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Prefacio

Quando a Novartis me apontou como diretor da pldata
fabrica de vacinas planejada para Pernambuco e 201
a capacitacéo e o desenvolvimento da futura mabce
para esta fabrica era um fator chave do sucessimAa
Novartis estabeleceu contatos com a UFPE com o
objetivo de criar programas de capacitacdo espesifi
para este fim, outrora ausentes no Nordeste dailBras
respondendo as necessidades da industria biotgirenld
Com a Profa. Suely Lins Gadino, encontramos uma
parceira ideal e cheia de entusiasmo para crig est
primeiro programa na Regido. Em 2012, eu, a Profa.
Suely e o Prof. César Augusto Souza de Andrade
viajamos juntos para os Estado Unidos, com a tiadk

de conhecer o Centro de Treinamento e Educacdo em
Biotecnologia BTEC (Biotechnology Training and
Education Center) em Raleigh, Carolina do NortdaEs
instituicdo, que teve grande importancia no
desenvolvimento da industria biotecnolégica naquele
Estado, também tem um laboratério de tamanho egal p
simulacdo de operagcbes de producdo, permitindo um
treinamento muito efetivo. Assim, nasceu a ideia do
BTEC do Brasil e a colaboracdo entre o BTEC dos
Estados Unidos e a UFPE no Brasil.

A Profa. Suely tragicamente faleceu logo depoiss ma
deixou um legado muito importante. Sua trajetéria
continuou sob a direcdo da sua filha, a Profa. Mair
Galdino da Rocha Pitta, bem como do Prof. CésasteDe

forma, entre a Novartis e a UFPE, foram criados



programas de treinamento e capacitacdo, com a
finalidade de servir a futura fabrica de vacinas.
Infelizmente, o projeto da fabrica parou em seguida
consequéncia da venda da divisdo de vacinas pela
Novartis em nivel internacional. Contudo, imporgsnt
programas de formacdo tiveram prosseguimento e a
UFPE continua perseguindo o projeto de um polo
biofarmacéutico no Estado de Pernambuco.

Para mim, € uma grande alegria e uma honra ver se
desenvolver o que foi criado anos atras. Gostagia d
agradecer a Profa. Maira e ao Prof. César, que reemp
foram parceiros fiéis e muito competentes, e espaeco
sonho da industria biotecnolégica em Pernambuco se
realize. Também gostaria de parabenizar os estslant
que concluiram os seus trabalhos neste progranta, fr
de um projeto comum entre a UFPE e a Novartis do
Brasil, e que podem ser conferidos neste livro.

Markus Schneider
Novartis
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CAPITULO |

PRODUCAO DO ANTIGENO p24 DE HIV-1
EM LEISHMANIA TARENTOLAE

Adallcia da Silva
Gustavo Barbosa de Lirha
Tiago Rafael de Sousa Nufes
Christian Robson de Souza Reis

Antonio Carlos de Freitds

!Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ/CPgAM)
Departamento de Microbiologia.
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SLaboratorio de Estudos Moleculares e Terapia Erpartal
(LEMTE), Departamento de Genética — UFPE.

E-mail de
contato:chreis@cpgam.fiocruz.bradaluciasilva9 @guotih

RESUMO - A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana &
uma das principais doencas infecciosas do mundo,
representando um desafio mundial. Seu agente gicalo

€ 0 virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), um
retrovirus, transmitido por via sexual, vertical e
transfusional. O diagndstico e monitoramento da
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infeccdo sao parametros importantes para notificaga
para avaliacdo da efetividade das terapias antisgrad
diagnéstico do HIV tem avancado muito pelo uso de
antigenos recombinantes que permitem reconhecer
anticorpos produzidos por pacientes infectados esta
virus. Um dos antigenos de HIV de maior interesse
diagnéstico € a proteina do ndcleo capsideo p24 por
aparecer precocemente e permanecer na corrente
sanguinea por um longo periodo de tempo. Porém a
proteina que é utilizada nos kits nacionais de désgico

€ importada, 0 que aumenta significantemente oqrecg
destes kits, e a producdo de antigenos virais dolasé
procariéticas em muitas situacdes ndo é bem-suaedid
justificando o desenvolvimento de novos estudos que
utilizem sistemas de expressdo alternativos para
obtencédo de proteina viral em grandes quantidades,
forma rapida e eficaz. O objetivo desse trabalho é
expressar e purificar a proteina p24 do HIV utihz
para isso 0 sistema de expressdao em Leishmania
tarentolae. O gene da proteina p24 do HIV 1 foi
amplificado por PCR e clonado no vetor pGEM-T-easy
sequenciado para verificar a integridade da sequg&nc
génica. Em seguida, o gene foi subclonado no vetor
comercial pLEXSY hyg2 que é utilizado para expessa
de proteinas recombinantes em L. tarentolae. Airpart
das construcdes plasmidiais obtidas foram obtidos
cassetes de integracdo génica por meio de digestgo
vetores e em seguida culturas de Leishmania talamto
foram transfectadas permitindo a obtencdo de duas
linhagens transgénicas: uma de expressao episomal e
outra de expressao constitutiva. Para avaliagdo da
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expressdo  protéicas, extratos celulares foram
fracionados em gel SDS PAGE 20% que permitiu a
visualizacdo da proteina expressa no tamanho predit
resultado confirmado por Western blot utilizando
anticorpos anti-p24. Em conclusdo, este trabalho
conseguiu realizar a expressao da proteina recoartia

p24 do HIV 1 em Leishmania tarentolae, e esse novo
sistema de expressao pode ser utilizado para es@oes
de outros antigenos virais.

Palavras chave: HIV; L. tarentolae;expressao
heterdloga; pLEXSY-hyg2

1. INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (AIDS)
€ uma das principais doencas infecciosas do Ultimo
século e representa um desafio mundial, atingiredoac
de 60 milhdes de pessoas e causando em torno de 39
milhées de mortes em todo o mundo. Ela possui como
agente etioldgico o Virus da Imunodeficiéncia Huenan
(HIV), um retrovirus da familia Lentiviridae, trangido
por via sexual, vertical e transfusional (WHO, 2014
UNAIDS, 2010). Entre os dois tipos de HIV (1 e @),
HIV-1 é mais virulento e é responsavel pela maidaa
infeccdes globais por HIV (CHAKRABORTY et al.,
2014).

O diagnostico e monitoramento da infecgcdo por
HIV sdo parametros para notificacdo do inicio eapar
avaliacao da efetividade das terapias antiviraissap do
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virus ser o foco principal de diversas pesquisagjaa
ndo ha uma terapia curativa que seja efetiva camtra
patogeno relacionado. Sendo assim, a prevencdo e 0
diagnostico sdo os meios mais efetivos para camtrol
essa epidemia (BIANCOTTO et al., 2009).

Um dos antigenos de HIV de maior interesse
diagnostico é a proteina do nucleocapsideo p24 AN
et al., 2010) que possui epitopos de células Breisso
produz forte resposta imune humoral (FORSTER, 2003)
Os anticorpos induzidos pela p24 podem ser detestad
de uma a duas semanas apOs a infeccdo e podem ser
utilizados tanto como marcadores de infeccdo recent
como indicadores da replicacao viral e para praipws
clinico (LY et al., 2000).

O objetivo desse trabalho € expressar e purificar a
proteina p24 do HIV utilizando o sistema de exf#ess
em Leishmania tarentolaeE importante ressaltar qlie
tarentolae € um sistema de expressdo eucaribtico
heter6logo que vem sendo cada vez mais utilizada pa
producédo de proteinas recombinantes por diversoefa
— principalmente por efetuar modificagbes pos-
traducionais nas proteinas produzidas. Outra grande
vantagem € que &. tarentolae ndo € patogénica a
humanos, sendo encontrada no réptil
Tarentolamauritanica (RAYMOND et al.,, 2011;
BASILE; PETICCA, 2009).

Este trabalho visa a obtencdo das proteinas virais
recombinantes e consequentemente a avaliacdo da
utilizagdo do sistema de expressdo emtarentolag
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podendo ser expandido para outros virus ou para
proteinas que ndo sejam facilmente expressak.eruli

ou gque necessitem de modificacbes pos-traduciapess
garantirdo um melhor dobramento das proteinas
aumentando assim o reconhecimento destas proteinas
diagnéstico.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Amplificacao do gene p24 do HIV 1 por PCR

A estratégia para amplificacdo da porcao
codificante dos genes de interesse a partir donptheD
pUC57 baseou-se na técnica de PCR. No desenho dos
primers especificos para amplificacdo do gene p24 d
HIV 1 foi utilizado o programa ApE 2.0.47. O Progia
Primer-BLAST® foi utilizado para verificar tempeusa
de anelamento, o conteldo de pares de bases aitosin
guanina e a possibilidade de formacdo de grampos e
estruturas secundarias. Aos primers forward e sever
obtidos foram adicionandos os sitios para as emsziira
restricioNco | / Xba | (upstream) eNhe | / Kpn |
(downstream). As sequéncias destes primers podem se
observadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Sequéncia dos primers para amplificacdo do p24iso H
1.

Primers F CAACCATGGCTCTAGACGCTAGTCCTAGGACCCTG

PrimersR CAAGGTACCGCTAGCTCAAGCGGCCGCGCAGG

Os fragmentos de foram amplificados por PCR
utilizando a enzima Phusion DNA Polymerase (New
England Biolabs), na presenca de tamp&o especifico,
adicionado de 0,5 mM de MgClI2, 200 uM de dNTPs, 0,5
MM dos primersforward e reverse e [1,.5de DNA
contendo a sequéncia do gene p24. As condicdes de
tempo e temperatura das reagbes foram: 98°C por 30
segundos para desnaturacdo; de 65°C a 55°C
(decrescente — touchdown) por 30 segundos para
anelamento e 1 minuto para a extensdo a 72°C, com 5
minutos a 72°C para extensao final, as reacbesnfora
executadas em um termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Eppendorf).

Os fragmentos obtidos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR®
Safe (Invitrogen) para visualizacdo da eficiéncia e
especificidade da reacdo. Apdés a confirmagdo dos
tamanhos os fragmentos foram recortados e purdgad
utilizando kit illustra™ GFX™ PCR DNA e Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) segundo as
recomendacdes do fabricante.
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2.2 Reacgéao de adenilagéo

Os fragmentos génicos da PCR foram adenilados
nas pontas com deoxiadenosinatri-fosfato (dATP) por
acdo enzima Taq DNA polimerase (Promega). As
reac0es de adenilagdo foram executadas em um
termociclador (Eppendorf), tendo o volume final &
uL por reacao, sendoi. do produto de PCR purificado,

1 uL de tampéao especifico 10x contendo MgCl2yJ 2e
dATP a 1 mM e LuL de enzima Tagq DNA polymerase
(5U). As reacdes foram incubadas por 30 minuto2°€ 7
no termociclador.

2.3 Clonagem do gene p24 do HIV 1no vetor pGEM-
T-Easy e sequenciamento

O fragmento p24 do HIV1 adenilado foi inserido
no vetor pGEM-T-Easy (Promega) através de uma oeaca
de ligagcdo. Cada mistura de ligacdo foi preparada
empregando-se um volume final dejllOconstituidos de
2 uL produto de PCR adenilado a 100uigtl, 0,5uL de
plasmideo pGEM-T-Easy e 0,5 de Tampéo T4 Ligase.
Agua Milli-Q foi utilizada para completar o voluntetal.
Esta reacdo foi mantida a 20°C por 24 horas. Atunais
de ligacdo foram utilizadas na transformacéo poxub
térmico de células dee. coli DH10B (Invitrogen),
competentes por tratamento com CaCl2.

2.4 Protocolo de transformacao bacteriana

Aliguotas de 50uL de células competenteskEde
coli DH10B foram acrescidas de DNA plasmidial de
interesse (2-5 pL) foram incubadas em gelo por 30
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minutos. Foram, entdo, incubadas por 45 segundos em
banho Maria a 42 °C e, imediatamente apods, as eésaco
foram novamente incubadas em gelo durante 2 minutos

Acrescentou-se a cada amostra 950 pL de meio
SOC liquido estéril. As culturas foram, entédo, baaas
em Shaker a 37 °C com agitacdo de 200 rpm por uma
hora. ApGs essa etapa, as culturas foram centdasya
por 10 minutos a temperatura ambiente a 2500 g.

Retirou-se 800 pL do sobrenadante e os 200 uL
restantes foram utilizados para ressuspender msath
bacteriano. Os 200uL foram transferidos para placas
contendo meio LB solido contendo o antibiético
Ampicilina na concentracdo de 100 pg/mL, d0de X-

Gal (5-bromo4-cloro-3-indolip-D-galactopyranosideo)
a 50 mg/mL e 30uL de IPTG (isopropil-tioB-D-
galactopiranosideo) a 0,5 M por 16-18 horas enfastu
37°C.

2.5 Extracao de DNA plasmidial

Apbs o periodo de incubacdo, algumas col6nias
brancas resistentes (possiveis recombinantes mesclo
positivos) foram selecionadas a fim de realizaxteagao
dos seus DNAs plasmidiais. As colGnias previamente
selecionadas foram repicadas, individualmente, drost
estéreis para cultivo de bactérias contendo 2 mineie
LB liquido (sem &gar) suplementado com o antibadtic
ampicilina a 100 mg/mL. Os tubos foram incubados a
37°C por 16 horas, sob agitacdo de 250 rpm. Uma
aliquota de 1,5 mL da cultura foi centrifugada @6&/g
por 10 minutos a 4 °C e ao fim o sobrenadante foi
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descartado. O sedimento bacteriano foi reconstiteid
100 uL de GTE (EDTA 50mM pH 8,0, Tris-Hcl 25mM
pH8,0, Glicose 50mM), seguido da adicdo 200 de
NaOH 0,2 M / 1% SDS e incubagao por 5 minutos no
gelo. Nesta etapa foi adicionado 1HQ de tampéo
acetato de potassio (3M CH3COOK / 2 M CH3COOH
pH 4,8) e a amostra foi incubada no gelo por 5 togwu
Ap6s centrifugacdo por 10 minutos, ~7000 g a
temperatura ambiente, transferiu-se o sobrenagzarte
novo tubo e foi adicionando 8Q@L de etanol 100%.
Nessa fase de precipitacdo os tubos foram cologamos
30 minutos ou overnight a — 20 °C, seguido de
centrifugacdo por ~7000 g a 4°C. O sedimento de DNA
foi reconstituido em 3QL de agua contendo RNAse (10
mg/mL) e incubado a 55°C por 15 minutos para agéo d
enzima.

Para a confirmacéo da clonagem, a primeira analise
de restricao foi realizada empregando-se um voliumaé
de 10uL constituidos de 0,8L dos DNAsplasmidiais a
100 ngfiL, 1 pL da enzima EcoRI e AL do tamp&o de
enzima especifico (10X), (New EnglandBiolabs) eaagu
Milli-Q para completar o volume total. As reagcbesim
mantidas a 37° C em estufa por 4 horas. As digestoe
obtidas foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com SYBR® Safe (Invitrogen) para
visualizacao da eficiéncia e especificidade dadeac

2.6 Sequenciamento de DNA automatico
Apos confirmacéo dos tamanhos dos insertos por
digestdo, construcdes selecionadas foram submetwas
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sequenciamento de DNA, que foi realizado utilizando
kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Aepli
Biosystems®) e os produtos purificados com
Etanol/EDTA (Applied Biosystems®), ambos o0s
métodos seguindo as instrucdes do fabricante. Todos
clones foram analisados através do sequenciaddNde
automético ABI Prism 3100 (AppliedBiosystems®)
disponivel para utilizagdo no Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas do CPgAM / FIOCRUZ. Apés o
sequenciamento, para verificar a integridade daésez@a
obtida, esta foi submetida a uma busca em bancos de
dados publicos como NCBI através da ferramenta
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.7 Subclonagem de genes selecionados em vetor de
transfecgéo pLEXSY Hig2

Para a digestdo do pLEXSY e do pGEM-T-Easy
foram utilizados1000 ng de DNA plasmidial, & de
tampéao de reacdo (tampéo D, Promega)uD,8e cada
uma das enzimas de restricdc@ e Nhd, ambas na
concentracdo de 10 /) e HO g.s.p 50puL. As
digestbes ocorreram em duas etapas sequenciais, uma
para cada enzima. As amostras foram incubadasgobor 1
em banho a 37°C. Apés esse processo, foi feita uma
eletroforese em gel de agarose a 1% corado conr Sybe
Safe (Invitrogen) e as bandas correspondentes ao
PLEXSY e os insertos foram purificadas, como déscri
anteriormente.

Apés, foi realizada a ligagdo em trés diferentes
microtubos de 0,6mL para cada um dos genes nas duas
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situacdes (secretodrio e citosolico) com 1 pL derpideo
(50ng / uL), 1 pL de tampéo T4 DNA ligase 10x, 0,5 pL
da enzima T4 DNA Ligase (New England BioLabs® 400
U/ puL) e quantidades diferentes de cada fragmetfio (
tubo — 10nge no 2° tubo — 5@g) e agua para volume
final de 10 pL. Como controle negativo, nao foi
adicionado fragmento no 3° tubo. Aligagcéo ocorreu p
16 horas a temperatura ambiente. Para obtencédo dos
plasmideos contendo os insertos de interesse, ck&pas
bactérias. coliDH10B foram transformadas por choque
térmico como descrito no item 2.4. Para obtencdo do
cassete integrativo, o vetor pLEXSY contendo o géme
interesse foi digerido com a enzima Swal, e o pfoda
digestao foi corrido em gel de agarose 1%e o fragme
de 6.000pb foi purificado e utilizado para trangéexc

2.8 Confirmagéo da presencga do inserto

Para confirmar a presenca do inserto nos clones
obtidos, montou-se uma reagdo com 500 ng de DNA
plasmidial, 1 pL de tamp&o de reacdo (tampao D,
Promega) e 0,5 pL das enzimas de restrigaad, e Nhd.

2.9 Cultivo celular e transfeccao dé. tarentolae

As células del. tarentolae em sua forma
promastigota foram cultivadas em meio Schneider com
pH 7,2, suplementado com 10 % de soro fetal bovino
(SFB), 0,2 % de hemina e 1 % de penicilina e
estreptomicina, sendo repicadas a cada 3 dias leos tu
garrafas de cultura de 50 ml. O crescimento dossgas
foi monitorado por contagem em camara de Neubauer,
sendo mantidos em fase exponencial de crescimemto p
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meio de repasses sucessivos. Para a pré-selegéadsel
manutencéo das linhagens transgénicas foi empregado
antibiotico higromicina (Invitrogen) na proporcae @,08
mg/ml de meio.

Para transfeccdo, aproximadamente 2,5 ¥ 10
células promastigotas dd.. tarentolae em fase
exponencial foram centrifugadas a 1000 g por 5 tagu
em tubos conicos de 15 ml. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em 5 ml de
tampéo HEPES-NaCl (21 mM HEPES, 137 mMNacCl, 5
mMKCI, 0,7 mM NaHPQy, 6 mM glicose e pH 7,05),
homogeneizado e centrifugado nas mesmas condi¢cfes
anteriores, sendo o sedimento ressuspendido enui400
do tampéo HEPES-NaCl e transferido para cuvet&sae
mm, as quais contém os plasmideos em uma quantidade
de 2 a 5 pg. Para controle negativo sdo adicionados
apenas 0s parasitas a cuveta, sem a presenca deABNA
cuvetas, entdo, permaneceram em gelo por um petdo
15 minutos.

O conjunto foi submetido a eletroporagdo atraves
do aparelho BioRad Gene Pulser 1l (BioRad), sendo
realizados seis pulsos elétricos de 450 V, capatdae
500 pF, com 200 ms de intervalos e 300 ms de dwraca
Apo6s os pulsos, o material € transferido para tesrde
cultura de 50 ml contendo 5 ml meio Schneider @Her,
incubados a 26°C por 24 horas. E realizada enfié-a
selecdo adicionando-se o antibidtico Higromicina. A
cultura € incubada novamente a 26°C por 24 honads A
esse periodo é realizada a selecédo final, ondenD¢las
culturas pré-selecionadas foram transferidas pavas
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garrafas contendo 4,5 ml de meio Schneider pH 7,2,
sendo adicionados novamente os antibioticos netessa

As culturas foram incubadas em estufa a 26°C por
aproximadamente 10 a 15 dias ou até apresentarem
crescimento celular suficiente para realizagdoegasses
celulares.

Apoés esse procedimento, foi realizada a selegéo
clonal (ao menos 3 clones) dessas linhagens, etala
com Schneider sélido. A partir desses clones, podem
realizar os ensaios de expressao protéica debtdhoa

2.10 Extracdo de DNA e PCR diagnostico dos clones
delL. tarentolaetransfectados

Com o objetivo de avaliar a correta inser¢cao do
cassete de expressdo pLEXSY/gene p24 no loccus do
cromossomo da célula hospedeira, foi realizado um
ensaio de PCR. Para a reacdo de PCR utilizou-se o
material genémico extraido das célulasLdearentolae
provenientes da selecdo apos a transfeccdo com as
construcdes lineares.

Para extracdo do material genbmico, 0 reagente
DNAzol da Life Technologies Invitrogen foi utilizadle
acordo com as orienta¢cbes do fabricante para isolim
de DNA gendmico a partir de culturas celulares.atip
da do DNA gendmico extraido das células selecimada
de L. tarentolag foram realizadas duas PCRs com
primers especificos.

A primeira PCR diagnéstico utilizou os
primersforward F3001(hibridiza com a regido 5’ssu
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presente somente no cromossomo da célula hospeéeira
o reverse A1715 (hibridiza com a regido utrl presen
cassete de insercdo pLEXSY/gene p24), para gerar o
fragmento de 1.000pb, correspondente as regidas &s
cromossomo celular + utrl do cassete de expresséo.
Como controle negativo da reacgao foi utilizado ¢emal
gendmico extraido de células selvagens.

Para a reacdo de segunda PCR diagnostico foram
utilizados os primers forward A3804 (hibridiza can
regido correspondente ao gene hyg presente ndeasse
insercao) e o reverse F3002 (hibridiza com a regis&u
presente no cromossomo da célula hospedeira), ddim
se observar a formacdo de um fragmento de 2.100 a
2.900pb, correspondente as regibgg do cassete de
expressao + 3'ssu do cromossomo celular.

Os fragmentos de foram amplificados por PCR
utilizando a enzima Phusion DNA Polymerase (New
EnglandBiolabs)a programacao no termociclador foi
estabelecida para 94°C por 5min, e mais 40 cictos d
94°C por 45 seg para a desnaturacao das fitas, [0°C
30seg para o anelamento dos primers e 72°C por &min
30seg para a reacao de extensdo da polimerasemAo f
de todos os ciclos, mais uma etapa de extensaioralic
de 72°C por 10min, foi realizada.

2.11 Ensaios de Western Blot

Os extratos protéicos obtidos a partir do cultieo d
L. tarentolaeforam fracionados em gel SDS-PAGE 20%
e transferidos para membrana de PVDF (100 mA ppr 1h
Esta foi bloqueada com solucdo de TBS (20 mM Tris-
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HCI, 500 mM NaCl, pH 7,5), leite desnatado 5% e
Tween-20 a 0,05% em temperatura ambiente por uma
hora. Apos o blogqueio, a membrana foi incubada com
anticorpo anti-p24 na concentracdo 1:5.000 em &olug
de composicao igual & usada para o bloqueio. Ag8s t
lavagens de 10 minutos em solugdo de Tween-20 a
0,05% em TBS, houve mais uma incubacédo, desta vez
com o segundo anticorpo (anti-IgG de coelho comjaga

a peroxidase) numa diluicdo de 1:10.000 na mesma
solugdo que a incubacgao anterior, por uma hora Est
incubacdo foi seguida de trés lavagens de 10 nsnuto
para retirada do excesso do segundo anticorpo.

A visualizacéo final foi feita através de uma reaca
de quimioluminescéncia (ECL) e exposicdo a filme
Biomax Light (da Kodak). Tal reacao utilizou 25 rde
solucdo quimioluminescente (25 mL de luminol a 1,2
mM diluido em solucdo de Tris-HCI 0,1 M de pH 8,5,
adicionado de iodofenol para uma concentracéo teal
0,4 mM e de peréxido de hidrogénio para 0,03%).

3. RESULTADOS

Na reacdo de PCR, o DNA plasmidial pUC57
contendo o gene p24 do HIV 1, foi utlizado para
obtencédo do fragmento do gene de interesse. Adfifjur
mostra o produto da reacdo de amplificacdo de RDiR ¢
o fragmento de 669pb correspondente ao do gene p24.
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Figura 1 — Amplificacdo do fragmento génico por PCR. Fragimen
génico correspondente ao p24 do HIV 1. M: Marcaderpeso
molecular.
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O fragmento isolado foi purificado e o produto
génico que codifica a proteina de interesse faiado no
vetor pGEM-T-Easy (Figura 2). Como controle, o veto
pPpGEM-T-Easy foi utilizado como marcador do tamanho
dos possiveis clones recombinantes. Os clones que
apresentaram tamanho maior que o plasmideo controle
foram digeridos com a enzinkaoRl.

Apoés a clonagem do gene p24 do HIV 1 no vetor
pGEM-T-easy, foi realizada a extracdo plasmidiad da
construcdes selecionadas em larga escala paracabten
de DNA necessario para utilizacdo nas sub-clonagens
vetor de expressao pLEXSY Hig2. Seguido as extsacde
plasmidiais, os DNAs foram entdo digeridos com as
enzimasNcd e Nhd para liberacédo do fragmento génico,
sendo posteriormente ligados ao vetor de expressao.
Apé6s a transformacdo enk. coli DH10B, foram
realizadas minipreparacbes de clones obtidos,
confirmados por provas de digestdo com as enziraas d
restricdoNcad e Nhd, liberando assim o fragmento de
tamanho esperado.
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Figura 2 — Clonagem e digestédo do gene p24.

A)

A construcdo plasmidial pLEXSY/p24 foi
linearizada pela digestdo com a enzima de restB8géb
(Figura 3). ApOs a eletroforese em gel de agardse 1
observou-se a formacdo de duas bandas no gel: ema d
aproximadamente 3Kpb, caracteristica da regiao
correspondente a origem de replicacdoEdecoli e do
gene de resisténciala; da banda de interesse com
aproximadamente 6Kb, representando o restante do
cassete de expressdo que sera integrado ao DNA do
parasita.
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Figura 3 — Resultado da digestdo corBwd da construcéo
PLEXSY/p24. Eletroforeses em gel de agarose 1%gcaxiar 1Kb
Plus DNA ladder.
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Os DNAs obtidos foram utilizados na transfeccéo
de células dé.. tarentolaecem dois grupos: o primeiro,
com o plasmideo circular que fica na célula forma
episomal e o segundo, com o plasmideo linearizago q
permite que a construgdo seja integrada ao DNA das
células hospedeiras, tanto circular como na forma
linearizada. ApGs o periodo de selecdo, foi obtidea
linhagem deL. tarentolae com expressédo episomal e,
apos selecdo em meio sélido, trés clones celuldaes
linhagem expressando constitutivamente a proteina de
interesse.

As reacoes de PCR 1 e 2 serviram para constatar a
correta insercdo do cassete de expressédo do génsop2
locus génico das células transfectadas com asraqiss
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linearizadas. Para isso, foram utilizados os pates
primers especificos forward F3001 e o reverse AIvd5
primeira reacéo e o par forward A3804 e o reveBGHE
na reacdo segunda. Como controle negativo fozatb
0 material genébmico extraido de célulasLd¢arentolae
selvagens.

Visto que os primersforward F3001 e o reverse
F3002 sao especificos para a reggdodo cromossomo
da célula, espera-se observar a formacdo de um
fragmento de aproximadamente 1.000pb e de 2.100-
2.900pb nasprimeiras e segunda reacdes de PCR
respectivamente (Figura 4).

Foram observadas bandas provenientes das
amplificagcbes especificas no clone 1, bem como a
presenca de bandas resultantes de amplificagcbes
inespecificas nos clones e no selvagem. Esse adsult
confirma a presenca do cassete de expressao msexid
regido do DNA celular correspondente ao locus da
subunidade menor ribossomal 18S, em pelo menos um
clone celular; este clone foi selecionado paransaies
seguintes.
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Figura 4 — Produto de PCR diagndstico na primeira (a) e segund
(b) reacbes. Em ambos, linha 1. marcador 1Kb DNAdéa
(Invitrogen), linha 2: controle negativo com praaldf reagdo com o
material extraido da célula selvagem, linhas 3@t erodutos das
reacdes com o material gendmico dos clones tramasie@s com o
pPLEXSY/p24 linear.
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A avaliacdo da expressdo da proteina recombinante
foi realizada por resolucdo de aliquotas dos edrat
celulares em gel SDS-PAGE 20%, corado com Azul de
Coomassie (Figura 5). Foi possivel observar difgaen
entre a colonia selvagem e o0s clones recombinantes,
sendo representadas por bandas mais espessaatiwadic
da expresséao da proteina de interesse.
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Figura 5 — Eletroforese de gel SDS PAGE 20%. A banda indica
expressédo da proteina no tamanho esperado: p24BRBKDa.
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A confirmacdo da expressdo das proteinas se deu
por Western Blot, utilizando o anticorpo anti-p24.

Figura 6 - Analise da expressédo da proteina p24 de HI\kiratos
de células prociclicas na fase exponencial trateslas com os
plasmideos enmf) circular eB) linear codificando a proteina de
interesse foram fracionados em SDS-PAGE 20% e didwsea
ensaios de Western blot utilizando anticorpo pofial dirigido
contra a proteina p24.
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4. DISCUSSAO

L. tarentolaetem sido utilizada com sucesso para
expressar proteinas sollveis citosolicas e seastadte
sistema faz uso da elevada taxa de transcricioNde R
polimerase |, usando vetores que se integram a&®teas
de expressdo recombinante ao l6écus do rRNA no
genoma. Também €& possivel executar outras
modificagbes  pos-transcricionais, tais como a
incorporacao de ligacdes dissulfeto e o processanuen
sequéncias de sinal, e pode lidar com desafios de
dobramento de proteinas mais complexas, como o fato
de crescimento epidérmico humano SOD1 (GAZDAG et
al., 2010).

Outras proteinas complexas que tém sido um
desafio para expressar émcoli, tais como a proteina da
capsideo do virus a hepatite E, foi expresso caresso
em L. tarentolae utilizando-se o vetor pLEXSY, tendo
resultados bastante satisfatérios (BAECHLEIN et al.
2013).

Pion et al.,, (2014) utilizaram o pLEXSY para
producdo de seis diferentes proteinas hemaglutithina
virus da gripe emL. tarentolag e classificaram a
expressdo e purificacdo das proteinas hemaglutinina
como faceis e que as proteinas hemaglutinina eram
imunogénicos em murinos, mostrando duearentolae
pode ser uma alternativa para as vacinas da griase
de ovo.
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Saljoughian et al., (2013) propuseram a utilizacéo
dalL. tarentolaerecombinante como vacina viva contra a
leishmaniose visceral. Para isto, 0 parasita egpres o
antigenoL. donovani A2 juntamente com proteinases
cisteina (CPA e CPB, sem sua incomum extensdo C
terminal (CEC-CTE)) com nanoparticulas lipidicas
sélidas (cSLN) atuando como um adjuvante, promovem
imunidade protetora do tipoThl, devido aos elevados
niveis de producdo de IFNem murinos. Além disso,
protecdo em ratos também foi correlacionada com uma
elevada producdo de Oxido nitrico e baixa carga
parasitaria. Em seu conjunto, estes resultadosandia
promessa da A2-CPA-CPB-CTE recombinante
tarentolaecomo candidato vacina viva seguro contra a
leishmaniose visceral.

O resultado mostrou-se positivo apés a
transferéncia das proteinas por SDS-PAGE e ensaio d
Western Blot utilizando anticorpos contra a praep24
de HIV 1. Mostra-se, assim, que a proteina estdosen
expressa em limites detectaveis, tanto pela cdioraor
Coomassie quanto pela técnica de Western Blot.

Sistemas de expressao in vitro com basdcenoli
tém sido utilizados durante muitos anos para espes
de proteinas, porém, algumas proteinas se mostram
toxicas para a célula, formando corpusculos deisdd -
o que dificulta a sua purificagdo. Algumas tentipara
a expressao de proteinas virais de HIV foram raeddig,
como a fusédo de fragmentos de gp4l egpl20 (SOHN et
al., 1996), a criacdo e juncdo de multiplos ep&ogde
proteinas diferentes (TALHA et al., 2010). Todavia,
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alguns destes antigenos demonstraram ausénciaxau ba
imunorreatividade nos testes de ELISA, demonstrando
assim que alguns epitopos conformacionais e dominio
proteicos podem ser necessarios para o reconhdoimen
pelos anticorpos.

5. CONCLUSAO

O sistema de expressdo erh. tarentolae
transfectada com o vetor de expressdo pLEXSYHyg2
recombinante produziu a proteina p24 do HIV1 com
sucesso nas condicdes descritas neste trabalho. A
proteina recombinante foi reconhecida por seu otispe
anticorpo. A purificagcdo e quantificacdo das prasei
produzidas neste sistema poderdo ser realizadas
futuramente.
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RESUMO - Os Biomedicamentos tém sido a principal
forca motriz para 0 crescimento da industria
farmacéutica nos ultimos anos, tendo seu uso aE$OCi
ao tratamento de diversos tipos de doencas, em sua
maioria graves e crbnicas. Sao representados por
diversas classes de compostos, dos quais 0s gumbisor
monoclonais  constituem a maior parte. O
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desenvolvimento e fabricacdo desses farmacos sdao
processos complexos que requerem controle de
qualidade e caracterizacao rigorosos para garardira
seguranca e eficacia. Este trabalho teve como wbjet
central analisar as principais técnicas utilizadpara
controle de qualidade de biomedicamentos e sua
caracterizacdo. A metodologia utilizada baseou-ge e
Pesquisa Bibliografica sistematica fundamentada na
analise de literatura ja publicada sobre o assurfoi
possivel concluir que, dada sua complexidade estlt

a caracterizacdo e o0 controle de qualidade de
biomedicamentos constituem um grande desafio. Apesa
do amplo espectro de diferentes metodologias
disponiveis para tal finalidade, todas possuem suas
limitacGes, de forma que uma bateria de técnicsisdi
quimicas e ensaios biolégicos fornecendo informacde
complementares sao necessarios. Foi constatado,
também, que as legislacdes brasileiras carecem de
especificagbes mais direcionadas no que se refere a
selecao dessas técnicas.

Palavras chave Biomedicamentos; Caracterizacao;
Controle de qualidade.

1. INTRODUCAO
1.1 Industria Biofarmacéutica

Os Biomedicamentos, também denominados
biofarmacos, medicamentos biolégicos ou produtos
biofarmacéuticos, s&do indispensaveis na medicina
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moderna. Apresentam valor de mercado estimado em 70
a 80 bilhdes de dolares e taxas de crescimentoisanua

entre 7% e 15%, levando a um foco mundial no

desenvolvimento e produgdo industrial destes

medicamentos (VOGL et al., 2013).

Eles tém sido a principal forca motriz para o
crescimento da indudstria farmacéutica nos ultimussa
De acordo com Ottens (2014), mais de 40% dos
medicamentos aprovados pelo US Food and Drug
Administration (FDA) em 2012 foram biofarmacos, dos
quais as proteinas terapéuticas, incluindo antsorp
monoclonais (MAbs), constituiram 0 maior grupo
seguidos dos peptideos terapéuticos.

O desenvolvimento destes medicamentos criou
opcOes de tratamento para algumas das doencgas mais
frequentes e complexas, tais como a escleroseptault
doenca de Alzheimer, tumores cerebrais, leucemia
linfocitica crbnica, e o cancer, entre muitas @utra
(MADEIRA et al., 2012).

Atualmente, representam 20% do mercado total
farmacéutico e as expectativas sugerem que, nalaéca
atual, mais de 50% das novas drogas aprovadas seréao
bioldgicas (SANDRA et al., 2014).

1.2 Biomedicamentos: Breve Histérico, conceitos e
aspectos gerais

A fabricacdo de produtos biotecnologicos pela
indUstria farmacéutica € percebida desde o final do
século XIX, quando houve producéo inicial de soros
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hiperimunes, elaborados a partir da inoculacamxieds
bacterianas em cavalos, e vacinas preparadas pela
inativacdo de microorganismos. No inicio do sée(q
descreveu-se 0 primeiro tratamento de sucesso para
pacientes diabéticos utilizando insulina de origerimal
(WALSH, 2003).

Entretanto, conforme Rang et al. (2012), existiam
dificuldades na extracdo destas substancias e $aixo
rendimentos. Além disso, a administracdo de horadni
animais aos seres humanos podia provocar respostas
imunologicas, havendo ainda o perigo de transmidséo
agentes infecciosos.

O surgimento das técnicas de engenharia genética
proporcionou um novo meio de lidar com esses
problemas. Em 1980, o FDA aprovou o uso clinico da
insulina recombinante humana obtida a partir de
Escherichia coli tornando-se a primeira proteina
recombinante farmacéutica a entrar no mercado
(Weinacker et al., 2013). De acordo com Ferro (2010
isto possibilitou a redugédo significativa de transos
relacionados a impureza do hormdnio, o qual eralobt
inicialmente por purificagdo a partir do péancreas d
animais. Este foi um marco inicial para a pesqeisa
desenvolvimento de  muitos  outros  produtos
biofarmacéuticos nos anos seguintes.

O conceito de biofarmacos na década de 80 faz
mencéo a uma classe de produtos terapéuticos [ioguz
através de técnicas de biotecnologia, ou seja, por
tecnologia de DNA recombinante ou de hibridomas.
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Desta forma, refere-se a proteinas ou produtosa da
acido nucleico utilizados para fins terapéuticos dmu
diagndsticoin vivo, produzidos por processos que nao
envolvem a extragcdo direta a partir de uma fonte
bioldgica (WALSH, 2003).

No Brasil, sdo definidos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como: “medicamesto
obtidos a partir de fluidos biolégicos ou de tesidie
origem animal ou medicamentos obtidos por
procedimentos biotecnoldgicos” (Brasil, 2010).

1.3 Regulamentacédo de Biomedicamentos

O processo de desenvolvimento de um farmaco,
seja de um produto farmacéutico (moléculas peqlienas
ou biofarmacéutico (grande biopolimero, normalmente
uma proteina) é complexo, pois sua comercializacao
envolve riscos e perigos aos pacientes. A fim de
minimiza-los, as industrias  farmacéuticas e
biofarmacéutica s&do altamente regulamentadas e
controladas pelas agéncias reguladoras governamenta
(HOUD; BERKOWITZ, 2015).

De acordo com Metz et.al2002), é necessario
garantir o minimo, porém alto padréo de qualidaoe d
produtos bioldgicos, internacionalmente estabetecid
Para tal, a atuacdo das Agéncias Regulatérias @@mo
ANVISA é imperativa.

A Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) N°55
da ANVISA (2010) que “dispbe sobre o registro de
produtos biolégicos novos e produtos biolégicosae d
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outras providéncias”, estabelece os requisitos musi
para o registro destes medicamentos no Brasiluas q
incluem os biofarmacos, com o proposito de garaiir
qualidade, seguranca e eficacia. De acordo commaa)o
somente poderdo ser comercializados e distribuidos
Pais aqueles produtos registrados na ANVISA,
fabricados ou importados por estabelecimentos
devidamente autorizados pelo Governo Federal e
licenciados pelo governo Estadual.

Este registro pode se dar por duas vias: a via de
desenvolvimento individual e a via de desenvolvitoen
por comparabilidade. A primeira requer a apresé@atac
de dados totais sobre o desenvolvimento, producéo,
controle de qualidade e dados nao-clinicos e dénpara
demonstracdo da qualidade, eficacia e seguranca do
produto, de acordo com o estabelecido na referida
Resolucdo. Na segunda, utiliza-se o exercicio de
comparabilidade em termos de qualidade, eficicia e
seguranca, entre o produto desenvolvido a ser
comparavel e o “produto biolégico comparador” (puriod
registrado na ANVISA, tendo sido embasado por um
dossié completo).

Dentre as informacdes que devem ser
apresentadas pelas empresas solicitantes, incleea-s
descricdo de todos os testes de controle de gdalida
realizados, desde o principio ativo até o produto
terminado e o fornecimento de dados referentes a
caracterizagao da substancia ativa.
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De acordo com Deeb et al., 2013, a mesma
qualidade padronizada para moléculas menores @gve s
seguida para biofarmacos. A qualidade € garantida p
identificacdo inequivoca, rigoroso controle de paree
avaliacdo de isoformas, agregados, produtos de
degradacédo e variantes conformacionais. Em seguida,
ensaios precisos com o composto principal e indiesd
de estabilidade fornecem a uniformidade de dosagem
necessaria.

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo
realizar uma analise, através de uma revisao bifdliica
sisteméatica, sobre as principais técnicas utiligada
caracterizacdo e controle de qualidade de
biomedicamentos.

2. METODOLOGIA

Realizou-se Pesquisa Bibliografica sistematica
fundamentada na andlise de literatura ja publicadae
o assunto na forma de livros, Farmacopéias, conmp&nd
oficiais, legislagdo, bem como as disponibilizactes
internet, através dos bancos de dados Sciencet@irec
Scientific Eletronic Library Online (SCIELO), a piar
dos descritores indexadoBiomedicamentos, Controle
de qualidade, Caracterizagaoruzados entre si.

Como critérios de selecéo, foram considerados os
artigos publicados entre 2005 e 2015, disponiveis d
forma completa, nos idiomas Inglés, Espanhol ou
Portugués. A partir dessa busca, foi realizadarkeitios
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resumos e aplicada, como critério de inclusdo, a
discussédo de aspectos relevantes sobre o teman Fora
excluidos os artigos que ndo estavam relacionados a
objeto do estudo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo e Controle de Qualidade de
Biomedicamentos

Os Biomedicamentos sdo produtos complexos que
requerem rigoroso controle de qualidade para gasard
segurancga e eficacia. Durante o desenvolvimentsades
drogas, uma extensa caracterizacdo de lotes do
medicamento deve ser conduzida. Nenhum método
analitico Unico, porém, é capaz de avaliar todos os
atributos relevantes, de forma que uma bateria de
técnicas fisico-quimicas e ensaios bioldgicos foendo
informagcBes complementares sdo necessarios (Silva e
al., 2008).

Conforme Guiochon&Beaver (2011), estes
medicamentos apresentam elevado peso molecular e
origem biolégica complexa, além de composicao
molecular dificil de definir, uma vez que sédo dades
de misturas heterogéneas feitas a partir dos predig
organismos vivos, ceélulas, animais ou plantas. Aoma
parte € produzida por engenharia genética em vemde
série de reacdes quimicas conhecidas e controlddas,
forma que o desenvolvimento e a producdo destes
produtos requerem inovagdo cientifica, habilidades
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producdo, amplo conhecimento interdisciplinar e um
grande investimento, sendo indispensavel o enteardon
de técnicas de purificacao.

A caracterizacdo adequada de biofarmacos € uma
tarefa analitica ardua. Entre os testes envolvielst§io: a
determinacdo da sequéncia exata de aminoacidos, das
truncagens e dobragens, do numero de ligacdedfdissu
entre 0s aminoacidos estruturais, do numero de
fosforilacbes e dos diferentes grupos laterais giea.
Ademais, incluem-se o0s testes para caracterizar a
natureza e grau de agregacdo, se a proteina foi
modificada ap0s a sua sintese inicial e a caraatgo
do seu grau de estabilidade. Por fim, é necessario
entender sua ligacdo ao alvo terapéutico, a selatie
desta interacdo e se ha possibilidade de a mesonaoc
em outros alvos, de forma a causar efeitos adversos
(GUIOCHON; BEAVER, 2011).

