOS

Despirogenizar todas as vidrarias e aparatos termoestaveis em estufa de despirogenizagdo usando um
processo validado. Temperatura e tempo comumente utilizados sdo de 30 minutos, a 250 °C. Todos
os materiais de pléastico, como microplacas e ponteiras para pipetadores automaticos, ndo devem
interferir com o teste, devendo ser estéreis e apirogénicos.

8-552.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — FONTES DE CELULAS
E QUALIFICACAO - Fontes de células - Sangue total

FONTES DE CELULAS E QUALIFICACAO

Fontes de células

Sangue total

O sangue total ¢ obtido de doadores qualificados conforme descrito em Qualificagdo de doadores de
sangue. Para o teste, o sangue total pode ser obtido de um tnico doador ou de mais doadores (pool)
e deve ser qualificado de acordo com descrito em Qualificagdo de células frescas ou em Qualificagdo
de células criopreservadas. Para a qualificacdo de células criopreservadas, uma aliquota de sangue
fresco (individual ou pool) deve ser reservada.

Pools de sangue total devem consistir em doagdes de sangue de, no minimo, 4 doadores individuais,
mas preferencialmente 8 ou mais doadores, com um volume de sangue aproximadamente igual de
cada doador. No caso de usar pool de sangue total, o agrupamento pode ser realizado antes do
congelamento ou, alternativamente, o sangue total individual de cada doador pode ser congelado
separadamente e, no momento do teste, logo apds o descongelamento, o agrupamento pode ser
realizado.

Para a execug¢do dos testes de rotina, vide critérios de aceitacdo descritos em Critério de
aprovacao/reprovacdo da amostra.

9-55.21.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — FONTES DE CELULAS
E QUALIFICACADO - Fontes de células - Células mononucleares do sangue periférico

Células mononucleares do sangue periférico

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) sdo isoladas de sangue total e sdo obtidas de
doadores qualificados conforme descrito em Qualificagdo de doadores de sangue. Para o teste, as
PBMC podem ser obtidas de um tnico doador ou de mais doadores (pool) e devem ser qualificadas
de acordo com descrito em Qualificacdo de células frescas ou em Qualificagdo de células
criopreservadas. Para a qualificagdo de células criopreservadas, uma aliquota de PBMC frescas
(individual ou pool) deve ser reservada.

Pools de PBMC devem consistir em doagdes de, no minimo, 4 doadores individuais, com nimero
de células aproximadamente igual de cada doador. No caso de usar pool de PBMC, o agrupamento



pode ser realizado antes do congelamento ou, alternativamente, as PBMC individuais de cada
doador podem ser congeladas separadamente e, no momento do teste, logo apos o descongelamento,
o agrupamento pode ser realizado.

Para a execucao dos testes de rotina, vide critérios de aceitagdo descritos em Critério de
aprovacao/reprovacdo da amostra.

10-5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — FONTES DE CELULAS
E QUALIFICACAO - Fontes de células - Linhagens celulares monociticas humanas
continuas

Linhagens celulares monociticas humanas continuas

A manipulagdo de linhagens celulares monociticas humanas continuas deve atender aos critérios de
boas praticas de laboratorio para cultivo celular. Incluindo minimamente:

e Estabelecimento de um banco de células caracterizado por testes de esterilidade e identidade,
morfologia, tempo de duplicacdo e funcionalidade;

e Manipulacdo das linhagens em ambiente asséptico;

e Estudo de estabilidade para determinacdo do nimero maximo de passagens em que a célula
mantém suas caracteristicas iniciais.

Para o teste de funcionalidade, deve-se garantir que a linhagem usada expressa os Pattern Recognition
Receptors (PRR) necessarios para detec¢do de pirogénio. Os PRR comumente avaliados para o MAT
sdo os Toll Like Receptors (TLRs). A funcionalidade destes receptores € verificada por meio da
incubacdo dessas linhagens com ligantes especificos, conforme descrito em Adequabilidade para a
curva padrao de endotoxina, Teste de fatores interferentes - metodo 1: semi-quantitativo e/ou em Teste
de capacidade de detecgdo de contaminantes ndo endotoxina. No estudo de estabilidade, recomenda-
se também o monitoramento da reposta obtida no sistema de detecc¢ao.