No Brasil, a RDC N°5 da ANVISA (2010)
estabelece que o registro de produtos biolégicpserea
apresentacdo de relatdrio técnico contendo asrgegui
informagbes sobre o controle de qualidade destes
medicamentos:

a. Descricdo de todos os testes de controle dédgdal
realizados, desde o principio ativo até o produto
terminado;

b. descricdo dos padrdes de referéncia utilizados;
c. validacdo de metodologias analiticas de acooto &

legislacé@o sanitéria vigente; e
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d. referéncia e justificativa para cada especifioac
determinada nos testes de controle de qualidade.

Ainda de acordo com esta Resolucéo, devem ser
fornecidos dados referentes a caracterizacdo da
substéancia ativa, sendo obrigatoria a apresentigao

a. estrutura primaria, indicando os sitios de mcalbes
pos-traducionais;

b. estruturas secundaria, terciaria e quaternaria;
c. massa molecular relativa;

d. comparacdo entre a molécula produzida e a mnlalécu
original,

e. caracterizacao das formas resultantes de maghes
pos-traducionais;

f. descricdo e justificativa para modificacoes irsalas
na molécula pés-cultivo, quando aplicavel;

g. determinacao da atividade biologica,;
h. determinagao do grau de pureza;
I. dados sobre agregados; e

j. determinacdo das propriedades fisico-quimicas e
imunoquimicas;

Dado o numero de produtos biofarmacéuticos
comercialmente disponiveis no ano de 2014 tendacom
principio ativo uma  proteina, a palavra
"biomedicamento” tem sido praticamente equivalente
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“farmaco proteico”, que o FDA definiu em 2012 como
qualquer cadeia de polipeptideo com mais de 40
aminoacidos. Embora outras classes quimicas de
produtos biofarmacéuticos existam, onde o principio
ativo ndo € uma proteina, a contribuicdo destea par
cenario comercial da indastria biofarmacéutica €
atualmente muito pequena (HOUDE; BERKOWITZ,
2015). Assim, as principais técnicas utilizadasapar
andlise destes medicamentos tém como foco a
caracterizacao de proteinas, sendo descritas a.segu

3.2Principais técnicas analiticas para
biomedicamentos

Houde&Berkowitz (2015) categorizaram as
ferramentas biofisicas especificas para analise de
biomedicamentos em quatro niveis diferentes cone bas
no contedudo informativo que elas podem fornecer,
conforme figura 1. Segundo esta classificacdo, as
ferramentas de nivel 1 fornecem o menor grau de
informacdo, enquanto aquelas de nivel 4, o mats alt
grau. Ao mover-se em direcdo ao nivel 4, os atbdbs
métodos em cada camada subsequente tornam-se mais
dificeis de usar e operar, SG0 mais caros, requerais
tempo para adquirir os dados e mais treinamento ou
experiéncia para processar, analisar e interposta-|
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Figura 1 - Hierarquia das ferramentas biofisicas para andlese
biomedicamentos.

Hierarquia das ferramentas biofisicas

Nivel4 ————————— = RMHN
Nivel 3 MS [H;D)ﬂ SAXS i
FERRAMENTAS AVANCADAS
FERRAMENTAS PADRAD
i1 72 o ———— » | DSC ALC

HOS - Estrotora secundaria e terciaria 905 -Estrutura quaterniria {Agregacio)

Nivel 1 -= | UV Fluorescéncia €0 FTIR | | SEC SLS/DLS Anilisede particulas

Fonte: Houde; Berkowitz, 2015, p. 80. (Adaptada)

As ferramentas dos niveis 1 e 2 formam o grupo
de “ferramentas biofisicas padrdo”, sendo as mais
aplicaveis e utilizadas por muitas empresas
biofarmacéuticas na caracterizacdo e desenvolvoramt
seus produtos, de forma que os métodos geradagira pa
delas sédo encontrados em praticamente todos o0s
arquivamentos regulatorios. No nivel 1 tem-se os
meétodos espectroscopicos: Ultravioleta (UV),
fluorescéncia, dicroismo circular (CD), e especinpsa
de infravermelho com transformada de Fourier (FT&R)
um conjunto separado de ferramentas biofisicas que
fornecem informacdes basicas sobre a estrutura
quaternaria, em termos de agregacdo dos biofarmacos
Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC),
espalhamento de luz estético / dinamico (SLS / D&S)
analise de particulas. O nivel 2 é representado por
Ultracentrifugacdo analitica (AUC) e calorimetriz d

52



varrimento diferencial (DSC). Ja o segundo grupdamen
formado pelos niveis 3 e 4, constitui as “ferraragnt
biofisicas mais avancadas" com capacidade de gerar
informagdes com maior detalhe e resolugéo, melldoran

a caracterizacdo desses farmacos. O nivel 3 é
representado pela espectroscopia de massa (MSpe pe
pequeno angulo de espalhamento de raios X (SAXS),
enquanto o nivel 4 pela Ressonancia Magnética Bucle
(RMN).

A seguir serdo discutidas algumas das principais
ferramentas biofisicas utilizadas para controle de
qualidade de biofarmacos e sua caracterizacdo, com
explanacdo dos métodos que fundamentam sua andlise.

3.2.1 Métodos Termodinamicos

Nesta abordagem, a estrutura do biofarmaco é
examinada através do estudo do fluxo de calor quand
uma proteina € exposta a um aumento continuo de
temperatura. Parte-se do principio de que a expatesa
uma macromolécula com o aumento da temperatura
reflete 0 seu empacotamento atébmico e flexibilidade
Assim, a energia liberada ou absorvida em funcdo do
aumento da temperatura, proporciona impressaoatdigit
Gnica da estrutura deste medicamento (HOUDE
&BERKOWITZ, 2015).

3.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

E uma técnica térmica na qual as diferencas no
fluxo de calor na substancia e referéncia séo rsdth
funcdo da temperatura da amostra enquanto as sids e
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submetidas a um programa de temperatura controlada.
Este método mede as diferencas em energia e tem
encontrado larga aplicacdo na industria farmacgy@ca
teste de pureza de amostras de farmacos (SKOOIG et a
2006).

3.2.3 Métodos cromatograficos

A cromatografia € uma técnica fisico-quimica de
separacao dos componentes de uma mistura, efgiaada
meio da distribuicdo destes em duas fases, que esta
contato intimo. Uma dessas fases conserva-se
estaciondria, enquanto a outra se move através akla
forma que cada componente da mistura € seletivament
retido pela primeira, resultando em migracdes
diferenciais desses componentes (COLLINS et ab6R0

Os meétodos cromatograficos tém vasta utilizacao
na analise de proteinas, sendo empregados tanto na
avaliacdo de sua homogeneidade, como em ensaios de
caracterizagao e quantificacdo (ANDRADE, 2007).

A diversidade fisico-quimica de proteinas (carga,
ponto isoelétrico, hidrofobicidade, tamanho), poitith
sua separagdo por quase todos os métodos de s&parac
baseados em liquido. Diferentes seletividades séao
oferecidas pela cromatografia liquida de fase saver
cromatografia de interagdo hidrofébica, cromatogrdé
interacdo hidrofilica, cromatografia de exclusdo de
tamanho e a cromatografia de troca ibnica. Todes el
tém caracteristicas Unicas para separacao denmastej
no final, fornecem informagbes complementares
(SANDRA et al., 2014).
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3.2.4 Métodos eletroforéticos

A eletroforese é um método de separacdo baseada
na diferenca de velocidade de migracdo de espécies
carregadas em uma solucdo tampao atraves da gbal te
sido aplicado um campo elétrico de corrente coatinu
Uma caracteristica particular € a sua habilidadealte
separar macromoléculas carregadas de interesse da
induUstria biotecnoldgica e de pesquisas em biolagia
bioquimica (SKOOG et al., 2006).

3.2.4.1 Eletroforese capilar

Este tipo de eletroforese utiliza tubos capilares
preenchidos com tampéao, com tipicamente 10 a 100um
de diametro interno e 40 a 100 cm de comprimento. A
amostra € introduzida na extremidade do tubo e um
potencial de corrente continua de 20 a 30 kV e&aghi
entre os dois eletrodos durante a separacdo. @ flux
eletroosmotico da solucdo tampéao atua como umadomb
para mover as moléculas do analito através de uma
segunda fase capaz de retencdo variada das malécula
(SKOOG et al., 2002).

Conforme Andrade (2007), a mobilidade
eletroforética de uma proteina é dependente das
caracteristicas do soluto, como tamanho moleccdaiga
elétrica e forma, bem como das caracteristicasmpdo
onde acontece a migragao (pH, tipo e forca ionica d

eletrolito, viscosidade e aditivos).

As principais aplicacbes desta técnica
compreendem  separacbes quirais, analise de
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biomoléculas, incluindo produtos biotecnoldgicos e
amostras clinicas, sendo especialmente adequaalapar
andlises de misturas complexas (DEEB et al., 2013).

Dentre as principais caracteristicas, apreserda alt
eficiéncia de separagcao (Normalmente acima de
10° pratos teoricos), baixo consumo de amostras (nL) e
reagentes (mL), tempos de andlise reduzidos egedio
de automacao (SILVA, 2003).

Muitas vezes, € vantajoso combinar EC com MS
(EC-MS) para uma analise ainda mais potente de
biofarmacos ou de produtos farmacéuticos em fluidos
biolégicos. O acoplamento combina a alta eficiéntga
separacao da EC que ajuda a evitar ou a minimizar a
migragao de compostos ou interferéncias com mafree
a deteccdo massa-seletiva que proporciona acurada
caracterizagdo e identificacdo dos analitos. Em
comparagao com LC-MS, EC-MS proporciona vantagens
na analise de compostos altamente polares e cdogga
particularmente proteinas intactas. Além dissoEaMS
muitas vezes pode oferecer tempos de andlise s c
e melhor eficiéncia de separacao (DEEB et al., 013

3.2.4.2 Focalizacao isoelétrica capilar

E utilizada para separar espécies anfipréticas,
como aminoacidos e proteinas, que contém um grupo
carboxilico fraco e um grupo amino que € uma base
fraca. A separacdo € realizada em uma mistura
tamponada que varia continuamente o pH ao longo do
seu comprimento. Este gradiente de pH é preparado a
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partir de uma mistura de varios anfolitos difersnta
solugéo aquosa (SKOOG et al., 2002).

3.2.4.3 SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS PAGE) é utilizadaapar
separar proteinas pelo seu peso molecular, peduitin
gue as mesmas migrem por tamanho através da céitiza
do dodecil sulfato de sodio (SDS) e de um agente
redutor. O SDS é um detergente aniénico que desnatu
proteinas por envolver o esqueleto polipeptidico
formando uma micela, e assim confere uma carga
negativa liquida na propor¢do do seu comprimerémn a
disso, também perturba a maioria das ligacbes nao
covalentes, diminuindo assim o0 dobramento das
proteinas. Um agente redutor tal cofiimercaptoetanol
ou ditiotreitol é adicionado para reduzir as liges;@e
cistina (pontes dissulfeto) e promover ainda mais
desdobramento. Apds aquecer uma amostra protéica em
SDS ep-mercaptoetanol, todas as proteinas agem como
moléculas carregadas negativamente lineares e pselem
eletroforeticamente separadas por tamanho. Depsiaid
separacdo no gel, tanto ele pode ser manchado nao
especificamente para visualizar as bandas de peotei
utilizando azul de Coomassie, GelCode azul, oueSilv
Stain; ou as proteinas podem ser transferidas yaea
membrana de nitrocelulose para imunoblotting (Waste
blotting) a fim de se visualizar uma proteina efffzecde
interesse (CARSON et al., 2012).
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Esta € a técnica de eletroforese mais utilizada
para avaliar a qualidade farmacéutica dos produtos
protéicos, tendo seu uso na caracterizacao quaaitdhs
proteinas contidas em preparacdes biolégicas, nos
controles de pureza e em determinagfes quantgativa
analise por eletroforese em gel é um processo adiadt
identificacdo e ao controle da homogeneidade das
proteinas presentes em preparacdes farmacéutcak) s
utilizada como rotina para avaliar a massa moleada
subunidades protéicas e determinar as subunidadges g
compbéem as proteinas purificadas (Farmacopeia
brasileira, 2010).

3.2.5 Métodos espectroscopicos

A espectroscopia engloba um grupo de métodos
biofisicos que se baseiam na absorbancia inicial de
radiacdo eletromagnética por grupamentos estraturai
especificos de elementos quimicos ou atomos numa
molécula, chamados cromoéforos. Das caracteristicas
distintivas entre cada um destes métodos, a pdzue
sobre a faixa limitada de comprimentos de onda da
radiacdo eletromagnética que podem utilizar é osmai
importante. Dada essa singularidade, cada um egamin
apenas certos cromoforos na droga protéica. Emnl, gera
estas interagcbes prosseguem pela absorcdo inieial d
alguma proporcéo da radiacdo eletromagnética intage
no entanto, em algumas formas de espectroscopia
(fluorescéncia), esta radiagcdo absorvida pode ser
reemitida em diferentes comprimentos de onda. Eanbor
a espectroscopia seja um campo diversificado eiancl
muitos métodos, como a ressonancia magnética muclea
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espectrometria de massa, ultravioleta, espectrasaEp
fluorescéncia, decroismo circular e espectroscaj@a
infravermelho, aqueles que fazem medi¢cdes no
Ultravioleta (UV), visivel (VIS), infravermelho egido

de ondas de radio sdo geralmente de maior intepasae
os cientistas biofarmacéuticos (HOUDE; BERKOWITZ,
2015).

4. CONCLUSAO

Diante do exposto, € possivel concluir que a
tendéncia de crescimento cada vez maior do mercado
mundial de biofarmacos nos Ultimos anos tem
demandado por meétodos adequados de controle de
qualidade e caracterizacdo que possam garantir a
seguranca e eficacia desses medicamentos. Istgupor
vez, constitui um grande desafio levando em
consideragao a complexidade desses produtos.

Véarias técnicas tém sido sugeridas para tal
finalidade envolvendo diferentes fundamentos hicis
com ampla gama de aplicacbes. A capacidade de
encontrar uma ferramenta biofisica Unica que fanecg
todas as informacdes referentes as estruturasiqga®te
biofarmacéuticas ndo € atualmente pratica, de foumea
0 uso coletivo e complementar é o meio mais apadpri
para desenvolver uma impressédo digital suficientéene
elucidativa.Ademais, todas essas ferramentas pwossue
limitacbes que podem variar de um biomedicamenta pa
outro.
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E imprescindivel, portanto, assegurar que a
escolha dos métodos analiticos em questdo seja
meticulosa e fundamentada, bem como amparada pelos
atos regulatorios do pais. No Brasil, percebe-se agi
legislacdes em vigor relacionadas a biomedicameatos
compéndios oficiais, a despeito dos critérios para
controle de qualidade e caracterizacdo estabekecido
carecem de especificacbes mais direcionadas nseue
refere a selecdo dessas ferramentas.

Apesar do amplo espectro de diferentes
metodologias disponiveis para elucidacdo estrutlmal
biomedicamentos, ainda ha lacunas de conhecimento
significativas diante da complexidade dessas mtadécu
Portanto, a busca por avancos nesta area devemuant
no intuito de possibilitar melhor caracterizacactes
farmacos que tém revolucionado mundialmente agarati
farmacoterapéutica nos dias atuais.
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RESUMO - O Controle de Qualidade na Industria
Farmacéutica consiste de um conjunto de operacdes a
fim de assegurar a obtencdo de medicamentos cada ve
melhores, mais eficazes e seguros, menos toxintwse
estaveis. Biomedicamentos sdo obtidos a partiddisii
biologicos e/ou tecidos de origem animal e foram
desenvolvidos com propoésito terapéutico.No Brasil a
Gnica instituicdo publica que produz biomedicamsréo
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a FIOCRUZ, que além de produzir antibioticos, anti-
inflamatorios e analgésicos produz os biomedicaogent
Alfainterferona 2b, a Alfaepoetina e a Alfataligifase.

A alfainterferona 2b é um interferon que tem eteito
antiviral, antiproliferativo e imunomodulador. A
Alfaepoetina € um horménio glicoprotéico que é
responsavel pela mitose e formagdo das hemaciamsDes
forma, esta revisdo teve como objetivo definir pass
métodos imunoquimicos para controle de qualidade de
biomedicamentos produzidos por instituicbespublivas
Brasil que possam ser incorporados a farmacopeia
brasileira. A metodologia utilizada foi a de an&élisle
literatura ja publicada.

Palavras chave: Proteinas recombinantes;
Imunoensaios; Produtos biofarmacéuticos.

1. INTRODUCAO

De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) medicamentos biolégicos ou
biomedicamentos s&o constituidos por moléculas
complexas e com alto peso molecular e que saoasbéid
partir fluidosbiolégicos e/ou tecidos de origemnaati
onde células vivas, tecidos e orgaos sao utilizapdma
producao destes medicamentos (ANVISA, 2014).

Os biomedicamentos foram desenvolvidos com
proposito terapéutico, principalmente para doemgeke
ndo ha resposta a tratamentos convencionais
(CORNETTA, 2013). Os métodos de analise
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imunoquimicas foram primeiramente desenvolvidos par
analise de macromoléculas, tais como enzimas e
horménios, sendo posteriormente utilizados pardisena
de drogas e farmacos (NUNES, 2005). As técnicas de
imunoquimica utilizam anticorpos especificos para o
reconhecimento da molécula de interesse presente no
material analisado, no entanto é necessario um
conhecimento prévio do material analisado. Os emsai
Imunoquimicos sdo altamente seletivos, sensiveaige e
facil utilizacdo, uma vez que é possivel a anéafise
varias amostras de uma so vez.

S80 inumeras as vantagens obtidas com a
utilizacdo dos métodos imunoquimicos, tais como
estratégias utilizadas para a garantia da qualidiade
procedimentos operacionais; analise dos dados e das
informacdes lancadas em forma de relatérios tésnieo
controle de qualidade para a melhoria da confidduile
dos meétodos, incluindo os ensaios para validagdo.
Existem, ainda, algumas dulvidas quanto aos testes
minimosnecessarios para a demonstracdo de atridetos
qualidade, seguranca e eficacia, sendo 0s ensaios
imunolégicos uma opc¢do confiavel para ser utilizada
controle de qualidade dos produtos biol6gicos,
principalmente os biomedicamentos, uma vez que
possuem alta sensibilidade, seletividade e permiddise
de varias amostras aos mesmo tempo. Nesse seantido,
objetivo desse trabalho foi analisar através désdev
bibliografica possiveis métodos imunoquimicos para
controle de qualidade de biomedicamentos produzidos
por instituicdes publicas no Brasil.
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2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para a obtencdo dos
dados foi obtida através de pesquisa bibliografitayves
da analise de literatura ja publicada, na formdiwtes,
farmacopéias, compéndios oficiais, disponibilizadas
Internet e através de banco de dados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil a Unica instituicdo publica que produz
biomedicamentos €& a Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), vinculada ao Ministério da Saude. A
FIOCRUZ produz desde antibioticos, anti-inflamaiére
analgésicos a biomedicamentos. Os medicamentos
bioldgicos produzidos por ela séo a Alfainterfer@baa
Alfaepoetina e a Alfataliglicerase (Fiocruz, 2003.
medicamentos biolégicos de ultimageracdosdo obtidos
pelo emprego industrial de microrganismos ou pela
tecnologia do DNA recombinante, crescidas em reator
para a producdo de determinadas proteinas que sao
idénticas ou muito parecidas com as proteinas hasnan

A qualidade do produto biolégico no mercado
farmacéutico brasileiro é regularmente avaliadaiamtel
a realizagédo de ensaios laboratoriais executadéteda
Brasileira de LaboratériosAnaliticos em Salde (Rabé
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade de
Saude (INCQS), da FIOCRUZ.
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Diferentemente da maioria dos medicamentos, o
controle de qualidade das proteinas recombinantes é
muito complexo, pois requer a combinacdo de
metodologias de natureza fisico-quimica, imunokbgic
biolégica, para a completa identificacdo, carazt&@o
quimica e avaliacdo da poténcia biolégica (Gilgaket
1996).

O apoio ao uso das metodologias imunoquimicas
tem sido baseado em trés pontos: i) alta sensdiid
alcancada por muitos imunoensaios; i) elevada
especificidade, que torna os imunoensaios capages d
detectar, com exatiddo, um determinado contaminante
iii) extrema simplicidade operacional, com posgilaitle
de se analisar, de uma so6 vez, inUmeras amostras.

Existem varios tipos ou formatos de
imunoensaios e um deles é o Enzyme-Linked
ImmunonoSorbent Assay (ELISA). Por apresentarean alt
seletividade e sensibilidade, os testes ELISA, sao
baseados na reacdo entre antigeno e anticorpm seral
de suas vantagens a realizagdo de testssiu de um
grande numero de amostras simultdneas. J& a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) &na
técnica de separacdo que, nos ultimos anos passeiu a
um dos métodosanaliticos mais utilizados para fins
qualitativos e quantitativos (Degani et al., 1988).
cromatografia de imunoafinidade €& baseada no
reconhecimento de epitoposantigénicos por antisorpo
As colunas cormatograficascontém anticorpos seletiv
que podem ser monoclonais oupoliclonais e sao
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considerados como reagentes ou como grupos fungiona
ligados a um suporte sélido.

4. CONCLUSAO

Dentre 0s ensaios preconizados nos compéndios
oficiais e realizados pelo Instituto Nacional denCole
de Qualidade de Saude (INCQS) para o controle da
qualidade estdo anélise de protocolo resumido de
producdo e controle, avaliacdo da poténciabiolggica
determinacdo de pH, volume médio, identificacdo por
western  blotting, identificacdo por SDS-PAGE,
esterilidade, e endotoxina bacteriana, ndo havendo
analise atravées do ELISA e da Cromatografia por
Imunoafinidade.

Na utilizagdo do ELISA para realizar o controle
de qualidade dos biofarmacos tem-se como vantagam s
alta sensibilidade e especificidade, bem como ha
possibilidade de analise de um grande nimero dsteamo
ao mesmo tempo,sendo muito vantajosa para coreole
qualidade de biomedicamentos em larga escala. Ja na
utilizacdo de colunas cromatogréaficas de imunoddite
temos como vantagens a especificidade do método,
rapidez na analise e baixo consumo de solventes. No
entanto, este método exige a utilizacdo de reageoi®
alto grau de pureza, equipamento/manutencdo de alto
custo e supervisdo por técnicos especializados,
restringindo o emprego na rotina laboratorial
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RESUMO - A definicdo de uma técnica de amostragem
€ um passo critico e importante para assegurar a
qualidade do produto final. As técnicas tradicichaie
mostram confidveis, mas sao bastante invasivas para
esse setor da industria. Qualidade por design afere
vantagens em relacdo aos modelos conservadores de
garantia de qualidade, sendo util em éareas onde a
qualidade é significado de diferenciacdo e

71



implementacdo de processos flexiveis para estimalar
melhoria continua e inovac¢do dos processos.

Palavras chave Amostragem, produtos biotecnoldogicos,
gualidade por meio de testes, qualidade por design.

1. INTRODUCAO

A Qualidade é sindnimo de lucratividade, desde
gue bem aplicada e bem utilizada dentro do ambiente
industrial e a adocdo de adequadas praticas daogest
qualidade, normalizagcdo, metrologia e avaliacdo da
conformidade, representam um diferencial na ecoaomi
globalizada. (CABRAL et al., 2014).

A maioria das ferramentas de qualidade se
apoiam fortemente na coleta de dados e informagdies
a devida tratativa dos problemas e melhorias decgsm.
Nesse sentido, estudosestatisticos vem ganhandgoesp
dentro das organizagOes por oferecer recursos @smer
para interpretacoesanaliticas.

Inicialmente, deve ser definido qual ou quais as

caracteristicas dos elementos que deverédo seicados,

pois ndo se trabalham estatisticamente com os rteme
existentes, mas com caracteristicas dos mesmaejau
com os valores de uma variavel ou caracteristica de
interesse. Esta escolha dependera dos objetivos do
estudo, podendo esta variavel ser qualitativa, dman
resultar de uma classificacdo por tipos ou atriutu
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quantitativa, quando seus valores forem expressos e
nameros (CABRAL et al., 2014).

Para a industriafarmacéutica, a qualidade do
produto final tem compreenséo bastante abrangEtde.
inclui: os objetivos terapéuticos destinados; pagib de
pacientes; via de administracao;
caracteristicasfarmacocinéticas de insumo farmmcéut
ativo (IFA); as caracteristicasquimicas, fisicas e
biofarmacéutica doinsumo farmacéutico ativo; a rjzaa
de processos de fabricacdo utilizando principios de
engenharia, ciéncia dos materiais que proporcionem
produto aceitavel e reprodutivel e que mantenha seu
desempenho durante toda a vida util (GARCIA APONTE
et al., 2015).

A escolha das amostras pode ser realizada de
diferentes maneiras. Sendo assim, é importante
compreender quais séo as situacoes adequadas yswa 0
das técnicas de amostragem probabilistica e
naoprobabilistica, e quais sdo as limitagbes do deso
cada uma dessas técnicas (OLIVEIRA, K. D;
ALMEIDA, K. L.; BARBOSA, 2012).

s

O objetivo desse trabalho é orientar de forma
pratica sobre os tipos de amostragem estatisticasne
elas influenciam no controle de qualidade de pasiat
quais as vantagens associadas a cada técnica e a
frequéncia com que elas sao aplicadas.
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2. REFERENCIAIS TEORICOS
2.1 Ferramentas da qualidade

A tratativa dos dados coletados a partir das
amostras, geralmente, é realizada por meio de
ferramentas estatisticas que permitem um estudo
sistematico e abrangente. Nos proximostépicos,osera
apresentadas as principais ferramentas da qualidade

aplicacado, vantagens e desvantagens (ANVISA, 2010).
2.1.1 Qualidade

A questdo moderna da qualidade de bens e
servicos estd vinculada a satisfacdo e protecdo do
consumidor. No Brasil, a ANVISA tem o papel
institucional de promover e proteger a saude da
populacdo, por intermédio do controle sanitario da
producdo e da comercializacdo de produtos e servigo
submetidos a vigilanciasanitaria, incluindo os facos e

cosmeéticos (ANVISA, 2010).
2.1.2 Controle de processo

O Controle de Qualidade é o conjunto de
atividades destinadas a verificar e assegurar @le 0
ensaios necessarios e relevantes sejam executapes e
o produto ndo seja disponibilizado para uso e vexéa
gue cumpra com a qualidade preestabelecida. O dentr
de Qualidade ndo deve se Ilimitar asoperacdes
laboratoriais, mas abranger todas as decisdes
relacionadas a qualidade do produto e o controke do
processos envolvidos (GARCIA APONTE et al., 2015).
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Nesse contexto se insere o controle estatistico de
processos, que possui poderosa colecao de fermasnent
de resolucdo de problemas uatil na obtencdo da
estabilidade do processo e na melhoria da capacidad
através da reducdo da variabilidade. Na tabela 1,
podemos verificar as principais ferramentas daidadé,
suas formas de utlizagdo, vantagens e desvantagens
(MONTGOMERY, 2009).
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Tabela 1 -Ferramentas da qualidade, formas de utilizac&dagans e desvantagens.

Ferramenta 0O que sao? Como usar? Vantagens Desvantagens
Folha de S5ao formulédrios planejados nos 530 usadas para: tornar os Identificagio dos O processo de coleta
verificagio guais os dados coletados s&o dados faceis de obter e de desvios no momento pode  ser lento  pois

Diagrama de
Pareto

preenchidos de forma facil e
concisa. Registram os dados
dos itens a serem verificados,
permitindo uma rapida
percepiEo da realidade & uma
imediats  interpretagio  da
situagdo, ajudando a diminuir
EITOS.

Diagrama gue apresenta os
itens & a classe na ordem dos
nimeros de  ocorréncias,
apresentando a soma iotal
acumulada, disposto em forma
de bamra, & uma ferramenta

eficienta para encontrar
problemas, gue permite
focalizar esforgos nos
problemas gue tem maior

potencial de retorno

ulilizar-se, dispondo-os de
forma organizada e
permitindo identficagio de
itens defeituosos, tipos de
defeitos, periodo de
ocorréncia dos  principais
desvios de qualidade.

Para identificar 0s
problemas de  maiores
impactos, priorizar e
esforgos/investimentos,

estratificar problemas.

da ocoméncia.

Visualzagio dos
diversos elementos
de um problema,
ajudando a
classifica-los e
prioriza-los

depende da amplitude da
amastra.

Tendéncia em se deixar
os “20% triviais® em
segundo planoc. lsso gera
a possibilidade de
Qualidade 80% e nao
100%; reguer medigdo
confidgvel e detalhada dos
dados.
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Ferramenta O que s&o? Como usar? Vantagens Desvantagens

Diagrama E uma representagio grafica Identificar todas as causas Ferrameanta MNio apresenta quadro

Causa e efeito gue permite a crganizacio das possiveis de um problema, estruturada, que evolutivo como & o caso
informagbes possibiitande a subdividindo-as em sub- direciona os itens a  do hislograma, de modo
identificagdo das possiveis causas, sobre um efeito ou S@ram verificados que, para cada nova
causas de um determinado resultado, para que se chegue  siluagio, ¢ necessdrio
problema ou efeito. Também a identificagic das percorrer lodos 08 passos
chamado de diagrama de causas de do processo, ulilizando o
espinha de peixe ou diagrama determinado diagrama.
de Ishikawa. problemaldesvio.

Histogramas Sao grdficos de barras que Verificar © ndmero de Viso rdpida de Pouco representativa se
masiram a variago sobre uma produlo nfdo-conforme e andlise comparativa necessita a comparagdo
faixa especifica, descrevendo determinar a dispersio dos de uma sequéncia de de muitas saquincias ao
aa frequéncia com qua variam valores de medidas em dados histdricos mesmo tempo
05 processos e a forma de pegas, + Em processos que
distribuicdo dos dados como necessitam aghes
um todo corretivas.

Graficos de Sdo gréficos para examinar se Verificar se o processo esta Mostram  lendéncia, MNecessita de alualizagao

controle 0 processo estd ou ndo sob sob controle (dentro dos ao longo do tempo, constanle e sistematica,

controle ao longo do tempo,
mostra @& distrbuigio dos
dados em um grafico de
dispersac que possul limites
calculados de acordo com a
média da populaco.

limites preestabelecidos) e
controlar a variabilidade do
processo, ou grau de nao
conformidade, decidindo
sobre atuar ou ndo nas
varidveis.

permitindo avaliar a
necessidade ou ndo
de intervengao no

Processo,

sendo mais aplicado para
casos onde a oblengdo de
dados @ online.
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Ferramenta 0O que séo?

Como usar?

Vantagens

Desvantagens

Fluxogramas Resumo ilustrativo do fluxo das
varias operagbes de um
processo. Este documenta um
processo, mostrando lodas as
suas etapas e facilitando a
identificagio das varidveis que
influenciam no mesmo.

Adaptade de MONTGOMERY, 2009.

Identificar o fluxo atual do
processo, as oportunidades
de mudangas e varidveis,
Visualizar globalmente das
etapas de um processo.

Suporta muito bem a
analise de
Procassos, facilita
visualizagio de
variaveis [
melhorias.

Precisa ser desenvolvido
em egquipe e requer
conhecimanto
aprofundado sobre aas
etapas do processo.
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3.CONSIDERACOES SOBRE
AMOSTRAGEM EM PROCESSOS
BIOTECNOLOGICOS

3.1 Controle de qualidade

Para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), o controle de qualidade é responsavehgel
atividades referentes a amostragem, as especiisae0d
aos ensaios, bem como a organizacao, a documerdgacao
aos procedimentos de liberacdo que garantam que os
ensaios sejam executados e que 0s materiais e 0s
produtos terminados ndo sejam aprovados até qua a s
qualidade tenha sido julgada satisfatoria.

As exigéncias bésicas para o0 controle de
qualidade incluem instalacbes adequadas, pessoal
treinado, procedimentos aprovados — que devem estar
disponiveis para amostragem -, inspecdo e anaése d
matérias-primas, materiais de embalagem, produtos
intermediariosa granel e terminados. Quando negessa
devem existir procedimentos aprovados para o0
monitoramento ambiental; amostras de matérias-grima
materiais de embalagem, produtos intermediariosaefr
e terminados devem ser coletadas por meio de
procedimentos aprovados e por pessoal qualificatio p
Controle de Qualidade; devem ser realizadas
qualificagbes e validagbes necessarias relacionadas
controle de qualidade; devem ser feitos registmeemn(al
ou por meio eletrénico) demonstrando que todos o0s
procedimentos de amostragem, inspecao e teste® fora
de fato realizados e que quaisquer desvios foram
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devidamente registrados e investigados; os produtos
terminados devem possuir a composicdo qualitativa e
quantitativa de acordo com o descrito no regist®;
componentes devem ter a pureza exigida, devemesatar
recipientes apropriados e devidamente rotuladogemnde
ser registrados os resultados das analises reasizaubs
materiais e produtos intermedidrios, a granel e
terminados; devem ser retidas amostras suficiedées
matérias primas e produtos para permitir uma analis
futura; o produto retido deve ser mantido em sua
embalagem final, a menos que a embalagem seja
excepcionalmente grande (ANVISA, 2010).

Para o controle de matérias-primas e produtos
intermediarios, a granel e terminados, todos osiess
devem seguir procedimentos escritos e aprovados e 0
resultados devem ser verificados pelo responsatek a
que 0s materiais ou produtos sejam liberados ou
reprovados.

Ha uma preocupacdo de que as amostras sejam
representativas do lote do material do qual foram
retiradas, segundo procedimentos escritos e apoevad
Para isso, a amostragem deve ser realizada de @rma
evitar a ocorréncia de contaminagdo ou outros osfeit
adversos sobre a qualidade do produto amostrado
(ANVISA, 2010).

Esse € um aspecto critico, para o caso de
materiais biolégicos, mais especificamente, deve-se
tomar o cuidado de evitar contamina¢des ou mistiioas
material que estd sendo amostrado, todos os
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equipamentos utilizados na amostragem e que emtrare
em contato com os materiais devem estar limpos, os
equipamentos utilizados na amostragem devem estar
limpos e, se necessario, esterilizados e guardados
separadamente dos demais equipamentos laboratoriais
(ANVISA, 2010).

Os processos de producao de bioldgicos tém uma
variabilidade intrinseca e, portanto, a natureza do
subprodutos ndo é constante. Por esta razdo, ha
fabricacdo de produtos biologicos é ainda maiscorit
cumprimento das recomendacfes estabelecidas pelas
Boas Praticas de Fabricacédo (BPF), durante todases
de producéo incluindo as etapas de amostragemetacol
(ANVISA, 2010).

4.NOVAS TECNOLOGIAS PARA
AMOSTRAGEM DO PRODUTO FINAL

Como é possivel observar, a definicho de uma
técnica de amostragem como as descritas nos tépicos
anteriores em um processo biotecnolégico é bastante
invasiva para esse setor da industria. Sobretudéodo
0 risco envolvido na contaminacdo do produto faral
falta de eficacia dos IFA por amostragens erradas e
pouco significativas. Quando se fala em amostragem,
com essas caracteristicas, ao longo do processo de
fabricacdo if line), qualquer uma das técnicas, por mais
eficaz que seja do ponto de vista estatistico,osat
extremamente invasiva podendo ser fonte de
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contaminacdo edevido ao grau de especificidade,
prejudicial ao proprio processo produtivo do
medicamento (FDA, 2015; WU et al., 2011).

Isso tudo sem levar em consideragdo 0S custos
associados aos ensaios destrutivos em busca deaica
a qualidade do produto final.

Fabricacdo farmacéutica  convencional &
geralmente realizada usando processamento em lotes
com testes de laboratério realizados em amostras
colhidas para avaliar a qualidade. Todos os loees d
produtos farmacéuticos terminados séo testadosende
cumprir com as especificagbes aprovadas, cascacantr
sdo rejeitados. As andlises da causa raiz por fatha
cumprimento das especificagdes geralmente sado pouco
compreendidas e os fabricantes podem perder alguns
lotes até as reais causas de falha ser compresnéida
solucionadas. Ou entdo a agéncia reguladora pedarac
notificacdes de revisdo dos critérios de aceitagio
exemplo, aprova estender a faixa da especificgiia)a
liberacdo dos lotes impedidos de comercializac@is T
especificacbes  rigorosas  podem resultar em
recolhimentos de produto e falta de medicamentos no
mercado.

Recursos significativos sdo desperdicados
debatendo-se problemas relacionados a aceitacdo da
variagao, necessidade de testes adicionais deotmngr
estabelecimento de critérios de aceitacao.
Frequentemente estas discussdes concentram-se nos

limites de aceitacdo ou aspectos estatisticos.
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4.1 Qualidade por meio de testes

A figura 1 mostra um diagrama simplificado de
controle de qualidade sob a qualidade por meiestes
(QbT) quadro regulamentar para os medicamentoseNes
sistema, a qualidade do produto é assegurada tesrtbs
matérias-primas, fabricacdo de drogas, um prodesso
de fabricagdo do medicamento, em ensaios de materia
testes de produto final (YU, 2008).

Figura 1 - Diagrama de controle de qualidade simplificadondsa
QbT.

Drug Substance
meeting spec

N

Unit
Operations
Mixing
Compression
Coating. . .
with Fixed
Process
Parameters

Assay
Uniformity
Impurity
Metal
Res Solvents
Moisture
Diss

In Process
Specs.

Product |,
Specs

If fails, If fails,
materials product
discarded Acceptance discarded
criteria based on
one or more batch data.
Testing must be made to
release batches

/

Excipients
meeling spec

Fonte: Lawrence X. Yu. 2008

A qualidade de matérias-primas, incluindo
substancia medicamentosa e excipientes € monitoriza
por meio de testes considerando as BPF e as normas
vigentes.

Nessa estrutura, mais tradicional, a qualidade e
desempenho do produto s&o, predominantemente,
alcancadas através da restricao flexibilidade ncgsso
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de fabricacdo e pelo teste final do produto. Hacpau
nenhuma énfase em como um desenho eficaz e edicient
de processo de fabricacdo pode garantir a qualidade
produto sem as intervencdes de amostragem e 0S
riscos/erros associados aos métodos de andlises mai
tradicionais (FDA, 2015).

4.2 Qualidade baseada no projeto

Como contraste a toda essa metodologia
convencional tem-se a qualidade baseada no prdgeto
desenho, do ingléQualityby desigiQbD). Apresenta-se
com uma abordagem proativa, sistematica, cientifica
com base em andlise de risco do desenvolvimento
farmacéutico. Comeca com objetivospré-definidosra ¢
destaque nas concepc¢des do produto, do processo e d
controle. Isto significa planejar e desenvolver
formulacdes e processos de manufatura que garagam
objetivos pré-definidos da qualidade do produta\s
da identificag@o das caracteristicas criticas ddidpde
do ponto de vista do paciente, traduzindo-se eiuabs
gue o produto deve apresentar independentemente das
variagdes dos parametros criticos do processo.f@zea
isto as relacbes entre as variaveis da formulacdo e
processo produtivo (incluindo os atributos dos rngsi
ativos e dos excipientes, assim como 0s paramdtos
processo) e as caracteristicas do produto sao
estabelecidas e as fontes de variacdo identificafas
conhecimento assim adquirido € utilizado para
implementar um robusto e flexivel processo de
manufatura que pode se ajustar e produzir um poodut

84



consistente repetidamente. Os elementos QbD incasem
seguintes etapas (YU, 2008):

» Definir o perfil de qualidade do produto;

* Planejar e desenvolver o produto e o processo de
manufatura;

e |dentificar os atributos de qualidade, parametros
do processo e fontes de variagao;

* Controlar o processo de producdo para atingir a
gualidade definida de modo consistente.

Como ¢é possivel perceber, trata-se de uma
sisteméatica baseada na garantia da qualidade sitdavé
compreensao completa da compatibilidade de um
produto acabado com todos 0s componentes e precesso
envolvidos na sua fabricagdo. Em vez de confiar em
testes de produtos acabados sozinho, QbD fornece
insights a montante ao longo do processo de
desenvolvimento. Como resultado, um problema de
qualidade pode ser eficientemente analisado e ausac
raiz rapidamente identificado (WU et al., 2011).

QbD requer a identificacdo de todos os atributos
de formulacéo e os parametros do processo critiers,
como a determinacao do impacto que uma variag&apos
ter na qualidade do produto acabado. Dessa maneira,
QbD consegue estabelecer os parametros criticos do
processo que devem ser acompanhados para pro@uzir d
forma consistente um medicamento com as
caracteristicas desejadas. A aplicacdo adequadbDe
pode potencialmente proporcionar varios benefipara
o0 desenvolvimento e fabricagcdo, o que inclui usasma
eficiente de tempo de desenvolvimento e custoppsta
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rapida a qualquer desvio de fabricacdo; este fée@oe
uma base para identificar e compreender as relagties
os diversos fatores de formulacdo ede processasosre
o desenvolvimento de estratégias de mitigacao e ri
eficazes (WU et al., 2011).

Infelizmente, a industria farmacéutica em geral,
tem sido hesitante para introduzir sistemas inoneslo
para o setor de fabricacdo. Uma razdo frequentement
citada € a incerteza regulatéria, o que pode arsdd
percepcdo de que 0 NOSSO sistema normativo exaséent
rigido e desfavoravel a introducdo de sistemas
inovadores. Por exemplo, muitos processos de fabric
sao tratados como sendo congelada e muitas mudancas
de processos sao gerenciados atraves de submissdes
regulatorias. Além disso, outras questbes ciensfie
técnicas foram levantadas como possiveis raz0es par
esta hesitacdo (WU et al., 2011).

4.3 Tecnologia Analitica de Processo (PAT)

A Tecnologia Analitica de Processo (PAT) é um
sistema para projetar, analisar e controlar osgssms de
fabrico baseadas em uma compreensdo dos principios
cientificos e de engenharia envolvidas e identjicadas
variaveis que afetam a qualidade do produto. A AT
elemento do QbD, mas pode estar associada a [@ojeto
mais tradicionais depois de algumas adaptacées no
processo.

A iniciativa PAT é consistente com a convicgao
corrente  FoodandDrugAdministration (FDA) que a
qualidade ndo pode ser testada em produtos. Deaacor
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com o projecto de orientacdo FDA, o estado deseajado
industria farmacéutica € que qualidade e desempanho
produto sdo assegurados através do desenho deswece
de fabrico eficazes e eficientes; especificagcbes de
produtos e processos sao baseados em um enteraliment
mecanicista de como a formulacdo eo processo fatore
afetam o desempenho do produto; garantia de gdalida
em tempo continuo e real; politicas e procedimentos
regulamentares pertinentes sdo adaptados para daomo
o nivel mais atual do conhecimento cientifico
(RANDON, 2012; RATHORE et al., 2010)

Segundo Randon (2012), um objetivo desejado do
quadro PAT é conceber e desenvolver processos bem
entendidos que irdo assegurar uma consistentedgdali
predefinida no final do processo de fabricacédo.s Tai
procedimentos seriam coerentes com 0 principiocbasi
da qualidade do projeto e poderia reduzir os ristos
preocupacdes de qualidade e regulamentares, matiwora
a eficiéencia. Os ganhos em termos de qualidade,
seguranca e / ou eficicia ira variar, dependendo do
processo e do produto, de forma generalista, pede-s
citar:

* Reducéo dos tempos de ciclo de producéo usando
medildes de controle online/inline;

e Diminuichio de rejeitos, sucata e re-
processamento;

* Liberagao de lotes em tempo real;

* Aumento da automacdo, garantindo maior
seguranca para o operador e reducdo de erros
humanos;
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Facilitar o processamento continuo para melhoraria
da eficiéncia e gerenciamento de variabilidade. Um
processo € geralmente bem compreendido quando todas
as fontes importantes de variabilidade séo ideatifas e
explicadas; variabilidade é gerenciada pelo pragess
0s atributos de qualidade do produto podem seigtosv
com precisdo e confiabilidade. Embora os dados
decapacidade de processo retrospectivas sdo indiat
de um estado de controle, estes sO podem ser
insuficientes para avaliar ou transmitir um enteretito
processo. (RANDON, 2012; RATHORE et al., 2010).