11-55.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — FONTES DE CELULAS
E QUALIFICACAO — Qualificacédo de doadores de sangue

Qualificagao de doadores de sangue

Os doadores de sangue devem satisfazer critérios de qualificacdo, e outros requisitos em vigor que se
relacionem com consentimento, satide e seguranca e consideracgdes €ticas, devendo os responsaveis
pela utilizagdo do referido método cumprirem todos os requisitos estabelecidos pela autoridade
regulatoria responsavel pelo tema.

Os doadores de sangue devem se autodeclarar sauddveis, ndo estar sofrendo de nenhuma infeccao
bacteriana ou viral e estar livre dos sintomas de infec¢des por um periodo de pelo menos 1 semana
antes da doagdo de sangue. Além disso, ndo devem ter tomado medicamentos anti-inflamatorios nao
esteroidais nas 48 horas anteriores a doagdao de sangue e anti-inflamatodrios esteroidais durante os 7
dias anteriores a doacdo de sangue.

Individuos que usaram imunossupressores ou outras drogas conhecidas por influenciar na producdo
do mediador endogeno da leitura escolhida nao devem ser aceitos como doadores de sangue. Doagdes
de sangue devem ser testadas para marcadores de infeccao de acordo com os requisitos nacionais para
medicina transfusional.



12-55.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — FONTES DE CELULAS
E QUALIFICACAO - Qualificacdo de células frescas

Qualificacdo de células frescas

Células frescas destinadas para uso em MAT, por exemplo, sangue total humano, fragdes de sangue,
como PBMC, sdo qualificadas simultaneamente com o procedimento geral.

Para a qualificagdo de células frescas, proceda da seguinte forma: em até 4 horas apos a coleta de
sangue, ou um periodo maior quando validado, gerar curvas de dose-resposta usando padrao de
endotoxina com pelo menos 4 concentragdes geometricamente diluidas.

As curvas dose-resposta devem atender aos critérios para a curva padrao de endotoxina descrito em
Adequabilidade para a curva padrdo de endotoxina. Se as células frescas forem usadas para a
deteccdo de NEPs, estas devem ser qualificadas conforme descrito em Teste de capacidade de
deteccdo de contaminantes ndo endotoxina.

Para o pool de células frescas, o efeito médio deve ser considerado, por exemplo, comparando a
reatividade do pool com os resultados de cada doador individual.

13-5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — FONTES DE CELULAS
E QUALIFICACAO - Qualificacdo de células criopreservadas

Qualificagao de células criopreservadas

A fonte de células destinadas para uso em MAT, por exemplo, sangue total humano, fragdes de sangue,
como PBMC ou linhagens celulares monociticas humanas, podem ser criopreservadas. Pool de
células criopreservadas pode ser obtido antes do congelamento ou por agrupamento de doagdes inicas
criopreservadas, realizado imediatamente apds o descongelamento.

A qualificagdo de células criopreservadas ¢ realizada imediatamente apos descongelar (e agrupar, se
necessario). Curvas dose-resposta para células criopreservadas devem cumprir os critérios para a
curva padrdo de endotoxina descritos em Adequabilidade para a curva padrdo de endotoxina. Se as
células criopreservadas forem usadas para a detec¢do de NEPs, essas devem ser qualificadas
conforme descrito em Teste de capacidade de detecg¢do de contaminantes nao endotoxina.

14 - 55211 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - TESTES
PREPARATORIOS

TESTES PREPARATORIOS

Antes da implementacdo do MAT, faz-se necessario fornecer evidéncias objetivas de que se cumpriu
0s seguintes testes preparatorios:
e Adequabilidade da curva padrao de endotoxina conforme o descrito em Adequabilidade para
a curva padrado de endotoxina;
e Auséncia de interferéncia da amostra com o teste, conforme descrito em Teste de fatores
interferentes - metodo I: semi-quantitativo € em Determinagdo da dilui¢do otima da amostra
e do lote controle - método II: teste de comparagao de lote;



e Auséncia de interferéncia da amostra no sistema de deteccdo, conforme descrito em
Interferéncia no sistema de detec¢do;

e Capacidade de detec¢do de contaminantes do tipo endotoxinas e NEPs, conforme descrito em
Teste de capacidade de detec¢do de contaminantes ndo endotoxina.