4.3.1 FerramentasPAT

Existem muitas ferramentas disponiveis que
permitem a compreensao do processo de fabricacdo e
garantia de qualidade. Estas ferramentas, quando se
usadas dentro de um sistema e proporcionar meios
eficazes e eficientes para a aquisicéo de inforemaddo
PAT estas ferramentas podem ser classificadas em
(RANDON, 2012; RATHORE et al., 2010):

Ferramentas multivariadas para o projeto, aquisigao
analise de dadosDo ponto de vista biologico fisicas,
quimicas, ou, 0os produtos e processos farmacélgams
multifactoriais sistemas complexos. Ha muitas &sgias

de desenvolvimento que podem ser utilizados para
identificar formulagbes e processos O6timos, taig@o
desenho estatistico de experimentos, metodologgas d
superficie de resposta,simulagdo de processos e
ferramentas de reconhecimento de padrbes, em ¢onjun
com sistemas de gestdo de conhecimento. O
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conhecimento  adquirido  nestes programas de
desenvolvimento € a base para o design de pro@utos
processos.

Analisadores de processdAnalise do processo tem
avancado significativamente durante as ultimas di#¥ca
Alguns analisadores de processo fornecem medidas na
destrutivas que contém informagOes relacionadas a
atributos bioldgicos, fisicos e quimicos dos matsmjue
estdo sendo processados. Essas medi¢cdes podes) ser (
na linha (at-line): Medicdo em que a amostra € xeag
isolado a partir de, e analisados em estreita midsde
com a corrente de processo; (b) on-line: A mede@o
gue a amostra € desviado do processo de fabrpode

ser retornada para a corrente de processo; (menA
medicdo em que a amostra ndo € removida da codente
processo e pode ser invasiva ou nao-invasiva.

Analisadores de processo normalmente geram
grandes volumes de dados. Certos dados sao sustepti
de ser relevantes para a garantia de qualidadetida e
decisbes regulatérias. Em um ambiente PAT, registoo
lote deve incluir informacédo cientifica e processua
indicativo de alta qualidade de processo e confiade
do produto. Facilidade de acesso seguro a esses édad
importante para o controle em tempo real e garalgia
qualidade de fabricacdo. Avancos em analisadores de
processo tornam o controle em tempo real e gardetia
qualidade durante a fabricacdo perfeitamente vidvel
entanto, metodologias multivariadas sdo muitas sveze
necessarias para extrair o conhecimento do progesao
0 controle em tempo real e garantia de qualidade.
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Ferramentas de controle de processé importante
ressaltar que uma forte ligacdo entre design daupooe
desenvolvimento de processos € essencial paratigaran
controle efetivo de todos os atributos criticos de
qgualidade. As estratégias de monitoramento e deaten
de processo devem acomodar os atributos de matérias
primas, a capacidade e a confiabilidade de analisad
de processo para medir atributos criticos do psuces
produto final. Principios estatisticos rigorososee ser
usados nas andlises de dados obtidos para gadmtia
controle de todas as variaveis de processo.

Melhoria continua e ferramentas de gestdo do
conhecimento.Aprendizagem continua através da coleta
e andlise de dados sobre o ciclo de vida de unuprad
importante. Oportunidades precisam ser identifisado
para melhorar o processo de producdo e auxiliar na
tomada de decisdes. Uma base de conhecimento eode s
de maior beneficio quando é composto por compreensa
cientifica das relagdes multifatoriais relevantger (
exemplo, entre a formulagdo, processo e atributos d
gualidade), bem como um meio para avaliar a
aplicabilidade desse conhecimento em diferentes
cenarios.

Uma combinacdo adequada de alguns, ou todos,
destes instrumentos pode ser aplicavel a uma Gpeos;
unidade Unica, ou a um processo de fabricacéoa aod
sua garantia de qualidade(RANDON, 2012; RATHORE
et al., 2010, FDA, 2015)
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4. CONCLUSAO

O sistema regulatério atual da pouca ou nenhuma
énfase a um efetivo e eficiente processo de mamafat
gue assegure a qualidade do produto. O opressivo
requisito regulatorioimpdenotificacdes para a egaou
de mudangasminimas e incrementais Nos processos e
controles inibindo assim melhorias continuas e
estratégias para implantacdo da garantia da qdaliela
tempo real.

Nesse contexto, o QbD se destaca como sendo
uma ferramenta inteligente com base em analisesde r
do desenvolvimento farmacéutico. E importante fice
que a especificacdo existe para o produto farmacéut
tanto no modelo QbT como no QbD. Porém o papel da
especificacdo em um e outro modelo € completamente
diferente. No modelo QbT, cada lote dever ser desta
contra uma especificacdo para assegurar sua qimlala
consisténcia de manufatura. No modelo QbD, lotes na
necessitam realmente ser testado contra as espeoiis
uma vez que 0s controles durante 0 processo provém
suficientes evidéncias para que o0s lotes atinjam a
especificacdo ao serem submetidos aos testesi@alit
permitindo a liberagdo em tempo real dos Iotes
produzidos. Adicionalmente, a especificacdo no raode
QbD é somente utilizada para confirmar a qualiddale
produto e ndo de servir como base de demonstragéo d
consisténcia da producéo e dos controles aplicados.

O estudo apresenta algumas limitacdes. Pouco se
encontrou sobre a amostragem na industriafarmaeéuti
Relativamente a trabalhos futuros, podera serassante
realizar uma comparagao entre as principais tésrdea
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amostragem e compara-las em termos de custo,
aplicabilidade e confiabilidade.

A escolha do plano de amostragem podera, por
exemplo, ser realizada de maneira pratica considera
escala de producéo, o tipo de produto e a com@deid
do processo. Sugere-se, para futuras investigagbes,
estudo posterior que ressalte as especificidades da
industriafarmacéutica, com recolha de dados destas
empresas e, posterior analise de dados e conclsgbes
casos praticos.
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CAPITULO V
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi revisar e
descrever a importancia dos biomarcadores no preezes
de P&D de novos medicamentos e aplicacdo destes nas
LMAs. A metodologia utilizada baseou-se em pesquisa
bibliografica fundamentada nos descritores
biomarcadores, industriafarmacéutica, desenvolvimen
de medicamentos e leucemia mieloide aguda. Foi
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possivel concluir que os biomarcadores desempenham
um papel essencial no desenvolvimento de medicament
como ferramentas para monitorar a toxicidade do
farmaco, comprovar o mecanismo de acdo do composto,
indicar o melhor medicamento a ser utilizado, everea
efichcia. Nas LMAsavancos na descoberta de
marcadores moleculares estdo emergindo com rapmdez
0 proximo passo na melhoria dos resultados para os
pacientes com esta doencasera mais provavel ar it
introducdo desses biomarcadores para auxiliar os
tratamentos existentes. N&o menos importante, a
utilizacdo de biomarcadores para as industrias e
empresas farmacéuticas permite a gestdo pruderge do
custos, facilitam os negocios e as tomadas de @esis

Palavras chave Leucemias, Biomarcadores, Estudo
clinico, medicamentos.

1. INTRODUCAO

Os biomarcadores, indicadores quantitativamente
mensuraveis de processos biologicos ou patogénicos,
desempenham um papel importante na
industriafarmacéutica e estdo assumindo um pap ca
vez maior na descoberta e desenvolvimento de
medicamentos (ZOLG et al., 2004).

Esses biomarcadoresttm sido desenvolvidos
como testes nao invasivos e quando validados pedem
utilizados para a deteccdo precoce e indicacaasdesr
de doencas. Ademais, também podem ser utilizadas pa
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0 acompanhamento da progressdo, recorréncia e
classificacdo de subtipos de doencas e fornecer
informacdes para os tratamentos mais adequadoS\(QUI
et al., 2014). No desenvolvimento de farmacos os
biomarcadores podem ser Uteis para avaliar como
funciona um determinado medicamento, qual a dose ma
eficaz, ajudar a determinar a sua seguranca eifidant
grupos de doentes que poderdo se beneficiar com o
tratamento desse farmaco (MCCORMICK et al., 2007).

O perfil da oncologia esta mudando rapidamente
com o aumento da utilizacdo de biomarcadores para a
identificacdo de alvos criticos envolvidos nas
caracteristicas do cancer. O desenvolvimento desov
agentes terapéuticos, em particular aqueles queatem
vias moleculares como alvo chave, estd minimizamdo
tratamento de pacientes que utilizam medicamentos
ineficazes e potencialmente toxicos (SMITH et al.,
2014).

No ramo da onco-hematologia para as Leucemias
Mieloides Agudas (LMAS) os avangos no tratamento té
sido modesto nas Uultimasdécadas, o que reflete a
complexidade e a natureza agressiva da LMA (SHOWEL
et al., 2014). H4 algumas razdes para isto, maseifal
entre elas € a consideravel heterogeneidade daaleem
escassez de biomarcadores validados, principalmente
marcadores moleculares que podem ser utilizadas par
prever os resultados clinicos e a capacidade @®s&s
as terapias (IM et al., 2014).
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Esta revisdo da literatura ira abordar sobre as
definicbes e classificagbes de biomarcadores, tgms
biomarcadoresutilizados na oncologia, aplicacdo dos
biomarcadores nas diferentes fases no desenvoliomen
de medicamentos na oncologia, com o foco principal
potenciais biomarcadores utilizados em Leucemias
Mieloides Agudas.

Neste contexto, esta revisdocontribuird para
esclarecer a importancia dos biomarcadores para a
oncologia no processo de pesquisa e desenvolvimento
(P&D) de novos medicamentos, principalmente para as
LMA.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada revisdo da literatura nacional e
internacional utilizando os bancos de dados SCIELO
PUBMED onde foram selecionados artigos publicados
nos ultimos dez anos (2005-2015) abordando o tema
biomarcadores. A estratégia de busca utilizadaocadot
vocabulario estruturado dos Descritores em Ciéndéas
Saude (DeCS), utlizando os termos indexados:
biomarcadores  (biomarkers), industriafarmacéutica
(pharmaceuticalindustry), desenvolvimento de
medicamentos (drugdevelopment), leucemia mielbide
aguda (acutemyeloidleukemia).

A pesquisa bibliogréfica incluiu artigos originais,
artigos de revisao, editoriais, diretrizes escnitadingua
inglesa e portuguesa.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 O processo de desenvolvimento de um
medicamento

O processo de regulamentacdo de um
medicamento é longo, rigoroso e tem um custo etevad
para a industriafarmacéutica. Ele deve cumprir rdase
etapas, desde as que antecedem seu uso por seres
humanos até o acompanhamento apdés o langamento
domedicamento, que comprovem que aquele produto néo
incorrerd em reacdes prejudiciais a vida das pessoa
(figura 1). Esse processo € chamado de estudaalini
(ANVISA).

O estudo clinico possui duas fases: a pesquisa
pré-clinica e clinica (figura 2). A fase pré-clmitem o
objetivo de verificar se a substancia candidatarmdco
é eficaz e segura, além de analisar como a nova
substéancia se espalha pelo corpo, como é elimaada
seguranca. Geralmente o estudo pré-clinico € aehliz
primeiramenten vitro (ensaios laboratoriais sem 0 uso
de animais) e posteriormenten vivo (ensaios
laboratoriais que utilizam animais); trata-se dgpatmais
importante nesta fase. Para tanto, sdo estudadims va
modelos animais (ANVISA).
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Figura 1 - Etapas do Processo e Desenvolvimento (P&D) de
medicamentos.

FORMULACAC PESQUISA
e O E Pnonug%c PRE-CLINICA

110 anos

: A PESQUISA
- o
PESQUISA POS-COMERCIALIZACAQ
E FARMACOVIGILANCIA

Fonte: http://farmaumesp.blogspot.com.br/

Figura 2 - Fases de um estudo clinico.

FASE PRE-CLINICA FASE CLINICA

A 7 Q_
N il A

Caracterizacao Estudos Estudos em modelos animais Estudos com
quimica bioguimicos seres humanos.

Fonte: MALUF et al, 2013.

Finalizados o0s testes pré-clinicos, um novo
medicamento que demonstra evidéncias da atividade
terapéutica desejada e grau de toxicidade aceitvel
levado para a fase clinica de desenvolvimento, que
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envolve individuos saudaveis e pacientes com acgaoen
ou condicao clinica para a qual o medicamento @oder
ser util A pesquisa clinica também é divida em fases,
conforme ilustrado na figura 3 (MALUF et al., 2013)

Figura 3 -Fases da pesquisa clinica.

Toleranzia e Fasmacocingtica;
Vo untZr os sadios oL gru2os especiais;
204 100 individuus,
Edlrruwdmér'lh.a 2 SEpLIdNtd d LUrlu prad,
FASE I I 100 a 200 ndivicuos.

, Pe-fll terapéLticn, Efeltas Colaterals;
dos internacionais, de largz escala (minimo da

aprovacho para come-cielizagdo do produto;
vertos adversos souco frequentes ou nie

Fonte: ANVISA
3.2Aplicacéo dos biomarcadores em LMAS

Geralmente, o diagnéstico de LMA inicia-se a
partir de uma suspeita clinica e se baseia naag@alido
sangue periférico e da medula déssea (BAIN, 2003).
Embora a morfologia seja um biomarcador fundamental
para o diagnostico, outros biomarcadores que pasim
identificados com técnicas adicionais como a
imunofenotipagem, avaliagdocitogenética e estudms d
genética molecular, tornaram-se essenciais (SILVA. e
2006).
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A imunofenotipagem é realizada por meio de
anticorpos monoclonais marcados, que reconhecem
epitoposespecificos de antigenos celulares. Asctécn
empregadas na imunofenotipagem podem ser a
citometria de fluxo ou a imunocitoquimica. A
importancia da imunofenotipagem reside,
principalmente, no diagnostico das LMA MO e M7, mas
também em alguns casos de Mba, além de auxiliar no
diagnéstico das LMA M3, LMA M2 e LMA M1/M2. A
figura 6 resume 0s principais marcadores
imunofenotipicos relacionados aos subtipos de LMA
(BAIN et al., 2002; MARTINS et al., 2000).

A citogenética e o0s estudos moleculares
frequentemente detectam anormalidades dentro ae clo
leucémico. Estes marcadores citogenéticostambém
podem ser utilizados como biomarcadores e podem
sugerir o diagnéstico e/lou o prognoéstico. A
andlisecitogenética é convencionalmente realizaa p
analisemicroscépica dos cromossomos das células da
medula 6ssea durante a metafase (SILVA et al, 2006)
investigacdo por genética molecular é realizadavésr
da analise do DNA por meio de técnicas, como Southe
blot ou Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), ou na
andlise do RNA por PCR da transcriptase reversa (RT
PCR) e também por PCR em tempo real (RT-gPCR). A
finalidade da investigagdo por genética molecutziep
ser tanto o estabelecimento da clonalidade, peércho
da recombinacdo de genes que expressam
imunoglobulinas, quanto pela identificacdo de uma
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recombinacdo  molecular caracteristica de um
determinado tipo de LMA (BAIN, 2003).

Outro potencial biomarcador para as LMAssao as
citocinas. A expressao de citocinas pode ser cerssid
como critério de avaliagdo da doenca e tratame¥o.
estudo de Sepehrizadeh et al., (2014) foi avaliado
expresséo das citonicas IB;1L-10, IL-8, TNF, INF-y
em pacientes com LMA antes e depois da quimiotarapi
O resultado desse estudo mostrou que ha um aumento
significante no nivel de expressdo de WNpOs
quimioterapia enquanto que a expressao deB|LUit10
e IL-8 é reduzida apds a quimioterapia, em comparac
com o estado antes da quimioterapia, demonstrando
promissores potenciais biomarcadores de monitoreimen
de algumas citocinas.

MicroRNAs (miRNAs), pequenos RNAs né&o
codificantes de 19-24 nucleotideos que agem como
potentes reguladores pés-transcricionais da
expressaogénica (BARTEL, 2009), foram identificados
como criticos para a manutencao da fungcédo dasasélul
tronco hematopoiéticas e o desenvolvimento da dieim
celular (KLUIVER et al.,2007; VASILATOU et
al.,2010). O perfil de expressdao génica de blasgts
pacientes com a doenca revelou desregulacdo
generalizada de miRNAs. Esses estudos também
estabeleceram associacoes entre diferente perfis de
mMiRNAs e o subtipo molecular especifico da doenca,
sugerindo seu potencial papel na patogénese da LMA
(DIXON- MCIVER et al., 2008; GARZON et al., 2008;
JONGEN-LAVRENCIC et al., 2008). Embora varios
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MiRNAs estejam desregulados na LMA, somente alguns
tem demonstrado desempenhar papel funcional na
leucémogenese mieloide, incluindo miRNAs-125, -146,
155, -142, e -29. Assim, a compreensédo da regulagao
complexa dos miRNAs que tém sido implicados na LMA
pode proporcionar novas vias para o desenvolvimento
terapéutico (KHALAJ et al., 2014)

Em outro estudo foram analisados e identificados
6 miRNAs circulantes no soro de pacientes com LMA
em diferentes subtipos desde M1 até M5, cuja
concentracbes foram significativamente desreguladas
positivamente nos soros dos pacientes com LMA guand
comparado com controles saudaveis. A descobeqaale
miRNAsséricos podem servir como potenciais
biomarcadores supera o problema de coletar amatdras
tecido através de procedimentos invasivos comosiaop
ou cirurgia, ou seja, miRNAs como biomarcadores
permitiria a analise compreensiva das doencas de um
maneira menos invasiva (ZHI et al., 2013).

Avancgos no tratamento, que se reflete em ganhos
de sobrevida, tém sido modestos nas ultimasdécadas,
que reflete a complexidade e a natureza agressiva d
LMA (SHOWEL et al.,, 2014). Ha algumas razdes para
isto, mas a principal entre elas é a consideravel
heterogeneidade da doenca e a escassez de mascadore
moleculares que podem ser utilizados para prever 0s
resultados clinicos e a capacidade de respostacgsds.

O seguenciamento em larga escala recente de
genomas LMA esta oferecendo oportunidades para a
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estratificacdo dos pacientes e abordagens perzadas$
para tratamento que sdo baseados em padrbées dgmuta
individuais (IM et al., 2014).Neste contexto, ndisnps
anos, tém ocorrido variasmudancas no diagnéstico e
tratamento da LMA. As antigas categorias de
progndsticos “favoraveis, intermediarias e
desfavoraveis”, que foram baseados em grupos de ris
de citogenética, ndosdo mais adequadas. Os avaagos
tecnologias da gendmica identificaram LMA como uma
doencagenética altamente heterogénea, e um nuamero
crescente de pacientes com LMA agora podem ser
classificados em subgrupos clinico-patolégicosirdiss

com base em seus defeitos genéticos moleculares
subjacentes que podem ser vistos como biomarcadores
(ROBOZ, 2011).

As principais alteracdes moleculares saomutacdes
nos genes que codificam FLT3, NPM1, CEBPA e c-Kit.
A maioria das mutacdes do gene receptor tirosinzaga
FLT3 sédoduplicagbesem tandem (ITD); menos freqsente
sdo as mutagbes que envolvem o dominio tirosina
quinase (TKD). Apresentam um papel importante na
proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de laslu
progenitoras hematopoiéticas e por isso, tém sido
associados a um fenotipo de doenga agressiva e
resultados insatisfatérios. FLT3-ITD tem uma
prevaléncia de 20 a 25% em adultos jovens, e @gca
35% na populagao idosa (JONGE et al., 2011; LEVIS,
2013; ROBOZ, 2011).

CEBPA, um fator de transcricdo crucial para o
desenvolvimento de células progenitoras mieloidas p
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neutréfilos diferenciados, esta mutado em 10-18% do
casos de LMA. Pacientes com mutacOesbialélicas em
CEBPA e sem a mutag¢ao concomitante FLT3- ITD, estéo
associados a um prognéstico favoravel MEYER et al.,
2014).

A proteina nucleolar nucleofosminal (NPM1)
esta envolvida em muitas funcdes celulares, tamsoco
biogénese do ribossomo, reparo do DNA, e reguldeao
apoptose. As mutacbes no gene NPM1 estdo entre as
alteracbesgenéticas mais comuns em LMA (o que @corr
em 25-35% dos doentes), especialmente nas
LMAscitogeneticamente normais (presente em 45-64%).
Na auséncia de FLT3-ITD, mutacdbes NPM1l estao
associados a uma melhor evolucao para os pacientes
LMA com citogenética normal, mesmo nos pacientes
com idade superior a 60 anos. A genotipagem para
NPM1 informa as decisdes de tratamento também em
pacientes idosos, pois identifica quem pode sefioere
de quimioterapia intensiva (MARCUCCI et al.,, 2011,
MEYER et al., 2014).

KIT (CD117) é outro tipo de receptor
tirosinaquinase Ill que serve como receptor pafatar
de células estaminais. KIT € expressa na supetdieie
blastos leucémicos em 80% dos pacientes com LMA. As
mutacbes sdo encontradas em 20-30% dos
ciogeneticamentefavoraveis no nacleo do fator ghegho
nas LMAs, e estdo associados com o aumento da
incidéncia de recaida e evolucéo inferior na maidos
estudos, particularmente em doentes com t (8; 21)
(PASCHKA et al., 2006). O efeito das mutacdes Kér n
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prognoéstico desfavoravel destas leucemias destaca a
importancia da analise mutacional detalhada dedt
grupos de risco da citogenética para terapia chidaiz
nos subconjuntos molecularmente definidos de LMA
(MEYER et al., 2014).

MutacOes em isocitratodesidrogenase 1 (IDH1) e
em seu homodlogo mitocondrial IDH2 foram
identificadas. Ambos IDH1 e IDH2 s&o enzimas
importantes no ciclo de citrato (ciclo de Kreb<pNIGE
et al., 2011). Recentemente, mutacbes altamente
recorrentes no DNA dogene metiltransferase DNMT3A
foram descobertas e foram associadas com ma ewoluca
na LMA, independentemente (LEY et al., 2010). Qaitra
mutacfes como aquelas envolvendo os genes PTPN11 e
RUNX1 séo relativamente raras (isto é<5% dos casos)
tornando a sua relevancia para abordagens de &atam
de estratificacdo de risco incerto (GRIMWADE et al.
2009).

Em resumo, pode-se perceber que os marcadores
moleculares estdo emergindo com rapidez e que 0
préximo passo na melhoria dos resultados para 0s
pacientes com esta doencasera mais provavel a garti
introducdo de terapias-alvo nos tratamentos exedgen
Atualmente, o Acido All-transRetindico (ATRA) e o
Arsénico sdo o0s Unicos tratamentos que sao
verdadeiramente orientadas para uma mutacaoespecifi
(LEVIS, 2013). No entanto, mais de 20 moléculas
pequenas inibidoras de tirosina-quinase FLT3 foram
descritos na literatura, muitos dos quais témawsmca
para ensaios de fase Il e Ill de testes clinicas co
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atividade clinica promissora, apesar de nenhumsider
ainda aprovada para uso clinico. Uma ou mais destes
farmacos provavelmente serdo incorporados com snces
em regimes de quimioterapia e transplante de pasien
LMA com FLT3-ITD em um futuro proximo
(KNAPPER, 2007; PRATZ et al.,, 2014). Do mesmo
modo, os inibidores de IDH tém mostrado ter atigala
em modelos pré-clinicos de LMA-IDH mutado. Além
disso, dados clinicos recentes sugerem que esses
inibidores de IDH2 podem induzir a remissao em radgu
pacientes com recidiva e refrataria (LOSMAN et al.,
2013).

4. CONCLUSAO

N&o ha duvida de que os biomarcadores podem
desempenhar um papel essencial no desenvolvimento d
medicamentos como ferramentas para monitorar a
toxicidade do farmaco, comprovar o mecanismo de aca
do composto, indicar o melhor medicamento a ser
utilizado, e prever a eficacia. Nao menos impoeaat
utilizacdo de biomarcadores para as industriaspresas
farmacéuticas permitem a gestdo prudente dos custos
facilitam os negdcios e tomadas de decisfes e fama
expansao de terapia eficaz para populacdes denpexie
mais amplas.

Esta alteracdo fundamental na estratégia de
desenvolvimento de medicamentos permitiria acelerar
ainda mais a aprovacdo de terapias especificas para
pacientes com cancer e, assim, acelerar a progrpasé
medicina personalizada na oncologia. Assim, medisori
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na sobrevida global para pacientes com LMA poderao
aumentar por causa da introducdo dessas terapias
direcionadas com esta plataforma de tratamento.
Portanto, biomarcadores no desenvolvimento de
farmacos e na medicina personalizada parecem ser o
futuro da industria de medicamentos.

5. REFERENCIAS

ANVISA http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/pesqu
isa/def.htm. Acessado em 20 de Maio de 2014.

BAIN, B. Diagnostico em Leucemias. 2. ed. Rio de
Janeiro: Revinter, 2003.

BAIN, B et al. Revised guideline on immunophenoiypi

in acute leukaemias and chronic lymphoproliferative
disorders. Clinical & Laboratory Haematology, v., 24
1-13, 2002.

BARTEL, D et al. MicroRNAs: target recognition and
regulatory functions. Cell, v. 136, p. 215-233, 200

DIXON-MCIVER, A et al. Distinctive patterns of
microRNA expression associated with karyotype iat@c
myeloid leukaemia. PLOSONE, 3:e2141, 2008.
GARZON, R et al. MicroRNA signatures associatechwit
cytogenetics and prognosis in acute myeloid leuemi
Blood, v.111, p. 3183-3189, 2008.

GRIMWADE, D et al. Independent prognostic factas f
AML outcome. Hematology American Society of
Hematology Education Program, p. 385-395, 2009.

109



JONGE, H et al. Gene expression profiling in acute
myeloideleukaemia. The Journal of Medicine, v. 69,
04, p. 167-176, 2011.

JONGEN-LAVRENCIC, M et al. MicroRNA expression
profiling in relation to the genetic heterogenesfyacute
myeloid leukemia. Blood, v. 111, p. 5078-5085, 2008

KHALAJ, M et al. Pathogenic microRNA’s in myeloid
malignancies. Frontiers in Genetics, v. 5, n. 3611-18,
2014.

KLUIVER, J et al. Regulation of pri-microRNA BIC
transcription and processing in Burkitt lymphoma.
Oncogene, v. 26, p. 3769-3776, 2007.

KNAPPER, S. FLT3 inhibition in acute myeloid
leukaemia. Britsh Journal of Haematology, v. 1386n
p. 687-99, 2007.

LEVIS, M. FLT3 mutations in acute myeloid leukemia:
what is the best approach in 2013? Hematology
American Society of Hematology Education Program, v
2013, p. 220-226, 2013.

LEY, T et al. DNMT3A mutations in acute myeloid
leukemia. New England Journal of Medicine, v. 25, p
2424-2433, 2010.

LOSMAN, J et al. (R)-2-hydroxyglutarate is sufficteto

promote leukemogenesis and its effects are reversib
Science, v. 339, p. 1621-1625, 2013.

110



QUIN, C et al. Therapeutic target database updaie:2
a resource for target therapeutics. NucleicAcids
Research, v. 42, p. D1118-D1123, 2014.

SEPEHRIZADEH, Z et al. Assessment of cytokine
expression profile in acute myeloid leukemia pdsen

before and after chemotherapy. Turkish Journal of
Hematology, v. 31, p. 149-154, 2014.

SHOWEL, M et al. Advances in treating acute myeloid
leukemia. F100Prime Reports, v. 6, p. 96, 2014.

SILVA, G et al. Diagnodstico laboratorial das leudas
mieldides agudas. Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina, v. 42, n. 2, p. 77-84, 2006.

SMITH, A et al. Incidence of haematological maligng

by sub-type: a report from the Haematological
Malignancy Research Network. British Journal of
Cancer, v. 105, p. 1684-92, 2011.

VASILATOU, D et al. The role of microRNAs in normal
and malignant hematopoiesis. European Journal of
Haematology, v. 84, p. 1-16, 2010.

ZHI, F et al. Identification of circulating MicroRAs as
potential biomarkers for detecting acute myeloid
leukemia. Plos One, v. 8, n. 2, 56718, 2013.

ZOLG, J et al. How Industry Is Approaching the $&ar

for New Diagnostic Markers and Biomarkers. Molecula
and Cellular Proteomics, v. 3, n. 4, p. 345-354940

111



CAPITULO VI

AVALIACAO DO PERFIL DE FORMACAO
DE BIOFILMES EM INDUSTRIAS DE
BIOTECNOLOGIA

Charles Fernandes dos Santos Sirdes
Sim&o Kalebe Silva de Padla
Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo
Michelly Cristiny Pereira

Maira Galdino da Rocha Pitta

lUniNovartis, Universidade Federal de Pernambucd®EJF
2Nucleo de Pesquisas em Inovacgdo Terapéutica, NUPAE

E-mail de contato:charles.fernandes.s.s@gmail.com

RESUMO - Biofilmes sao caracterizados como uma
populacdo microbiana envolvida numa matriz aderente
Na natureza, microorganismos de modo comum aderem
a superficies sélidas, formando microcol6nias, ssim,
produzem polimeros extracelulares, retém outras
espécies de células, e, por fim, formam o biofilme.
Problemas com biofilmes sdo muito comuns em
indUstrias em que materiais quimicos e biologicas s
manufaturados. O objetivo deste trabalho visouueifet
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um levantamento bibliografico sobre biofilmes, sua
formacdo, caracteristicas e principais microorganis
envolvidos na formacao de biofilmes em industrias d
biotecnologia. O biofilme reduz a eficdcia na troca
iOnica e processos de filtracdo envolvendo memlsana
Assim como acelera a corrosdo e depositam matdaal
deteriorac&o. Os principais microorganismos prodat

de biofiilme pertencem aos géneros Pseudomonas,
Enterobacter, Flavobacterium, Algaligenes,
Staphylococcus, e Bacillus. Ha também microorgaogsm
anaerobios que possuem a capacidade de produzir
biofilmes corrosivos. Cepas de Escherichia coli X-1
dependem de fatores de adeséo, que atuam induaindo
processo de amontoamento em biofilmes estruturddas
forma diferente. Sendo assim, a contaminacdo por
biofilmes trata-se de um problema evitando assim
significativas perdas no processo industrial.

Palavras chaveBiofilmes, microrganismos, polimeros
extracelulares, contaminacéao, industrias de biolega

1. INTRODUCAO

Biofilmes sdo caracterizados como uma
populacdo microbiana envolvida numa matriz aderente
(DAVEY et al.,, 2000; KAWARAI et al.,, 2009). Na
natureza, microorganismos de modo comum aderem a
superficies sélidas, formando microcolénias, ejnass
produzem polimeros extracelulares, retém outrasoesp
de células, e, por fim, formam o biofilme. As baict®
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formam biofilmes essencialmente do mesmo modo em
qualquer ecossistema que habitam. A estruturadadsic
bioflme ¢é a microcolbénia. A estrutura destas
microcolénias € complexa e ndo é apenas influeaciad
pelas espécies individuais presentes, mas tambgsupo
mutua interagdo (DONLAN; COSTERNON, 2002). A
frequente presenca destas estruturas em diversos
ambientes gera uma necessidade de cuidado em
ambientes nos quais a presenca de contaminanges sej
indesejada, tais como ambientes hospitalares e
industriais, podendo causar graves problemas.

Problemas com biofilmes sdo muito comuns em
indUstrias em que materiais quimicos e biol6gicds s
manufaturados. Alguns equipamentos e regibes como
juntas sd@o locais altamente susceptiveis para seu
crescimento, pelo fato de que sujidade e diferetipes
de nutrientes podem se acumular sobre o equipament
de modo facilitado (MATTILA-SANDHOLM;
WIRTANEN, 1992). Um dos quesitos fundamentais para
a implantacdo de uma induastria inclui a escolha dos
materiais de superficie, pois determinados tipos de
materiais como borrachas e derivados de teflon mode
tornar-se  substrato para tais microorganismos
(PIRBAZARIM, 1990).

Entende-se que a composicdo de espécies e as
interacbes entre espécies envolvidas podem ser
considerados de acordo com os fatores bidticoesii®
relacionados a determinacdo da estrutura do biefilm
(STOLZ; RIDING; AWRAMIK, 2000). E uma
elucidacdo dos processos de biofilme pode depetaler
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um entendimento das interacdes fisiologicas de
microcolénias dentro de um biofilme desenvolvido
(JAMES et al.,, 1995). A avaliacdo do perfil das
respectivas estruturas, classificando-as de aamdoas
espécies microbianas frequentemente envolvidass tip
de materiais utilizados e o procedimento industialer
implantado se faz importante para a implantacaonde
planta de industria focada na producdo de insumos
biotecnoldgicos.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Biofilmes

Os biofilmes séao definidos como comunidades de
microorganismos imobilizados em conjunto sobre uma
matriz de polimeros extracelulares de origem miertd
sendo esta matriz normalmente uma superficie que
permita a aderéncia, isto representa a maior garteda
a vida microbiana, seja em quantidade como em sua
atividade (DAVEY et al., 2000; KAWARAI et al., 20n9
Tal estrutura é formada de modo natural em qualquer
superficie sdlida em contato com alguma quantiabele
agua nao esterilizada. Na natureza, microorganismos
normalmente aderem a superficies solidas (espemiam
na interface sélido-liquido), formando microcol®)i,
desta maneira, produzem substancias poliméricas
extracelulares, retém detritos e outras espéciegldas,

e, por fim, formam o biofime (DONLAN;
COSTERNON, 2002). Outros tipos de agregados
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microbianos (também sob a forma de microcol6nias),

sejam presentes em separacdo de fases ar-liquido ou
liquido-liquido, sejam em agregados flutuantes como

flocos ou granulos, também se enquadram nesta
definicéo.

Os biofilmes possuem significativa importancia
em diversas atividades do ser humano. Temos como
exemplo as estacOes de tratamento de aguas etefluen
as quais removem organismos patogénicos e reduzem a
matéria organica presente através de interagdo com
biofilmes. Assim como varios bioprocessos também
lancam mao dessas estruturas. Neste Ultimo caso
podemos citar processos tais como a producdo de
vinagre, producdo de acido citrico (SAKURAI et al.,
1997), obtencédo de produtos farmacéuticos atraees d
producdo de metabolitos secundarios com acbes
terapéuticas (OKITA; KIRWAN, 1986), e em industrias
de siderurgia, onde processos biolégicos possitiilia
extracdo de metais a partir de amostras de minério
(RAWLINGS, 2002).Entretanto, seu crescimento nao
desejado, apresenta algumas propriedades negativas
diversas areas. Podem ocorrer danos em equipamentos
devido a corrosdo causada por biofilmes, contariimag
de produtos intermediarios e/ou acabados, perdas
energéticas relacionadas por causa do aumentaitip at
resisténcia somada a uma transferéncia de calerdap
de pressdo, estas Ultimas acabam por prejudicar o
rendimento de todo 0O processo, conseguentemente
onerando a producdo, dificultando também etapas

116



envolvendo controle de qualidade e validacdo (JASS;
WALKER 2000).

Esses problemas citados sao acrescidos pela
frequente resisténcia aos métodos de desinfeccdo e
limpeza triviais em inddstrias, em comparagdo aos
microorganismos livres (SIMOES et al., 2003). Isso
acaba gerando novos problemas, sendo que destievez
natureza ambiental, pois 0s métodos convencior&s n
solucionam de maneira satisfatoria a questédo daelm
consequentemente requerem por vezes doses elaadas
desinfetante. (JASS; WALKER, 2000). Outro grande
problema envolvendo tal estrutura trata-se da
contaminagcdo microbiana em canalizacdes gerando uma
contaminagcdo das aguas. Além disso, a acumulacédo de
biofiilmes em cascos de navios gera um maior atrito,
aumentando os gastos de combustivel (SCHULTZ,
SWAIN, 2000).

2.2 Perfil e composicdo dos biofilmes

Em sua formacao, podem ser empregadas diversas
classes de compostos de origem natural, tais como
acucares, proteinas e lipideos, entre outros. Aséim
possivel estabelecer uma classificacdo para o#niésf
de acordo com sua base, podendo ser esta commosta d
proteinas, polissacarideos, lipideos ou misturas de
polimeros (produzidos pela mistura de alguns dos
componentes mencionados acima) (KESTER;
FENNEMA, 1986).

Biofilmes  desenvolvidos a partir de
polissacarideos, especialmente por EPS, apresentam
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adequadas propriedades de natureza tanto mecanicas
guanto organolépticas, também formam barreiras/atet
contra aromas e gases de baixa massa molar, por
exemplo, oxigénio e dioxido de carbono devido, isto
justamente por causa da firme adesao das mol&queilas
formag&o de uma malha de estrutura ordenada atdavés
ligagbes intermoleculares, especialmente as de
hidrogénio (DE OLIVEIRA, 2009). Esta matriz de EES
primariamente diferenciada entre alguns grupos de
bactérias, as de natureza polissacaridea ou mpteic
também conhecida como glicocalix, expde-se
exteriormente a membrana externa das Gram-negativas
ja as de peptideoglicano é predominante na parede
celular das Gram-positivas, sendo esta Ultima t&atda

por polimerases, construindo uma estrutura complexa
bem hidratada (SURMAN et al.,, 1996). Estes EPS
secretados por bactérias possuem um papel fundalment
na estrutura do biofilme bacteriano e tém demodstra
relacio com a viruléncia de algumas espécies
(COSTERTON et al., 1999).

2.3 Mecanismos de formacéao de biofilmes

Biofilmes tém sido descritos em muitos sistemas
desde os primordios da microscopia, porém a teemal
relacionando a existéncia e as caracteristicas dos
biofilmes so foi formalizada em 1978 (COSTERTON,;
GEESEY; CHENG, 1978; DA SILVA TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013). A aderéncia bacteriana,
seja em uma superficie abiotica (objetos inanima&los
inertes) ou bidtica (tecidos de organismos Vivos),
configura-se na primeira etapa de formacéo deline$
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e € avaliada como um processo bastante complexo.
Geralmente, esta adesdo (também denominada adesao
reversivel) entre bactérias e superficies abiOtozasre
através de ligacbes e interacdes fisico-quimicas na
especificas, ao passo de que a adesdo a superficies
bidticas é acompanhada por interacdes moleculares
mediadas por ligagcdes do tipo ligante-receptor (DEN

2002; DA SILVA TRENTIN; GIORDANI; MACEDO,
2013).

Levando em conta as superficies abioticas, a
adeséo inicial das células de vida livre a superticorre
de maneira aleatoria, através do movimento comum a
bactérias e particulas suspensas, chamado de hrowai
da forca gravitacional ou, de modo direcionadcgais
de quimiotaxia e mecanismos de motilidade, comuenent
atraves de flagelos eili (DA SILVA TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013). O estagio primario de
adesdo é deste modo, guiado por interagcbes do tipo
fisico-quimicas ndo especificas entre a bactéria e
superficie de contato, incluindo interacdes el¢dtass,
forcas de van der Waals e interagbes hidrofobicas
(PAVITHRA; DOBLE, 2008; DA SILVA TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).

A segunda etapa do processo de adesao bacteriana
é chamada de adesdo secundéaria ou também adesao
irreversivel. Nesse caso, 0S microorganismos qtéo es
fracamente ligados a superficie finalizam o prowetes
adesdo, com a producédo da matriz de EPS. Durasge es
processo, 0S microorganismos tornam-se capazee de s
ligar a células seja da mesma espécie ou de diésren
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espécies, formando blocos de agregados que estardo
solidamente ligados ao material (STOODLEY et, al
2002; DA SILVA TRENTIN; GIORDANI; MACEDO,
2013).

Dentro de um biofilme, as bactérias, isoladamente
apenas se engquadram uma pequena fracdo (5-35%) do
total do volume do biofilme, sendo o restante costpo
de EPS (POZO; PATEL, 2007; DA SILVA TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).

2.4 Biofilmes em industrias

Os processos industriais sao confrontados com
problemas envolvendo biofilmes em muitas fase® Ist
devido ao fato de que o biofilme reduz a eficdeidroca
iOnica e processos de filtragdo envolvendo membrana
(WHITTAKER, 1984). Assim como acelera a corroséo e
depositam material de deterioracdo, por exemplo, em
sensores e detectores comuns em industrias deegrand
porte.

Como visto anteriormente, um dos fatores que

mais influenciam na formacdo dessas estruturas € a
qualidade da superficie e, especialmente, a sua
suavidade. A existéncia de rachaduras, fissurasague
articulagbes acabam por promover pontos mais
vulneraveis para a acumulacgéo de biofilme. E uncpou
alarmante que patdgenos confalmonella spp. e
Yersiniaspp., assim como o famigerado génkisieria,

tém demonstrado capacidade em produzir complexos de
biofilme e, portanto, criar problemas graves ae#gsple
desinfeccdo e limpeza nos materiais de superficie
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utilizados na industria de alimentos (MATTILA-
SANDHOLM; WIRTANEN, 1991).

Entre os sistemas presentes na industria que
podem ser contaminados por biofilmes, encontramsse
sistemas de arrefecimento, sendo eles abertos ou
fechados. Em sistemas abertos a &agua é tirada
diretamente de fontes naturais, tais como margsgeera
agua é devolvido apds a circulagdo no sistema de
arrefecimento. Em sistemas fechados ha um sistema d
circulacdo envolvendo transferéncia de calor emtre
processo e a fonte de abastecimento. Os niveis de
microorganismos podem ser controlados por meio de
uma limpeza mecéanica e quimica regulares e tratamen
com biocidas. Em contraste, a higiene em sistemas
abertos é dificil de controlar e tratamentos espede
filtracdo devem ser usados. O tratamento com asdais
nao pode ser utilizado uma vez que a agua € ref@rna
para a fonte de &gua (MATTILA-SANDHOLM;
WIRTANEN, 1991).

J& em industrias que trabalham com biotecnologia
através de processos fermentativos, a formacdo de
biofilmes gera problemas de higiene em varios graus
como em superficies, em membranas, e em sondas e
outros dispositivos. Incrustacoes e a acumulacdo de
proteinas sdo problemas mais comuns em técnicas de
filtracdo, por exemplo, em equipamento de ultrafgiéio
e em membranas (CHAMBERLAIN; JOHAL, 1988).
Bloqueios no equipamento de filtragem normalmeéte n
sdo causados pelos microorganismos em si, mas pelos
biopolimeros e sedimentos que sao ricos em prateina
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2.5 Microorganismos formadores de biofilmes

Os principais microorganismos produtores de
bioflme pertencem aos génerosPseudomonas
Enterobacter Flavobacterium Algaligenes
Staphylococcyse Bacillus H& também microorganismos
anaerdbios que possuem a capacidade de produzir
biofilmes corrosivos (LECHEVALLIER et al., 1987).

As espécies de microorganismos produtores
variam de acordo com o ambiente e sistemas sobais g
estdo relacionados. No caso de sistemas de
arrefecimento, os microorganismos obtém nutrierstes
partir da massa de algas, iniciando assim um oircul
vicioso como descrito. Os mais comuns em aguas de
arrefecimento correspondem com a formacao de musgo
sdao Pseudomonas e Gallionella (MATTILA-
SANDHOLM; WIRTANEN, 1992).

Em relacdo as cepas descherichia coli foi
descoberto que a presenca de plasmideos de téarséer
IncF constitutivos foram responsaveis por indugu s
desenvolvimento gerando estruturas similares as
produzidas porPseudomonas aeruginasé&lém disso,
foi indicado a transmissao de sinal célula-céluéaliada
por proteina auto-indutora 2 (IA-2) ndo é neceagaara
a diferenciacéo dg. coli dentro de um biofilme. Entéo,
sugeriu-se o desenvolvimento e maturagao do biefdim
coli K-12 depende de fatores de adesao, que atuam
induzindo o processo de amontoamento em biofilmes
estruturadas de forma diferente (REISNER et aD320
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3. CONCLUSAO

Diante dos pressupostos citados no decorrer deste
trabalho, podemos concluir entdo que:

A composicdo e matriz dos biofilmes variam de agord
com a superficie e as espécies de microorganismos
envolvidos, apresentando predominantemente umazmatr
polissacaridica com anexos protéicos;

Os géneros de microorganismos mais comuns em
biofilmes industriais tratam-se dePseudomonas
Enterobacter Flavobacterium Algaligenes
Staphylococcy®Bacillus e Escherichia;

As principais fontes de contaminacdo sao residuos
aderidos aos equipamentos devido a falhas de
higienizagdo, o sistema de abastecimento de agia e
alimentacéo de insumos e matérias-primas;

Em microorganismos geneticamente modificados pode
haver a transmissédo de genes constitutivos atcagi
gerando uma comunicacao célula-célula;

Sendo assim, a contaminacgdo por biofilmes tratdese
um problema muito complexo e possui a necessidade d
ser analisado caso a caso para serem tomadas @ased
cabiveis, evitando assim significativas perdas no
processo industrial
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RESUMO - A dengue é considerada um dos principais
problemas de saude publica mundial, devido a syalam
distribuicdo geografica e alta prevaléncia de irfac.

Seu agente etiologico € um arbovirus pertencente a
familia Flaviviridae, representado por 4 sorotipos
distintos. Esse estudo propde produzir antigends ddS

4 sorotipos circulantes através de ferramentas de
biologia sintética, tendo como base sequénciaser®sts
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de cepas circulantes isoladas no Brasil. Foram
expressados antigenos em sistemas heterélogos
(bacterianos) através da clonagem dos genes em
diferentes vetores, transformagdo dos plasmideos em
células competentes, expressdo das proteinas
recombinantes, sua purificacdo, eletroforese e
imunoensaio para comprovacdo da expressao. A
abordagem metodolégica adotada neste trabalho
permitiu produzir corretamente proteinas do virus d
Dengue em sistemas heterdlogos. As proteinas foram
também testadas em relacdo a sua imunogenicidade. E
paralelo a obtengdo das proteinas, foram produzidos
anticorpos monoclonais contra as mesmas. Os refodta
encontrados serdo utilizados para o desenvolvimeeto
um teste rapido capaz de detectar os quatro sarstge
dengue, com tecnologia nacional

Palavras chave antigeno NS1; Kit diagnostico; Teste
Rapido; SUS.

1. INTRODUCAO

7

A dengue é considerada a mais importante
arbovirose existente e um dos principais probledeas
saude publica no mundo. Aproximadamente 2,5 bilhdes
de pessoas vivem em areas de risco para a doenca. A
cada década, o numero anual de casos de dengue
reportados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
cresce exponencialmente. A OMS estima que entr@ 50
100 milhdes de pessoas se infectem anualmente, em
aproximadamente 10 paises, de todos os continentes,
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exceto a Europa. Cerca de 550 mil doentes necesdéa
hospitalizacdo e 22 mil vao a 6bito em consequédaia
dengue (WHO FactSheet, 2014).

A incidéncia de dengue em todo o mundo
aumentou dramaticamente nas Ultimas décadas. danto
aumento das éareas infestadas com o vetor, aumentou
também o numero de regides onde ocorre a trangmissa
da doenca e 0 niumero de pessoas susceptiveis.

A dengue é transmitida pela picada de fémeas
infectadas de mosquitos hematéfagos dos gémerdes
principalmente pelas espécidgedes aegyptie Aedes
albopictus (RODHAIN; ROSEN, 1997), sendo
considerada a doenca de transmissao vetorial com o
maior crescimento no mundo (MACIEL et al., 2008).

O virus da dengue (DENV) pertence a familia
Flaviviridae e ao génerblavivirus. O génerd-lavivirus
compreende outros virus transmitidos por mosquatos
carrapatos. Além da dengue, o virus da febre amarel
(YFV), o virus da febre do Nilo ocidental (WNV) e o
virus da encefalite japonesa (JEV) sdo grandesgasea
saude humana em todo o mundo (WHITEHEAD et al.,
2007). O virus da dengue pode ser classificadoatra
sorotipos distintos, sendo eles DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4 (MARTINA et al., 2009).

O virus DENV é envelopado, contendo um
capsideo denso envolvido por uma bicamada lipidica.
Seu genoma ¢é formado por uma molécula de RNA fita
simples de polaridade positiva, com aproximadanidnte
Kb, flanqueado por uma estrutura 5 terminal néo
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poliadenilada (RICE, 1985). A traducdo do RNA
gendmico resulta em uma poliproteina precursorg que
apos sucessivas clivagens por proteases do hospedei
vertebrado e do préprio virus, resulta na formaigitrés
proteinas  estruturais: Capsideo - C;  pré-
membrana/Membrana — pM/M; Envelope — ENV; e de
sete proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2a, NS2B8, NS
NS4a, NS4b e NS5(CHAMBERS et al., 1990; PERERA,
KUHN, 2008).

Dentre as proteinas estruturais e ndo estruturais
do virus, ENV e NS1 sdo consideradas de extrema
relevancia por contribuirem muito fortemente para o
processo de resposta imunologica desencadeada pelo
virus. ENV participa diretamente do processo decgédo
uma vez que medeia a interacdo e penetracdo de viru
nas células hospedeiras (BURKE et al., 2001,
LINDENBACH et al.,, 2001), enquanto NS1 pode ser
encontrada tanto associada a membrana celular namo
sua forma soluvel, em altas concentragfes, no dero
pacientes durante a fase inicial de infecgcao (DUSBA
et al., 2006). Como ambas s&o capazes de induzir a
producdo de anticorpos neutralizantes, constituem
importantes alvos para o desenvolvimento de vaanas
de kits de diagndstico (COSTA et al., 2006; KOCHEL
al., 2000).

Todos os kits se baseiam em um Unico antigeno
ENV ou NS1, de um dudnico sorotipo, e detectam ou
anticorpos contra ENV ou capturam o antigeno NS1
(durante a fase inicial da infec¢do). Assim, a pgde de
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antigenos NS1 em laboratério € de grande impodanci
para a validacdo de novos kits de diagnosticos.

As proteinas séo sintetizadas por todas as formas
vivas como parte do seu metabolismo natural. A
producdo de proteinas recombinantes tem aplicagéo e
areas diferentes, como fins terapéuticos, deseimvehto
de vacinas, estudos béasicos ou desenvolvimentestie t
de diagndstico. Com o aparecimento da tecnologia do
DNA recombinante e engenharia proteica, enzimas e
outras proteinas podem ser obtidas com facilidade e
gualidade (ARNOLD, 2009).

O primeiro passo para gerar uma proteina
recombinante € a obtencdo da sequéncia génica (DNA)
de uma determinada proteina. Apés a subclonagem do
DNA em vetores de expresséo e a introdu¢cado do mesmo
num sistema de expressdo, a proteina desejada é
traduzida. Qualidade, funcionalidade, rapidez @éicia
na producédo sao consideradas os fatores mais ampest
em escolher um sistema de expresséao apropriado.

Sistemas de expressdo podem ser diferenciados
em sistemas procaridticos (bactérias) e eucarsdtico
(levedura, fungos, células de insetos, células rfeaosi
animais transgénicos, plantas transgénicas). Tadavi
expressdo nesses ultimos, pode ser ainda uma tarefa
muito ardua (ARNOLD, 2009). A bactériascherichia
coli (E. col) é o sistema mais comum utilizado na
producdo de proteinas recombinantes. Um plasmideo g
contém a sequéncia da proteina desejada é tram&form
na bactéria e a expressdo induzida. A replicacd® do
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plasmideos na bactéria é estavel devido a pressdo d
selecdo com um antibidtico como, por exemplo,
ampicilina, canamicina ou tetraciclina. Para féanilia
deteccdo e purificacdo das proteinas recombinantes,
existe uma variedade de etiquetatag® gerando
proteinas de fusdo. A curta sequéncia de DNfaddaz
parte do plasmideo e é traduzida na por¢do N-ou C-
terminal da proteina expressa. Essas etiquetas sado
utilizadas, por exemplo, para estratégias de pagéo

por afinidade, como a sequéncia poli-histidina ¢H®).

As vantagens no uso de procariotos SGo um crestreen
expressdo rapida, facilidade na cultivacdo, rendime
alto e baixos custos.

Dessa forma, o presente trabalho tem como
objetivo expressar e purificar antigenos recomhesado
virus da dengue (proteinas NS1) para utilizacdo no
desenvolvimento de um kit de diagnostico através da
expressdo as proteinas recombinantes em sistema
heterodlogo, purificacdo das proteinas, analisesaghm
das proteinas purificadas por gel de SDS-PAGE, e
verificagdo da producdo da proteina por ensaios de
“Western blot”.

2. MATERIAIS E METODOS

Para expressdo de antigenos em sistemas
heterdlogos é necessério um trabalho de clonagem do
genes em diferentes vetores. As sequéncias gédécas
proteina NS1 dos 4 sorotipos de dengue foram
otimizadas e desenhadas sinteticamente para posteri
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clonagem. Foi escolhido o vetor de expressdao pRSETA
A partir da construcdo do vetor mais o gene deeste
(figura 1), foi iniciado o trabalho de expressdo e
purificacdo das proteinas.

Figura 1 - Representacao esquematica do vetor pRSETA.

P
2 D 8°EC
f53228843s,
—

‘\,

Fonte: Invitrogen.

2.1 Transformacéo dos Plasmideos em
CélulasCompetentes

A expressdo das proteinas NS1 do virus da
dengue foi realizada em células calcio-competedtes
linhagem BL21 deE. coli. Os clones de expressao que
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foram previamente produzidos foram transformadas na
bactérias para a entdo producdo das proteinas dos 4
sorotipos do virus da dengue. A transformacdo dos
plasmideos, ou seja, a introducdo do plasmide@lnéac

foi realizada através de choque térmico. Para fsfo,
adicionado em um microtubo cerca de 3 uL da
construgdo com 50 uL de célula a ser transformiasisa
mistura foi deixada no gelo por 30 minutos, ap&ees
tempo o microtubo foi colocado em banho maria a&37°
por 5 minutos e retornado ao gelo por mais 2 mswto
Apés essas etapas as células ja transformadas foram
semeadas em placas com meio sélido LB contendo
ampicilina na concentracao de 100 ug/mL e deixadas
cerca de 16 horas em estufa a 37°C.

2.2 Expresséao das Proteinas Recombinantes

Algumas condicOes de expressodes foram testadas
no decorrer do projeto para otimizagdo do processo,
sendo a condicdo Otima de expressdo definida como
25°C, 4 horas de inducao a 225 rpm.

As colbnias foram inoculadas em 50 mL de meio
LB com o antibiotico (ampicilina 50 ug/mL) e cukligdas
durante 16 horas a 37°C sob agitacdo (pré-inécilo).
seguir, foi realizada a leitura da densidade ¢@a600)
e calculado quanto dessa cultura era necessare par
realizar um in6culo com uma densidade Optica deefh1
500 mL de meio LBamp. Essa cultura de 500 mL (OD
0,1) foi incubada a 37°C sob agitacao (225 rpmuaté
densidade otica entre 0,5 e 0,8. Apds esse perfodo,
adicionado IPTG (indutor da expresséo) na conogira
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final de 1 mM e a cultura permaneceu sob agitacdo a
25°C por mais 4 horas. Apds o0 tempo de expressio, a
culturas induzida foram centrifugadas por 30 miswo
5000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartadoediet p

foi ressuspensoem 10 mL de tamp&o A (50 mM Tris-
HCIl, 300 mM NaCl, 20 mMImidazol, pH 8,0) para
entdo iniciarmos os processos de purificacao.

2.3 Purificac@o das Proteinas

A purificacdo dos antigenos fusionados a cauda
de histidina foi realizada através de cromatograia
afinidade em resina de niquel Ni-NTA (Qiagen),
seguindo o protocolo desnaturante para proteinas
insolUveis, expressas como corpusculos de inclngdo
células bacterianas.

Para a lise celular o sedimento da cultura foi
ressuspendido em tampéao A e sonicado(6 pulsos de 30
segundos, com intervalo de 1 minuto entre os pulsos

Apbés esta etapa foi realizada uma nova
centrifugacdo de 30 minutos a 10.000 rpm a 4°C, o
sobrenadante descartado e o pellet ressuspens0 et 1
de tampdo B (50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl2, 20
mMImidazol, 1 mMBmercaptoetanol, 8 M ureia, pH 8,0)
e adicionado inibidor de protease na concentragéd f
de 1X, a amostra foi entdo incubada a 4°C sob ggita
por cerca de 16 horas.

Em seguida as células lisadas foram centrifugadas
a 4°C por 30 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadamte f
entdo incubado com 300 uL da resina de niquel que f
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previamente equilibrada com tampdo B, ficando sob
agitacao a 4°C por 1 hora. A amostra foi centrifizga
3500 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi removido
por aspiracdo com auxilio de pipeta e a resina foi
transferida para um microtubo e adicionado 600 aL d
tampao C (50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl2, 50
mMImidazol, 1 mM-Mercaptoetanol, 8 M ureia, pH
8,0). Para retirada total da resina trés lavagahsamdo

1 mL do tampé&o C e centrifugado por 2 minutos a0500
rpm foi realizado. Em seguida foi adicionado 300daL
tampdao D (50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl2, 500
mMImidazol, 1 mM-Mercaptoetanol, 8 M ureia, pH
8,0) e a resina incubada sob agitacao por 30 nsrpdam
eluicdo da proteina. O tubo foi novamente centaificga
5000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante (proteina
eluida) foi recolhido em um novo tubo.

2.4 Eletroforese de Proteinas

As proteinas foram analisadas por eletroforese em
SDS-page sob condi¢cdes desnaturantes, conforme o
descrito por Hames e Rickwood (1990). A concentraca
do gel utilizada foi de 15% para analise dos radols de
expressdo das proteinas e também para o gel que foi
submetido a transferéncia para membrana de
nitrocelulose, nos ensaios de “Western blot”. Asives
das solucbes utilizadas para os geéis de corride e d
empacotamento estdo descritos na tabela 1. As @®ost
de proteinas foram diluidas em tampdo de amostra de
proteina (TA 4X) na proporcdo 4:1 (quatro partes de
amostra para 1 parte de TA 4X).
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Tabela 1 - Solugcdes e quantidades para preparo de gel de
poliacrilamida para eluicdo de amostras proteicas

Gel de corrida 15% Empacotamento

Solugdes (5mL) (1 mL)

H;0 s | 0,68
Acrilamida mix 30% 25 0,17

Tris 1,5M pH 8,0 1,3 -

Tris 1MpH6,8 - 0,13

SDS 10% 0,05 0,01
Persulfato de aménio 10% 0,05 0,01
TEMED 0,002 0,001

2.4.1 Coloragédo com azul de Coomassie

Os resultados obtidos apds eletroforese das
amostras em SDS-PAGE foram observados pela
coloracéo do gel com azul de Coomassie. Os gé&snfor
incubados por aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente neste corante, seguido de
descoloracgéo, para visualizacao das bandas.

2.5 Imunoensaio

As proteinas produzidas foram testadas em
imunoensaio de “Western blot” utilizando anticorpos
anti-histidina para comprovacéo da sua expressao.

2.5.1 “Western blot”

Os ensaios de Western blotforam realizados a
partir da transferéncia de proteinas em gel SDSEPAG
para membrana de PVDF. O gel e a membrana foram
transferidos pelo método semi seseridry, todos os
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elementos foram previamente umedecidos com tamp&ao
de transferéncia. A transferéncia foi feita pom3@utos
a 25 Volts.

Apos o bloqueio das membranas em solucéo PBS
1X, Tween 20 a 0,05% e leite 5%, por 1 hora, asmass
foram incubadas com o anticorpo comercial antidiish
conjugado a peroxidase para deteccdo na diluicdo de
1:7000 em solucdo PBS 1X, Tween 20 a 0,05% e leite
1%, durante aproximadamente 2 hora sob agitacdo. As
membranas foram entdo lavadas trés vezes por 10
minutos com PBS 1X, Tween 20 a 0,05% e a revelacao
foi realizada através de quimiluminescéncia utildm kit
“ImmobilonWestern — Chemiluninescent HRP Subétrate
de acordo com recomendacdes do fabricante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as proteinas recombinantes expressas
apresentaram-se na fracdo insollivel. A express&o da
proteinas na fracdo insolivel ndo € um resultado
inesperado, visto que altos niveis de expressdo de
proteinas recombinantes dn coli levam ao surgimento
de agregados das mesmas  (estruturalmente
malformadas), referidos como corpusculos de inolusa

Estes agregados sdo pouco sollveis em meio
aquoso (KOPITO, 2000). Quando recuperados do lisado
celular por meio de centrifugacdo, os corpuscules d
inclusdo sao co-sedimentados com debris celulares,
incluindo uma alta quantidade de componentes da
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membrana e parede celular das bactérias (RUDOLPH,;
LILIE, 1996).

7z

A expressdo do gene de interesse é controlada
pela acdo do promotor T7, reconhecido especificéanen
pela T7 RNA polimerase, através da acdo do incigor
expressdo Isopropilp-D-Tiogalactosideo (IPTG). A
figura 2 mostra a expressdo de duas proteinas, onde
podemos observar que houve a producdo das mesmas,
indicada através da presenca de uma banda
correspondente aproximadamente ao tamanho coreeto d
45 kDa, sendo possivel verificar a expressao dieijpi
apos a adicao do indutor IPTG.

Figura 2 - Perfil eletroforético em matriz de gel 15% SDSTE
das expressfes das NS1 de DENV 2 e NS1 de DENWI3PRdréo
de Peso Molecular (Colorplus); Pré: Extrato de gir@s expressas
pela célula sem a adigdo do indutor IPTG; Pés:dixtde proteinas
expressas pela célula ap6s a adicdo do indutor ;IPH@if.:
Proteinas insollUveis purificadas.
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A observacdo do gel da NS1-2 deixa nitida a
expressao da proteina apos a adicao do IPTG, déantea
banda da proteina purificada. J& em relacdo aalael
NS1-3, a expressdo no extrato de proteinas néo fica
muito evidente em decorréncia da provavel redugio n
quantidade de proteina expressa nestas condi¢cdes,
permitindo a identificacao visual da banda coregtanas
somente quando a proteina ja se encontra purificada

A confirmacdo da identidade das bandas foi
realizada por meio do teste de “Western blot” zaiido
anticorpo anti-histidina. Para tanto, as proteiftaam
devidamente dosadas, utilizando-se uma curva de BSA
foram feitos 2 géis de poliacrilamida com quantetad
conhecidas das quatro proteinas NS1. Para o gdogue
corado com Coomassie foi aplicado cerca de 2,5qug d
cada proteina e no gel que foi submetido a tra@éste,
para ensaio de “Western blot”, foi aplicado ceredldig
de cada proteina (figuras 3).
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Figura 3 - Em A: Perfil eletroforético em matriz de gel 18BS-
PAGE das express@es das NS1.PM: Padrdo de Pesauldole
(Colorplus); 1 a 4: Expressdes das proteinas NS4 dmrotipos do
virus da Dengue. Em B:“Westernblot” das expressfassproteinas
NS1.PM: Padrdao de Peso Molecular (Colorplus); 1 Bxpressdes
das proteinas NS1 dos 4 sorotipos do virus da Eengu

———

Os resultados do ensaio de “Western blot”
permitiram observar a producdo das 4 proteinas poi
houve reconhecimento da banda correta pelo anticorp
anti-histidina. Ressalta-se que é caracteristicoretor
utilizado a insercédo de uma etiqueta corresponderie
histidinas na porcdo N-terminal da proteina. A gnea
da etiqgueta € fundamental para garantir o procedsso
purificagdo em coluna de niquel.

O principio dessa purificacdo baseia-se no fato da
histidina ter uma forte afinidade pelo niquel afivade
maneira que quando a proteina a ser purificada €
colocada em contato com a resina de niquel, osoie
ligagdo a coluna por afinidade. Durante o proces&o,
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utiizados  diferentes tampbes com  diferentes
concentracbes de Imidazol (reagente que tem uma
afinidade ainda maior pelo niquel ativado do que a
histidina). Assim, a medida que a concentracdo de
Imidazol é aumentada (nos processos de lavagem, por
exemplo), as ligacdes fracas da histidina com aetiq
vao se desfazendo e as proteinas vao sendo desatad
coluna. Por fim, no tampé&o de eluicdo (D), a quimdke

de Imidazol é muito alta, e s6 entdo é capaz d& faom

gue a proteina de interesse (com residuos dei@imast
sequenciais) seja finalmente desligada do nigeklida.

4. CONCLUSAO

Os antigenos e anticorpos testados apresentaram
resultados satisfatorios para 0 reconhecimento do
antigeno (NS1) ao seu correspondente anticorpo
monoclonal, sem reacdo cruzada aparente quando
utilizado amostra negativa para Dengue.

Todos os insumos desenvolvidos nesta pesquisa
serdo utilizados para o desenvolvimento de um teste
rapido capaz de detectar os quatro sorotipos dgueen
com tecnologia 100% nacional.
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RESUMO - A vacinacdo € um dos métodos mais
importantes e eficientes na prevencdo de doencas
infecciosas. No entanto, a medicina vivencia unndea
desafio para ampliar o alcance e a eficacia dasinas.
Proteinas de superficie purificadas sdo exemplos de
imundgenos de subunidades utilizados como vacihss.
proteinassao estruturas complexas que devem manter
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integridade  estrutural e quimica para funcionar
corretamente. Métodos de fabricagcdo podem compermet
sua estrutura expondo as proteinas a condi¢cdes
prejudiciais, tais como: temperaturas elevadas #ag§o
vigorosa. Dessa forma, o presente trabalho visoneoer
informacdes sobre a estabilidade fisica e quimiea d
proteinas em formula¢des vacinais mostrando como
manter sua integridade, a fim de garantir a estdbiie

do sistema vacinal. Foi realizada uma revisao
bibliografica sobre a estabilidade fisica e quimide
proteinasterapéuticas em formulagdes vacinais.

Palavras chave:Vacinas; Vacinas Protéicas;Adjuvantes
vacinais.

1. INTRODUCAO

A vacinacédo € um dos métodos mais importantes
e eficientes de prevencédo de doencgas infecciosas. N
entanto, a medicina vivencia um grande desafio para
ampliar o alcance e a eficacia das vacinas (FU et
al.,2000).

As vacinas de agentes atenuados sdo capazes de
induzir imunidade forte e duradoura.No entantostexo
risco de reversdo das estirpes virulentas que podem
provocar doencas especialmente em hospedeiros
imunocomprometidos (LILJEQVIST; STAHL, 1999).As
vacinas de agentes inativados, sG0 menos protetoras
relacéo a indugao da imunidade (COX, 2012).
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Polissacarideos bacterianos e virais, proteinas de
superficie purificadas a partir de organismos pEt@ps
e toxinas, sdo exemplos de imunogenos de subusidade
utilizados e investigados como vacinas ou comp@sent
de vacinas (COX, 2012).

A estabilidade daestruturasecundaria, terciaria e
quaternaria de proteinassdo baseadas em interagfes
fracas nao covalentes (interacOes eletrostatiaggs;des
de hidrogénio, forcas de van der Waals e interacdes
hidrofobicas). O rompimento de uma dessas integecoe
mudara o equilibrio e desestabilizaa proteina.

Ja a estabilidade quimica e fisica € comprometida
por fatores ambientais como pH, forcgaidnica,
temperatura, alta pressdo, solventes nao-aquosos,
ionsmetdlicos, detergentes, produtos de adsorcao,
agitacao e cisalhamento, que consiste na deforntagéio
ocorre quando as forgas atuantes sobre um corpogao
deslocamento em diferentes planos, mantendo o wlum
constante. A maioria destes fatores esta presevge n
processos de fabricagdo, incluindo a esterilizagao
liofilizacdo, que podem danificar as proteinasupéudo
sua atividade bioldgica, induzindo a agregacdo e em
Gltimainstancia, a precipitacdo (ALMEIDA & SOUTO,
2007).

A estabilidade e a desnaturacdo de proteinassao
temas de grande interesse fisioldgico, terapéuéco
biotecnolégico, onde o controle da sua estabilidade
representa uma importante estratégia para manatelaca
atividade bioldgica. Dessa forma, o presente trabal
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procura se inserir neste contexto, fazendo uma
revisaobibliografica a fim de fornecer uma visaoage
sobre a estabilidade fisica e quimica de proteéms
formulacdes vacinais mostrando a natureza complexa
desses processos.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada revisdo da literatura nacional e
internacional, a partir de 1999, utilizando os lesnde
dados SCIELO e PUBMED. A pesquisa bibliografica
incluiu artigos originais, artigos de revisao, eddis,
diretrizes escritos na lingua inglesa e portugeelaos
sobre o0 assunto.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Proteinas

As proteinas participam essencialmente de todos
0s processos dentrodas células. Algumas protedmas s
componentes estruturais importantes, enquantooséi@as
catalizadores especificos, denominados enzimas, que
promovem reacfes quimicas. Sao polimeros formados
por uma selecio de 20 elementos de
construcdo,chamados aminoéacidos. As propriedades
funcionais das proteinas, assim como deoutras
biomoléculas, sdo determinadas por suas estruturas
tridimensionais. Elaspossuem uma importante
propriedade: enovelam-se  espontaneamente em
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umaestrutura tridimensional definida e elaborades
formada inteiramente pelasequéncia de aminoacidos a
longo de suas cadeias (HORTON et al., 2013).

Os aminoacidos sdo as unidades estruturais
basicas das proteinas. Wdraminoacido é constituido de
um atomo central de carbono, chamado carhdigado
a um grupamento amina, uma carboxila, um atomo de
hidrogénio e umgrupamento R diferenciado, referido
como uma cadeia lateral. Com quatrogrupamentos
diferentes conectados ao atomo de carhoteiraédrico,
osa-aminoacidos sao quirais; as duas formas em imagem
especular sdo chamadas de isbmero L e isbmero D
(STRYER, 2004). As proteinas sao constituidas de
aminoacidos L (figura 1).

Os aminoacidos em solucdo e em pH neutro estéo
predominantemente na forma dipolar, a amina é
protonada (-NF" e a carboxila é desprotonada (-COO-).
O estado de ionizagdo de um aminoécido varia cpi, 0
em solucdo &cida (exemplo pH 1), a amina esta
protonada (-NF) e a carboxila sem dissociacédo (-
COOH). A medida que o pH é elevado, o &cido
carboxilico é o primeiro grupamento a perder umaoro
A forma dipolar persiste até o pH se aproximar de 9
quando a amina protonada perde um préoton (STRYER,
2004).
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Figura 2 - Representacdes de um L-aminoacido em pH neutro. (a)
estrutura geral do aminoacido. (b) modelo de estetzastdo da
serina.

(a) (b}
Grupo a-carboxilato
l—‘—l
©_.o
eE / Carbono-a
A
5 e a-amino

Carbono-j

J- Cadeia lateral

@ carbono-« @ Nitrogénio
@ cCarbono @ Oxigénio
O Hidrogénio

Fonte: Moran, Horton, Scringeour, Perry (2013).

Vinte tipos de cadeias laterais, variando em
tamanho, forma, carga, capacidade de formacao de
pontes de hidrogénio e reatividade quimica, sao
comumente encontrados em proteinas. A gama de
funcdes exercidas por elas resulta da diversidada e
versatilidade desses 20 tipos de precursores. Entre
conjunto de aminoacidos, o mais simples é a glicjoa
s6 tem um atomo de hidrogénio em sua cadeia lateral
sendo, dessa forma, o Unico aminoacido aquiral. A
alanina € o segundo aminoacido mais simples, tem um
grupamento metila (-C§i como cadeia lateral
(STRYER, 2004).

Cadeias laterais compostas por hidrocarbonetos
maiores sdo encontradas nos aminoacidos valinginkeu
e interleucina. A metionina contém uma cadeia
predominantemente alifatica que inclui um grupament
tioéter (-S-). As cadeias laterais alifaticas mesosao
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hidrofobas de maneira que tendem a se aglomerar par
evitar o contato com a agua (HORTON et al., 2013).

Os diferentes tamanhos e formas dessas cadeias
laterais hidrocarbonadas permitem que elas sexamoai
formando estruturas compactas com poucos espagos
vazios. O aminoéacido prolina também tem uma cadeia
lateral alifatica, mas difere dos outros membros do
conjunto dos vinte por sua cadeia lateral ser &gato
ao nitrogénio quanto ao atomo de carbomo Ela
influencia a arquitetura das proteinas, pois stratasa
em anel faz com que ela tenha maior restricdo de
conformacdo do que o0s outros aminoacidos. Trés
aminoacidos com cadeias laterais aromaticas fazeta p
do repertorio fundamental: a fenilalanina, contém u
anel fenila ligado no lugar de um dos hidrogénias d
alanina, a tirosina, contém uma hidroxila ligadaaael
aromatico, o triptofano, contém um anel inddligado a
um grupamento metileno (-GH (HORTON et al
2013).

Dois aminoacidos, serina e treonina, contém
hidroxilas alifaticas tornando-as bastante hidasfile
reativas. A cisteina € estruturalmente semelhaségiaa,
mas contém uma sulfidrila, ou um tiol (-SH), noduga
hidroxila (-OH). A sulfidrila € muito reativa umax que
podem se unir formando pontes dissulfeto, que sé&o
particularmente importantes na estabilidade denadgu
proteinas. A lisina e a arginina sdo aminoacidos de
cadeias laterais longas, que terminam em grupamsiento
que tém cargas positivas em pH neutro. Lisina temi
em uma amina primaria, earginina em um grupamento
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guanidina. A histidina contém um grupamento imidazo
um anel aroméatico que também pode ter carga pasitiv
(STRYER, 2004).

As moléculas individuais de proteinas tém até
guatro niveis estruturais. A estrutura primariactage a
sequéncia linear de residuos de aminoacidos em uma
proteina. A estrutura tridimensional é descrita és
niveis adicionais, as estruturas secundaria, te&aci
quaternaria. As forcas responsaveis por manter ou
estabilizar esses trés niveis sao, principalmeoteas
nao covalentes (HORTON et al., 2013).

A estrutura secundaria se refere as regularidades
em conformagbes locais, mantidas por ligacdes de
hidrogénio entre atomos de hidrogénio de amida e
oxigénios carbonilicos da estrutura peptidica. As
principais estruturas secundarias sao-hglices, as fitas
B e as voltas. A estrutura terciaria descreve aiaade
polipeptidica completamente enovelada e compactada.
Muitos polipeptideos enovelados sdo compostos de
varias unidades protéicas distintas ligadas potreaho
curto de residuos de aminoacidos.Algumas proteéms
estrutura quaternaria formada pela associacéo ae alu
mais cadeias polipeptidicas em uma proteina oligemé
ou de multiplas subunidades (HORTON et al., 2013).

3.2 Vacinas

As vacinas sao formulagbes biolégicas ou
bioguimicas capazes de estimular uma reposta
imunolégica protetora quando administradas em
recipientes vacinais com 0 objetivo de prevenir uma
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doenca causada por um agente infeccioso
(COSTA;COSTA, 2009). A existéncia de uma resposta
de memodria, portanto, serve como base para a agastr
de vacinas de importancia profilatica e terapéuti¢dN

et al., 2015).

O desenvolvimento pioneiro da vacina contra a
variola, feito pelo médico inglés Edward Jenner no
século XVIII, e a introducdo do conceito de “vaciaa’
por Louis Pasteur no século XIX marcaram o inicto d
uma nova era para a medicina e incluiam o isolaoramt
agente infeccioso, a sua inativacdo e a inoculalgio
microrganismo inativado em animais de experimemtaca
em Uultima instancia, no individuo recipiente daimac
(BRAZ et al., 2014).

Esses principios formaram as bases do
desenvolvimento de vacinas por todo o século 20 de
modo que todas as vacinas até entdo desenvolvidas,
tinham como base o0 uso de microrganismos Vivos
atenuados, inativados, ou ainda subunidades obdeas
microrganismos como toxinas inativadas quimicamente
proteinas ou polissacarideos purificados e, maieta
polissacarideos conjugados a proteinas (COSTA;
COSTA, 2009).

3.3 Classificacéo

A historia das vacinas e sua aplicacdo na
prevencdo de doencas infecciosas iniciaram a nais d
200 anos. Desde as primeiras vacinas baseadas em
patégenos, sejam eles bactérias ou virus, atenuados
inativados, muito reativos e, em alguns casos, gouc
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eficientes, a pesquisa vacinal moveu-se na dir@gfo
empregar fracbes cada vez menores desses patdgenos
busca de aumentar a seguranca sem comprometer a
eficacia. Dessa maneira, € comum classificar amasc

em trés grandes grupos em razao das estratégidesou
conceitos utilizados na preparacdo do principieoatbs
antigenos vacinais (DINIZ; FERREIRA, 2010).

As primeiras vacinas representam aquelas que
empregam na sua COmpOoSICA0 microrganismos Vivos
atenuados na sua constituicdo completa, mas suwoeeti
tratamentos que levam a inativacdo, como a vacta B
contra a tuberculose ou a atenuacdo dos microrgasjs
como a vacina contraBordetellapertussi$BRAZ et al,
2014).

O segundo grupo de vacinas surgiu com a
concepcdo de que, em alguns patdgenos, a protecdo
vacinal pode ser obtida apdés a inducdo de antisorpo
voltados para um Unico alvo, como uma toxina,
responsavel pelos sintomas da doenga, ou agucares d
superficie que permitem ao sistema imune do hospede
neutralizar e eliminar bactérias (DINIZ; FERREIRA,
2010). Este grupo emprega as toxinas inativadasés
purificadas e inativadas por tratamento quimicoma
no caso das vacinas antitetanica e antidiftériaara®
vacinas empregam componentes de superficie
purificados, como oS polissacarideos do
Hemophilusinfluenzagpo B e do Meningococo.

Por fim, o terceiro e mais recente grupo sao as
vacinas de DNA ou génicas que utilizam a informacao
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genética do patdgeno que codifica antigenos
potencialmente imunizantes e é carreado por plassid

de DNA. Essas vacinas demonstram maior facilidaxe n
controle de qualidade, estabilidade a temperatura
ambiente e a manipulagao, aspectos estes quediacdi
utilizagdo das mesmas em campanhas de vacinagéo
(BRAZ et al, 2014).

3.4 Vacinas protéicas

A aplicacdo das proteinas e peptideos, como
moléculas terapéuticas, € de grande importancia par
tratamento de varias doencas devido as altas
especificidade e atividade que apresentam em
concentracbes  relativamente  pequenas, quando
comparadas aos farmacos (MELO et al., 2012).

Em uma fase inicial, a utilizacdo de proteinas
purificadas a partir de virus ou bactérias eratéida a
situacOes onde era possivel cultivar e purificaiganos
especificos, como algumas toxinas, ou obté-losrar pa
do soro de pacientes infectados, como no casords vi
da hepatite B (BRAZ et al.,, 2014). A biotecnologia
possibilitou a identificacdo dos determinantesggémticos
em microrganismos importantes na inducao da proteca
o isolamento destes pela tecnologia do DNA
recombinante assegurando que peptideos sintégf@m s
produzidos em grande quantidade e usados comaavacin

A producdo de proteinas tem sido amplamente
explorada para a producdo de antigenos virais e
parasitarios e, mais recentemente, essas vacimasidé
comercializadas demonstrando o potencial comeecal
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tecnologia de fabricacdo (COX, 2015). Essa producéo
ocorre quando o0 gene precisa ser clonado e insendo
sistemas de expressdo heterdloga, por exempldasélu
bacterianas, leveduras, células de mamiferos ese¢os,

a fim de que estas secretem grandes quantidadessdes
antigenos (BRAZ et al., 2014). As células de inséém

a capacidade derealizar muitas das modificacbes pés
translacionais tais como glicosilacdo, formac&ode
ligagBes dissulfeto e a fosforilagdo necessarias pa
atividade biol6gica demuitas proteinas complexa@@XC
2015).

Antigenos de proteinas representam uma
alternativa muito promissora para o desenvolvimel@o
vacinas, devido as seguintes caracteristicasalis@ncia
de materiais infecciosos como genes que a codifiédm
a capacidade de inducéao de anticorpos especifarasop
antigeno, 3) possibilidade de modificacdo quimiel a
prontiddo para a grande escala de producédo para uma
pandemia iminente (WANG et al., 2015). No entaato,
maioria dos antigenos baseados em proteinas tem a
limitagdo da instabilidade fisiolégica e baixa
imunogenicidade, que exigem imunoestimulantes
potentes e sistemas de distribuicdo eficientesnadee
produzir vacinas eficazes.

Apesar dos avancos biotecnoldgicos, a utilizacao
de peptideos e proteinas em vacinas constitui wafide
em virtude de serem instaveis, hidrofilicas, aprese
elevada massa molecular, estrutura complexa e baixa
permeabilidade. Além das limitagbes encontradas na
absorcéao, os peptideos e proteinas geralmenteeafaes
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meia-vida curta, devido a degradacdo enzimatidacal
de administracdo ou durante o seu percurso pavaab |
de acédo (MELO et al., 2012).

Diversas estratégias podem ser avaliadas a fim
de minimizar a protedlise. Entre as estratégias
recombinantes empregadas para simplificar a praduca
de vacinas de proteina de subunidades estdon{gssi
do fragmento do gene a ser expresso; (l) a pradded
apenas  subfragmentosimunodominantes de um
imunégeno alvo; (lll) a utilizacdo de proteinasfdsdo
para melhorar a imunogenicidade; (IV) a engenhdgia
proteinas para melhorar a solubilidade e estad#ida
(V) imunogenos de subunidades recombinantes pade se
adaptado para incorporacdo direta do adjuvante
(LILJEQVIST; STAHL, 1999).

3.5 Adjuvantes Vacinais

Os adjuvantes sdo quaisquer substancias que,
incorporadas a uma formulacdo de vacina, atuam para
acelerar, prolongar ou ainda aumentar a qualidade e
especificidade da resposta imunolégica a um
determinado antigeno (BRAZ et al, 2014). Como tal,
representam importantes componentes da maioria das
vacinas bem-sucedidas, particularmente aqueles com
base em subunidades de agentes patogénicos, deluin
as fracoes isoladas dos agentes patogénicos nmmutos
antigenos recombinantes (O’'HAGAN; VALIANT,
2003).

No entanto, em razdo do grande interesse pelos
mecanismos da imunidade inata, pelos detalhes do
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processamento e apresentacdo de antigenos, sao
necessarias definicbes mais sofisticadas de adps/an
Por isso, houve a preocupacdo em separar 0s atggvan
tradicionais e inovadores em duas categorias
(potencializadores do sistema imunoldgico e desiat

de distribuicdo) com base no seu mecanismo de acédo
dominante. Enquanto os sistemas de entrega agem
principalmente localizando os componentes da vacina
para atingir as APCs, os potencializadores do rsaste
imunoldgico ativam diretamente estas células asrale
receptores especificos (por exemplo, tipo Toll @R3).
Assim, os sistemas de distribuicdo sdo usados para
promover a interacdo de ambos o0s antigenos e
potencializadores do sistema imunolégico com adas|
chave do sistema imune inato (O'HAGAN; VALIANT,
2003).

As vantagens potenciais dos adjuvantes vacinais
incluem o aumento da imunogenicidade de antigenos
fracos, a reducdo da quantidade de antigeno erdernu
de imunizacbes necessarias para se conferir acpmte
adequada (BRAZ et al., 2014).

3.6 Mecanismos de Degradacao da Vacina

Um desafio importante no desenvolvimento da
formulacdo de vacinas é identificar o0 mecanismo de
degradacdo responsavel pela instabilidade de cada
componente na formulacdo a fim de garantir a
estabilidade do sistema vacinal. Em vacinas e em
produtos farmacéuticos tradicionais, dois mecanssmo
bésicos de degradacéo sao, em grande parte, réspns
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pela instabilidade do produto: degradacdo quimica e
fisica (HASIJA et al., 2013).

A Degradacdo quimica envolve qualquer tipo de
processo que leva a uma ruptura ou formacao desnova
ligagcbes covalentes gerando novas espécies quimicas
Alternativamente, a degradacgédo fisica envolve ajtey
do estado fisico dos componentes da vacina, ta co
agregacédo, transicdo de fase ou desnaturacdo, sem
alteracdo da composicao quimica (HASIJA et al. 3201

A degradacao quimica mais comum em proteinas
e peptideos é a desaminagdo. Esta ocorre quando um
grupo amina € removido das cadeias laterais da
asparagina (Asn) e da glutamina (GIn). Em algusssa
a desaminacao pode resultar na reducdo da atividade
biolégica, enquanto que em outros, a funcdo biokgi
ndo € alterada. Existem relatérios indicando a
desaminagdo como causa do aumento da
imunogenicidade das proteinas terapéuticas, natenta
ndo ha relatos de tais mudancas no campo das sacina
(HASIJA et al., 2013).

A transferéncia de dissulfetos pode ser observada
em proteinas sob condicbes de pH neutro e alcalino
pode ser acelerada por tiois. Esta reacdo pode &va
estrutura alterada, instabilidade conformacionalem,
Gltima analise, a antigenicidade alterada de ambige
protéicos. A formacgdo incorreta de dissulfetos em
proteinas liofilizadas podem resultar em agregagdo
alteracbes conformacionais(HASIJA et al., 2013).
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Residuos de Cys em proteinas podem reagir com
espécies reativas do oxigénio (ROS) por reacdo de
oxidacdo para formar ligacbes dissulfetointra ou
intermoleculares. Outros subprodutos monomolecsilare
tais como &acidos ou sulfenilocistéico, podem ser
originados como resultado das mais severas corgld®de
oxidacao (FU et al., 2015).

A instabilidade ao calor de vacinas proteicas é
controlada pelo uso quase universal da refrigeragio
transporte e armazenamento, porém, a protecdoacontr
danos causados por temperaturas de congelamento
tornou-se uma consideragcao igualmente importante. A
reduzida eficacia da vacina em virtude a exposigao
temperaturas de congelamento, pode ser
atribuidoinstabilidade do antigeno e do adjuvardgos
mecanismos tém sido propostos para a aglomeracéo do
adjuvante exposto a baixas temperaturas. Estesmca
superacdo das forcas de repulsdo entre as pasticula
carregadas, criadas pelo aparecimento de cristageld,

e alteracdo da quimica da superficie das particulas
através do congelamento, além da troca ibnica idedsa
tampdao usados como adjuvantes (CLAPP et al., 2011).

As proteinas séo expostas a varias tensfes durante
0 processo de fabricacdo, incluindo variacbes de
temperatura, agitacdo vigorosa e exposicao a delven
organicos ou ambientes acidos. Além dos métodos de
fabricacdo, as proteinas sdo também susceptiveis as
condicbes biologicas extremas (por exemplo, o pH
gastrico) podendo ocasionar sua desnaturacdo e/ou
degradacdo, reduzindo a atividade biolégica e
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imunogenicidade, bem como gerando efeitos adversos
(JAIN et al., 2015).

3.7 Estabilidade de Proteinas em Formulagfes
Vacinais

A compreenséao dos problemas de estabilidade das
proteinas énecessaria para criar formulacdes afimeate
viaveis de maneira a manter a integridade da pratei
os fatores que afetam toda a vida Gtil do produto.

Durante o processamento e formulacdo da vacina,
a proteina € exposta a condigbes que podem teosfei
significativos sobre a sua estabilidade quimicdsied
que levam a agregacéo e, finalmente, a precipitégdo
et al., 2015). Por isso, é importante compreender a
circunstancias pelas quais a estabilidade da peotéi
comprometida.

A identificacdo das causas e dos mecanismos
moleculares de inativacdo da proteina de interésse
fundamental para ultrapassar as viasdegradativas C
base nesse conhecimento, estratégias de processamen
de formulacdo sdo exploradas com o propdsito de
impedi-los (FU et al., 2015).