15 - 55211 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - TESTES
PREPARATORIOS - Adequabilidade para a curva padréo de endotoxina

Adequabilidade para a curva padrado de endotoxina

Independentemente da fonte celular, mondcitos humanos ou linhagens celulares monociticas
humanas possuem uma expressdo basal de mediadores enddgenos. Portanto, durante o
desenvolvimento do teste, esse deve ser otimizado para que a leitura do branco seja a menor possivel.
Além disso, a faixa de concentragdo da curva padrao deve ser selecionada de forma a gerar uma
relacdo dose-reposta apropriada, que pode obedecer a um modelo de regressdo linear ou ndo linear,
como, por exemplo, os modelos logisticos de 4 ou 5 parametros (4PL e SPL, respectivamente).

Para a constru¢do da curva padrao de endotoxina deve-se utilizar uma solugo estoque de endotoxina
preparada a partir de um padrao de referéncia compendial ou de um padrao de referéncia calibrado e
rastreavel em relacdo ao anterior.

Este teste demonstra a capacidade da endotoxina em ativar o receptor TLR4 das células monociticas.
A quantidade de pontos da curva padrdo de endotoxina depende do modelo de regressdo utilizado:

e Regressao linear - minimo de 4 (quatro) concentragdes;
e Regressdao nado linear - minimo de 5 (cinco) concentragdes para modelo 4PL e 6 (seis)
concentragdes para modelo SPL.

Cada concentracdo da curva padrdo deve ser testada em, no minimo, 4 replicatas.

Independentemente do modelo de regressao a ser utilizado, a curva padrdo deve apresentar um bom
ajuste do modelo, o que deve ser demonstrado por meio de representagdes graficas e de testes
estatisticos. O ajuste pode ser otimizado por meio da transformacgao de dados.

16 - 55211 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - TESTES
PREPARATORIOS - Adequabilidade para a curva padréo de endotoxina - Critérios
de aceitacdo para a curva padrdo de endotoxina

Critérios de aceitacio para a curva padrdo de endotoxina

e Para regressao linear, o coeficiente angular deve ser significativamente diferente de zero e o
coeficiente de determinacdo (r*) ndo deve ser inferior a 0,975.

e Pararegressdo ndo linear, com excecdo da assintota inferior, os demais coeficientes devem ser
significativamente diferentes de zero e o coeficiente de determinagio (1?) nio deve ser inferior
a 0,975. Adicionalmente, deve-se realizar uma analise de falta de ajuste, como por exemplo,
o uso dos graus de liberdade e das somas dos quadrados dos erros para célculo da falta de
ajuste pela estatistica F.

e Deve-se observar uma variancia homocedastica.

e Para os testes de hipotese, utilizar um nivel de significancia de 0,05.



17 - 55211 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - TESTES
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Teste de fatores interferentes - método I: semi-quantitativo

O teste para fatores interferentes € necessario para demonstrar que a amostra a ser testada nao interfere
com o teste.

18 - 5.5.2.,1.1 TESTE DE ATIVA(;AO DE MONOCITOS - TESTES
PREPARATORIOS - Teste de fatores interferentes - método I: semi-quantitativo -
Procedimento

Procedimento

Utilizando um diluente apropriado, diluir a amostra em séries geométricas, sem extrapolar a MDV. O
teste ¢ conduzido com 4 replicatas da amostra em dilui¢des, nas condi¢cdes com e sem adi¢cdo de
padrdo de endotoxina, em uma concentracdo conhecida e justificada. Normalmente, esta concentragdo
¢ igual ou préxima do ponto médio estimado da curva padrdo de endotoxina. Usar a curva padrao de
endotoxina para calcular a concentracao de EE de cada solugdo preparada a partir da amostra.

Sempre que possivel, os testes de interferéncia sdo realizados em pelo menos 3 lotes diferentes da
preparagao a ser examinada. Se apenas 1 lote estiver disponivel, a validagdo deve ser realizada nesse
lote em 3 testes independentes. Parametros de precisdo para reprodutibilidade, por exemplo + 50%
devem ser cumpridos.

19 - 55211 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - TESTES
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Célculo da recuperaciao

Calcular a recuperacao média da endotoxina adicionada pela subtragdo da média de EE encontrada
na amostra (se houver) com a encontrada na amostra adicionada de endotoxina. Posteriormente,
dividir o valor encontrado pela concentragdo de endotoxina adicionada e multiplicar o resultado final
por 100, para obter a recuperagdo em porcentagem.
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Critério de aceitacdo do teste para fatores interferentes

e A amostra ¢ considerada livre de interferentes se a recuperacao da endotoxina adicionada for
de 50 a 200%.

Nota: se o interferente ndo puder ser eliminado pela dilui¢cdo da amostra dentro do limite da
MDYV, recomenda-se o uso do Método II ao invés do Método 1.

Determinagdo da dilui¢do otima da amostra e do lote controle - método II: teste de comparagdo de
lote



Para o método II, as dilui¢gdes a serem aplicadas no lote controle e na amostra dependem do tipo de
analise a ser utilizada na comparagao entre os dois. Essa analise deve ser justificada para cada tipo de
produto e deve contemplar critérios de aceitagdo do teste.

Respostas a NEPs podem ser eliminadas por diluicdo muito mais rapidamente do que respostas a
endotoxinas. Os produtos farmacéuticos que contém NEPs apresentam frequentemente curvas dose-
resposta acentuadas em comparacdo com curvas dose-resposta de endotoxinas bacterianas. As
preparagdes que contém ou podem conter NEPs devem ser testadas em uma faixa de dilui¢des que
inclua a diluicdo minima, a ser determinada de acordo com o procedimento descrito abaixo.
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Procedimento

Procedimento

Devem ser testadas, no minimo, 3 (trés) dilui¢des. Primeiro, deve-se encontrar qual a menor diluigdo
da amostra que ¢ capaz de estimular a maxima liberagdo de mediadores enddgenos pelos mondcitos
humanos ou linhagens celulares monociticas humanas na maioria dos doadores. Esta serd uma das
dilui¢des escolhidas. Em seguida, selecionar uma diluicdo imediatamente acima e abaixo da dilui¢ao
escolhida primariamente. Se a amostra ndo diluida (pura) for a condicao capaz de estimular a maxima
liberacdo de mediadores enddgenos, entdo, deve-se selecionar a amostra nao diluida e as duas
diluigdes subsequentes, como por exemplo, as dilui¢des %2 e ¥4 em um caso de dilui¢do seriada na
base 2.

Como a concentragdo que estimula a maxima liberagdo de mediador endégeno pode ser dependente
do doador de células e do lote da amostra, a adequabilidade produto-especifica deve ser realizada
com pelo menos 3 testes independentes, cada um utilizando um doador diferente ou 1 pool. Caso a
amostra apresente conteudo de pirogénio inerente ao produto, recomenda-se executar uma analise de
linhas paralelas entre as curvas dose-resposta da amostra e do lote controle para a avaliagdo estatistica
dos dados obtidos, sendo necessario testar pelo menos 3 pontos (concentragdes). A abordagem
estatistica dos dados deve ser justificada.
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Interferéncia no sistema de detec¢do

A diluigdo 6tima da amostra, que foi previamente definida (em 7Teste de fatores interferentes - método
I: semi-quantitativo e em Determinagdo da dilui¢do otima da amostra e do lote controle - método II:
teste de comparagdo de lote), deve ser testada quanto a interferéncia no sistema de deteccdo (por
exemplo, ELISA).

23 - 55211 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - TESTES
PREPARATORIOS - Interferéncia no sistema de deteccéo - Procedimento

Procedimento



Deve-se preparar uma dilui¢ao em série do padrdo do mediador endégeno de escolha (exemplo: IL-
6, IL-1B e TNFa), na presenca e na auséncia da amostra a ser examinada, em sua dilui¢do Otima,
conforme descrito em Teste de fatores interferentes - metodo I: semi-quantitativo ou Determinagdo
da dilui¢do otima da amostra e do lote controle - método II: teste de comparagdo de lote.

24 - 55211 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS - TESTES
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Critério de aceitacido do teste para interferéncia no sistema de deteccio

e A concordancia entre as leituras do padrao nas condigdes de preparo com e sem amostra,
devera estar no intervalo +/- 20%.
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Teste de capacidade de detecg¢ao de contaminantes ndo endotoxina

Além de detectar endotoxinas bacterianas, o teste também deve provar ser capaz de detectar NEPs. A
adequabilidade produto-especifica do método deve ser demonstrada.