Pequenas, proteinas de dominio Unico geralmente
exigem condi¢cdes extremas para desdobrar, mas para
grandes proteinas, de varios dominios, condicdes
relativamente delicadas podem ser suficientesipamiar
a agregacao. Estados parcialmente desdobrados sao
muito mais suscetiveis a agregacdo do que o estado
nativo, devido a exposicdo de regides hidrofébicas
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contiguas que estdo embutidas no estado nativo ou
ausente no estado desnaturado (FROKJAER; OTZEN,
2015).

Middaughet al(2007) investigaram o dobramento
da cadeia recombinante de ricina A e duas variantes
genéticas criadas como vacinas potenciais. Nes®, ca
uma proteina mais termoestavel foi feita através da
remocado de residuos do dominio C-terminal que
contribuiram para a adocdo de um estado parciadment
dobrado, assim como eliminou a atividade enzimatica
toxica através da remocdo de residuos cruciais para
ligacdo com o substrato. Outra melhoria para a
construcao de versdes de dominio Unico, ndo pakswin
dominio C-terminal, foi realizado através da renoogé
um loop protease sensivel.

Formulagdes estratégicas incluem a utilizacdo de
excipientes ou modificagdo de proteinas para redwi
reacfes quimicas prejudiciais, tais como desaminaga
de permuta de dissulfeto (FU et al., 2015). Ospeantes
tém demonstrado serem eficaz na protecdo de pastein
apos a administracdo, presumivelmente por "corigelar
conformacdo da proteina e, assim, reduzir a sua
propensdo para sofrer reacdes deletérias (FROKJAER;
OTZEN, 2015).

Uma abordagem para melhorar a estabilidade
térmica de vacinas é a utilizacdo de adjuvantetendo
aluminio combinados com tampdes, pois sao
responsaveis por controlar o estado de ionizac& da
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cadeias laterais dos aminoacidos do antigeno (CL&PP
al., 2011).

Middaugh et al., (2007) melhoraram a
estabilidade térmica de vacinas através de pesaigisa
diagrama de fase empirico, onde o0 antigeno ¢é
caracterizado através de técnicas biofisicas gebedies
condicdes, tais como pH, temperatura e forca iQica
a finalidade de definir as condicbes de formuladaais
para manter as propriedades estruturais pretendidas
partir dos resultados destes estudos, foi possoredluir
que os adjuvantes contendo aluminio de fato reanita
em formulacbes com aumento da estabilidade térduca
antigeno no estado adsorvido.

Formulacdes vacinais contendo excipientes como
o propilenoglicol com o tampé&o de fosfato-histidara
vacinas da hepatite B atingiram estabilidade realca
guando exposta ao calor e ao congelamento (24)yaOut
estratégia para controlar problemas de estabilidade
uso de adjuvante contendo aluminio em formulacdo de
vacinas na forma de p6 seco (CLAPP et al., 2011).

Um método para a producdo de formulacbes
biologicas secas envolve a utilizacdo de fluidos
supercriticos. Este processo foi usado para produza
vacina com o antigeno da hepatite B contendo adfava
de hidroxido de aluminio seco. Apds a reconstityigh
vacina apresentou pouca perda detectavel em patéuci
imunogenicidade em ratos (CLAPP et al., 2011).

Os métodos de secagem requerem aguecimento
ou congelamento, os quais podem ser problemataas p
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0S componentes da vacina, pois, € necessario uso pas
adicional da reconstituicdo antes da administracao,
ocasionando uma fonte adicional de erro e outrdicaa
de estresse durante a preparacao (SIEVERS e0@r).2

Sievers et al., (2007) relataram que a formulagao
em po era estavel ap6s 0 armazenamento a 66°CQaté
dias) e — 20°C (até 43 dias). O método também tdém s
utilizado para produzir uma formulacdo em po inalav
de vacina viva atenuada contra sarampo. Similar aos
meétodos de secagem por congelamento, a maioriasdest
formulacbes requerem um ou mais adjuvantes,
geralmente tenso ativo ou agucares.

Wang et al., (2015) relataram que proteinas de
ovalbuminas incubadas mantiveram a sua estrutam, c
poucas diferencas nas estruturas primarias, segasai
terciarias, quando aprisionadas em matrizes dededr
Essas proteinas apresentaram menos dispostas a
desnaturacao e agregacao nas matrizes devidovaaele
teor de 4gua, e manteve uma alta antigenicidadedss
0s casos estudados.

Vacinas baseadas em particulas semelhantes a
virus (VLP), que sé@o formas oligoméricas de pra@igin
recombinantes, representam uma alternativa segura e
eficaz. As VLPs oferecem respostas imunes supstriore
presumivelmente devido a presenca de multiplos
epitopos que simulam a superficie do virus. Noreota
eficacia destas vacinas pode ser melhorada pelanpa
de adjuvantes, por exemplo, as vacinas de VLP a&ontr

HPV desenvolvidas pela Merck e GSK incluem o
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adjuvante de aluminio na sua formulacdo (WANG et al
2015).

4. CONCLUSAO

O conhecimento da estabilidade fisica e quimica
das proteinas para o desenvolvimento de formulagbes
vacinais € crucial para a manutencao da sua coaf@on
nativa em todas as fases de fabricacdo, armazetmamen
administragéo, a fim de obter uma vacina bem sdeedi

Estratégias para formulagdo de vacinas protéicas
sd0 necessarias para estabilizar estas moléculas,
relativamente frageis, contra tensfes quimicasieali
encontradas durante o desenvolvimento. Estes rexguis
sdo abordados através da incorporacdo de uma
combinacéo seletiva de diferentes classes de ertgs,
de maneira que seus efeitos sobre a estabilidade e
poténcia do produto sejam monitorizados.
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RESUMO - A etapa produtiva do processo de
sanitizacdo é um campo que envolve desafios no
desenvolvimento e implementacdo. O conhecimento dos
diversos tipos de produtos envoltos neste procédsiio

com base na caracteristica dos valores de pH
apresentados, para a remocao ideal da sujidade. As
solucbes para sanitizacdo podem ser constituidas da
associacdo de materiais que irdo caracterizar o seu
poder de remocao da sujidade. Assim como impos$to pe
orgao regulador, para a industria farmacéutica esse
processo deve ser documentado e validado. Sendo
possivel observar que a sanitizacdo, quando contzara
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com a producédo usual de medicamentos, nao se uifere
Entretanto, ela € crucial para a seguranca e efiaaio
produto.

Palavras chave: industria biofarmacéutica, vacinas,
boas praticas de fabricacado, validacdo de limpeza.

1. INTRODUCAO

Sabe-se que o0s processos de biotecnologia
industrial s&o envoltos por varias etapas. O psIee
“downstream” € responsavel pela producdo de mascul
bioldgicas, como por exemplo, anticorpos monocknai
para uso clinico, comercial ou de pesquisa (COX;
COULTER, 1997). A concepcao e implementacdo de
protocolos de limpeza adequada sdo parte das Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) que garantam a produca
controle das condi¢cdes para producdo das biomakecul
(BRASIL,2010).

Para muitos processos biolégicos, nem todas as
interacdes quimicas ou fisicas dos componentesasom
materiais sdo compreendidas ou definidas. Um ex@mpl
deste processo de desafio desconhecido pode envolve
proteinas hidrofébicas aderirem as partes hidro&shdo
equipamento (BANAT, 1995). Estes tipos de interacde
inespecificas, junto com compatibilidade quimicag s
critérios fundamentais que devem ser levados em
consideracdo nos desenvolvimentos de protocolos de
limpeza, incluindo a definicdo dos reagentes d@da,
tempo de contato, temperatura, sequéncia de lavagem
enxague, numero de ciclos e expectativa do tempo de
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vida dos materiais e equipamentos (SEIBERLING,
2008).

Como citado por LeBlanc (1993) limpeza é o
primeiro passo na producdo da proxima bateladane te
grande impacto na seguranca e eficacia do prodoito.N
protocolo de limpeza/sanitizacdo para biorreatores,
colunas de cromatografia, membranas, tanques e
tubulacdes, a natureza das superficies a seremadimp
devem ser cuidadosamente avaliadas (CHISTI; MOO-
YOUNG, 1994). Ao procurar a limpeza ideal ou agente
de sanitizagdo, é possivel encontrar uma selecdo de
excelentes reagentes de uso Unico, porém é fundaimen
entender o efeito que cada agente possui perante 0s
equipamentos em termos de compatibilidade e
longevidade (AARNISALO et al., 2000).

Sendo assim, 0 estudo teve como objetivo
identificar os principais agentes de sanitizacdl@atios
em processos biotecnolégicos. Bem como, classifcar
conceituar o modo de acdo dos agentes de sandjzaca
além de definir seu modo de uso.

2. MATERIAIS E METODOS

Levantamento bibliograficos de publicac6es
atualizadas (artigos, dissertacdes, teses e ljvioss
principais bancos de dados (PubMed; Scielo; Science
Direct; Google Académico). Palavras chaves utibzad
industria biofarmacéutica; vacinas; sanitizacdoasbo
praticas de fabricacéo; validacéo de limpeza.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos aspectos mais importantes na Garantia da
Qualidade da Industria Farmacéutica é a higiene tem
como finalidade assegurar a qualidade sanitara tio
produto (ARAUJO; BORIN, 2012). A desinfeccédo dos
equipamentos € importante para o controle de
contaminacgao cruzada, evitar a formacao de bio§ilme
de outras ndo conformidades de origem bacteriana,
durante a producao/fermentacdo (BREMER, et al.6200
BHADORIYA et al., 2013).

O processo de higienizacéo € divido em duas etapas
bem definidas: a limpeza e a sanitizagdo. O olgetiv
primordial da limpeza é a remoc¢éao de residuos @gan
tais como proteinas, minerais e lipideos, enquanto
sanitizacdo tem por objetivo eliminar microrganismo
patdgenos e reduzir o numero de microrganismos
deteriorantes a niveis estabelecidos pelos 6rgéaos
sanitarios (CONSTABLE et al., 2007).

No processo de limpeza, a adesao a superficie tem
de ser contida, fornecendo forcas que contrariem a
adesédo. Estas forcas podem ser reduzidas peloso quat
parametros basicos de qualquer processo de limpeza.
Esses parametros sdo: Tempo de limpeza; Temperatura
da limpeza; Acdo mecénica; Atividade quimica donége
de limpeza (SEIBERLING, 2008). Os quatro parametros
basicos do processo de limpeza sédo todos depeadente
uns dos outros. A reducéo ou o aumento de qualgquer
desses componentes vai alterar o equilibrio dosidem
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O desenvolvimento de um método de limpeza
personalizado inicia-se com uma amostra obtidartr pa
do fabricante. Dependendo da informacdo dada, te tes
de solubilidade seletiva sera realizado sob coedicd
padronizadas (temperatura, volume, agitacdo, etc.)
utilizando solucdes de limpeza alcalina, neutraidas.

O teste pode resultar em um processo de limpetasde
Gnica (pré-lavagem de limpeza a solucdo de pos-
lavagem) ou uma de duas fases de limpeza (prédavag
primeira limpeza solucao de intermediariolaagem de
segunda limpeza solucdo de pos-lavagem) (LeBLANC e
al., 1993; BREMER, 2006; DAS; MUKHERJEE; SEM,
2009).As solucdes de limpeza podem conter uma, duas,
ou mesmo em alguns casos trés produtos de limpeza
formuladas para conseguir o melhor resultado.

Os agentes de sanitizacdo podem ser classificados
pela sua aparéncia fisica ou pela sua finalidadasde
No entanto, o método mais adequado para investigar
composicao de produtos de limpeza industriais éagam
com uma estrutura légica que divide a limpeza erpag
dependendo do seu pH (SHARNEZ, 2011). A maioria
dos produtos de limpeza industriais sdo alcalinos o
acidos. Produtos neutros sao utilizados principatene
para a limpeza manual, superficies sensiveis ouocom
aditivos para produtos de limpeza alcalinos oudicid

Sujeiras inorganicas sdo mais soluveis em produtos
acidos do que em solucbes alcalinas. No entanto, a
escolha dos acidos pode ser restringida por um mime
de razbes, incluindo a corrosdo do equipamento. A
compatibilidade com outros componentes de limpeza e
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efeito sobre o meio ambiente, também deve ser
considerado. Produtos de limpeza acidos podem ser
divididos em desincrustastes e produtos de limpeza
acidicos (HOWARD;HOOD, 2005; BREWER, 2008).

Os desincrustantes acidos servem o Unico proposito
de remover escala inorganica, como por exemplstaso
de sais da agua. Eles consistem essencialmenta de u
uma mistura de dois acidos e um inibidor da coopsa
que se destinam a ser usadas em superficies ssresive
acidos (BREWER, 2008). Encrustacfes inorganicas
aparecem frequentemente em combinacdo com
encrustacdes organica sendo assim, seria vanigsar
de produtos de limpeza que possam lidar com ambos o
tipos de sujidades. E possivel formular produtos de
limpeza acidicos, através da combinacdo de agentes
tensoativos com &cidos selecionados.

Outro segmento de limpadores sdo 0s neutros, no
qual significa muitas vezes um detergente suave num
intervalo de pH de cerca de 6 (pele humana) a aaca
10 (sabonete). A eficacia destes produtos de limpez
baseia-se na detergéncia de surfactantes supartaskes
produto pode ser muito eficiente em relacéo aigagéo
de produtos hidrofébicos e gorduras mas, outragnmaat
organicas como proteinas, pode constituir um prodale
Para superar este problema, existem produtos geim
gue contém enzimas neutras para lidar com protenas
outros materiais organicos. Produtos de limpezdedes
tipo sdo usados para limpar membranas sensivgi$iao
utilizados em processos de filtracdo de fluxo adoza
(CHIST; MOO-YOUNG, 1994; BREWER, 2008).
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Por sua vez, os limpadores alcalinos tais como,
hidroxido de sddio, podem reagir com grupos furai®n
da matéria organica e converter a sujeira orgamica
composto sollivel em agua ou alterar a naturezaicmim
ou fisica para que possa ser mais facilmente retoovi
Além disso, alguns compostos de limpeza mostram um
aumento da eficacia num ambiente alcalino.

O hidroxido de sodio, especialmente quando se lida
com residuos organicos, é a escolha usual paraeadea
um agente de sanitizacdo. Em alguns casos,
especialmente quando a formulacdo de produtosraisal
fortes que contenham outros componentes de limgraza
uma concentracdo elevada, € vantajosa a utilizdedo
hidroxido de potassio. Hidroxido de potassio também
melhora a estabilidade dos limpadores alcalinos
(SEIBERLING, 2008; BHADORIYA, 2013).

Agora torna-se Obvio que uma boa limpeza tem de
ser formulada de acordo com os requisitos do nahteri
ser removidos. Um produto de limpeza industrial
projetado para industrias de laticinios ou de ailto®
nao seria a melhor escolha para a limpeza na maust
farmacéutica. Ndo € apenas o0 tipo de sujeira, mas
também requisitos das industrias farmacéuticasesabr
coeréncia de um produto, pureza, etc., que exigem u
gama de produtos exclusivamente dedicados para a
limpeza de equipamentos de producdo (BANAT,;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Os processos de limpeza tém por objetivo que o
préximo lote do produto, ndo seja contaminado &rpar
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de qualquer produto quimico ou fonte microbiologica
Evitar a contaminacdo de um lote de producdo se
concentra principalmente na prevencdo de trangigio
residuos do produto a partir de um lote antergto &
especialmente importante quando ha mais de undépo
produto sendo produzido no mesmo equipamento de
processo. Para se chegar a niveis de residuos owlos
aceitaveis dependera de fatores basicos como:heasdol
detergente, cinética de limpeza, temperatura de&ole
tempo de contato. Infelizmente, ndo ha "féormula
matematica" e, na pratica, depende muito de expeag
anteriores e resultados de testes (KENDRICK.
CANHOTO; KREUZE, 2009; HWANG, 2010).

Véarios fatores devem ser considerados no
desenvolvimento do processo de sanitizacdo. Nao séo
apenas eficacia e desempenho, mas também questdes
mais amplas, como a toxicidade do produto e os seus
efeitos ambientais. Além disso, a industria quimica
concordou voluntariamente em renunciar a utilizagéo
determinados produtos quimicos (SINCLAIR et al.,
2008).

Os proprios agentes de limpeza modernos séo
cada vez mais compativeis com o meio ambiente, de
modo que o uso desses produtos raramente provoca
problemas especificos durante o tratamento de aguas
residuais. Fosfatos e nitratos sdo nutrientes plaraas
como algas e, portanto, contribuem para a eutigiiza
das aguas (FERARD; BLAISE, 2013). Eles podem, no
entanto, através de determinados processos sefaeatieg
parte removido em estacOes de tratamento de eszos
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verdade, a quantidade dessas substancias que erdram
curso de agua por meio de produtos quimicos é minim
guando comparado as descargas agricolas e residenci

Tomando ciéncia dos diversos processos que se
fazem presentes na producgdo industrial biotecntdggi
seja ele produgcdo de vacinas, biomoléculas ou ®utro
derivados bacterianos ou celulares, a sanitizacao
adequada é fundamental para assegura a qualidede fi
de cada produto.

4. CONCLUSAO

Através dos aspectos analisados e sempre
observando os cuidados necessarios para limpeza,
conclui-se que a utilizacdo dos agentes de sagéiiza
disponiveis e utilizados na industria biofarmaa@utido
difere substancialmente dos utilizados na industria
farmacéutica / cosmética assim como, seus planos de
validacéo e disposicao de seus efluentes.
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RESUMO - O cancer é caracterizado por mais de 100 tipos
de doencas, e a evolucdo do conhecimento ciengiéomitiu

um maior esclarecimento sobre as vias carcinogé&nica
ampliando conceitos antes baseados apenas na
hiperproliferacado celular, para conceitos mais cdexos
como a interacdo das células tumorais e 0 sistemmane.
Esse novo olhar permitiu o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas através da estimulagdo da
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imunidade antitumoral. No microambiente tumoral sei
uma conversa dinamica entre as células neoplaseas
células do sistema imune que podemfavorecer our inib
crescimento tumoral e/ou metastase. Neste contedo,
imunoterapias tém como principal objetivo auxil@sistema
imune na luta contra as células cancerigenas elateate a
combinacdo de terapias convencionais associadas a
imunoterapia tém se mostrado mais eficazes na e@gdo

e na diminuigéo da recidiva. Foi realizado um letzanento
bibliografico através dos bancos de dados PubMeikl&
Google Académico e Science Direct, utilizando como
palavras-chave: cancer, imunoterapia, vacinas,
imunobioldgicos e seus respectivos sinbnimos etésngom

0 objetivo de investigar o estado da arte das ppais
imunoterapias aplicadas aos mais diversos tipos de
neoplasias.

Palavras chave Abordagens Terapéuticas; Neoplasias;
Sistema Imune.

1. INTRODUCAO

Cancer € a segunda doenca que mais mata no mundo,
ficando apenas atras das doencas cardiovasculbsa.
doenca € composta por um conjunto de alteracOedaces
que levam ao crescimento celular desordenado, daysar
diversos fatores intrinsecos como mutacdes heredit@u
extrinsecos como fatores ambientais e nutricioflamstituto
Nacional do Cancer, 2014).

No microambiente tumoral sédo encontradas diversas
células do sistema imune como macrofagos e lidda@tuma
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gama de mediadores quimicos inflamatérios. Apesarasl
células neoplasicas expressarem proteinas estrutwra
quantitativamente diferentes das proteinas normaispaioria
das vezes elas conseguem driblar a ativagdo derespasta
inflamatoria eficiente para a sua eliminacao e grasa utilizar
o sistema imune ao seu favor (Quail & Joyce, 2013).

Baseados nestas interagOes, diversos estudos tém
demonstrado que um fenotipo mais agressivo dadasélu
tumorais € diretamente dependente destas interagiiies
célula e microambiente tumoral. Assim, novos tr&taios tém
sido desenvolvidos para permitir uma ativacdo ingioa
mais efetiva capaz de erradicar e/ou aperfeicotnateamentos
convencionais para o cancer (Joyce & Fearon, 2015).

Vérias terapias utilizam a manipulagdo da imunidade
antitumoral, incluindo a imunizagdo passiva poricanpos
monoclonais, a introducédo de adjuvantes no microzmd
tumoral e a administragéo de citocinas sistémiSastf et al.,
2015). Neste contexto, o presente trabalho tem como
objetivosdeterminar o estado da arte das principais
imunoterapias aplicadas no tratamento e preveng&armter e
tracar um quadro tedrico com base na literaturpujdlicada
sobre a relacéo do desenvolvimento tumoral e erssimune
destacando as principais abordagens terapéuticasardeer
imunologico aplicadas no controle e erradicacaodiesrsos
tipos de cancer.
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2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho desenvolvido teve carater exploratorio,
através de uma pesquisa bibliografica em livrosigas
cientificos, teses e disserta¢cdes. Foram utilizadobancos
de dados PubMed, Scielo, Google Académico e Science
Direct, utilizando como  palavras-chave: cancer,
imunoterapia, industria farmacéutica, vacinas,
imunobioldgicos e seus respectivos sinbnimos enédng

Foi realizada uma leitura inspecional de todos os
resumos do material selecionado de forma rapidbjetiva
para a selecdo dos textos que mereceram uma |eiaisa
atenta e profunda. Foram excluidos os trabalhoicadios
em idiomas que nao portugués, inglés ou espanipdis Asta
exploracdo, foi realizada uma avaliacdo critica tlodos
selecionados e estes foram organizados por ordem
cronolégica para permitir uma analise comparativaa d
evolucéo temporal sobre o tema.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Aspectos Gerais do Cancer

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, em 2012,
cerca de 32,6 milh6es de pessoas viviam com cadeetre
0s quais 8,2 milhdes morreram dessa doenca. Aplesaer
uma das principais patologias estudadas, em 2080 sa
esperados 75 milhdes de pessoas acometidas e Haemie
Obitos por sua decorréncia. No Brasil, o cancepmistata
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lidera o ranking de incidéncia em homens, excluinddncer

de pele ndo-melanoma com uma meédia de 70,42 casos p
100.000 habitantes. Em mulheres, excluindo o categele
ndo-melanoma, as maiores taxas de 6bito e de mzaléao
causadas pelo cancer de mama, acometendo uma dedia
56,06 casos a cada 100.000 habitantes (Datasus),. 201

O céancer é caracterizado como um conjunto de mais
de 100 doencas que tém em comum O crescimento
desordenado de células que invadem os tecidos &sjrg
podendo espalhar-se para outras regides do corgea E
doenga tem como causas principais fatores extecoosy a
exposicdo a elementos carcinogénicos, e fatoresnog
como mutagles, estando ambas inter-relacionad&nd&y
et al, 2013; Instituto Nacional do Can@914; Print
et al., 2014).

O desenvolvimento cientifico permitiu a elucidadéo
processo carcinogénico e, apesar de ser considerado
heterogéneo no que se refere a etiologia e pa@mgagumas
propriedades sdo comuns entre os diversos tipasacieer,
sao elas: potencial proliferativo ilimitado, autafséncia em
sinais de crescimento, insensibilidade a sinaisi- ant
crescimento, reprogramacdo do metabolismo eneogétic
evasdao da morte celular programada, manutencdo da
angiogénese, ativacdo da invasdo e metastase,todefei
cromossomicos e instabilidade gendmica, escapastEma
imune e inflamag&o. Essas propriedades resultanunoz
interacdo complexa entre as células tumorais eéhilas
presentes no microambiente tumoral como as células
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mieldides, do sistema imune, endoteliais e fibrstos
(Hanahan & Weinberg, 2011).

3.2. Aspectos Imunologicos do Cancer

Os tumores sao infiltrados por células do sistema
imune inato e adaptativo, ativando condi¢es irdigmas.
Cada lesdo neoplasica contém células imunes pessent
uma densidade que varia de infiltracbes sutis titers
apenas com anticorpos especificos até inflamagdesgque
sdo aparentes até mesmo por meio de técnicas olegid
histoquimica padrao (Page et al., 2010).

A presenca do sistema imune tem grande influéreia n
potencial neoplasico dos tumores, e de uma formral,ge
novas células tumorais imunogénicas sdo combapets
sistema imune e eliminadas. (Gajewski et al., 20E
contrapartida, a inflamacdo pode contribuir para o
desenvolvimento do tumor através do fornecimento de
moléculas ativas, como fatores de crescimentoresitpro-
angiogénicos e enzimas modificadoras da matrizestular
(Denardo et al.,, 2010). Em adicéo, as células nrdtarias
presentes no microambiente tumoral podem secrgpeces
reativas de oxigénio, as quais sdo capazes dercausacoes
nas células neoplasicas, acelerando a evolucdo e a
malignidade do tumor (Grivennikov et al., 2010).

Os macrofagos ativados pelo interferonfINF-y)
participam da resposta inflamatoria aguda em ekesgdiciais
e sao responsaveis por eliminar as célulasonais
através da secrecdo de espécies reativas de iaxigén
entretanto, quando ativados pelas interleucinay 4lle 13
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passam a secretar grandes quantidades de IL bihdaia
ativacdo das células citotoxicas e favorecendoogressao
tumoral (Joyce, 2015). Assim como 0s macrofagos, 0s
linfécitos T também atuam de forma ambigua na
tumorigénese. Os linfocitos T CD4+ da via Thl séo
responsaveis pela atuagdo antitumoral dos mac®tgaves

da secrecao do INf-Em contrapartida, as CD4+ da via Th2
secretam IL 4 e 13 e bloqueiam a resposta do tido(Quall,
2013).

As células Th1l7 também tém fungBes contraditoréas n
cancerologia, reprimindo ou promovendo 0 cresciment
tumoral dependendo da situacdo, ao liberar adeaosin
imunossupressora ou  erradicando melanomas em
camundongos, respectivamente (Wilke et al., 20HlleR et
al 2014). Ja os linfécitos T-reg vém sendo relaaims a vias
de supressédo da resposta imunologica contra tunradtesdo
como agentes como pro-tumorais ao inibir respostas
células T citotoxicas, além de estarem signifieatiente
mais expressos em tecidos com cancer (Redman& Chang
2009). Os linfécitos B quando encontrados no mitidmiante
tumoral modelos de melanoma, podem secretar grandes
quantidades de citocinas anti-inflamatérias comd0l.com
papeéis contraditérios ao favorecer a tumorigénBslallp et
al., 2010; Mannino et al., 2015).

A ambiguidade de atuacdo do sistema imune no
desenvolvimento do cancer pode ser explicada pelsiaa
variedade de fungbes que este sistema exerce, &s qu
incluem o reconhecimento e a eliminacdo de agentes
infecciosos e a resolugdo da inflamacdo, com seéguen
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eliminacdo dos debris celulares e cicatrizacao l{iageet al.,
2010). Assim, o balanco entre uma resposta inflanaapro e
anti-tumoral se torna o foco primordial no desewmvénto
de terapias destinadas ao redirecionar essas sétata a
destruicao do tumor.

3.3. Imunoterapias no Cancer

A imunoterapia € um componente central em muitos
tratamentos do céancer e se baseia na fortificacdo o
modulacdo do sistema imune do paciente para comaste
células neoplasicas (Antonia et al., 2014). Muitaxspias
fazem uso da imunidade antitumoral, incluindo anmacao
passiva com anticorpos monoclonais (Mabs), a agép de
adjuvantes no microambiente tumoral ou de citocinas
inflamatorias, e a vacinagdo contra infec¢des rhiaras
oncogénicas como profilaxia. A imunoterapia também
importante componente no transplante de medula no
tratamento de neoplasias sanguineas (Dougan & frano
2009).

Apesar de ser bem aceita, essa terapia s6 gantgau fo
ha cerca de uma década, com os adventos da imimolog
molecular. Atualmente esta abordagem tem como foco
aumentar a atividade da imunidade antitumoralprcaee
perturbar as vias reguladoras essenciais para atemgao da
tolerancia do tumor, e conta hoje com cerca de peloos 20
tratamentos clinicos aprovados, dentre os quajwinsipais
estdo descritos na tabela 1(Angell & Galon et8l1,3).
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Tabela 1Principais Imunoterapias para o cancer aprovadisisaiente

INDICACAO REFERENCIAS

TERAPIAS PROFILATICAS

VacinaHBV CarcinomaHepatocelular Davis, 2005
VacinaHPV Cancer cervical Villa,2007
Antibidticos Cancer Gastrico, Linfoma Parkiret al. 2005;Eslick,

GastricoMALT 2006

ADJUVANTESE

CITOCINAS

BacilodeCalmette-Guérin Cancer SuperficialdaBexiga Sylvesteret al,2005

Imiguimode Carcinomadecélulasbasais, van Seterst al,2008

Ceratoseactinica
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IL-2eINF- a Melanoma,carcinomade Atkins et al,1999;Motzeet

células renais al.,2002

TNF-a Sarcomadetecidosmoles, Lanset al,2005
melanoma
Palbociclibe Céancer demama LuJ,2015
Ibrutinibe LeucemiaLinféideCronica, DeClagt al, 2015
LinfomadeCelulas doMarto Chakrabortgt al, 2015
eMacroglobulinemia de
Waldenstrom

Vorinostate Cancer depele Kavanawghal 2010
ANTICORPOS
MONOCLONAIS
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Rituximabe LinfomanaoHodgkin, Coiffier et al,,2002;Marcus

Leucemialinfociticacrénica & Hagenbeek,2007

Ibritumomabe LinfomandoHodgkin Witziget al,2002
Tiuxetana LinfomandoHodgkin Witziget al.,2002
Tositumomabe LinfomandoHodgkin Fisheret al.,2005
Alemtuzumabe Leucemialinfociticacronica Keatinget al,2002
Nivolumabe Cancer pulmédoemelanoma Bayless& Schneider,2015
Metastatico Schmid-Bindert, 2015
Gentuzumabe Leucemiamieloblastica Brosst al, 2001
Aguda

Trastuzumabe Cancer deMama Hudis, 2007
Cetuximabe Cancer Colorretal Meyerhardt&Mayer, 2005
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Panitumumabe Cancer Colorretal VanCutserst al.,2008

Bevacizumabe Cancer Colorretal ePulméo Bukowskiet al.,2007
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3.3.1. Terapias Profilaticas

Uma das principais terapias profilaticas para aceén
€ a vacina contra o virus da hepatite B (HBV). O
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular associad
infeccd@o pelo virus HBV é a relagdo cancer-agemigiental
mais bem estabelecida, onde pacientes com hep#iiteca
apresentam um risco de desenvolver o hepatocarairif
vezes maior que os ndo infectados pelo virus (Sorerm
2009). Por esta razéo, a vacina contra o HBV fprimeira
terapia profilatica desenvolvida contra o céanceravb,
2005).

O cancer cervical causa mais de 250.000 mortes por
ano em todo o mundo, e os subtipos 16 e 18 do HR&be
associados com 70% dos casos. Assim, as vacindg con
estes subtipos foram desenvolvidas especificameata a
prevencao do cancer cervical através da inducamtimorpos
neutralizantes contra as proteinas do capsideoRig Hl e
L2. Ambas as proteinas se organizam em particulas
semelhantes aos virus, que quando expressas easmasst
recombinantes induzem forte resposta humoral pedacgo
de anticorpos neutralizantes, apresentando umacefide
98% (Villa, 2007).

Assim como as viroses, a infeccdo bacteriana pela
Helicobacter pylori esta associada ao desenvolvineio
carcinoma gastrico e do linfoma de células B daazon
marginal do tecido linfoide associado a mucosa (WAL
(Parkin et al., 2005; Eslick 2006). Assim, a ercadéo da H.
pylori através do uso de antibidticos tem como tblge
principal evitar as alteragbes das mucosas, redozis
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chances de desenvolvimentos de ambos 0s tumorgEgms
(Wong et al., 2004).

3.3.2. Adjuvantes e Citocinas

Um dos principais adjuvantes utilizados na clirdaa
Bacilo de Calmette-Guérin intravesical, eficaz educédo do
risco de recidiva e recorréncia em pacientes comcerade
bexiga com tumores ndo-musculo invasivo ap0s reéeec
transuretral. Este bacilo é uma cepa atenuada do
Mycobacterium bovis que auxilia a acdo das células via
Th1l (Houghton et al., 2013).

Os microrganismos podem aumentar a resposta imune
inata através da ativacdo da resposta mediadaepeptores
do tipo Toll, e devido ao seu alto potencial img&mico
agonistas destes receptores estdo sendoaddiizcomo
adjuvantes imunologicos na terapia contra o cander.dos
exemplos é o imiquimode, agonista do receptor Tipth 7
que tém demonstrado eficacia no tratamento de &snor
epiteliais de baixo grau e lesbes pré-cancerigddasl,
2015). A ativacdo de receptores tipo Toll 7 alématiear
células apresentadoras de antigenos, também aaena
linfécitos T e NK (Hamm et al. 2009).

As citocinas sdo mediadores quimicos que participam
de diversas vias da resposta inflamatéria, e spazea de
promover a ativacdo e diferenciacdo das célulasistema
imune e devido a estas caracteristicas algumas titasido
utilizadas no tratamento de diversos tipos de tesia@om
eficacia cientificamente comprovada. Como imungie@ o
INF-a atua em diversos elementos do sistema imune camo n
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maturacdo das ceélulas dendriticas apresentadoras de
antigenos, ativacdo das células NK, linfocitos tdtokicos e
macréfagos sobre as células tumorais infectadas com
indicagdo para o tratamento do carcinoma renal stéieo
como adjuvante a cirurgia (Lamm et al., 2014).

J4 a IL-2, devido a sua capacidade de estimulagéo d
sistema imune, tem utilizagdo no tratamento do moshe e
da leucemia mieléide aguda aumentando a sobrevida d
pacientes, e no carcinoma renal metastético slieagéio tem
apresentado remiss6es em até 30% dos pacientezefMatt
al., 2002). Em contraste com as atividades imunaohaddras
da IL-2 e do INFe, a acéo citotoxica mediada pelo TMF-
tem sido aplicada localmente na imunoterapia deinslg
tumores. Sua acao citolitica tem sido aplicadarat@rnento
de sarcomas de tecidos moles e melanoma, bem como n
tratamento de neoplasias secundarias a AIDS, pdahuoente
no sarcoma de Kaposi (Lans et al., 2005).

3.3.3. Anticorpos Monoclonais

As células tumorais sao formas mutantes das psdpria
células e expressam proteinas especificas que smuetees
nao sao reconhecidas como estranhas pelos anscpno
nao serem imunogénicas, e por esta razdo nao paresade
ativar as células do sistema imune que necessitsta d
(Abbas, 2008). Por esse motivo, pesquisadores ugam
processo de producdo de anticorpos monoclonais YMab
especificos contra proteinas expressas em céluasrais,
com o propdsito de marca-las para a morte (Von bfehr
2003).
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As neoplasias hematolégicas contam um arsenal
diversificado de Mabs para o0 seu combate, em destamos
anticorpos que se ligam as proteinas de membrassese
tipos de neoplasias, como alemtuzumabe que s ligA52
neoplasica presente na leucemia linfocitica crénioa
gentuzumabe especifico para a CD33 nas leucem@gidas
agudas e o reconhecimento da CD20 no linfoma n&@gkio
e na leucemia linfocitica cronica pelo Mabs rituabe,
ibritumomabe, tiuxetana e tositumomabe (Brosslet
2001; Fisher et al. 2005; Keating et al. 2002 ;Witet al.,
2002).

O tratamento de tumores solidos conta com seis
principais Mabs clinicamente aprovados, trastuzwanab
nimotuzumabe, cetuximabe, panitumumabe e bevacizema
além do pertuzumabe, inibidor da dimerizacdo do HER
utilizado contra cancer de préstata, mama e ov@soquatro
primeiros se ligam aos receptores dos fatores ekxionento
epidermais (fEGF); o cetuximabe e o panitumrhengao
aplicados no tratamento de céncer colorretahsidico; o
transtuzumabe no cancer de mama; e o0 bevacizumabe
reconhece e bloqueia o VEGF-A e é usado contrancecdle
mama e o glioblastoma (Hudis, 2007; Jonker eR@Dy; van
Cutsem et al., 2007).

Muitos Mabs também sao capazes de inibir as vias de
sinalizacdo dos seus alvos, como o0 cetuximabe e
pantitumumabe que inibem a sinalizacao do recejudEGF
através do bloqueio das interagfes desta moléDeldorma
similar, o rituximabe e o trastuzumabe inibem ai@@nese
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dependente do fator de crescimento endotelial leascu
(VEGF) através da ligacao com este fator (Li et2405).

A producéo e utilizagdo de Mabs tém se tornado um
mercado cada vez mais promissor e segundo Guimaraes
(2014) existem mais de 150 industrias produzindoacee
300 Mabs diferentes para o tratamento do cancete @n
producdo de anticorpos monoclonais é o0 setor qresamta
maior crescimento anual (12,4%). Assim, a idetdfao de
novos receptores tumorais especificos e a s&gue
producdo de Mabs especificos deve expandimeeraide
tumores que podem ser efetivamente tratados pa@a est
abordagem terapéutica, trazendo assim novpsrag;as
na erradicacao desta patologia (Guimaraes, 2014).

4. CONCLUSAO

A procura por novas terapias imunes contra o cancer
tem como principal objetivo o estabelecimento déatnentos
mais eficazes e menos toxicos. Muitas terapias ahdgicas
obtiveram sucesso e atualmente s&o utilizadas inececlde
forma combinada com a terapia convencional, emi@ta
risCos como 0 aumento de doencgas autoimunes esasg@de
de terapias complementares tém impulsionado asuisesq
nesta nova abordagem terapéutica do cancer.
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RESUMO - O presente trabalho tem por objetivo
avaliar os principais fatores interferentes em cadapa

do processo produtivo, bem como as metodologias
usadas no controle de qualidade da producédo de
biomedicamentos, a fim de garantir a seguranca do
produto. A metodologia baseia-se na revisdo de
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literatura, através de buscas nas bases de dados:
PubMed, Portal de Periédicos CAPES, LILACS e
SciELO; além de pesquisas nas farmacopéias (bresile
americana e européia) e resolugcbes da ANVISAA
qualidade dos biomedicamentos é estabelecida aravé
da caracterizacdo fisico-quimica e biologica da
substancia ativa/produto final em conjunto comstesna

de producdo e controle do processo. Os orgaos
regulatérios recomendam que esses produtos sejam
testados por uma combinacdo de testes analiticoa pa
avaliar o peso molecular, o nivel de complexidade d
proteina, grau de heterogeneidade, propriedades
funcionais, perfis de impureza, estabilidade edioeide
para comprovar que a producao nao afete adversaeent
a identidade, pureza, poténcia e consisténcia aalyo.

A qualidade de um produto s6 pode ser garantidmda

a producdo for pautada nas Boas Praticas de
Fabricacdo devendo todo o sistema de producédo ser
monitorado a cada etapa do processo sob rigorosos
procedimentos, até o produto ser liberado para uso.
legislacdo brasileira fornece um suporte importapéea

o desenvolvimento e a comercializacdo de produtos
biolégicos.

Palavras chave: Biomedicamentos; Controle de
Qualidade; Boas Praticas de Fabricacao.

1. INTRODUCAO
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Os biomedicamentos tém permitido um grande
avanco na medicina em relacdo a prevencao e tratame
de diversas doencas. Por isso, tém o seu processo d
obtencdo cada vez mais aperfeicoado,afim de se obte
maior eficacia e seguranca. Um biomedicamento é
definido como um medicamento cuja substancia aiva
de origem bioldgica, ou seja, foi extraida de uoad
bioldgica ou passou por um processo biotecnolGdico.
Brasil, a ANVISA regulamenta os “medicamentos
obtidos a partir de fluidos biolégicos ou de tesidie
origem animal ou ainda obtidos por procedimentos
biotecnoldgicos. Nestes, incluem-se as vacinaspssor
hiperimunes; hemoderivados; biomedicamentos,
anticorpos monoclonais; medicamentos contendo
microorganismos  vivos, atenuados ou mortos”
(ANVISA, 2010). Os biomedicamentos sdo geralmente
proteinas (incluindo os anticorpos) ou acidos noote
(DNA ou RNA) utilizados na terapia ou com objetivo
diagnéstico in vivo. Sdo homodlogos as proteinas
humanas, com as quais possuem alto grau de serelhan
ou formam macromoléculas que interagem com elas
(WALSH, 2003).

Os processos biotecnolégicos permitem a
producdo de proteinas mais complexas, com maior
atividade biolégica, mais vida média e menos efeito
colaterais do que as ja existentes. No entantosgroum
processo de producdo complexo,as moléculas apaesent
estrutura mais pesada e diversa, onde a substnaae
heterogénea e de dificil caracterizacao e replcageado
esta, a principal diferenca entre os biofarmacosse
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farmacos de origem quimica convencional (ICH, 1999)
producdo de proteinas recombinantes comeca pela
identificacdo e caracterizacdo genética da proteida
suas propriedades bioquimicas. Bem como, pela
definicdo dos requisitos estruturais para sua dzde
funcional como por exemplo, processamentos pos-
traducionais. O processo produtivo envolve a escdih
vetor de expressao e das ceélulas produtoras eradudea;
complexidade de processamento necessério a obtencéo
da proteina ativa (ARAUJO, 2011). Diante disto, o0s
biomedicamentos podem ser divididos em:

Biomedicamentos de primeira geracaosao produzidos
através da transfeccdo do gene humano para urmaiste
de expressdo celular bacteriano. Apos a sintesas es
substancias recombinantes sao isoladas e purificada
possuem a sequéncia de aminoacidos idéntica amaote
humana nativa, sendo usadas para reposicdo ou mesmo
para ocasionar aumento no nivel dessas substancias
endogenas. Exemplos nessa categoria sao: insulina,
hormbénio de crescimento e fatores de coagulacéo
(INTERFARMA, 2013).

Biomedicamentos de segunda geracéséo sintetizados
com propriedades terapéuticas planejadas; ousgne

€ alterado antes da transfeccédo. Dessa formarwdueat
da proteina expressa sai alterada, ou é realizgdena
modificacdo pos-traducional nos produtos purificado
terminais. Geralmente essas alteracdes visam naelhor
aspectos como: pico de atividade biologica, temeo d
meia-vida e imunogenicidade. Exemplo: anticorpos
monoclonais (INTERFARMA, 2013).
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A fabricacdo de medicamentos € um processo
rigorosamente controlado e altamente regulado.Para
obter uma licenca de fabricagdo o produtor deve
demonstrar as autoridades regulatérias que ndo sé o
préprio produto é seguro e eficaz, mas que todos o0s
aspectos do processo de producgao estdo em conéalenid

com os padrdes de qualidade e seguranca.

A qualidade dos biofarmacos € estabelecida
através da caracterizacdo fisico-quimica e biotgia
substancia ativa/produto final em conjunto comstesna
de producdo e controle do processo. Diferente dos
farmacos produzidos por sintese quimica, os bicéos
sdo produzidos por procedimentos que envolvem a
introducdo de um ser vivo ou seu material genétito
outro sistema vivo de expressdo, gerando moléculas
complexas e de dificil caracterizacdo. Assim, quetq
alteracdo minima durante o processo produtivo pode
originar alteragcdes estruturais significativas tel@ a
ineficacia dos mesmos.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é
identificar quais sdo as principais técnicas w@das no
controle de qualidade de biomedicamentos, levamio e
consideracdo aspectos como custo, sensibilidade,
especifidade e adequacao a escala industrial.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma revisdo de literatura através de
buscas nas bases de dados: PubMed, Portal deiPasiod
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CAPES, LILACS e SciELO, além de pesquisas nas
farmacopéias (brasileira, americana e européia) e
resolucdes da ANVISA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgao de biomedicamentos pode ser resumida
nas seguintes etapas: a) manipulacdo genéticaogist
do plasmideo com a inser¢cdo do gene de interejse; b
estabelecimento da linhagem celular/sistema de
expressdo (Upstream); c) cultivo em larga escal da
células (biorreatores), esta etapa também chamada d
bioprocesso, precisa de otimizacdo, pois alteragi@ées
pH, temperatura, concentracdo de é€dde NH* podem
comprometer o rendimento/qualidade da producéo; d)
purificacdo ou downstream; e) formulacéo finalamo
o produto acabado a granel € formulado com exdgsen
envasado, rotulado e acondicionado em sua embalagem
secundaria.