Para realizacdo deste teste, deve-se demonstrar que a fonte de células de escolha (mondcitos humanos
ou linhagens celulares monociticas humanas) responde ao estimulo de, pelo menos, menos dois (2)
NEPs, ou seja, ligantes ndo endotoxina de receptores PRR, como os receptores TLR. Exemplos de
NEPs e seus respectivos receptores: acido lipoteicoico (LTA) para o receptor TLR2, lipoproteina
bacteriana sintética para receptores TLR2-TLR1, lipoproteina bacteriana sintética para receptores
TLR2-TLRG6, flagelina para o receptor TLRS, peptideoglicano para o receptor TLR1 ou extrato bruto
de célula bacteriana inteira. O teste deve ser realizado por meio de solucdes de cada NEP em uma
faixa de concentra¢do adequada para a constru¢do de uma curva dose-resposta.

Caso a reposta tenha sido satisfatdria para a detec¢do de dois (2) NEPs, ao menos um (1) dos NEPs
deve ser empregado para verificar se ha interferentes na amostra. Isso ¢ demonstrado por meio da
adi¢do de ao menos um NEP a amostra e calculo de sua recuperagao.

Quando disponivel, lotes histdoricos que, sabidamente estdo contaminados com NEP que causaram
resposta positiva no teste de pirogénio em coelho ou efeito adverso em humanos, devem ser incluidos.
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Critérios de aceitacdo do teste de capacidade de deteccdo de contaminantes ndo endotoxina

e Além do ligante a receptores TLR4 (endotoxina), dois (2) outros ligantes, que ativam
diferentes receptores TLR, devem ser detectados;

e Aescolha dos NEPs utilizados deve refletir o(s) contaminante(s) mais provavel(eis) de serem
encontrado(s) na amostra a ser examinada;



e Arecuperagdo de pelo menos um (1) NEP deve ficar entre 50 e 200%;
¢ Quando houver sinergismo entre o NEP e a amostra, a recuperacao média deve ser maior que
50%, nao havendo limite superior;

e Quando utilizados lotes sabidamente contaminados com NEP, esses devem ser reprovados
pelo MAT.

27 - 5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — METODOS - Método I:
teste semi-quantitativo

METODOS
Meétodo I: teste semi-quantitativo
No método I, o resultado da amostra em EE ¢ calculado pela inferéncia de sua leitura a partir de uma

curva dose-resposta do padrdo de endotoxina. Para a amostra ser aprovada, deve possuir uma
concentracdo de EE de até o valor de CLC.

28 - 5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — METODOS - Método I:
teste semi-quantitativo - Procedimento

Procedimento

Utilizando o método validado anteriormente, preparar as amostras a serem examinadas conforme a
Tabela 2.

Tabela 2 — Preparo de amostras para o Método I

Solugdo Fator de diluigdo Adigao .de Num.e ro de
endotoxina replicatas
A f - 4
B f1 - 4
C 12 - 4
AE f Igual ou préximo a 4
concentracao do
meio da curva
padrao de
endotoxina
BE f1 Igual ou préximo a 4
concentracao do
meio da curva
padrao de
endotoxina
CE 12 Igual ou préximo a 4
concentracao do
meio da curva
padrao de
endotoxina
Controle Negativo - - 4

(CN)



Curva padrao - Minimo de 4 4 para cada
concentragoes para concentracao
modelo de
regressao linear e
minimo de 5
pontos para modelo
ndo-linear.

SOLUCAO A = Amostra diluida pelo fator de dilui¢io f, corresponde a menor diluigio na qual a
recuperagdo de endotoxina resulta em valores dentro do intervalo de 50-200%, de maneira
consistente, conforme determinado em Teste de fatores interferentes - metodo 1. semi-quantitativo.

SOLUCAO B = Amostra diluida pelo fator de diluigdo /7, sem exceder a MDV. Exemplo: 0,5 x MDV
(duas vezes menos diluido que a MDV).

SOLUCAO C = Amostra diluida pelo fator de diluigdo /2, sem exceder a MDV. Exemplo: 1 x MDV.

SOLUCAO AE = Solugio A adicionada de uma concentragio de endotoxina equivalente ou proximo
ao ponto médio da curva padrao de endotoxina.