A qualidade de um produto s6 pode ser garantida se
toda a producdo for pautada nas Boas Préticas de
Fabricacdo (BPF). A qualidade dos biomedicamentos é
estabelecida pela caracterizagdo fisico-quimica e
bioldgica da substancia ativa/produto final em aotg
com o sistema de producao e controle do processo. O
ensaios para o controle de biomedicamentos envotvem
uso de animais de laboratério, observando-se uma
resposta especifica quanto a eficacia (poténcia) e
seguranca (toxicidade).
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O aumento do numero de biomedicamentos
disponiveis no mercado ndo significou a incorparaca
automética desses produtos as farmacopéias. Atme
a farmacopéia Européia € o compéndio que possui 0
maior niamero de biomedicamentos contemplados por
suas monografias.

United States Pharmacopoeia — USP XXIXcontempla
apenas dois biomedicamentos (insulina e somatrppina
como monografias especificas. Apesar de nao
disponibilizar monografias oficiais para outros
biomedicamentos, a USP sugere uma série de rexuisit
qgue deverdo ser avaliados e sugere métodos paaa ess
avaliacao, tais como:

. Teor do biomedicamento — avaliar por
espectrofotometria no UV/Vis

. Identificacdo da estrutura primaria — avaliar por
espectrometria de massas e HPLC

. Pureza — avaliar por eletroforese (SDS PAGE) e
cromatografia (HPLC)

. Estrutura de carboidratos - avaliar por

espectrofotometria no UV/Vis e HPLC

Farmacopéia Européia 5a edicdo — EPda mesma
maneira que a USP, a EP prevé requisitos geras par
produtos biotecnolodgicos (sdo contempladas apenas
monografias para eritropoetina e interferons). A EP
determina que o produto deve ser caracterizadotgjaan
sua identidade, pureza, potencia e estabilidadizantio
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meétodos quimicos, fisicos, imunoquimicos e bioldgjic
Nenhum ensaio especifico é apontado. Algumas
metodologias sao sugeridas para a determinagdo de

consisténcia de producéo, tais como:

. Teste de identidade: sequenciamento N terminal e
mapa de peptideos

. Composicdo de aminoacidos e proteinas do
sistema de expressao

. Focalizacao isoelétrica

. SDS - PAGE e imunoblot

. Teor de proteinas

Esses controles sdo recomendados para o
processo e produto final. Essas monografias demaonst
uma preocupacao com aspectos regulatorios maiaees q
nos EUA. No entanto, uma observacao interessanbe é
nem a EP nem a USP recomendam ensaios que avaliam
de forma mais direta a estrutura tridimensional de
produtos recombinantes.

A legislacéo brasileira referéncia para a producao
de bioldgicos é:

Farmacopéia Brasileira 5a edicdp contém as
monografias de dois biofarmacos (insulina e
somatropina). Nao existem recomendacbes gerais para
produtos oriundos de DNA recombinante nem
monografias para outros biomedicamentos.

RDC n. 55, de 16 de dezembro de 2010 (ANVISA):
estabelece os requisitos minimos para o registro de
produtos biologicos na Agéncia Nacional de Vigilanc
Sanitaria do Ministério da Saude, visando garaatir
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qualidade, seguranca e eficacia destes medicam&gos
procedimentos de registro s&o determinados pejerari
biolégica do principio ativo e pelas tecnologias de
fabricacéo utilizadas.

RDC n. 27, de 17 de maio de 2012 (ANVISAHispde
sobre os requisitos minimos para a validacao dedust
bioanaliticos empregados em estudos com fins dstreg

e pos- registro de medicamentos. Esses métodos séo
utilizados na determinacdo quantitativa de analéos
matrizes bioldgicas; incluindo ensaios de precisao,
exatidao, seletividade e estabilidade.

RDC n. 17, de 16 de abril de 2010 (ANVISA)esta
resolucdo possui o objetivo de estabelecer 0s SkogIi
minimos a serem seguidos na fabricagdo de
medicamentos para padronizar a verificacdo do
cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo de
Medicamentos (BPF) de uso humano.

Os ensaios preconizados na RDC 55 e na
farmacopéia Brasileira (2010) para o controle de
gualidade de biomedicamentos incluem:

3.1Ensaios Bioldgicos (testes de seguranca e eficacia)
Teste de esterilidade: Verificacdo da auséncia de
bactérias, fungos e leveduras em insumos farmao8uti
medicamentos e correlatos que, de acordo com a
Farmacopéia, devem ser estéreis. A farmacopéia
brasileira ndo aborda sobre este teste em
biomedicamentos, entretanto, sabe-se que séo
necessarios, pois a maioria sao injetaveis, sendo
necessario alto nivel de qualidade e esterilidade.
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Teste de toxicidade: Determinacdo da reatividade
biolégica inesperada e ndo aceitavel de medicamento
através da inoculagdo do produto em camundongos
sadios. Esse teste € sugerido para a avaliacdo da
seguranca de produtos derivados de biotecnologia.

Teste do pirogénio:Deteccdo de endotoxina (teste LAL)
pelo aumento da temperatura corporal de coelhas ap
injecdo intravenosa da solucéo estéril em andllsado
para detectar ou quantificar lipopolissacarideo de
bactérias gram negativas presentes em amostragumdra

0 teste é preconizado. Utiliza-se o extrato aquibe®
amebadcitos circulantes do Limulus polyphemus
preparado e caracterizado como reagente LAL. H& dua
técnicas com sensibilidade diferente para estee:test
método de coagulacdo em gel (semi-quantitativo) ou
métodos fotométricos quantitativos (turbidimétricm)
cromogénicos.

Teste de identidade: Identificacdo do componente
designado no rotulo do produto, distinguindo-o de
qualquer outro componente presente no processo.

Teste de estabilidadeCapacidade da vacina em manter
suas propriedades quimicas, fisicas, microbiol&giea
bioldgicas dentro do limite de especificacao.

Teste de poténcia:Avaliacdo da capacidade de um
imunobiolégico em induzir uma resposta imune
especifica. Historicamente, o ensaio de poténcia de
vacinas € realizado in vivo e consiste na inocualagé
diluicdes seriadas da vacina em analise e da valgna
referéncia, em camundongos da imunogenicidade. Esse
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ensaio foi gradativamente, substituido por ensaos
vitro como 0S ensaios imunoenzimaticos
(FARMACOPEIA Bras. 2010).Dentre as metodologias
utilizadas em ensaios bioldgicos destacam-se:

Ensaio imunoenzimatico (ELISA): método simples, de
elevada precisdo e exatidao, especifico e sengjuel,
permite 0 processamento de um grande numero de
amostras. As vantagens do ELISA incluem
reprodutibilidade e automatizacdo, baixo custoandg
namero de andlises por placa (SOBRINHO, 2008). O
objetivo do ensaio é a quantificacdo ou verificadao
presenca de um antigeno ou anticorpo na amostra
analisada.E utilizado para confirmacéo dos pararsete
poténcia, pureza e qualidade, exigidos para umupood
biotecnolégico, como o interferon beta humanno
recombinante, por exemplo. O ELISA pode ainda ser
utilizado para confirmagédo da expressao eficaz da
proteina apds sua insercdo em um plasmideo (Gljveir
2009).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCRgssa técnica
demonstra rapidez, sensibilidade e especificidatkme
sido usada para testar contaminantes virais emmasci
produzidas a partir de culturas de células (FERREIR
2007). De acordo com a RDC 55, a PCR é usada no
controle de qualidade de imunobiologicos através do
emprego do teste NAT (Teste de Amplificacéo de Agid
Nucléicos). Esse teste foi inicialmente desenvolhpdra
deteccdo de acidos nucléicos dos virus HIV e HCV em
bolsas de sangue destinadas a transfusdo. O obgrav
identifica-los precocemente em relacdo aos testes
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soroldgicos, pois o teste detecta a existénciardprio
virus no sangue do doador e ndo a presenca de
anticorpos. O teste NAT busca a presenca do RNA ou
DNA viral através da amplificacdo (reacdo de PCR em
tempo real) sendo possivel detectar a particuéd @om
antecedéncia, apresentando alta sensibilidade até n
periodo da janela imunoldgica (INCA, 2011).

3.2Ensaios Fisico-Quimicos (FARMACOPEIA Bras.
2010).

Espectrometria de absorcdo atdbmicaé utilizada para

a determinacdo da concentracdo do analito na aamostr

especialmente metais. Para isso, a radiacdo,com um

comprimento de onda especifico de acordo com o

elemento analisado, incide sob o vapor atémicoerwitt

atomos livres desse elemento no estado fundameéntal.

atenuacao da radiacdo é proporcional a concentagao

analito segundo a lei de Lambert-Beer.

Espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado: técnica bastante abrangente,
multi-elementar e que possui elevada sensibilid&se.
maneira geral, o aerossol da amostra é introduaido
uma fonte de plasma, onde é evaporado e dissoerado
atomos e ions livres que sdo excitados. O plasma de
elevada temperatura gera uma radiacdo policromatica
decorrente da emissdo de varios ions presentes na
amostra. A deteccdo da radiacdo gerada por
comprimentos de onda especificos pode ser aplgaida
analise qualitativa e as intensidades destes comaptos
podem ser usadas para andlise quantitativa.
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Espectrofotometria no ultravioleta, visivel e
infravermelho: fundamenta-se na absor¢cdo da energia
eletromagnética por moléculas que depende tanto da
concentragdo, quanto da estrutura das mesmas oac
com o intervalo de frequéncia da energia aplicadde

ser dividida em ultravioleta, visivel e infraverimel
Pode ser utilizada como técnica de identificacdo e
quantificacao de substancias.

Espectrofotometria de fluorescéncia: permite que
substancias sejam analisadas com maior sensilalidad
especificidade. Compreende a medida da fluoreszénci
emitida quando as substancias sdo expostas a &adiag
UV ou visivel. Tais radiacdes promovem a excitagéo
elétrons da molécula para niveis energéticos mais
elevados. Apos curta permanéncia no estado, asredét
retornam ao estado fundamental emitindo luz.

Espectrometria de massas (MB é uma ferramenta
analitica altamente sensivel, utilizada para atifileacao

de compostos desconhecidos, para a quantificacdo de
espécies moleculares organicas, inorganicas e eaag|

e para elucidar a estrutura e as propriedades capsmi
moléculas de interesse. Utilizando-se MS, compestos
alvo podem ser identificados em concentracoes
extremamente baixas (femtomols) em  misturas
quimicamente complexas (FERREIRA, 2008).

Dicroismo circular: é utilizada em controle de qualidade
de biomedicamentos como uma ferramenta importante
para a avaliacdo de elementos da estrutura secamigar
proteinas. Pode-se avaliar a presenca de alfaehélic
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folhnas beta pregueadas e elementos randémicos assim
como, quantifica-los em uma estrutura protéica. A
identificacdo e a quantificacdo destes elementofaze
importante, pois as perdas da estrutura secundaria
constituem um indicativo de que o biomedicamento
também apresenta perdas na estrutura tercidridas es
podem levar a reducéo total ou parcial da atividdole
mesmo (ANDRADE, 2007).

Difracdo de raios-X: permite identificar a posicao dos
nacleos dos atomos. Ocorre através do estudo dos
angulos e das intensidades com que um feixe ds Xio
sdo espalhados ou difratados, pelos elétrons que
circundam cada atomo. Os farmacos podem se czestali
de diversas formas (polimorfos), podendo apresentar
diferencas nas propriedades fisicas, quimicascgofisi
quimicas e na biodisponibilidade. Esse polimorfismo
decorre das condicbes empregadas na sintese e
purificacdo da substancia. Essas formas cristaladas
facilmente detectadas por difracdo de raios X
(GUTIERREZ, 2013).

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN):é uma das
técnicas mais utilizadas para a determinacéo datest

de moléculas organicas, tanto aquelas de baixo peso
molecular, quanto de macromoléculas como proteinas.
Bem estabelecida na analise quantitativa de vélaases

de substéancias, tais como, drogas, excipientesnasc
produtos naturais, ente outros. Apresenta espielitie,
reprodutibilidade, precisdo, robustez e, sobretudo
praticidade, pois seu uso abole a necessidade de um
extenso manuseamento e preparacdo da amostra. Além
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disso, apresenta grau de pureza de 95% ou maise 0 Q
compensa o custo elevado, sua baixa sensibilidage e
limite de detecc@o. Apesar do alto custo atrelado a
manuten¢do do equipamento, a utilizacdo de RMN para
identificar um grande volume de amostra de farmacos
pode ser mais vidvel que a identificacdo por CLAE.
Considerando o0s gastos com consumiveis e 0 curto
tempo de aquisicdo requerido para registrar umcéaspe
Além de possibilitar uma f4cil manipulacdo da amayst
quantificacdo por RMN traz como vantagens adicgnai
um baixo tempo de andlise, 0 acesso simultaneo aos
aspectos qualitativos e quantitativos da amostra e
possibilita a quantificacdo de varios analitos emau
mesma andlise (LEITE, 2013).

3.2.2 Técnicas cromatograficas (FARMACOPEIA
Bras, 2010)

Cromatografia preparativa em coluna: método de
separacdo que desempenha papel importante na
purificacdo de compostos e producdo de produtos
farmacéuticos. E um método rapido e econdmico, para
obtencéo de substancias com pureza elevada. Neaprat
adsorventes padronizados séo utilizados, pois deme
um alto grau de confiabilidade do método. A
transferéncia direta de escala de analise e um
processamento otimizado. Os tipos de cromatogeafia
coluna podem ser: por adsorcédo (liquido-sdlido), po
particdo (liquido- liquido) ou por troca idnica.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou
HPLC): técnica de separacdo fundamentada na
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distribuicdo dos componentes de uma mistura enias d
fases imisciveis, a fase movel e a fase estacanéri
contida em uma coluna cilindrica. As separacfes sao
alcancadas por particdo, adsorcéo, troca iOnicadusio

por tamanho, dependendo do tipo de fase estaconari
utilizada. Apresenta vantagens como analise de ta@sos
nao volateis e termolabeis, além de tempo curto de
analise. Os detectores de espectrometria de massas
combinados com a CLAE proporcionam uma alta
seletividade. E largamente utilizada na industria
farmacéutica no acompanhamento de producéo, centrol
de qualidade de matérias primas, testes de edtatslie
estudos de impurezas. Possui alta eficiencia e
sensibilidade (ICH, 1999).

Cromatografia a gas (CG): baseia-se na diferenca de
distribuicdo de espécies de uma mistura entre fhses

ndo misciveis, na qual a fase movel € um gas. @& es
baseada no mecanismo de adsorcdo, distribuicdo de
massa ou exclusdo por tamanho. E aplicada a solastan

e seus derivados que se volatilizam sob as tenupasat

empregadas, e € utilizada para identificagdo, tdste
pureza e determinacao quantitativa.

Cromatografia acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS): mostra-se vantajoso uma vez que, € possivel
obter uma grande quantidade de informacédo esttudura
respeito do analito. Assegurando dessa forma, a sua
identificacdo com maior confianca do que quandoéela
realizada apenas com base nas caracteristicatedede

das substancias analisadas, como ocorrem nas outras
técnicas cromatogréaficas. Além disso, quando axiste
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compostos que ndo podem ser totalmente separat#os pe
técnica cromatografica empregada, com a MS secalenci

€ possivel detectd-los individualmente, desde que
possuam diferentes massas molares ou gerem dédsrent
espectros de massas (PEREIRA, 2013).

3.2.3 Técnicas eletroforéticas

Eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS PAGE®: uma das
técnicas analiticas mais apropriadas para idesmtifee
assegurar a homogeneidade de proteinas em
biomedicamentos. Além de estimar os pesos molesular
de subunidades de proteinas bem como, verificar a
presenca de subunidades protéicas. Por acdo de um
campo elétrico, as particulas carregadas migram em
direcdo ao eletrodo de polaridade oposta. No gel, o
deslocamento das particulas é retardado pelas¢oes
com o gel da matriz que constitui o meio de migraca
resultando na taxa de diferencial de migracdo dedac
com o tamanho, forma e carga de particulas. Deasdo
suas propriedades fisico-quimicas diferentes, \arsis
moléculas contidas numa mistura migraréo a veldesla
diferentes durante a eletroforese, ficando assparadas
em fracbes bem definidas. E utilizada para a
caracterizacdo qualitativa das proteinas contidas e
preparacbes  biolégicas, controles de  pureza,
determinacdes quantitativas, controle da homogeadeid
das proteinas contidas, avaliacdo da massa maleada
subunidades protéicas e determinacdo das subusidade
que compdem as proteinas purificadas (ANDRADE,
2007).

224



Como ndo ha determinagcbes exatas nas
resolucbes e farmacopéias em relacdo aos
biomedicamentos, 0os ensaios de controle de qualidad
mudam de produto para produto. Por exemplo, destre
ensaios preconizados para a eritropoetina recomieirea
Interferon alfa 2b humano recombinante, estao
(NASCIMENTO et. al.,, 2013):Avaliacao da poténcia
bioldgica, Determinagéo de pH, Volume
médio,ldentificacdo por imunoblot, Identificacdo rpo
SDS-PAGE, Esterilidade,Endotoxina bacteriana.

A eficacia e seguranca dos medicamentos devem
ser asseguradas por critérios de qualidade previsto
legislacdo. Visto que, analises ndo confiaveis pode
levar a danos irreparaveis e (grandes prejuizos
financeiros. Para garantir que um método analijiec
informacgBes confidveis sobre o produto, ele dewsaa
pelo processo de validagao.

3.3Validacao de metodologias

De acordo com Matrtins (2009), a validacdo de um
método é um processo continuo que se inicia no
planejamento da estratégia analitica e continukrago
de todo o desenvolvimento do produto. Para regtro
novos produtos, todos os 6rgaos reguladores dal Bras
exigem a validacdo e para isso, tem estabelecido
diretrizes a serem adotadas no processo. Os miacip
parametros avaliados para uma validagcdo de
metodologias usadas na producdo de biomedicamentos

de acordo com a RDC 27 (ANVISA, 2012) séo:

225



Seletividade: Avalia o grau de interferéncia de espécies
como outro ingrediente ativo, excipientes, impusega
produtos de degradacao na substancia em exameteSe e
parametro ndo for assegurado, as andlises dos slemai
estardo seriamente comprometidas, visto que a
seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento
validacdo de qualquer método.Devendo ser reavaliada
continuamente, pois algumas amostras podem sofrer
degradacédo, gerando compostos que ndo foram
observados inicialmente e que podem interferir na
substéancia de interesse (MARTINS, 2009).

Linearidade: é a capacidade do método fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentrdgio
substancia em exame, dentro de uma determinada faix
de aplicacéo.

Precisdo: representa a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesmaramost
amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des
definidas. E avaliada pelo desvio padréo absolytode

ser considerada em trés niveis: repetitividadegigio
intermediéria e reprodutibilidade (MARTINS, 2009).

Exatiddo: representa o grau de concordancia entre 0s
resultados individuais encontrados em um determinad
ensaio e um valor de referéncia aceito como veidade

Limite de deteccgao:representa a menor concentragcéo da
substancia em exame que pode ser detectada, mas néo
necessariamente quantificada, utilizando um detexda
procedimento experimental.

226



Limite de quantificacdo: representa a menor
concentracdo da substancia em exame que pode ser
medida, utilizando um determinado procedimento
experimental.

Robustez: mede a sensibilidade que um método
apresenta em face de pequenas varia¢cfes. Diz-senque
método € robusto quando ele ndo é afetado por uma
modificacao pequena e deliberada em seus parametros

4.CONCLUSAO

A fabricacdo de biomedicamentos € um processo
rigorosamente controlado e altamente regulado. Para
obter um produto eficaz todos os aspectos do psoais
producdo devem estar em conformidade com os padroes
de qualidade e seguranca. Cada etapa do processo
produtivo apresenta particularidades e qualquer
interferéncia pode originar alteracbes estruturais
significativas, podendo levar a ineficacia dos #@cos.
Portanto, a garantia e controle de qualidade desem
assegurados através do cumprimento das boas prdéca
fabricacéo e realizacéo de diferentes técnicastaaal

Os principais ensaios preconizados nas resolucdes
e farmacopéias sdo os biolégicos (esterilidades nom,
toxicidade, poténcia) e os fisico-quimicos (técmica
espectrométricas, eletroforéticas e cromatograficas
principais metodologias usadas paa esses testes sdo
HPLC, PCR, ELISA, LC-MS e RMN visto que séo
técnicas sensiveis, especificas, reprodutiveigdadpe
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que garantem a pureza e qualidade do produto,
compensando assim o0 seu alto custo. Diante do &xpos
concluimos que o controle de qualidade é vital edag

as etapas da producéo de biomedicamentos pardigaran
a eficicia e a seguranca do produto e consequeaniteime
saude humana e que o uso de metodologias de alta
sensibilidade e especificidade se faz essencial.
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RESUMO - A agua é um bem essencial para a vida e
todas as atividades relacionadas com a sua manatenc

As industrias, grandes produtoras de diversos prasiu

necessarios a vida humana, utilizam enormes
quantidades de agua nas suas cadeias produtivags Um
das industrias que mais usa agua é a farmacéutica,
principalmente porque a agua estd presente na
composicao de diversos medicamentos. Por conta,diss
a industria farmacéutica necessita de agua de alta
pureza e qualidade para utilizar nos seus produtos.
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Dependendo do grau de pureza e do uso, a aguagesde
classificada em potavel, reagente, purificada, para
injetaveis e ultrapurificada. Cada uma delas é pzida

por uma sequéncia de operacdes distinta. Elas també
se diferenciam pelos equipamentos e instrumentos de
controle usados, pelos parametros que devem obedece
pelas andlises fisico-quimicas e microbiol6gicae géo
realizadas, pelas condi¢coes de producéo, distriboie
armazenamento e pelos critérios de monitoramento e
validacao.

Palavras chave: Tratamento de agua, industria
farmacéutica, validagdo, monitoramento.

1. INTRODUCAO

A agua é um elemento essencial para a vida
humana, seja para saciedade propria, para realizar
atividades domésticas ou para auxiliar na produEo
muitos insumos de que 0 homem precisa.

Grande parte desses insumos é produzida pelas
indUstrias. A agua esta presente na cadeia preddgv
qualquer industria, pois mesmo que ela nao facte par
diretamente dos produtos que a mesma comercializa,
existem muitas das suas atividades requerem o @so d
dgua, como andlises laboratoriais, manutencdes,
limpezas, entre outros.

Uma das industrias que mais utiliza a &gua como
matéria-prima direta na producdo € a farmacéutica.
maioria dos medicamentos possui agua em sua
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composicdo. Devido & seriedade que isso represénta,
necessario utilizar agua de altissima qualidade.

Na industria farmacéutica sdo encontrados
diferentes tipos de agua, que se diferenciam pelos
parametros de qualidade que obedecem, visando aouso
qual se destinam: agua potavel, agua reagente, agua
purificada, agua para injetaveis e agua ultramafa.

Cada um desses tipos de agua € produzido atraves
de uma sequéncia diferente de tecnologias. Elalséam
possuem parametros de controle, andlises fisicoigas
e microbioldgicas, condi¢cdes de produgédo, distcdmie
armazenamento bem definidas e que devem ser
obedecidas.

O presente trabalho tem o objetivo de descrever
de forma geral o sistema de tratamento de agua na
industria farmacéutica.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Agua

A 4gua é insumo de fundamental importancia para
a vida dos seres vivos e para a grande maioria das
atividades domésticas, agricolas e industriais. 90 u
irracional dos recursos hidricos e a crescente déma
por este insumo preocupam, gerando incertezas em
relacdo a disponibilidade da agua em longo prazo
(CASTRO, 2012).

A agua é uma matéria-prima indispensavel para a
industria farmacéutica. Ela é um dos principais
componentes de medicamentos, pois, devido a sndegra
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versatilidade, possui a capacidade de se agregar a
diversos compostos. Mas ela também pode se agaegar
contaminantes  quimicos  e/ou  microbioldgicos,
comprometendo a qualidade e os efeitos esperados do
medicamentos. Sendo assim, a composi¢cao da agea dev
ser rigorosamente analisada e controlada, desde a
obtencdo, passando pela distribuicdo e chegando até
armazenamento (CESARIO, 2013; OLIVEIRA e
PELEGRINI, 2011).

2.2 Contaminantes da agua

Os principais contaminantes das aguas se dividem
em dois grupos: quimico e microbiolégico. Os
contaminantes quimicos podem ser organicos ou
inorganicos. Eles podem se originar de difererdasds:
de residuos de produtos usados na limpeza e sgdibiz
de equipamentos, do sistema de alimentacao, dkiossi
poluentes, da absor¢cdo de gases da atmosfera, entre
outros. Pode-se citar como exemplo de contaminantes
quimicos as endotoxinas bacterianas (BRASIL, 2010).

Esse grupo de contaminantes pode ser monitorado
através dos ensaios de carbono organico total (@QIE)
condutividade. A determinacdo de carbono orgarutad t
permite a quantificacdo dos atomos de carbono digad
por covaléncia em moléculas organicas presentes na
amostra. Trata-se de um método sensivel e inesecif
Baixos niveis de COT significam que existem poucos
atomos de carbono ligados por covaléncia em maécul
organicas, ou seja, sugerem a auséncia de sulastanci
guimicas potencialmente perigosas na agua. Assasali
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podem ser feitas de acordo com diferentes métcejes,
em laboratério ou em linha. Porém, estes diferentes
métodos se baseiam na oxidacdo completa das rmesécul
organicas a dioxido de carbono (BRASIL, 2010).

Figura 1 - Analisador de COT (escala laboratorial).

Fonte: http://pt.hach.com

Figura 2 - Analisador de COT (escala industrial —em
linha).

Fonte: http:// www.br.endress.com
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A condutividade é a medida do fluxo de elétrons,
o qual é facilitado pela presenca de ions. As mtdéade
agua se dissociam em ions dependendo do pH e da
temperatura, resultando numa condutividade. Sendo
assim, intrinsicamente, a agua contem ions e
condutividade. Mas seu contato com a atmosferdreou
meios altera a condutividade devido as impurezasetpu
adquire. As analises se baseiam no uso de eletrodos
calibrados (BRASIL, 2010).

2.3 Classificagcao da agua para uso farmacéutico

De modo geral, existem trés tipos de agua que sao
usados na fabricacdo de medicamentos: a aguacpdfi
(AP), a agua para injetaveis (APl) e a &gua
ultrapurificada (AUP). A agua potavel e a agua eedg
também sdo utilizadas na induastria farmacéutica
(CESARIO, 2013; BRASIL, 2010).

A agua potavel € obtida por tratamento da agua
dos mananciais, através de métodos adequados para
atender as especificacdes da legislacdo vigeertaria
MS n° 2914/2011. Ela pode ser usada para limpeza de
instalacBes e equipamentos, para climatizacao ¢éarde
alguns acessoOrios e ha sintese de componentes
intermediarios, mas seu principal uso € como a nmaté
prima para a agua de maior grau de purez (BRASIL,
2010; OLIVEIRA; PELEGRINI, 2011).

A agua reagente pode ser produzida por diversos
processos, como destilacdo simples, filtracao,
deionizacdo, descloracdo, entre outros, desde tpe e
atinja as caracteristicas especificas para o uspi@ela
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se destina. Ela pode ser utilizada para limpezara p
abastecimento de equipamentos, como, por exemplo,
autoclave e banho-maria (BRASIL, 2010).

A agua purificada é resultante da agua potavel
que passou por algum tipo de tratamento visando
remover 0S possiveis contaminantes e atender aos
requisitos necessarios de pureza. Ela ndo contém
nenhuma outra substancia adicionada e é resultado d
combinacdes de sistemas de purificacdo: destildigis
ibnica, osmose reversa, eletrodeionizacdo, entteu
Esse tipo de agua € usado como matéria-prima era cer
de 90% dos produtos fabricados na induastria
farmacéutica e pode influenciar na qualidade destes
produtos se estiver contaminada, acarretando a plesl
mesmos, efeitos indesejados e prejuizos financeéros
empresa (BRASIL, 2010; OLIVEIRA; PELEGRINI,
2011).

A 4gua para injetaveis é usada na preparacdo de
medicamentos para administracdo parenteral de peque
e grande volume, como veiculo, na dissolucdo ou
diluicho de substancias e preparagbes. O processo d
obtencéo desse tipo de agua se da por meio déadasti
A agua de alimentacdo deve ser, pelo menos, potavel
normalmente, precisa de pré-tratamento. Podem ser
usados agentes microbianos, se necessario. A @yaa p
hemodidlise e a agua estéril para injecdo estdoidas
dentro desse grupo de APl (CESARIO, 2013; BRASIL,
2010).
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A &gua ultrapurificada € o resultado da agua
purificada que passou por tratamento adicional com
objetivo de retirar os possiveis contaminantesezieter
aos requisitos necesséarios de pureza. E usada em
aplicacdes mais exigentes, como diluicdes de sutiat
de referéncias, laboratorios de ensaios, contr@e d
qualidade, limpeza final de equipamentos, analise d
residuos e preparacbes de calibradores. A AUP
caracteriza-se por ter baixa concentracdo ionieaob
nivel de COT e baixa carga microbiana. Recomenda-se
gue a AUP seja usada no momento em que é produzida
ou no mesmo dia da coleta (BRASIL, 2010). A taldela
resume as principais informacfes sobre os tipoggda
para uso farmacéutico, suas principais caractassti
parametros criticos sugeridos e exemplos de aglicac

2.4 Tecnologias para tratamento de agua

Os processos utilizados para obtencdo dos tipos
de &gua para uso farmacéutico empregam operacoes
unitarias sequenciais que possuem similaridades. Os
projetos, as instalacbes e a operacdo dos sistpanas
obtencdo de AP, APl e AUP possuem componentes,
estratégias de controle e procedimentos basicamente
semelhantes, o que permite estabelecer uma bassrcom
para os mesmos. A grande diferenca esta no grau de
controle e nos estagios finais de tratamento gsanvi
remover bactérias, endotoxinas bacterianas e mreduzi
condutividade (BRASIL, 2010).

Alguns dos parametros importantes que devem
ser considerados no projeto de um sistema de qag#o
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de agua sdo a qualidade da agua de fornecimento, a
qualidade final desejada da agua, o layout dadacbes

e conexfes, a vazdo necessaria, 0S instrumentos de
monitoramento, o material utilizado, a distanci&reero
sistema de producgéo e os pontos de uso e as éaabd

de assisténcia técnica e manutencdo (BRASIL, 2010;
OLIVEIRA e PELEGRINI, 2011).

O tratamento amplamente empregado para
obtencéo da agua potavel chama-se pré-tratamedeté. E
constituido de quatro fases consecutivas.

A fase de coagulacao e floculacdo inicia com a
dosagem de produtos quimicos na agua bruta quecheg
as instalacdes da empresa. Geralmente sdo utgizado
produtos quimicos com as seguintes funcdes: des#ibe
inicial, correcdo de pH, coagulacdo e aglutina¢&ara
desinfeccdo inicial usa-se um desinfetante e o0ss mai
utiizados sao o hipoclorito de sd6dio, o &cido
dicloroisocianurico e cloro. Para correcdo de pHepse
usar acido ou base dependendo do pH da agua racebid
0S compostos mais usados sado acido cloridrico e
hidroxido de sddio. Para promover a coagulacaseay
neutralizar e unir as cargas das particulas emesgdp
contidas na agua, pode-se utilizar cations polntak
como o sulfato de aluminio polimerizado. Para pnagno
a aglutinacao, ou seja, unir os coagulos formaimtm$
de tamanho maior,sédo usados polimeros (ALVES, 2014)
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Tabela 1- Tipos de agua para uso farmacéutico.

Tipo de Agua

Caracteristicas

Pardmetros criticos sugeridos

Exemplos de Aplicagio

Agua Potével

Agua Reagente

Agua purificada

Aguﬂ para injetaveis

Agua ultrapurificada

Obtida de mananciais ou da rede de distribuicdo Possui legislagio especifica.

publica.

Agua potavel tratada por deionizagio ou outro Condutividade de 15,0 pS/ema25,0°C+0,5°C

processo. Possui baixa exigéncia de pureza,

Niveis varidveis de contaminagio orgdnica e
bacteriana. Exige cuidados de forma a evitar a
contaminagdo quimica e microbiolégica.

Pode ser obtida por osmose reversa ou por uma
combinagdo de técnicas de purificagio a partir da
dgua potdvel ou da reagente.

/\gua purificada tratada por destilagio ou processo
similar.

Para andlises que exigem minima interferéncia e
mdxima precisdo e exatiddo. Baixa concentragdo
ionica, baixa carga microbiana e baixo nivel de
carbono orgénico total.

Agua purificada tratada por processo complementar.

(resistividade > 0,2 MQ-cm)
COT < 0,20 mg/L.

Condutividade de 0,1 a 1,3 pSlkem a 25,0 °C
£0,5°C (resistividade > 1,0 MQ-cm);

COT <050 mg/L;

Contagem total de bactérias < 100 UFC/mL
Auséncia de Pseudomonas e outros patogénicos.

Atende aos requisitos quimicos da dgua purificada e
exige controle de endotoxina, particulas e esterilida-
de. Contagem microbioldgica < 10UFC/100 mL.
Endotoxinas < 0,25 Ul de endotoxina/mL;

COT < 0,50 mg/L.

Condutividade de 0,055 a 0,1 uS/ema 25,0°C +
0,5°C

(resistividade > 18,0 MQ-cm)

COT < 0,05 mg/L (alguns casos < 0,003 mg/L)
Contagem total de mesofilos < 1 UFC/100mL(se
utilizada para fins farmacéuticos).

Limpeza em geral e fonte de alimentagdo de sistemas
de tratamento.

Lavagemde material, abastecimentodeequipamentos,
autoclaves, banho-maria, histologia, usos diversos.

Produgde de medicamentos e cosméticos em geral,
farmacias, lavagem de material, preparo de solugdes
reagentes, meios de cultura, tampdes, diluigdes,
microbiologia em geral, andlises clinicas, técnicas
por Elisa, radioimunoensaio, aplicagdes diversas na
maioria dos laboratdrios, principalmente em anélises
qualitativas ou quantitativas menos exigentes (em
%). Em CLAE (em %).

Como veiculo ou solvente de injetaveis, fabricagio
de principios ativos de uso parenteral, lavagem final
de equipamentos, tubulago e recipientes usados em
preparagdes parenterais. Usada como diluente de
preparagdes parenterais.

Dosagem de residuos minerais ou organicos,
endotoxinas, preparagdes de calibradores,
controles, SQR, espectrometria de absorcio
atomica, [CP/10S, ICP/MS, espectrometria de
massa, procedimentos enziméticos, cromatografia
a gas, CLAE (ppm ou ppb), biologia molecular e
cultivo celular ete.Eventualmente em preparagdes
farmacéuticas que requeiram dgua de alta pureza

Fonte: Farmacopéia Brasileira, 52 edi¢éo, volume 1
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Esses flocos de tamanho maior contendo as
impurezas que desejava-se remover da agua faciiitam
fase seguinte, decantacdo, que baseia-se na gdeden
densidade e solubilidade dos componentes. Os fideos
impurezas depositam-se no fundo do decantadolgea a
clarificada localiza-se na parte superior do desdont de
onde é destinada para a etapa seguinte. A fasiraesio
tem a funcdo de remover particulas de tamanho menor
gue ainda encontram-se em suspensao. Ao finakaeali
se outra desinfec¢do, da mesma forma que é feiteia
e com 0 mesmo objetivo (ALVES, 2014).

Depois de realizar as etapas de pré-tratamento, a
agua ja adquire certa qualidade e, se for confiomad
através de ensaios que ela possui qualidade de agua
potavel, ela pode ser destinada para a producaguke
purificada.

Existem diversas tecnologias que podem ser
usadas na producdo de agua purificada, sendo & mai
comuns mostradas a seguir.

Tabela 2- Tecnologias mais comuns para purificacdo de.dgua

A dgua a tratar € passada por uma coluna com grios

Deionizagao de uma resina de troca idnica.

A membrana de osmose reversa atua como wna
barreira seletiva a todos os sais dissolvidos,

Osmose reversa - i ; S
moléculas orginicas e inorganicas.

Ultrafiltragdo e/ou . o <
ilirac Separa macromoléculas de didgmetros de até

eletro-deionizacdo 0,01 micrémetros.

Fonte: OLIVEIRA e PELEGRINI, 2011
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2.5 Distribuicdo, sanitizagcdo e armazenamento de
agua

O sistema de distribuicdo de agua deve ser
adequadamente projetado para funcionar da maneira
esperada, deve ser validado e deve garantir quéajao
qualquer tipo de contaminagdo. As Vvalvulas, as
tubulacbes, o0s acessorios, 0s equipamentos e 0s
instrumentos de monitoramento devem ter constrecéo
acabamento sanitario. Volumes mortos devem ser
evitados. A recirculacdo constante da agua e a
manutencdo da temperatura adequada devem ser
garantidas (BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).

Existem varias maneiras de sanitizagdo dos
sistemas de produgdo, armazenamento e distribuicdo.
Pode ser feito o uso de temperatura e/ou agentes
quimicos, como compostos halogenados, peréxido de
hidrogénio e ozonio. E necessario que os matediais
construgdo do sistema sejam resistentes a essss doi
agentes. Assim como o sistema de distribuicdo, a
estratégia de sanitizacdo deve ser validada. Aifmcja
de sanitizagcdo depende dos resultados do monitatame
e das curvas de tendéncia (BRASIL, 2010; BRASIL,
2013).

O armazenamento deve ser feito de forma que a
qualidade da agua nao seja alterada. Deve-se éawar
consideragdo que quanto maior o grau de purificadgdo
agua, mais rapido ela tende a se recontaminarsténsa
de armazenamento também deve ser validado. A agua
ultrapurificada ndo deve ser armazenada por unogeeri
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maior que 24 horas. Os reservatorios devem ser de
material inerte e limpo e devem estar protegidos de
fontes de luz e calor impréprios. Reservatorios el
devem ser encamisados, para manter a agua cirouland
em temperatura superior a 80°C. (BRASIL, 2010;
BRASIL, 2013)

2.6 Validacao do sistema tratamento de agua

O objetivo da validacdo é assegurar a
confiabilidade do sistema de obtencédo de aguaysra
farmacéutico, desde a sua obtencdo, passando pelo
armazenamento e pela distribuicdo, até chegar at po
de uso. A validacdo abrange a qualificacdo do fwoje
(QP), a qualificagéo da instalacdo (Ql), a qualif@o da
operacdo (QO) e a qualificacdo do desempenho (QD).
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2013)

O plano de validacdo de um sistema de agua
inclui varias etapas: deve-se conhecer o padrédo de
qualidade da fonte de alimentacéo; estabeleceddpa
de qualidade da agua; definir as tecnologias ugzataso
tratamento e a sequéncia; escolher os materiais de
construcdo; desenvolver os protocolos de QP, Ql,eQ0O
QD; definir os parametros criticos, niveis de alest
acdo; estabelecer a periodicidade de sanitizacdo e
monitoramento e determinar um plano de manuteneéo d
validacdo (BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).

2.7 Monitoramento do sistema de tratamento de agua

O monitoramento do sistema de tratamento € de
extrema importancia visto que € ele que vai mosgao
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sistema € capaz de produzir agua com a qualidade
esperada. Todos o0s pontos criticos e represergativo
sistema devem ser monitorados. A frequéncia deadeti
das amostras e 0s ensaios para garantir a qualdiade
agua sao definidos na validacdo. Qualquer alteragdo
plano original tem que ser revalidada. Os equipanses
instrumentos utilizados devem ser calibrados e zsspa
de fornecer a leitura na faixa requerida, de acooio a
pureza definida. Todas as leituras feitas e odtasms

de ensaios devem ser registrados. Todos o0s
procedimentos previamente definidos devem ser
cumpridos (BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).

3. CONCLUSAO

Tendo em vista 0s aspectos mencionados no
texto, pode-se entender a importancia do tratameato
agua para a industria farmacéutica, visando ateader
legislacdo vigente e o0s parametros de qualidade
requeridos para comercializacdo dos medicamentos.

Foi possivel entender quais sdo as tecnologias
usadas para produzir cada tipo de agua, qual a
importancia do monitoramento e da validacdo nangiara
da qualidade do produto e que muitos outros aspecto
também influenciam como o projeto, a distribuicao,
armazenamento e a sanitizacgao.

Sendo assim, o0s objetivos deste trabalho foram
atingidos, uma vez que foi adquirido conhecimeotre
0s contaminantes encontrados nas aguas, clasauicks;
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agua para uso farmacéutico, aspectos importantes na
tecnologias de tratamento de agua, parametros
considerados na  distribuicao, sanitizacdo e

armazenamento de &gua, critérios da validacdo do
sistema de tratamento de agua e aspectos gerais do
monitoramento do sistema de tratamento de agua.
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RESUMO - A producdo de proteinas terapéuticas
mudou o panorama dos cuidados com a saude nas
Ultimas décadas. Proteinas apresentam importante
funcdo na sinalizagéo, adeséo e ciclo celular, aldn
resposta imunologica. A producdo de uma proteina
recombinante pode ser obtida tanto em sistemas de
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expressao de organismos procariotos (E. coli) caleo
eucariotos (leveduras, células de inseto, células d
mamiferos, animais transgénicos, plantas trans@éic
Foi efetuada uma revisdo da literatura nacional e
internacional, retrospectiva, sendo selecionadosgos
obtiveram destaque acerca do assunto. Qualidade,
funcionalidade, rapidez e eficiéncia na producdap s
consideradas os fatores mais importantes em escolhe
um sistema de expressdo apropriado. Considerando os
objetivos da implantagdo da biotecnologia molecular
pesquisas foram direcionadas almejando alcancaeisiv
satisfatorios de producdo de proteinas recombirante
Entretanto, ndo h& uma Unica estratégia que seja
eficiente para todos os casos, uma vez que digsent
genes requerem investimentos e tentativas espesific
com distintos protocolos de indugéo.

Palavras chave: proteinas recombinantes, sistemas de
expressao, aplicacdes industriais

1. INTRODUCAO

Proteinas apresentam importante funcdo na
sinalizacao celular, resposta imunoldgica, adeséidar
e ciclo celular. Proteinas nativas e recombinantes
beneficiam os principais setores das industrias
biofarmacéutica, enzimatica e agricola. Os produtos
destas industrias por sua vez, beneficiam as ateas
medicina, diagnéstico, alimentacao, nutricao,
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detergentes, téxteis, couro, papel, celulose, potme
plasticos (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

Nos Ultimos anos, mais de 200 produtos
farmacéuticos entre peptideos e proteinas estdistaa
do Food and Drug Administration (FDA). Alguns dos
produtos farmacéuticos produzidos a partir de prage
recombinantes sdo a insulina humana, a albumina, o
horménio de crescimento humano (HGH), fator VIII,
entre outros (REIS et al., 2009).

O estudo objetiva expor o cenario atual de
proteinas recombinantes, apresentar e descrever
vantagens e desvantagens de sistemas de expressao
utilizados na industria farmacéutica, comparando-os
quando possivel.

2. METODOLOGIA

Foi efetuada uma revisao da literatura nacional e
internacional, retrospectiva, utilizando os banates
dados online: National Library of Medicine, Estados
Unidos (MEDLINE), Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Scientific
Eletronic Library Online (SCIELO) e Nacional Center
for Biotechnology Information (NCBI). A pesquisa
bibliografica incluiu artigos online, livros e ajtis
indexados.

Para inclusdo nesta revisao foram selecionados
materiais que apresentaram informagbes do cenario
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industrial para producéo de proteinas recombinaiées
daquelas que apresentaram contetudos sobre expdessao
proteinas em sistemas procariotos e eucariotos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Proteinas recombinantes

Proteinas recombinantes tém sido alvo da
indUstria biotecnologica para producdo de terap@siti
profilaticos e diagndsticos para aplicacdes humanaa
medicina veterinaria. As empresas lideres do mercad
sao Pfizer, Novartis, Sanofi-Aventis, Merck, Roche,
GlaxoSmith Kline, Astra Zeneca, Johnson & John&din,
Lilly e Abbott (EXAME, 2013). Os privilégios da
biotecnologia moderna ainda s@o inacessiveis ariaaio
paises.

A aprovacdo pelo FDA Hood and Drug
Administratior) exige o desenvolvimento de proteinas
terapéuticas de alta qualidade com a heterogereidad
contaminagcéo minima (BIRCH & RACHER, 2006). Para
producdo das proteinas recombinantes é necesgéso a
a subclonagem do DNA em vetores de expressao, sua
introducdo em sistema de expressao para que drarote
desejada seja traduzida sob condi¢bes controlalas.
escolha de um sistema de expressdo adequado depende
de fatores como qualidade, funcionalidade, rapidez
eficiéncia na produgcdo. S&o utilizados sistemas
procarioticos (bactérias) e eucaribticos (leveduras
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células de insetos, células de mamiferos, animais e
plantas transgénicos) (DEMAIN; VAISHNAV, 2009).

3.2 Sistema procarioto E. coli)

O sistema procarioto mais comum € com a
bactéria Escherichia colE( col). A escolha da cepa é
um fator importante para a producdo de proteinas
recombinantes, pois deve ser ausente de proteases
agressivas, 0 que é comum em procariotas (SORENSE
al.,, 2005). Este sistema de expressdo apresenta
crescimento e expressao rapidos, facilidade navoult
alto rendimento e baixo custo (ZHANSS al, 2011). No
entanto, apresenta algumas desvantagens como, por
exemplo, o efeito toxico da proteina recombinaotares
a bactéria.

3.3 Sistema eucarioto

Muitas proteinas apresentam atividade biolégica
apos sofrerem modificacdes pos-tradicionais, seéshetl
a producao em sistema de expressao de eucariotas co
por exemplo, leveduras, células de insetos, céldéas
mamiferos, animais transgénicos e plantas transggni

Alguns exemplos de cepas de leveduras sao a
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris,
Kluyveromyces lactis e Hanselua polimorgl&ELIK et
al., 2011). Ainsulina, antigeno de superficie da tiepa
B, urato oxidase, glucagons, hirudina e fator de
crescimento derivado de plaquetas s&do produtos no
mercado que utilizam aS. cerevisiae (DEMAIN;
VAISHNAV, 2009). P. pastoris apresenta como
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vantagens a capacidade de segregar proteinas, a
capacidade de formar ligacdes dissulfeto e promaver
glicosilagéo de proteinas.

O sistema de expressao de proteinas em células de
inseto sdo capazes de obter modificagbes pos-
traducionais mais complexas do que pode ser aldanca
com leveduras. Este sistema utiliza o Baculoviamsa
vetor para producdo de proteinas. Os principais
beneficios sdo o adequado dobramento de proteinas e
formacdo da ligagdo S-S, altos niveis de expressao,
seguranca, flexibilidade no tamanho da proteinara s
produzida, eficiente clivagem de peptideos sinal e
expressao simultdnea de multiplos genes (WILKINSON
E COX, 1998).

O sistema em células de inseto apresentam
algumas desvantagens como, por exemplo, os padrbes
particulares de processamento pos-traducdo e sfores
devem ser determinados para cada construgao, rastei
dobradas impropriamente devido a expressao tamlia n
ciclo de infecgéo, baixos niveis de expressdo opgue
ser aumentado com a otimizacdo do tempo de expressa
e multiplicidade de infeccdo, além de glicosilacdo
incorreta (BISBEE, 1993; DEMAIN; VAISHNAYV,
2009).

Para producao de anticorpos é comum sistemas de
expressdo utilizando células de mamiferos. O sestem
apresenta  secrecdo deficiente, potencial para
contaminagao do produto final, demanda muito dnohei
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e alto custo para obter aprovacdo do FDA (DEMAIN;
VAISHNAYV, 2009).

A producéo de proteinas recombinantes no leite,
clara de ovo, sangue, urina, plasma seminal e casia
bicho seda acontecem devido ao sistema de animais
transgénicos (BREMet al, 1993). O Atrym® foi o
primeiro medicamento a partir de animais geneticaene
modificados a ser aprovado pelo FDA em 2009. Aipart
do leite de cabra geneticamente alterado € possivel
produzir a antitrombina extra, uma proteina que age
como um afinador natural do sangue (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2009). O elevado custo de
manutencado dos animais e o periodo de tempo neicessa
para avaliar o nivel de producdo sédo alguns dogopon
negativos.

A utilizacdo de plantas transgénicas para a
producdo de proteinas é muito mais seguro, apeesent
menos problemas de armazenamento e distribuicéo,
requer menos tempo e custo em comparacdo com 0S
sistemas de animais vivos e de culturas de células
animais. O uso de vegetais evita gastos com pac#ic
de potenciais organismos responsaveis por doemgas e
humanos, apresenta estabilidade oferecendo vastdgen
estocagem e transporte (RECH, 2004).
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A provavel contaminacdo por pesticidas,
herbicidas e metabdlitos de plantas toxicas sdo o
inconveniente deste sistema (FITZGERALD, 2003). O
FDA aprovou em 2012 o primeiro medicamento a partir
de cenoura geneticamente modicada para tratamento d
doenca de Gaucher do tipo I, denominado Elelyson®
(taliglucerase alfa) (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012).

4. CONCLUSAO

A producdo de uma proteina recombinante pode
ser obtida tanto em organismos procariotos como em
eucariotos. A biotecnologia é uma ciéncia de istre
industrial, por isso, pesquisas desejam alcangagisni
satisfatorios de producdo, pois diferentes germpserem
investimentos e tentativas especificas, com prédsade
inducéo distintos. Para obter uma eficiente expreske
proteinas recombinantes é necessario a escolhande u
célula hospedeira de expressdo estavel, a trafscrc
traducdo, o processamento proteico e o desenvottame
de um processo de recuperacéo eficiente.
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RESUMO -A nanotecnologia tem sido aplicada em
diversos setores da industria farmacéutica, inadoiro
desenvolvimento dos sistemas para entrega de drogas
(drug delivery systems). Estes sistemas funcionam p
meio da utilizagdo das nanoparticulas como
transportadores, 0s quais carreiam de forma
compartimentalizada substancias ativas com
propriedades terapéuticas, direcionando-as para
sitiosespecificos onde deverdao exercer o0s efeitos
farmacoldgicos desejados. Os biofarmacos tem se
mostrado mais eficazes que o0s medicamentos
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convencionais obtidos por processos de origem gaimi
possibilitando o tratamento de doencascrénicas nas
quais ha a auséncia, diminuicdo ou perda de furgd@o
uma determinada proteina. Desta forma, o presente
trabalho se baseia na andalise da importancia dos
aspectos dos sistemas de carregamento e liberacéo
controlada de biofarmacos os quais apontam para a
nova era de producdo de medicamentos, consistiado n
criacdo de drogas mais especificas, com menor
toxicidade e com possibilidade de utlizagdo em
diferentes vias de administracdo. A pesquisa foi
realizada a partir do levantamento bibliografico tema
sugerido através de dados encontrados na literatura
cientifica por meio da busca de artigos em bances d
dados eletrénicos, como Science Direct, PubMea|&ci
Web of Science. Em detrimento aos diversos
nanossistemas existentes, este trabalho teve como
enfoque destacar as caracteristicas dos sistemas de
entrega de drogas organicos, com énfase ao uso dos
lipossomas, as nanoparticulaspoliméricas,
nanoparticulaslipidicas, os dendrimeros e as mgela
poliméricas devido a sua maior biocompatibilidade.

Palavras chaveNanoparticulas, Industriafarmacéutica,
Sistemas de liberacao de dragas

1. INTRODUCAO

Nanotecnologia pode ser definida como a
aplicacdo tecnologica de objetos que possuam, no
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minimo, uma de suas dimensdesfisicas medindo @itre

e 100 nandmetros(INSTITUTO INOVACAO, 2005).
Dentro da industria farmacéutica, a nanotecnologa
sido aplicada em diversos setores, incluindo o
desenvolvimento dos sistemas para entrega de drogas
(drug delivery systems). Estes sistemas funcionam p
meio da utilizacdo das nanoparticulas como
transportadores, o0s quais carreiam de forma
compartimentalizada substéancias ativas com
propriedades terapéuticas, direcionando-as paias sit
especificos onde deverdo exercer o0s efeitos
farmacoldgicos desejados. O seu uso tem propiciado
maior controle da velocidade de liberagéo de suobsta

e ainda oferece a vantagem de n&o causarem aksraco
na estrutura quimica da molécula transportada
(OLIVEIRA, et al., 2004).

Os biofarmacos sao caracterizados como
medicamentos produzidos por técnicasbiotecnoldgicas
com a utilizagdo de um sistema vivo. Podem ser
extraidos de 6rgaos e tecidos, microrganismo, dhiid
animais ou a partir de células e microrganismos
modificados geneticamente.Os biofarmacos tem se
mostrado mais eficazes que o0s medicamentos
convencionais obtidos por processos de origem gaimi
possibilitando o tratamento de doengascronicagjnas
h& a auséncia, diminuicdo ou perda de fungdo de uma
determinada proteina (CARREIRA et al., 2013), ajge
tem parecido ser bastante promissor.

Estima-se que até o fim do ano de 2015 o mercado
mundial gaste cerca de 1,1 trilhbes de ddlares com
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produtos provenientes das industrias farmacéuticas,
podendo atingir aproximadamente 1,3 trilhbes dardél

em 2018 (IMS HEALTH MARKET PROGNOSIS,
2014). Assim como em outros mercados, houve o
crescimento da competicAo no setor farmacéutico,
principalmente  devido aos avangosnaarea de
biotecnologia e engenharia genética, 0s quais tém
proporcionado a elevacdo dos gastos em
P&D(MAGALHAES, 2003). Parte desses investimentos
tem sido direcionados a nanomedicina, ciéncia
relacionada ao desenvolvimento, a caracterizacdo e
aplicagéo de sistemas terapéuticos em escala n&icamé
ou micrométrica (TORCHILIN, 2006; YANG, 2008
apud GARCIA, 2014).

Desta forma, o objetivo deste trabalho € avaliar o
atual cenario para o desenvolvimento e aplicacé do
principais sistemas para a entrega que podem ser
utilizados na producdo industrial de biofarmacos. O
presente trabalho se baseia na analise da impartans
aspectos dos sistemas de carregamento e liberagao
controlada de farmacos os quais apontam para aarava
de producdo de medicamentos, consistindo na cridgéo
drogas mais especificas, com menor toxicidade e com
possibilidade de utilizacdo em diferentes vias de
administragéo. Portanto, resultando na criagdoogiame
mais eficazes terapias viaveis a industriafarmazagut
pois permitem a vetorizagdo de relevantes biomtdécu
como proteinas, material genético e vacinas, andigpe
do tipo de nanoparticula utlizada (ROSSI -
BERGMANN, 2008).
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2. MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada a partir do
levantamento bibliografico do tema sugerido atrades
dados encontrados na literatura cientifica por nuzio
busca de artigos em bancos de dados eletrénicosy co
Science Direct, PubMed, Scielo, Web of Science,
caracterizando-se, portanto, como descritiva reteaé
tedrica.As palavras chave serdo: biofarmacos,
nanoparticulas, industriafarmacéutica, sistemas de
liberacdo de drogas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nanosistemas de entrega das drogas tém sido
idealizados de maneira a representarem dois impesa
caracteristicas: entrega dose-controlada e sitieeffica
(RANGHAR, 2014).As nanoparticulas, sdo absorvidas
pelas células de forma mais eficiente do que outras
micromoléculas maiores e, por conseguinte, podem se
usadas como sistemas de transporte e de distrdbuica
eficazes. Nanossistemas diferentes composi¢cbes e
propriedades bioldgicastém sido amplamente estgdado
para aplicacbes de entrega de drogas e genes (PISON
2006; BRANNON-PEPPASE, 2004; STYLIOS, 2005;
YOKOYAMA, 2005; SCHATZLEING, 2006 apud
SURI, 2007)
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Os sistemas de entrega de drogas tém sido
bastante utilizados para 0 encapsulamento de
biofarmacos e medicamentos convencionais com o0
intuito de controlar a quantidade liberada no oigano e,
assim, melhorar a eficaciaterapéutica (SHAFFER5200
O uso desses sistemas de liberagdo controladéaeaeae
inUmerosbeneficios, como protecdo contra possiveis
instabilidades no organismo, promovendo a manutenca
de niveisplasméaticos em concentracdo constante;
aumento da eficaciaterapéutica; liberacdo progr@ssi
controlada pelo condicionamento a estimulos do mio
que se encontram (sensiveis a variacdo de pH ou de
temperatura); diminuig&do significativa da toxicidgaela
reducdo de picos plasmaticos de concentragcdomaxima,
reducdo da instabilidade e decomposicdo de
farmacossensiveis; possibilidade de direcionamento
alvos especificos (sitio-especificidade); incorgémade
substanciashidrofilicas e lipofilicas nos dispuski
diminuicdo da dose terapéutica e do numero de
administracdes, além do aumento da aceitacao ajgider
pelo paciente (PIMENTEL, 2007).

Algumas desvantagens também podem ser
listadas, como por exemplo, uma possivel toxicidime
produtos da sua biodegradacdo e custo mais elel@ado
producdo a depender do material e do processpaaldi
Entretanto, estes aspectospodem ser contornadas pel
reducdo das doses necessarias (ROSSI — BERGMANN,
2008).Além dos beneficios oferecidos nas terapiaso
das nanoparticulas dentro dos sistemas de entrega d
drogas em escala industrial ainda proporcionam
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excelentes perspectivas econdmicas, como reducdo de
matérias-primas, do consumo energético de impagant
processos industriais, menos agressao ao meio rimbie
e maior protecado a saude do consumidor (SILVA, 2003

Maiores esforcos no intuito de desenvolver os
sistemas de carregamento e liberagcdocomecaram por
volta da década de 1980 e até entdo muito aindke ten
ser debatido no meio cientifico a fim de criar revo
sistemas e aperfeicoar os ja existentes. Atualmeste
principais pesquisas tém concentrado a maior gte
seus recursos no melhor entendimento sobre a dinami
das nanoparticulas (RAMOS & PASA, 2008), aspecto
bastante relevante para a industriafarmacéutice, @o
conhecimento agregado pode auxiliar na escolha da
nanoparticula adequada a producdo de determinado
produto de modo a garantir mais eficacia e maior
rentabilidade.

Em detrimento aos diversos nanossistemas
existentes até os dias atuais, este trabalho t@mé c
enfoque destacar as caracteristicas dos sistemas de
entrega de drogas organicos, com énfase aos mmstrad
no quadro ldevido a sua maior biocompatibilidade
(BAMRUNGSAP, 2012).
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Quadro 1 - Breve descri¢cdo de nanossistemas

Biocompativeis, Excelente sistema de

biodegradéveis, ndo  transporte para entrega

Nanoparticulas 10-1000 nm imunogénicas, de doses constantes e
poliméricas atoxicas; controladas.

Dendrimeros 1a10nm

Fonte: NAHARet al, 2006 (adaptado)
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LipossomasVesiculas artificiais que se organizam
espontaneamente as quais sao desenvolvidas agmartir
fosfolipidiosanfifilicos. Consistem de uma estrataom
uma ou varias bicamadas concéntricas em torno de um
dominio de nucleo aquoso, com tamanho variavekentr
50 e 100 nanémeros (BAMRUNGSAP, et al., 2012).

Os lipossomas tém propriedades biologicas
atrativas, incluindo biocompatibilidade,
biodegradabilidade, 0 isolamento do
medicamento/biofarmaco do meio externo, boa
capacidade de retencdo e liberacdo controlada do
conteudo encapsulado por difusdo e/ou por erosdo da
vesicula (ALVES, 2004), tanto de compostos hidiadd
qguanto hidrofébicos (BAMRUNGSAP, S. et al, 2012).
Através da adicdo de agentes na membrana lipidicka o
alteracdo da composicdoquimica de sua superfisie, a
propriedades dos lipossomas, tais como tamanhga car
de superficie e funcionalidade, podem ser facilment
ajustadas para a finalidade pretendida
(BAMRUNGSAP,et al., 2012).
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Figura 1- Representacdoesquematica de um lipossoma.

Fonte: BUTSELE, 2007 apud SAFARI, 2014

O tamanho dos lipossomos pode variar de
vesiculas muito pequenas (0,Q&8) a grandes (2,bm),
apresentando uma ou multiplas bicamadas. De acordo
com o tamanho e o numero de bicamadas, séao
classificados em:

. Vesiculas Multilamelares (Multilamellar Large
Vesicles - MLV);
. Vesiculas  Unilamelares  Grandes  (Large

Unilamellar Vesicles - LUV);
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. Vesiculas  Unilamelares Pequenas (Small
unilamellar vesicles — SUV).(FIALHO &CUNHA JR,
2007).

Até entdo, os lipossomas representa 0 sistema
melhor estabelecidos clinicamente para administraga
farmacos. A sua eficacia foi demonstrada ao rechsir
efeitos sistémicos e toxicidade, bem como na at&wa
da eliminacdo da droga (BLUME, 1990; TORCHILIN,
2005 apud BAMRUNGSAP, 2012). Lipossomas
modificados em nanoescala demostram excelenteis perf
farmacocinéticos para a entrega de moléculas de,DNA
oligonucledtideosanti-sense, pequenos RNAs de
interferéncia  (SIRNAS), proteinas e  agentes
quimioterapéuticos (BAMRUNGSAP, 2012).

Algumas limitacbesestdo associadas a este
sistema, incluindo a baixa eficiéncia de encapseidq)
rapidaliberacdo das drogas, pobre estabilidade de
armazenamento e a auséncia de gatilhos sintonszavei
para liberacdo da droga (BAMRUNGSAP, 2012). A via
oral € uma via de administracdo preferencial, poé&m
dificultada pelas condicdes agressivas do trato
gastrointestinal, como baixo pH estomacal, preseisca
enzimas degradativas e acdo detergente dos saiebil
no intestino (MATOS, & MOUTINHO, 2008 apud
FAHANING & LOBAO). Além disso, uma vez que 0s
lipossomas normalmente ndo podem permear célidas, a
drogas sédo liberadas no fluido extracelular
(LAVERMAN, 2001 apud BAMRUNGSAP, 2012). A
melhora dos sistemas tem se baseado em processos de
modificacdo de sua superficie no sentido de canferi
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maior estabilidade e integridade estrutural cordra
microambiente oral ou parenteral apdés a sua
administragcéo (SIHOKAR &.VYAS, 2001).

a. Nanoparticulas Poliméricas:Particulas coloidais
com tamanho varidvel entre 10-1000 nm. Podem ser
esféricas, estruturas ramificadas ou com ndcleo e
camadas. Tém sido fabricados utilizando
polimerossintéticosbiodegradaveis, tais como co-
polimeros de polilactida -poliglicolido, poliactites e
policaprolactonas, ou polimeros naturais, tais como
albumina, gelatina, alginato, colageno e quitosana
(PANYAM &LABHASETWAR, 2003 apud
BAMRUNGSAP, 2012).

Enquadrados nesta categoria temos dois tipos
diferentes de estruturas:

. Nanoesferas: farmaco/biofarmaco encontra-se
homogeneamente disperso ou solubilizado no inteaor
matriz polimérica, ndo sendo possivel identifican u
nacleo diferenciado; ndo apresentam Oleo em sua
composicao, sdo formadas por uma matriz polimérica,
onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido;

. Nanocapsulas: a substancia encontra-se envolvida
por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o
nucleo do meio externo. S&o sistemas do tipo rageTe
onde é possivel se identificar um nudcleo diferatwia
sélido ou liquido; constituidas por um invélucro
polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso,
podendo o farmaco estar dissolvido neste nuiclea e/o
adsorvido a parede polimérica.(AZEVEDO, 2002,
SCHAFFAZICK, 2003).
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Estes sistemas agem como compartimentos
transportadores de substancias com boa estabilidade
fisica, quimica e biolégica, facilpreparacdo e boa
reprodutibilidade, além de serem aplicaveis a umpla
variedade de substancias visando melhorar suas
propriedades quimicas (FAHANING & LOBAO).

Avancos cientificos e tecnolégicos tém resultado
no desenvolvimento depolimeros inteligentes ou
sensiveis a estimulos, 0os quais podem alterar @ su
propriedades fisico-quimicas a depender de sinais
ambientais externos, tais como fatores fisicos
(temperatura, ondas de ultrassom, luz eletricidade
estresse mecanico), quimicos (pH e forcaibnica) e
biologicos (enzimas e biomoléculas). A versatilielakd
fontes para a sintese desses polimeros e a sua
facilcombinacdo torna possivel melhorar a sua
sensibilidade em resposta a um dado estimulo ddetro
um intervalo estreito, algo que leva a uma entregs
precisa droga (BAMRUNGSAP, 2012).

Esses sistemas tém sido desenvolvidos visando
inUmeras aplicagbes terapéuticas, sendo planejados,
principalmente, para administracdo parenteral, oral
oftallmica (FAHANING & LOBAO, 2011). Os
biopolimeros como a quitosana e albumina tém a
vantagem de terem custo bem mais baixo que os
sintéticos, podendo ser mais econdmicos (ROSSI-
BERGMANN, 2008).
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3.3 NanoparticulasLipidicas

Sdo compostas por um nucleosoélido coberto por
uma camada de moléculas de agentes tensoativos
(MARQUES, 2010). Os lipidios utilizados em sua
saotriglicerideos, mistura de glicerideos ou ceEases
ingredientes sdo bem toleraveis fisiologicamente e
aprovados para aplicacbesfarmacéuticas em humanos
(FAHANING & LOBAO, 2011).

As nanoparticulas lipidicas s&o caracterizadas
segundo diversos critérios, como carga superficial
(Potencial Zeta), tamanho e polidispersidade, nhagfa,
ponto de fusdo, estruturas cristalinas, caradwasstde
material congelado, eficiéncia de encapsulacdo e
capacidade de ligagdo do biofarmaco droga
(TOMAZZINI, 2007). Por suas caracteristicas, este
carreador passou a ser utilizado no transporte de
farmacoslipofilicos, apresentando um largo espedé&o
vias de administragdo: aplicagdo intravenosa e
intramuscular, parenteral, oral, oftdlmica e tdpica
(MARCATO, 2009).

As vantagens desse sistema consistem na
promocao de uma liberacdo sustentada e/ou diretaona
para um alvo especifico, permanéncia mais duraduara
corrente sangiinea, capacidade de atravessar erdarr
hemato-encefalica sem danificar estruturas, mukaes
promovem 0 aumento da estabilidade da droga,boa
tolerabilidade e biodisponibilidade apdsadministcac
oral, e alta reprodutibiidade em larga escala
(TOMAZZINI, 2007).
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Dentre as desvantagens temos sua baixa
capacidade de encapsulamento (em torno de 25-50%
dependendo da solubilidade do ativo na matriz itpid
do método utilizado e do estado polimorfico da matr
lipidica). A utilizagdo de lipidios muito semelhasitgera
cristais perfeitos. Como o farmaco se localiza eciais
cadeias lipidicas e nas imperfeicdes dos cristaiglta
organizacdo dos cristais diminui a eficiéncia de
encapsulamento (MARCATO, 2009).

3.4 Dendrimeros:

Estruturas altamente ramificadas, simétricas e que
tendem a ter forma de esfera, com tamanho vargnss
1 a 10 nm (SANTOS, 2008; ROSSI- BERGMANN,
2008). De maneira geral, lembram uma arvore com
muitos galhos ramificados (JAIN, 2007) por serem um
nacleo ligado aos seus ramos (SANTOS, 2008; ROSSI-
BERGMANN, 2008). Diferenciam-se dos polimeros
classicos devido as suas ramificacbes serem altamen
regulares e a macromolécula ser bastante simétrica
(Figura 2) (SANTOS, 2008).

Apresentam trés diferentes regides: nucleo, ramos
e superficie. Os constituintes macromolecularesliam
em forma de ramificacdes a partir do nucleo central
criando uma cavidade interna e uma esfera de grupos
terminais as quais podem ser adaptadas de acont@ co
finalidade pretendida. Neste sentido, podem ser
modificados de maneira a gerarem compostos de baixa
toxicidade e alta biopermeabilidade. Desta fornedém
propriedades promissoras para a entrega de bisataie
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como medicamentos, vacinas, metais e genes, até 0s
locais desejados (JAIN, 2007).

Figura 2 - Representacdoesquematica de um dendrimero mostrando
nucleo, ramificacdes e superficie.

Altamente Un. de
x B —— b
ramificado ramificagao

Cavidades

Nacleo internas

Estrutura ] 1) f I\ Grupos superficiais
globular intimamente associados

Fonte: JAIN, 2007 (adaptado)

Os dendrimerossao considerados 6timos sistemas
carreadores de drogas por fatores como:

. Tamanho (1-10nm), por ser viavel sintetizar esses
sistemas com peso molecular definido;

. Formacé&o de estruturas concéntricas;

. Controle do peso molecular e forma (permite a
sintese de micelasunimoleculares);

. Baixo indice de polidisparidade (razéo entre o

peso molecular médioponderado e o numero do peso
molecular meédio do polimero);
. Boa retencéo e area de superficie;
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. Alta solubilidade, miscibilidade e reatividade
(presenca de diversascadeias terminais). Dendrémero
com grupos terminais hidrofilicossaosoliveis em
solventes polares e aqueles com grupos terminais
hidrofobicos, sdosoluveis em solventes apolares;

. Capacidade de encapsulamento de moléculas na
macromolécula interior e a presenca de cavidades
internas(JAIN, 2007; ROSSI-BERGMANN, 2008).

Além de serem utilizados como sistemas de
entrega de drogas, tambémtém sido bastante utkzad
em processos de solubilizacdo, terapia génica, em
imunoensaios e agentes de  contraste na
ressonanciamagnética (JAIN, 2007).

3.5 Micelas poliméricas:

Formadas quando surfactantes anfifilicos ou
moléculaspoliméricas associam- se espontaneamente n
meio aquoso de modo a formar estruturas de nucleo-
revestimento, medindo < 100 nm. O nucleo de uma
micela, hidrofébico, é rodeado por um invélucro de
polimeroshidrofilicos  (NISHIYAMA, 2006 apud
BAMRUNGSAP, 2012). Este serve como um
reservatorio para substanciasanfifilicas pouco veisu
em agua e, concomitantemente, a sua camada hichofil
estabiliza a regido central, prolongando o tempo de
circulagdo no sangue (Figura 3) (GABIZON, 2003 apud
BAMRUNGSAP, 2012).

Estes sistemas sdo bastante dinamicos, podendo
carrear moléculas ou presas fisicamente dentro dos
nacleoshidrofébicos ou ligadas covalentemente aasut
moléculas que compdem a micela. Dentre as vantagens
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quando utiizadas  como  transportadores  de
substanciastém-se a elevada capacidade de carrggame
e versatilidade, a estabilidade em condicdesfigiols, a
taxa de dissolucdo mais lenta, a alta acumulagdo do
biofarmaco/droga no local-alvo e possibilidade de
funcionalizacdo do grupo terminal para conjugacéo d
ligantes de direcionamento (JAIN, 2007).

Figura 3 - Representacaoesquematica de uma micela polanéric

Fonte: SAFARI, 2014

3.6 Aspectos de extrema relevancia para os sistemas
de entrega de drogas:

Para garantir a eficacia desses sistemas, 0s
nanocarreadores devem, no minimo, serem capazes de
permanecer um periodo de circulacdo adequado para q
a biomoléculando seja eliminada antes de atingiew
alvo. Dessa forma, caracteristicas como tamanmmafo
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e superficietém sido apontadas como cruciais patugaa
eficiéncia (BAMRUNGSAP, 2012).

. Tamanho e forma.O tamanho esta relacionado
com o grau de degradacdo, a dinamica vascular,
direcionamento, a depuracdo, além da velocidade, da
caracteristicas de difusdo e das propriedades de
aderéncia, que estdo relacionadas aos mecanismos de
absor¢cdo (CHAMPION, 2007; PATIL, 2001; NEL, 2009;
ZAUNER, 2001; YAMAMOTO, 2002; apud
BAMRUNGSAP, 2012): a dimensdo dos sistemas deve
ser grande o bastante para evitar uma rpida foga n
capilares sanguineos, e ao mesmo tempo, suficientem
pequena para escapar do processo de captura per par
dos macréfagosatravés do sistema reticuloendottdial
como o figado e baco.A forma, por sua vez, parece
influenciar nos processos de internalizacdo, t@msp
nos vasos sanguineos e na marcagdo dos sitioslalvo
(CHAMPION, 2006; GENG, 2007; GRATTON, 2008
apud BAMRUNGSAP, 2012).
. SuperficieParece influenciar diretamente no
tempo de vida de circulagdo na corrente sanguiasa d
nanoparticulas. Para tanto, o revestimento comaulaie
de polimeroshidrofilicos tem sido utilizado como
estratégia para driblar tdolimitacdo (MOGHIMI, 2D@&1
carga presente na superficie da particulatambéptear
influenciar fungdes como a internalizagdo por
macrofagos: particulas positivamente carregadaamfor
parecem exibir maior internalizacdo por macréfagos
célulasdendriticas em comparacdo com as particulas
neutras ou carregadas negativamente (THIELE, 2003).

O potencial em mudar a forma de tratar doengas
baseado em nanomateriais demostra grande capacidade
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em reduzir a dose do biofarmaconecessario para
conseguir o beneficioterapéutico, o qual, por sea, v
leva a diminuicdo de custos e/ou dos efeitos aaliste
associados com certas substancias (BAMRUNGSAP,
2012), apesar da subsisténcia de desafios ainda
significativos neste campo para a criacdo de tasapi
clinicamente viaveis (SAFARI, 2014).

4. CONCLUSAO

A evolucdo da nanotecnologia demostra que essa
ciéncia muito em breve assumira um lugar essenacial
progresso tecnologico de modo geral, em particular
dentro da industria farmacéutica, principalmenteicte
ao desenvolvimento dos sistemas de entrega de sdroga
para a terapéutica humana. Embora classificado como
emergente nos dias atuais, esses sistemas mostnam u
futuro bastante promissor.

Este potencial em mudar a forma de tratar
doencas baseado em nanomateriais demostra grande
capacidade em reduzir a dose do biofarmaconecessari
para conseguir o beneficioterapéutico, o qual, &
vez, leva a diminuicdo de custos e/ou dos efeitos
colaterais associados com certas substancias,ragesa
subsisténcia de desafios ainda significativos nestepo
para a criagdo de terapias clinicamente viaveis.

Diante do exposto, espera-se que essa revisao
tenha contribuido para o detalhamento sobre osnsist
de carregamento e liberacdo controlada de bioféarsnac
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com base na revisaobibliografica dos mais receates
importantes artigos cientificosdaarea.
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RESUMO- Os surfactantes nas industrias farmacéuticas
sao utilizados como excipientes em sistemas daae
de farmacos com base em suas propriedades de formar
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monocamadas, emulsdes e dispersdes de 6leo-em-agua
ou agua-em-6leo. Com o intuito de investigar as
possiveis aplicagcbes dos surfactantes pelas indgstr
farmacéuticas um levantamento na literatura foi
realizado. Uma ampla gama de sistemas de liberagho
farmacos coloidais estdo disponiveis comercialmente
em fase de pesquisa clinica utilizando surfactantes
quimicos, no entanto ainda €é escassa pesquisas
utilizando surfactantes biolégicos em formulacdes

farmacéuticas.

Palavraa Chave biossurfactante, sistemas de liberacdo
de farmacos coloidais, industria farmacéutica

1. INTRODUCAO

Formulacdes farmacéuticas e os sistemas de liberaca
de farmacos

Historicamente o propdésito  basico do
desenvolvimento da terapia medicamentosa € de memo
a acao da droga no local com a concentragao exiljiola
entanto a distribuicdo de um farmaco dentro do cd@p
determinada por suas propriedades fisico-quimiéas.
penetragcdo de drogas em oOrgados, tecidos e células
saudaveis leva a conducdo da toxicidade e com dsso
necessidade da criacdo de estratégias para melhorar
seletividade de uma molécula ativa em seu locagd®.
Para isso, as moléculas ativas necessitam de wemais
transportador que as conduzam e possa manté-las em
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contato intimo, com o alvo de forma controlada
(COUVREUR et al., 2002).

As formulacdes farmacéuticas séo constituidas,
em geral, do farmaco que constitui o principio @tdo
medicamento e de excipientes (ANSEL; LLOYD;
POPOVICH, 2013). Os excipientes sdo substancias, po
definicdo, destituidas de poder terapéutico. S&o
constituidos de materiais quimicamente heterogéneos
utilizados para assegurar a estabilidade, a eficacas
propriedades fisico-quimicas, farmacologicas e
organolépticas dos produtos farmacéuticos. Possmioc
funcao solubilizar, espessar, suspender, diluiylsificar,
estabilizar, entre outras. Podem ser utilizadosa par
melhorar a resposta imune da vacina de varias Brma
aumentando a velocidade e duracdo da resposta ;imune
aumentando a imunogenicidade; modulando a avidez,
especificidade, distribuicdo de subclasse de apico
Entretanto, apesar de conceitualmente inertes,enibe
auséncia de risco comprovado na utilizagéo de extgs
farmacéuticos (ARAUJO; BORIN, 2012).

Geralmente os excipientes sdo classificados em
particulados e ndo particulados. Os particulados
apresentam particulas microscopicas nas quais o0
imunégeno esta incorporado ou associado, e 0s néo
particulados sdo imunomoduladores que aumentam a
resposta imune e podem ser associados ao primeire.E
0S excipientes particulados destacam-se os desvdeo
aluminio, as emulsdes do tipo agua-em- Oleo, eraslsd
do tipo Oleo-em-agua e as emulsdes multiplas,
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lipossomas, micro e nanoparticulas (COX; COULTER,
1997; ARAUJO; BORIN, 2012).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) os excipientes contendo agentes
surfactantes/tensoativos/emulsificantes séo utiiza
para estabilizar formula¢cdes que possuem um liquido
disperso no interior de outro liquido com ele irhist
Por serem substancias que reduzem a tensao sigbexfic
a tensao interfacial, podem ser utilizados commiagge
molhante, detergente ou emulsificante.

O uso mais comum de surfactantes nas industrias
farmacéuticas € em sistemas de liberagcdo de fasmaco
com base suas propriedades em formar monocamadas,
emulsdes e dispersdes de 6leo-em-agua ou aguaeem-ol
(BHADORIYA, 2013). Os sistemas de liberacdo de
farmacos coloidal (SLFC) consistem em particula® co
didmetro de 10-400 nm e se mostram como uma grande
promessa como sistema de liberagao de droga. Dot t
principais de SLFC estdo disponiveis: (1) o sistelma
liberacdo de farmacos coloidais vesiculares (SLEQ))

o sistema de liberacdo de farmacos coloidais péaties
(SLFCP) (GARG, RATH, GOYAL, 2015).

Os SLFCV sao organizados em bicamadas
lipidicas concéntricas formando estruturas anfési
expostas a agua. Tem como vantagem o prolongamento
da droga na circulagdo, reducdo da toxicidade e
biodisponibilidade. Todos os tipos de drogas (Hiticas
ou lipofilicas) podem ser carreados por este sitem
resolvendo desta forma, o problema de insolubiedael
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drogas, instabilidade e degradacéao rapida. Os SL$&0V
classificados em: lipossomas, niosomas, transferasp
ethosomas, cubosome, Virosomos, fitosomo,
microemulsdes e emulsées multiplas.

Os SLFCP sao substancias ativas presentes em
pequenas subunidades independentes com tamanho de
0,05 a 2,00 nm. A principal vantagem desse sistéena
liberacdo € a deposicao da droga no local alvaizidds
efeitos téxicos para o tecido alvo e o aumento
intracelulares da droga. S&o classificados em:
microparticulas, nanoparticulas, liposfera, micela,
complexos imunoestimulantes, sistema de entrega de
drogas auto-emulsionantes, dendrimeros, cochleates
eritrécitos encapsulados(GARG, RATH, GOYAL, 2015).

Aplicagbes de tensoativos em  formulacdes
farmacéuticas

Os surfactantes aplicados em formulagcbes
farmacéuticas possuem como principal funcdo meitzora
solubilidade de drogas, estabilizar farmacos endagss
além de permitir a penetracdo na membrana cejutie,

e outras interfases biologicas (BHADORIYAet ,al.
2013).As emulsdes podem ajudar a solubilizar faomac
lipofilicos e diminuir a instabilidade aquosa, asando-

as com uma fase de 6leo hidrofébico proporcionando
uma libertacdo mais lenta do farmaco por conta da
natureza de suas particulas gerando um maior te®po
residéncia para facilitar a fagocitose por céluths que

as formulagcbes aquosas. Assim, podem aumentar a
eficacia da vacina para as células. A fim de qua um
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emulsao torne-se um produto farmacéutico ou unuieic
eficaz para vacinas, € essencial que os compondates
emulsao criar uma formulacao estavel, sem afeperid

de seguranca do composto ativo (FOX, 2009).

Segundo Araujo (2012) as emulsdes comumente
usadas como excipientes podem ser:

* Emulsdes tipo Oleo-em-agua: caracterizam-se
por microgoticulas de 6leo estabilizada por suafaets
em uma fase aquosa continua que apresenta uma
liberacdo lenta de antigenos e promovem uma
estimulacdo duradoura do sistema imune. Um exemplo
o Emulsigen®, usada em vacinas veterinarias;

« Emulsbes multiplas: fase aquosa externa
englobando uma fase interna composta de uma emulsao
agua-em-6leo que permitem a protecdo de farmacos
encapsulados, e a separacdo de substancias
incompativeis;

* Microemulsdes: que sao dispersdes de agua-em-
oleo, termodinamicamente estaveis, pouco Vviscosas,
transparentes e opticamente isotrépicas, geralmente
estabilizadas por um emulsionante e um co-emulstena
gue tem a vantagem de solubilizar antigenos hidrasdi
e lipofilicos, melhora na estabilidade e a libecaca
prolongada.

Os tensoativos catibnicos sdo 0s mais toxicos e
tém sido historicamente usados como agentes
antimicrobianos, enquanto aniénico sdo menos tex@&co
sdo mais ativos contra bactérias Gram positivasguio
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Gram negativas, e 0s nhao-idnicos sdo muitas vezes
considerados como nao toxico (DALTIN, 2011). Os
tensoativos sintéticos, lauril sulfato de sodio e o
polissorbato 80, sdo os tensoativos mais frequesrtem
utilizados pela United StatesPharmacopeia (SILVA;
VOLPATO, 2002).

Contudo, mesmo possuindo uma vasta aplicagéao
em produtos farmacéuticos seu uso requer cuidagios p
conta da sua toxicidade. Baixos niveis de surféesan
(0,5-5,0% p/v) sé@o indicados para serem incluidms n
meio de dissolucdo, de maneira a fornecer meltiacde
com as condicbesn vivo. Além disso, 0os agentes
tensoativos podem provocar irritacées locais, damos
membrana e morte celular e, por consequéncia destes
fatores, durante os processos de formulagaatro sdo
necessarios testes para investigar os efeitoativos e
de citotoxicidade (SILVA; VOLPATO, 2002).

Os surfactantes n&o-ibnicos mesmo possuindo
uma toxicidade menor podem ocasionar irritacadorgast
intestinal por mudancgas reversiveis na permeabgidio
limen intestinal. Por esta razdo o uso de emulstesa
de origem natural é preferivel uma vez que sao
considerados mais seguros do que 0s agentes fgnsoat
sintéticos (GURSOQY; BENITA, 2013; SINGH, 2014).
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Tabela 1- Sistemas de liberacdo de farmacos coloidais vese&sl(SLFCV) que aplicam surfactantes em suas
formulacdes e os farmacos e biomoléculas trangpustpelo sistema

SLFCV Surfactantes Farmacos/biomoléculas
Span 40, 60, 80; Tween 200 resveratrol, fluconazol, acetazolamida,
80, 85; surfactante ndoacido félico, tartarato de brimonidina, sal
' ibnico; Pluronic L64 de soédio sulfadiazina, cloridrato de
Niosomas metformina, ibuprofeno, glicirrizinato de
amonio
Span 80, Tween 80 Interferon-bet (IBN-  Ibuprofeno,
curcumina, superoxido dismutase
Transferosomos
Etosomos Poloxamer 407 Diclofenaco sédico, Vinpoeet
Poloxamer 407 Monofosforil-lipido A e imiquimod,
Dexametasona, Ciclosporina A
Cubosomos
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Microemulsao

Triton X-100, Span 80
Tween 20,80, Brij -92

, BiotiniladoZnS
triptélido, Famotidine

(sulfeto de  zinco),

EmulsGesmultiplas

Span 80, Span 83, Brij

35, agua-em Oleo-en
agua(a/o/a), ofa/o,emulsd
multiplas, polisorbato

80, pluronic F-68

Aciclovir,

esS

Aspirina,

oligonucledétidos,

vitamina C, antigénio do virus Influenza
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Tabela 2- Sistema de liberagdo de farmacos coloidais p#atios (SLFCP) que aplicam surfactantes em suas
formulacdes e os farmacos e biomoléculas trangfustpelo sistema

SLFCV Surfactantes Farmacos/biomoléculas
Liposfera Poloxamer 407, Tween 65 Lercanidipineg>@cam
Micelas Poloxamer Curcumina, paclitaxel
Tween 80, Cremophor RH40Domperidona, indometacina, Berberina,
SEDDS Tween 20, Labrasol, Cloridrato, quercetina, anfotericina B,

Cremophor EL

Fenobarbital, doxetaxel, Lovastatin,
indometacina, hidrocortisona
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Na classificacdo dos sistemas de liberacdo de
farmacos proposta por Garg, Rath e Goyal (201%)est
descritos alguns surfactantes quimicos utilizades n
industria farmacéutica em drogas
comercialmentedisponiveis, e em fase de pesquisas
clinicas. Na tabela 1 estdo descritos os SLFCV e na
tabela 2 os SLFCP que aplicam surfactantes em suas
formulagbes e os farmacos e biomoléculas que séo
transportados pelo sistema.

2. CONCLUSAO

Os surfactantes quimicos sao amplamente
utilizados na indastria farmacéutica, no entanto a
toxicidade € um dos fatores limitantes de sua aqdic.
Atualmente os surfactantes biologicos, também
chamados de biossurfactantes, ganharam importaacia
indUstria farmacéutica, biomédica, de cosmeéticos e
alimentos, com um alto valor agregado e possuirem u
potencial de aplicagdo em substituicdo aos tenssati
sintéticos, por conta da baixa toxicidade, alta
biodegradabilidade e disponibilidade de matéria-
prima.Uma grande quantidade de trabalhos cientifico
referéncia a baixa toxicidade dos surfactantedbiobs
em relacdo aos quimicos, e, por esta razdo venosend
estudados com o propoésito de substituicdo. Como o0s
biossurfactantes encontrassem em fase de pesqgs&a e
custo beneficio inviabiliza a producdo para apicaem
processos que demandem uma alta quantidade do
produto, a possibilidade de substituicdo por stafaes
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quimicos na industria farmacéutica e promissoragmo
bastante desafiadora.
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CAPITULO XVI
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RESUMO - O secukinumabe €é um anticorpo
monoclonal humano que se liga a citocina pro-
inflamatoria interleucina-17A (IL-17A). Na medidane
que a IL-17 ocupa um papel central na patogénese da
artrite reumatoide, drogas biolégicas que tém cahm

a IL-17, tém acumulado estudos favoraveis ao ustade
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tecnologia. O objetivo deste trabalho foi elabonam
Parecer-técnico-cientifico comparando eficacia e
seguranca do secukinumabe versus infliximabe no
tratamento da artrite reumatoide. Neste intuito foi
conduzida uma busca nas bases de dados MedLine via
Pubmed, Lilacs e Cochrane de acordo com as diesriz
metodoldgicas do Ministério da Saude. Os estudos
selecionados para analise apresentaram boa quatidad
metodoldgica, todavia ndo forneceram evidénciastds

d sobre a eficacia e seguranca do uso do secukibema
comparado ao infliximabe.