SOLUCAO BE = Solugao B adicionada de uma concentragio de endotoxina equivalente ou proximo
ao ponto médio da curva padrao de endotoxina.

SOLUCAO CE = Solugio C adicionada de uma concentragdo de endotoxina equivalente ou proximo
ao ponto médio da curva padrio de endotoxina.

SOLUCAO CN = Trata-se do controle negativo e equivale ao diluente do teste, utilizado na dilui¢ao
da amostra, sem adi¢do de padrio de endotoxina. Equivale ao branco da determinag¢do da
sensibilidade do teste, conforme definido em Sensibilidade do teste.

CURVA PADRAO = Solugio padrio de endotoxina em diluente, nas concentracdes e numero de
pontos conforme definido em Adequabilidade para a curva padrdo de endotoxina.

29 - 55.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — METODOS - Método I:
teste semi-quantitativo - Célculo e interpretacéo

Célculo e interpretacdo

Todos os dados a serem incluidos na andlise devem referir-se a células para as quais os critérios para
a curva padrao de endotoxina sdo satisfeitos, conforme definido em Adequabilidade para a curva
padrdo de endotoxina). Para cada fonte de célula diferente, doagdo individual, pool ou linhagem
celular, usar a curva padrdo de endotoxina para calcular a concentracdo de EE em cada uma das
replicatas das solugdes A, B e C e das solucdes AE, BE e CE.

A recuperacdo do EE ¢ calculada por meio da divisdo do EE encontrado nas solu¢des AE, BE ou CE
(apos subtracdo do equivalente de endotoxina em A, B ou C) pela concentracdo de endotoxina
adicionada as amostras, conforme féormula abaixo:

[EE em AE, BE ou CE (EE/mL) — EE em A,B ou C (EE/mL)] x 100
Concentragio de Endotoxina Adicionada (UE /mL)

Recuperagio (%) =

O teste s6 ¢ valido quando, pelo menos, uma das solugdes AE, BE e CE apresentarem uma
recuperacao da endotoxina adicionada entre 50 e 200%.
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Critério de aprovacdo/reprovacdo da amostra

A amostra ¢ considerada aprovada se as concentragdes médias de EE das replicatas das solugdes A,
B e C, ap6s correcao para diluigdo e concentragdo, forem todas inferiores ou iguais a CLC. Por outro
lado, a amostra ¢ considerada reprovada se a concentragdo média de qualquer uma das solugdes
exceder a CLC.

Quando o teste for realizado com células de doadores individuais, a amostra deve cumprir com 0s
critérios do teste em 4 diferentes doadores. Se a amostra for aprovada em apenas 3 dos 4 doadores
testados, deve-se repetir o teste com células de 4 novos doadores, diferentes dos doadores
previamente utilizados. A amostra a ser examinada devera, entdo, cumprir com os critérios do teste
em 7 dos 8 doadores testados.

Por sua vez, quando o teste for realizado com um pool/ ou com uma linhagem celular monocitica
humana, a amostra a ser examinada deverd cumprir com os critérios do teste para 1 pool ou 1
passagem qualificada de células, respectivamente.

Nota: Em casos de contaminagdo pirogénica e reprovagdo de lote, pode-se realizar os testes do
Me¢étodo I utilizando outras dilui¢des de amostra, com o intuito de quantificar o nivel de contaminacao
de forma mais exata.
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teste de comparacéao de lote controle

Método II: teste de comparagdo de lote controle

O método II compreende a comparagdo de uma amostra a ser examinada com um lote controle. Este
método ¢ indicado nos casos em que as interferéncias da amostra ndo possam ser suprimidas apos a
sua dilui¢do dentro da MDYV, ou em casos em que a amostra possa conter NEPs. O tipo de analise
adotado para realizar a comparag@o de um lote amostra com um lote controle deve ser justificado para
cada tipo de produto.

Caracteriza-se como lote controle aquele que se mostrou seguro e eficaz por meio de estudo clinico
ou um lote representativo desse, previamente aprovado em todos os testes de liberagdo.

32 -55.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — METODOS - Método II:
teste de comparacéo de lote controle - Procedimento

Procedimento

Utilizando o método validado anteriormente, preparar as amostras a serem examinadas conforme a
Tabela 3.

Tabela 3 — Preparo das amostras para o Método 11

Numero de

Solucgao Descricao Fator de diluicdo replicatas




A Lote controle f1 4
B Lote controle 12 4
C Lote controle 13 4
D Amostra f1 4
E Amostra 12 4
F Amostra 13 4
Controle Positivo Padrdo de - 4
(CP) endotoxina
Controle Negativo ~ Diluente do teste - 4
(CN)

SOLUCAO A, B e C = Solugdes do lote controle diluidas pelos fatores de diluicdo f7, 12 e 3,
conforme determinado no item Determinacdo da diluicdo otima da amostra e do lote controle -
método 1. teste de comparagdo de lote.

SOLUCAO D, E e F = Solucdes da amostra, diluidas pelos fatores de diluigdo f1, 12 e f3, conforme
determinado no item Determinacdo da diluicdo otima da amostra e do lote controle - método I1: teste
de comparacado de lote.

SOLUCAO CP = Solugio do diluente utilizado na dilui¢do do lote controle e da amostra, adicionado
de padrao de endotoxina em uma concentragdo que remete a uma resposta positiva clara. Esta solu¢ao
funciona como um controle para demonstrar a viabilidade das células.

SOLUCAO CN = Solugdo do diluente do teste, utilizado na dilui¢do do lote controle ¢ da amostra,
sem adi¢ao de padrao de endotoxina. Equivale ao branco da determinacao da sensibilidade do teste,
conforme definido em Sensibilidade do teste.

Na etapa de deteccdo deve-se incluir uma curva de calibragdo preparada com o diluente do teste e
pelo menos 4 concentracdes geometricamente diluidas do padrdo do mediador endégeno a ser
detectado (exemplo: IL-6), no mesmo diluente do teste, em duplicata.

33-5.5.2.1.1 TESTE DE ATIVACAO DE MONOCITOS — METODOS - Método II:
teste de comparacéo de lote controle - Célculo e interpretacdo

Célculo e interpretacido

Na analise do Método 11, tanto o CP, como pelo menos uma das solugdes A, B e C devem obter uma
leitura superior ao CN.

Para o método II, utiliza-se uma curva padrao do mediador endogeno de escolha (por exemplo: IL-6)
que ¢ aplicada em duplicata diretamente no sistema de detecgao (por exemplo: ELISA). A curva deve
contemplar, no minimo, 4 concentragdes (pontos) diluidas geometricamente e ser previamente
validada. Adicionalmente, deve-se incluir um branco em duplicata, que consiste em diluente do
padrdo do mediador endogeno.

Utilizar a curva de calibragdo do padrao do mediador endégeno para calcular a resposta das solucdes
A - F. Somar as respostas médias das solucdes A, B e C e somar as respostas médias das solucoes D,
E e F. Dividir a soma das respostas médias das solug¢des D, E e F pela soma das respostas médias das
solucdes A, B e C, conforme a equacao abaixo:



X4, Xg, X
Resultado relativo da amostra = M
2. (Xp, Xg, Xp)

A amostra ¢ aprovada se o valor resultante cumprir com o critério de aceitacdo definido, que ndo
exceda a um valor justificado.

Nota: Quando a amostra estiver contaminada com o mediador enddgeno, este fato deve ser resolvido
por meio da modificacdo e validacdo do método escolhido.
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Critério de aprovacdo/reprovacio da amostra

Quando o teste for realizado com cé¢lulas de doadores individuais, a amostra deve cumprir com os
critérios do teste em 4 diferentes doadores. Se a amostra for aprovada em apenas 3 dos 4 doadores
testados, deve-se repetir o teste com células de 4 novos doadores, diferentes dos doadores
previamente utilizados. A amostra a ser examinada deve, entdo, cumprir com os critérios do teste em
7 dos 8 doadores testados.

Por sua vez, quando o teste for realizado com um pool/ ou com uma linhagem celular monocitica
humana, a amostra a ser examinada deve cumprir com os critérios do teste para 1 poo/ ou 1 passagem
qualificada de células, respectivamente.

Nota: Em casos de contaminagdo pirogénica e reprovagao de lote, pode-se realizar os Métodos I e 11

utilizando outras dilui¢des de amostra, com o intuito de quantificar o nivel de contaminagao de forma
mais exata.
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