Palavras chave:lL-17A, artrite reumatoéide, ATS

1. INTRODUCAO

A Artrite Reumatodide é uma doenca inflamatoria
cronica, de etiologia ainda desconhecida, com earat
sistémico e progressivo, caracterizada pelo enwarito
simétrico de pequenas e grandes articulacbes qie po
resultar em deformidade articular e incapacidade
funcional (FERNANDES et al., 2011).0 tratamento
combina intervengdes educativas, preventivas e nao
farmacoldgicas com o tratamento farmacolégico e os
procedimentos cirurgicos (COSTA et al., 2015).

As terapias medicamentosas incluem o uso de
anti-inflamatérios ndo hormonais/ ndo esterdides
(AINH/AINE), corticésteroides, drogas
iImunossupressoras e drogas modificadoras do cw@aso d
doenca (DMCD), sendo estas sintéticas ou bioldgicas
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(MOTA et al., 2013). A terapia com DMCD biologicos,
também conhecida como alvo-especifica, revolucianou
imunoterapia da AR por proporcionar ndo apenas a
diminuicdo dos sintomas como, em alguns casos, a
remissdo da doenca. No Brasil,encontram-se aprevado
para uso na AR os bloqueadores de TNfEtanercept,
Adalimumabe, certolizumabe, golimumabe e
infliximabe), depletor de linfécito B (rituximabe),
bloqueador da co-estimulacéo (abatacepte) e bldquea
do receptor de IL-6 (tocilizumabe).(MOTA et al.,13)

O secukinumabe é um anticorpo monoclonal
humano que se liga a citocina proinflamatoria I1A17
Nos Estados Unidos e na Unido Européia, o
medicamento foi aprovado para o tratamento da gs®ri
em placa moderada a grave (SANFORD; MCKEAGE,
2015). Neste contexto, o0 objetivo do estudo foliava
efichcia e a seguranca do secukinumabe versus
infliximabe no tratamento de pacientes com artrite
reumatoide.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Formulacdo da pergunta PICO e estratégia de
Busca de informacéao

A ferramenta PICO [P = populacdo, | =
intervencao, C = comparador e O = outcome (desjdcho
foi utilizada afim de estruturar a metodologia para
formulacdo da pergunta condutora. Considerando o
objetivo proposto pelo estudo, o “P” correspondeu a
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pacientes com AR, o “I” ao grupo de pacientes emdes
secukinumabe, o “C” ao seu respectivo comparadstane
analise, o grupo em uso de infliximabe, e por firfO8
como o desfecho pretendido, correspondeu a eficacia
baseada na melhora clinica dos pacientes com AR,
medida através dos critérios ACR 20, 50 e 70% e,
também, da seguranca dos tratamentos, avaliadgésitra
do surgimento de efeitos adversos.

A busca na literatura por RS e ECR gque tivessem
como objetivo avaliar a eficacia e seguranca dos
medicamentos selecionados, utilizados no trataméato
AR, foi realizada no dia 24/05/2015, nas basesatiosl
MedLine via PubMed, Lilacs e Cochrane.

2.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidas nesta andlise revisdes
sistematicas (RS), com ou sem metanalise, e estudos
clinicos randomizados (ECR), desde que apresentasse
os desfechos de eficacia e seguranca definidositguaa
formulacdo da pergunta condutora da pesquisa.

As buscas consideraram estudos realizados em
humanos, que avaliaram o0s pacientes com AR,
publicacdes realizadas nos ultimos 5 anos e nomal
portugués e inglés. Estudos comparativos néao
randomizados, revisGes narrativas, publicagcbes em
idiomas diferentes do portugués e do inglés, que
avaliaram desfechos menos relevantes aos destacados
nesta analise foram excluidas.
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2.3 Avaliacdo da qualidade da evidéncia

Avaliou-se a qualidade da evidéncia nos
resultados encontrados no estudo clinico selecmnad
utilizando a ferramenta de Jadad (JADA&Dal., 1996).
Para avaliacdo da qualidade metodologica da RS
selecionada foi utilizada a ferramenta de AMSTAR —
AssessingtheMethodological Quality of Systematic
Reviews (LEWIN et al., 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultado da selecao dos estudos

O fluxograma da selecdo dos estudos esta
apresentado na Figura 1. Um total de 118 artigos fo
localizado por meio da busca nas bases de dadoasit
Quinze foram excluidos por duplicidade. Apoés realia
triagem por titulo e resumo, 95 foram excluidos &
se adequarem a pergunta PICO, sendo selecionados pa
leitura integral do texto 8 artigos. Seis deles néo
cumpriam pelo menos um dos critérios de inclusdie, t
como ter sido publicado nos ultimos 5 anos, e foram
excluidos, restando para analise da qualidade apana
ECR e uma RS.
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Figura 1 - Fluxograma da selecdo dos estudos
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3.2 Avaliagdo da qualidade da evidéncia

Ndo foram localizadas evidéncias diretas
comparando 0 uso do secukinumabe versus o
infliximabeno  tratamento da  AR,portanto, o0s
medicamentos foram avaliados em estudos difereNtes.
ECR conduzido por GENOVESEet al., 2014, o
secukinumabna dose de 150 mg apresentou bons
resultados para os parametros ACR 20, 50 e 70rgm lo
de um ano. A conducdo metodoldgica do trabalho foi
adequada, obtendo uma pontuacdo 5 quando avaliado
pela ferramenta JADAD et al., 1996.A RS conduzida p
AALTONEN et al., 2012 mostrou que o Infliximabe nao
obteve resultados significativamente diferentes do
controle avaliado. Em termos de seguranca, os @stud
mostram a descontinuidade no tratamento devido ao
aparecimento de efeitos adversos. A frequéncia dos
eventos adversos manteve-se estavel com o0 uso do
secukinumabe, no entanto foi observada uma desigtén
de 8.3% dos pacientes ao tratamento. Quanto ao
infliximabe foi observado uma desisténcia de 118%
risco relativo de descontinuidade aumentado de (32
95% 1.76— 5.91) em relacédo ao controle.

4. CONCLUSAO

Devido a ndo existéncia de evidéncias na
literatura comparando diretamente os dois medictoaen
analisados nesse trabalho, recomenda-se a elabataca
novos estudos, permitindo assim uma avaliagdo mais
conclusiva na comparacao dos farmacos.
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RESUMO - O monitoramento microbiologico ambiental

€ fundamental para fornecer informacbes sobre a
qualidade de éareas limpas e ambientes controlados,
oferecendo uma maior garantia de qualidade de um
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produto. Medicamentos injetaveis, como o radiofaxma
FDG-F 18, devem ser estéreis e apirogénicos, agsar,

o controle de biocontaminantes neste ambiente piamiu
deve fazer parte da rotina das industrias
radiofarmacéuticas. Diante disso, 0 objetivo deste
trabalho foi estabelecer o programa de monitorarment
ambiental na Divisdo de Producdo de Radiofarmaams d
CRCN/NE, onde é produzido o FDG-F 18 , seguindo as
recomendacgfes estabelecidas pelas Boas Praticas de
Fabricacéo (BPF). Inicialmente, foi determinado lanmo

de amostragem, no qual foram definidos os locais de
coleta, métodos de monitoramento, volume amosteal e
frequéncia dos testes. Os métodos de monitoramento
implantados foram baseados na amostragem passiva do
ar (utilizando placas de sedimentacdo) e amostragem
superficies (através de placas de contato e cdaleta
swab). Para validacdo dos métodos, foram utilizadas
suspensdes  padronizadas de  Candidaalbicans,
Pseudomonasaeruginosa e Staphylococcus aureus
contendo entre 50 e 100 unidades formadoras deni@lo
(UFC) para determinacdo da recuperacdo de
microrganismos por cada um dos meéetodos empregados
neste trabalho. Os resultados obtidos nos ensams d
validacdo demonstraram que o0s meétodos estudados
apresentaram uma recuperacdo adequada (sempre
superior a 50%), sendo, portanto, confidveis para
utilizacdo na rotina da garantia da qualidade.
Adicionalmente, o programa de monitoramento foi
empregado durante a producdo e controle de quatdad
do FDG-F 18, e demonstrou resultados satisfatorios,
indicando que o nivel de contaminagcdo do ambiente
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controlado encontra-se dentro dos limites estaldtesc
pela ANVISA.

Palavras chave: Monitoramento ambiental,
Radiofarmaco, FDG-F 18.

1. INTRODUCAO

As industrias farmacéuticas buscam
continuamente fabricar produtos que atendam as
exigéncias internas da inddstria, dos  0Orgaos
regulamentadores e do consumidor (PEREIRA, 2009).
Todo o processo produtivo é fiscalizado e contmlad
fim de garantir que o produto final esteja dentas d
padroes de qualidade exigidos. As providéncias dasa
com o objetivo de assegurar a qualidade do produto
constituem a Garantia da Qualidade (BRASIL, 2010)
que, de acordo com a RDC 17/2010 da ANVISA, é um
conceito amplo, que abrange todos o0s aspectos que
influenciam a qualidade de um produto. Dessa fomna,
planejamento e desenvolvimento do produto devem
seguir as normas de Boas Praticas de Fabricacde) (BP
outros requisitos como as Boas Praticas ClinicRC{|Be
as Boas Praticas de Laboratério (BPL).

Processos produtivos realizados em areas limpas
necessitam decuidados adicionais para manter ceatabi
sob  condicbes controladas de  contaminagao
(EUDRALEX, 2008; COUTO, 2011; XAVIER, 2013).
Nestes ambientesa contaminacdo, tanto por pasicula
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viaveis, como por particulas nédo viaveis, podemavir
prejudicar a qualidade do produto (SBCC, 2011)ni&ia
disso, € indiscutivel a necessidade da implantdeaam
programa de monitoramento ambiental pelas ind§stria
farmacéuticas.

O monitoramento ambiental € um conjunto de
acOes que asseguram a qualidade do ambiente omde s&
fabricados os medicamentos com os padrfes de gdalid
exigidos (BRASIL, 2003; PEREIRA, 2009). Tem como
objetivo avaliar a susceptibilidade de contaminagéo
medicamento produzido na area limpa, indicando a
eficacia dos procedimentos de limpeza e sanitizagéo
desempenho do Sistema de Aquecimento, Ventilacdo e
Ar Condicionado (AVAC), paramentacéo e limpeza dos
operadores e equipamentos (SBCC, 2005; ANVISA
2013). Apesar de suas limitagbes, o monitoramento
ambiental fornece informacgfes sobre o modo de g@era
do ambiente controlado, portanto, oferece uma maior
garantia de qualidade de um produto. (ANVISA, 2013;
XAVIER, 2013).

O FDG-F 18 é o radiofarmaco mais utilizado para
realizacdo de tomografia por emissédo de positrBRS (
do inglés PositronEmissionTomography) e possui
relevancia e alta especificidade no diagndésticoque de
tumores malignos, assim como aplicacdo em cardalog
e neurologia (ARAUJO et al., 2008). Sua administoaé
através da via parenteral e, por isso, segue a aesm
regulamentacdo dos medicamentos injetaveis (VILLAS
BOAS, 2010). Desta forma, o monitoramento ambiental
nas areas produtivas do FDG-F 18 é fundamental e

313



fornece uma maior garantia de seguranca e pureza do
produto (PACHECO; PINTO, 2010). O presente trabalho
propbs implantar e validar um programa de
monitoramento microbiolégico ambiental nas areas
controladas da Divisdo de Producdo de Radiofarmacos
(DIPRA) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares
(CRCN/NE). Este centro € um o6rgdo vinculado a
Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN), que
desenvolve pesquisa na area de energia nucleae e qu
comegou a produzir e distribuir Fluordesoxiglicose
(FDG-F 18) (CRCN/NE, 2014).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1Desenvolvimento do plano de amostragem

O plano de amostragem para o monitoramento
microbiolégico ambiental foi elaborado com base na
analise de risco de contaminacdo microbiolégica dos
ambientes classificados e salas limpas, utilizac@oo
referéncia o Guia de Qualidade para Sistemas de
Tratamento de Ar e Monitoramento Ambiental na
Industria Farmacéutica (ANVISA, 2013). Durante a
analise de risco foram definidos os pontos criteaso
criticos do ambiente e, posteriormente, foram
estabelecidos os locais de coleta, a frequéncia de
amostragem e 0 numero de amostras requeridas. Foi
levada em consideracdo a possivel exposicdo do
radiofarmaco produzido a microrganismos do ambjente
bem como situa¢cdes em que ha manipulacdo humana.
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2.2 Testes e procedimentos de amostragem

Utilizou-se  solucdo tampdo estéril para
umedecimento do swab que foi posicionado em angulo
de 30° sobre as superficies de amostragem e neakza
coleta através de movimentos de zig-zag, também em
sentido perpendicular. Apés a realizacdo da angeira
o swab foi acondicionado no tubo contendo a solucao
estéril de origem. Seguidamente, em uma cabinkixie f
laminar, foi realizado o semeio do material em gdade
petri contendo Agar Triptona de Soja (TSA), petaiéa
de esgotamento. Por fim, as placas foram incubadas
estufa microbioldégica a 33 + 2°C, por pelo menogai
dias. Decorrido o periodo de incubacao, foi redbza
contagem das colbnias e registro.

2.2.1 Amostragem com placa de contato (RODAC)

A superficie convexa da placa de contato
(RODAC), contendo meio de cultura TSA, foi
pressionada no local de amostragem, com forcaamtest
e sem movimentos laterais, durante 10 segundofacdap
foi fechada e devidamente identificada. Apds atapkes
placas foram imediatamente incubadas em estufa
microbioldgica a 33 + 2°C, por pelo menos cincosdia
Decorrido o periodo de incubacédo, foi realizada a
contagem das colbnias e registro.

2.2.2 Amostragem com placas de sedimentacao

Placas de Petri contendo meio de cultura TSA
foram posicionadas, sem tampa, no local de ameastrag
durante quatro horas. Apos este periodo, as placas
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tampadas e incubadas conforme o item 2.2.1. Nod&aso
amostragem das luvas, os operadores aplicaramncs Ci
dedos com as luvas na placa de contato contendm mei
TSA, com forga constante e sem movimentos, durkhte
segundos.

2.3 Procedimentos de validacao

Todos os ensaios de validacdo foram realizados
em trés dias diferentes e utilizando o0s seguintes
microrganismos: Staphylococcus aureugGram +),
Pseudomonasaeruginos@iGram -) e Candidaalbicans
(fungo).

2.3.1 Validacao da amostragem passiva do ar

A validacao da técnica passiva de amostragem do
ar consistiu na sedimentacdo do ar em placas de pet
contendo agar TSA, exposta ao ambiente por umduerio
de quatro horas. Posteriormente as placas foraatdesv
para a capela de fluxo laminar para inoculacdo de
aliquotas de suspensdes padronizadas contend®6rdre
100 UFC, dos trés microrganismos mencionados
anteriormente. As placas controle ndo foram expaosta
ambiente. O experimento foi realizado em
duplicata.Apos trés dias de incubacdo foi realizada
contagem das colonias nas placas e calculada a
porcentagem da recuperacdo por meio da razéo @ntre
namero de UFC nas placas de teste e controle.akapl
foram pesadas antes e depois da sua exposicdo, para
avaliar se houve perda de agua durante 0 ensaio e a
influéncia deste fator no crescimento microbiano.
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2.3.2 Validacdo da técnica de amostragem de
superficies

A validagdo dos métodos de amostragem de
superficies (placas de contato e swabs) consistiu n
inoculagdo de suspensdes padronizadas (contend® ent
50 e 100 UFC), em diferentes superficies. Apos
evaporacdo completa das aliquotas, foi realizada a
amostragem do local, em triplicata, conforme ostenb
4.2.1 e 4.2.2. Adicionalmente, foi inoculada a ma&sm
suspensao microbiana em placas de petri com TSA, as
quais foram utilizadas como controle. Apds o peridd
incubacéo calculou-se a recuperacédo das UFCs pessen
nas placas.

2.4 Andlise dos resultados do monitoramento
ambiental

Apos a validacdo dos métodos de amostragem, foi
realizado 0 monitoramento ambiental das areas
classificadas, durante trés dias de producédo do-FDG
18. Todos os dados obtidos foram registrados e os
valores das contagens de microrganismos (em UFC),
foram comparados com os limites microbianos aceisav
fornecidos pela norma RDC 17/2010. Niveis de alerta
foram definidos, com o objetivo de tentar controtar
aparecimento de UFC acima dos valores limites
eestabelecer parametros quantitativos para a tom@da
acOes corretivas e/ou preventivas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha do plano de amostragem foi baseada na
andlise de risco do ambiente de producédo do FD8-F 1

Os dados da validagdo do método de amostragem
passiva do ar (placas de sedimentacédo), utilizayslo
microrganismos Staphylococcus aureus
Pseudomonasaeruginasaandidaalbicans encontram-
se respectivamente nas tabelas 1, 2 e 3. O métdo f
validado, visto que, as placas de sedimentacacs apo
exposicdo, demonstraram uma recuperacdo médiaae 80
120% dos microrganismos. Além disso, foi observado
que, ao decorrer do tempo de exposi¢cdo, ocorria a
evaporacao da agua do meio (mostrado pela dimmuica
do peso), porém esse fator ndo causou interferémcia
resultado da recuperacdo. Com isso, foi possivedlgco
que as placas podem permanecer no local de amarstrag
durante o periodo de quatro horas, sem que iss® afe
crescimento microbiano.

Os métodos de amostragem de superficies
também foram validados, demonstrando uma
recuperacdo sempre superior a 50%. Os dados obtidos
nos ensaios de validacdo estdo mostrados nassahdéa
e 6.
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Tabela 1 -Dados da validacdo do método de amostragem paksiva
ar, utilizando @@seudomonasaeruginasa

Pseudomonas aeruginosa

Dia 1
Duplicata 1 Duplicata 2
peso paso Pzt | Sonter [Rectie] pusq oz [Ofren| Conte [Recupe
(@) 2(a) peso UFC (%) 1@ 20 peso UFC (%)
Controle - - - 19,0 - - - - 23,0 -
Producéao 236 219 1.6 25,0 131,6 32,1 30.7 13 21,0 91,3
Theodorico | 28,1 22,8 53 21,0 1105 | 294 231 6.4 19,0 82,6
LMB 294 279 1.6 30,0 1579 | 28,6 272 1.4 27,0 117.4
Capela 272 258 1.4 23,0 1211 | 26,9 247 22 34,0 147.8
Dia 2
Duplicata 1 Duplicata 2
oo oz [ Of8Te | Conte [Reeube s peso 7| S [ Becur
() 2(a) peso UFC (%) 1@ 20 peso UFC (%)
Controle - - - 93.0 - - - - 85.0 -
Producdo | 304 2387 1.7 97,0 1043 | 29,5 28,0 1.5 91,0 1071
Theodorico | 312 26,8 44 82,0 88,2 30,7 282 25 89,0 1047
LMB 295 279 1.5 103,0 110,8 | 256 240 1.8 108,0 1271
Capela 28,1 2472 3.9 70,0 75,3 30,0 259 4.1 94,0 110,86
Dia 3
Duplicata 1 Duplicata 2
Poso | Peso Diferen- | Conta- Rectfpe Peso | Peso Diferen | Conta- Recuﬂpe-
19) | 2(9) cade | gemde -ra:;ao 109 | 2(9) -¢ca de | gem de ragao
peso UFC (%) peso UFC (%)
Controle - - - 81,0 - - - 84,0 -
Produgao | 307 285 22 89,0 109.9 | 31.0 293 1.8 93,0 110,7
Theodorico | 271 233 3.8 84,0 1037 | 30.3 251 52 84,0 100,0
LMB 279 265 1.4 95,0 1173 | 34,1 31,9 22 89,0 106,0
Capela 307 277 3.0 83,0 102,5 | 31,0 282 2.8 87,0 103,6
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Tabela 2- Dados da validagdo do método de amostragenmvpassi
ar, utilizando a&andidaalbicans.

Candida albicans

Dia 1
Duplicata 1 Duplicata 2
poso pasa 1] ot [ReeiPe] paso | peso [ Ofer| St [ Fece
19| 2(9) peso UFC (%) 192 peso UFC (%)
Controle - - - 32 - - - - 31 -
Produgao | 27,1 261 1.0 29 906 | 305 285 20 33 106.5
Theodorico | 30,9 242 6.6 25 78,1 327 254 7.3 28 90,3
LMB 284 285 1,9 36 1125 | 264 250 1.4 39 125.8
Capela 311 299 1.2 32 100,0 | 296 271 24 30 96,8
Dia 2
Duplicata 1 Duplicata 2
raso o 1er | Sone [ et puso | mu [ St | R
1@ |20 peso UFC (%) (@) | 20 peso UFC (%)
Controle - - - 69 - - - - 73 -
Producdo | 284 269 1.6 a3 120,3 | 26,1 246 1.5 75 102,7
Theodorico | 27,5 24,2 3.3 67 97,1 27,0 231 3.9 71 97.3
LMB 342 323 1.9 75 108,7 | 294 277 1.6 80 109.6
Capela 271 224 47 71 102,9 | 306 258 4.8 687 91,8
Dia 3
Duplicata 1 Duplicata 2
raso oo 1eer | Sote [t paso [ s 210 St [ et
1@ 29 peso UFC (%) 1@ | 2() peso UFC (%)
Controle - - - 61 - - - - 70 -
Producdo | 303 285 1,7 87 109.8 | 296 275 21 65 92,9
Theodorico | 30,3 23,5 6,7 62 1016 | 26,9 181 8.8 64 914
LMB 270 249 21 79 1295 | 296 278 1.8 73 1043
Capela 273 245 2.8 66 108,2 | 31,0 282 29 62 88,6
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Tabela 3- Resultados da validacdo dos métodos de amostrdge
superficies (placas de contato e swab), utilizam@®iaphylococcus

aureus
Staphylococcus aureus
Inox Acrilico Macacdo Luva
Triplicata |Controle |swab | contato | Swab contato | contato
1 42 28 33 21 29 17
2 31 36 37 26 23 29
Dia 1 3 36 31 22 24 32 26
Média 36 32 31 24 28 24
Recuperagéo (%) 87.2 844 65,1 77.1 66,1
1 38 43 41 38 37 49
2 42 40 44 40 41 37
Dia 2 3 50 47 39 36 36 45
Média 43 43 41 38 38 44
Recuperagéo (%) 1000 954 87.7 87.7 100.8
1 56 37 49 42 44 51
2 50 48 56 37 43 56
Dia 3 3 59 53 51 38 49 51
Média 55 46 52 39 45 53
Recuperagéo (%) 83,6 94,5 709 824 95,8
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Tabela 4 - Resultados da validacdo dos métodos de amostrdge
superficies (placas de contato e swab), utilizaad®seudomonas

aeruginosa.
Pseudomonas aeruginosa
Inox Acrilico Macacdo Luva
Triplicata | Controle | swab | contato | Swab contato | contato

1 32 22 29 30 37 23

2 38 27 32 19 28 35

Dia 1 3 29 20 25 27 31 33

Média 33 23 29 25 32 30
Recuperacao (%) 69,7 86,9 76,8 97,0 91,9

1 50 43 41 38 37 49

2 53 40 44 40 41 37

Dia 2 3 57 47 39 36 36 45

Média 53 43 41 38 38 44
Recuperacéo (%) 81,3 77.5 71,3 71.3 81.9

1 63 27 50 39 59 48

2 48 38 48 41 46 55

Dia 3 3 56 41 49 57 53 51

Média 56 35 49 46 53 51
Recuperacao (%) 635 880 82,0 94,6 92,2
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Tabela 5- Resultados da validagdo dos métodos de amosirdge
superficies (placas de contato e swab), utilizan@andidaalbicans

Candida albicans

Inox Acrilico Macacdo Luva
Triplicata | Controle | swab | contato | Swab contato | contato
1 40 24 28 27 29 37
2 34 30 40 33 32 33
Dia 1 3 46 27 26 29 29 31
Média 40 27 31 30 30 34
Recuperagéo (%) 675 783 74,2 75,0 84,2
1 46 35 38 33 42 27
2 42 50 41 38 36 36
Dia 2 3 36 43 39 31 30 29
Média 41 43 39 34 36 31
Recuperagéo (%) 1032 952 823 87.1 74,2
1 51 44 56 38 45 30
2 53 52 50 36 31 36
Dia 3 3 58 58 39 47 33 29
Média 54 51 48 40 36 32
Recuperagéo (%) 95,1 89,5 74,7 67,3 58,6
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3.3 Resultados do controle microbiol6gico ambiental

O monitoramento microbiolégico ambiental
demonstrou que as areas classificadas do CRCN/NE
estdo operando dentro das especificacOes defipelas
ANVISA em termos de contaminagdo. Os resultados
obtidos indicam que os procedimentos de sanitizagao
desempenho do sistema AVAC, a paramentacdo e a
limpeza dos operadores e equipamentos estao
adequadose oferecem uma maior garantia de qualidade
do FDG-F 18.

A partir dos resultados obtidos no monitoramento
ambiental, foram definidos os limites de alertaapzada
area limpa, os quais se encontram na tabela 7.

Tabela 6 - Limites de alerta para 0 monitoramento micrafgido
ambiental definidos pela DIPRA.

. Placas do Placas dao Impressao de | Amostragem
cm:::g;-;éu sedimentacio contato da:os de luva por B:gh
(UFC/4 horas) | (UFCiplaca) [UFClluva) (UFCISwah)
A 1 1 1 1
B =3 53 =3 53
c =30 220 -
D =70 =40 -
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos ensaios de validagcéo
demonstraram que o0s métodos utilizados no
monitoramento sdo adequados e eficientes para sua
finalidade, conseguindo recuperar mais de 50% dos
microrganismos testados.

O monitoramento ambiental realizado na rotina de
trés dias de producéo indica que o nivel de comiagao
do ambiente encontra-se dentro dos limites esteideke
pela ANVISA. Contudo, esse risco de contaminacde de
ser monitorado continuamente, conforme a frequéncia
estabelecida pelo plano de amostragem, a fim detaet
qualquer mudanca no estado do ambiente. Caso isso
ocorra, ultrapassando os limites de alerta, medidas
corretivas deverao ser tomadas.
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RESUMO - A producdo de biomedicamentos pelo
Instituto Butantan ocupa uma posicdo de destaque no
Brasil. Esta Instituicio € responsavel por uma
consideravel parte da producdo nacional de soros
hiperimunes e antigenos vacinais que compdem as
vacinas utilizadas no Programa Nacional de
Imunizagbes — PNI, do Ministério da Saude. Porigar
grande produtor de insumos biolégicos, é também
gerador de uma elevada quantidade de rejeitos e
residuos de diversas naturezas: bioldgicos, quispico
medicamentos, radiolégicos, rejeitos comuns, rageit
organicos, eletroeletronicos, cartuchos, tonerdhas,
baterias e lampadas. Os residuos produzidos, de uma
forma geral, depois de gerados, passam pelos psoses
de segregacdo, tratamento para inativacdo da carga
microbiana (dependendo do tipo de residuo),
acondicionamento, identificacdo, coleta, transpose
incineracdo. Com o objetivo de levantar os residuos
dentro de uma fabrica de soros e vacinas, 0S PEIES
de descarte e 0s custos envolvidos com o transgorte
incineracdo, foram realizadas revisdo na literatuea
pesquisa de campo no Instituto Butantan, na produigi
soros e vacinas, em junho de 2015, em que foram
coletadas informacbes sobre estes residuos,
procedimentos e custos.

Palavras chave:residuos, Butantan, biomedicamentos.

1. INTRODUCAO
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A preocupacdo ambiental esta presente na legislacédo
brasileira. O art. 23 8 VI da Constituicdo Fedemafl988
dispde, como sendo uma competéncia comum da Uniéo,
dos Estados, do Distrito Federal e dos Municip#os,
protecdo do meio ambiente e combate a poluicdo em
qualquer das suas formas. O art. 225 da a todagitod
de um meio ambiente ecologicamente equilibradasde
comum do povo e essencial a qualidade de vidapsdad
responsabilidade também da populacdo defendé-lo e
preserva-lo para as presentes e futuras geracGe3T(g,
FONSECA, 2009).

No Brasil, a funcdo de gerar regras e orientar gual
melhor maneira de tratar os descartes € realizalts p
orgaos como a Agéncia Nacional de Vigilancia Saaita
(ANVISA), pela RDC n° 306 de 7 de dezembro de 2004,
e 0 Conselho nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
com a resolucdo n° 358, de 29 de maio de 2005
(BRASIL, 205-2009).

Entre as préaticas que contribuem para a melhoria
das condi¢cdes ambientais e de saude do trabalbstioa
gestdo dos residuos solidos gerados nas diferentes
atividades desenvolvidas no espaco institucional de
atuacdo. Para uma gestao efetiva, comprometida com
resultados, a sistematizacdo de informacdes e
procedimentos ¢é fundamental e contribui para
uniformizar a implementacédo das acdes mais apagsia
com o minimo de recursos e tempo (IB, 2014).Neste
trabalho, serdo apresentados todos os residuodogera
pelo Instituto Butantan, na area de soros e vaclnas
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como os procedimentos de descarte e 0s custos
envolvidos na incineracao.

2. METODOLOGIA

A revisdo bibliografica foi realizada através da
analise da literatura ja publicada sobre o temabanto
de dados e sites relacionados com a legislacaateige

Para a pesquisa de campo e levantamento dos
resultados, foi realizada a visita ao InstitutodBiwan em
Sédo Paulo, que esta vinculado a Secretaria de Shide
Estado, no periodo de 8 a 10 de junho.

Baseado em entrevista realizada no Instituto
Butantda com a Engenheira Vanessa E. J.
VilchesSant’anna, coordenadora de residuos da Garén
de Meio Ambiente, no Guia de Biosseguranca e n@a Gui
Pratico de Descarte de Residuos da Instituica@nfor
levantados os procedimentos de descarte e levamtame
dos custos de incineracdo de todos os residuodagera
que serdo apresentados neste trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1Entrevista no Instituto Butantan

Os dados apresentados abaixo foram coletados
através de entrevista que ocorreu com a Eng? Varmess
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J. VilchesSant'anna, coordenadora de Residuos da
Geréncia de Meio Ambiente-GMA do Instituto Butanta.

Como se formou a Geréncia de Meio Ambiente do
Instituto?

RESPOSTA: “O Instituto tem 114 anos e foi ha 43sano
atrds, com o ProfDr Jorge Kalil, que as acOes galia
para a gestdo ambiental se intensificaram no Biutant
Com a chegada da Gestora Ambiental Neuzeti Masa do
Santos, comigo, que ja atuava no IB como Coordeaado
de Producéo da fabrica de vacinas contra a infuenz
com e a Enga Aline Cunha Barbosa, iniciou-se o
desenvolvimento da Geréncia de Meio Ambiente”.

Qual o foco inicial do trabalho no inicio das atieides?
RESPOSTA: “Foi desenvolvido um trabalho de 3 anos
ininterruptos, com foco sobre 0s processos de gekda
residuos solidos (o maior passivo na época). Asasm,
acOes de tratamento desses produtos dentro dtutosti
se consolidaram. Quando a geréncia iniciou os ltraba
existiam muitos rejeitos quimicos e residuos biclig
(vacinas e soros), que por diversos motivos naanfor
aprovados para ir para o mercado”.

De onde eram provenientes as grandes guantidades de
rejeitos quimicos e residuos biolégicos encontrados
inicio do trabalho da GMA?

RESPOSTA: *“Produtos quimicos vencidos, lotes
reprovados pela area de qualidade, amostras cam fic
retidas no controle de qualidade e que postericienen
precisavam ser desprezadas. Neste cenario, e com a
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necessidade de eliminar de forma responsavel e
sustentavel os residuos, a Geréncia de Meio Andient
implantou ac¢bes eliminando os excessos e liberando
espaco dentro das areas”.

Quais as etapas que foram realizadas para implaotar
sistema de gerenciamento de residuos dentro do IB e
qual o maior desafio?

RESPOSTA: “Primeiramente, foi criada uma Comissao
de Residuos composta por uma equipe multidisciplina
que possuia carater deliberativo nas questdes
relacionadas a residuos. Em seguida, foi realizado
diagnostico para identificar os diversos tipos ekdduos
produzidos no IB (areas de pesquisa e producdo).
Continuando, foram elaborados procedimentos baseado
em pesquisas e legislagbes ambientais vigentes para
realizar a correta destinacdo. Foi realizada também
capacitacao dos envolvidos na implantacdo do Pragra

de Gerenciamento de Residuos (PGR), comisséao geequi
técnica, bem como capacitagdo dos agentes envsjvido
facilitadores, para atuarem como agentes multigdices,

nas areas em que atuam. Somadas estas acgOestade cer
forma, elas foram as mais desafiantes para o idieste
trabalho, por envolverem mudanca de cultura e
adequacao legal”.

Qual foi o resultado final obtido?

RESPOSTA: “O Guia Prético de Descarte, € um dos
grandes resultados obtidos nestes 43 anos de atuaca
Podemos citar também, o Plano de Gerenciamento de
Residuos do Ibu, que é um documento mais robusto e
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completo, onde existe o detalhamento de todas as
atividades. Ele ¢é apenas disponibilizado para
fiscalizacbes de Vigilancia Sanitaria e Orgéos
Ambientais”.

Qual foi o grande desafio na implementacao das si¢coe
de gerenciamento de residuos?

RESPOSTA: “O grande desafio no IB ndo foi somente
implementar procedimentos de descarte de residas, m
também o trabalhar a cultura, comportamento e e€doca
dos colaboradores que trabalham na instituicdo gaea
eles seguissem os procedimentos”.

Como funciona a Comissao de Residuos?

RESPOSTA: “No IB, além da Geréncia de Meio
Ambiente, existe uma comissdo multidisciplinar de
gestdo de residuos, que além de engenheiros ganigar
bidlogos, € também formada por farmacéuticos,
administradores, engenheiro de seguranca etc falonan
uma equipe de gestdo compartilhada e participative,

delibera sobre assuntos relacionados a gestdo dos
residuos”.

Como reflexo do eficaz trabalho implementado agqui n
IB em relacdo ao gerenciamento de residuos, a
Instituicdo ja foi procurada para dar apoio a ousra
empresas no desenvolvimento deste tipo de trabalho?

RESPOSTA: “Sim. Principalmente outras Instituicdes
Publicas tais como FIOCRUZ/Biomanguinhos (Rio de
Janeiro), FUNED (Minas Gerais) e CPPI (Parand).
Também, empresas farmacéuticas multinacionais como
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Merck e Sanofi, com atividade de produc&o no Brasil
outras parceiras do IB”

3.2 Residuos produzidos no Instituto Butantan (1B

No IB, os diversos residuos sao originados das
atividades desenvolvidas nos laboratérios de psagqui
producdo de vacinas e soros, hos museus e naslesida
de atendimento a saude humana, como o Hospital Vita
Brazil e o Ambulatério.

Além desses, o IB gera outros residuos, 0s quais
também requerem cuidados e métodos diferenciados de
coleta, transporte, recuperacao, tratamento e sligjm
final. Sdo eles:

— Residuos eletroeletrbnicos e seus componentes;
— Pilhas e baterias;
— Lampadas.

3.3 Descarte dos residuos gerados no Butantan

3.3.1 Grupo A: residuos infectantes

Os residuos do Grupo A os residuos infectantes,
sao residuos solidos ou liquidos com a possivekepga
de agentes biologicos, tais como: bactéria, fungos,
micoplasma prion, parasita, toxina e linhagens
celulares.No B, considera-se residuo infectanta;, p
exemplo, a mistura de microrganismo e meios dei@ylt
sobras de amostras contendo sangue ou quaisquer
liguidos corporeos, recipientes e residuos contzthos
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ou nao com microrganismo, tais como: luvas, sesnga
bolsas de sangue e plasma.

3.3.2 Procedimentos de descarte

Inicialmente, as pessoas que manipulam sao
orientadas a lavar as maos (com agua e sabadjzaruti
0S equipamentos de protecdo individual (EPIS)
necessarios para realizacdo do procedimento, deaco
com a classe de risco.

Os residuos infectantes sao segregados dos demais
tipos de residuos no local da geracéo e séo calecad
um recipiente identificado. S&o acondicionados,
conforme descrito nas tabelas 1 e 2 a seguir. @sssa
brancos sao identificados com simbolo de residuo
infectante, e mantidos dentro de lixeiras com pedal
(identificadas), e nunca poderdo ser esvaziados ou
reaproveitados. Depois, sdo retirados das aread@ess,
quando atingirem o limite maximo de 2/3 de sua
capacidade ou pelo menos 1 vez a cada 24 horas,
conforme a RDC 306/2004 da ANVISA.

Os materiais perfurocortantesou escarificantes
contaminados s&o acondicionados em recipientefosgi
com tampa, resistentes a perfuracdo, a ruptura e ao
vazamento. O preenchimento do recipiente devera
obedecer a marca tracejada. Feito isso, 0 recgiént
acondicionado em saco branco, identificado com a
simbologia de residuo infectante e fechado conelder

nylon.
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Os residuos sdo transportados por funcionarios
capacitados em carrinhos fechados, da area geratiora
0s contéineres basculantes disponiveis nos abrigos
especificos nos seguintes lugares: Prédio Novotr€en
de Biotecnologia, Biotério Central e Engenharia da
Producéao.

3.3.3 Subgrupo A2: carcacas de animais

Sdo0 consideradas carcacas 0S  animais
(vertebrados e invertebrados) mortos, assim comas su
pecas ou fragmentos anatémicos. Coelho, camundongo,
hamster sdo os principais tipos de cobaias utihzatb
IB. Conforme a Resolugdo CONAMA 358, de 2005, as
carcagas dos animais submetidos a processos de
experimentacdo com inoculacdo de microrganismos
devem passar por tratamento adequado para inaiivaca
antes do procedimento para descarte.

No caso de organismos geneticamente
modificados, seguir a orientacdo do Guia de
Biosseguranca do Instituto Butantan, lembrandotode
animal geneticamente modificado ou contaminado com
OGM devera ser submetido a desinfeccédo ou inativaca
antes de ser descartado.

Os procedimentos sao diferenciados conforme o
porte do animal, pois o tamanho da carcaca deve ser
compativel com o processo de tratamento a seradibi.
Dessa forma, os animais de médio e grande ponteg co
os cavalos da Fazenda do Instituto Butantan, sé&o
sepultados em area apropriada, €, como nao é \abijeti
especifico deste trabalho, ndo serd mencionado.
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Tabela 1 - Procedimentos para descarte de residuo infectant
comsuspeita ou presenca de microrganismos.
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Fonte: Guia Prético de Descarte de Residuos. utstButantan.
2014. Péag 13.

Residuo

Tratamento na
unidade geradora

Acondicionamentof
Destinagdo

Com suspeita ou presenga
de microrganismos

Nivel de biosseguranga

Sélido Meios de cultura (solido € semissélido); NBS1e2 Saco branco
- Materiais contendo sangue Tratamento Quimica ou Fisico Residuo infectante
ou oulros fluidos corpdreos NBS3 e 4
- Recipientes Tratamento Fisico
- Materiais de Laboratério
Materiais Perfurocortantes Tratamento Fisico Saco branco
(Caixa Perfurocortante - Residuo Infectante) Residua infectante
EPis NBS 1 Saco branco
Nio necessita de tratamento Residuo infectante
NBS 2
Tratamento Quimico ou Fisico
NBS3 ¢4
Tratamento Fisico
Liguido Meios de cultura € selugbes” NBS1e2 Rede de esgoto”
Tratamente Quimico ou Fisico
NBS3e4 Tratamento de efluentes
Tratamento Fisico
Contendo sangue ou oulros Muidos corpdreos NBS1¢2 Rede de esgoto*
(Humane ou Animal)* Tratamento Quimico ou Fisico
NBS3e4 Tratamento de efluentes
Tratamente Fisico.
Organismo Residuos SOLIDOS originrios de laboratério de NBS1e2 Saco branco
Genéticamente manipulagio Genética Tratamento Quimico ou Fisico Residuo infectante
Modificado - 0GM NBS3e4
Tratamento Fisico
Residuos LIQUIDOS originarios de laboratério de NBS1e2 Rede de esgoto’
manipulago Genética® Tratamente Quimico ou Fisico
NBS3e4 Tratamento de efluentes
Tratamento Fisico
Filtros de ar de dreas contaminadas NBS1 Engenharia
N&o necessita de tratamento
Outros NBS2,3e4

Tratamento Quimico ou Fisico

Membranas Filtrantes

NBS 1

N&o necessita de tratamento
MNBS2,3e4

Tratamento Quimico ou Fisico

Saco branco
Residuo infectante

® #

Quando houver
presenca dos antibi-
Gticos Anfotericina B,
Penicilina, Gentamicina,
Ampicilina ou Neomicina,
0 tratamento devera ser
obrigatoriamente fisico.
Na presenca de antibi-
Gtico Cleranfenicol ou
Canamicina (termoesta-
veis), o residuo deverd
ser destinade sempre
como resfduo quimico.

Apenas solugdes com
pH na faixa de 6,5a 7,5.
Fora desta faixa, o pH da
solugdo devera ser ajus-
tado antes do descarte.

Tabela 2 - Procedimentos para descarte de residuo infecimt
auséncia de microrganismos.
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2014. Pag 14.

Fonte: Guia Pratico de Descarte de Residuos.

dtstButantan.

Residuo Tratamento na Acondicionamento/
unidade geradota Destinacao
Auséncia de microrganismos Nivel de biosseguranga
Sslido Meios de cultura (sélido e semisslido); N0 necessita de tratamento Saco branco
- Materiais de Laboratério Residuo infectante
- Recipientes
- EPis
Materiais Perfurocortantes Néo necessita de tratamento Saco branco
(Caixa Perfurocortante - Residuo Infectante) Residuo infectante
Liguido Meios de cultura e solugdes, sem antibidtico ou Nao necessita de tratamento Rede de esgoto*
qualquer produto quimico perigoso
Meios de cultura e solugdes contendo antibidtico® Tratamento Fisico Rede de esgoto?
Culturas de células de linhagem ou cultura primaria de Tratamento Quimico ou Fisico (opcional) Rede de esgoto?
origem ANIMAL*
Contendo sangue e outros fiuidos corpdreos de origem Tratamento Quimico ou Fisico {opcional) Rede de esgoto*
ANIMAL*
Contendo sangue ou outros fluidos corpdreos de Tratamento Quimico ou Fisico Rede de esgoto*
origem HUMANA
Culturas priméria de células de origem HUMANA Tratamento Quimico ou Fisico Rede de esgoto*
Organisme Resfduos SOLIDOS originrios de laboratorio de NBS1e2: Saco branca

3o genética

nte
Modificada - 0GM

Tratamento Quimico ou Fisico
NBS3e4:
Tratamento Fisico

Resfduo infectante

Residuos LIQUIDOS originérios de laboratorio de
manipulagio genética*

NBS 1e2;
Tratamento Quimico ou Fisico

NBS3 ¢ 4:
Tratamento Fisico

Rede de esgoto?

Tratamento de efluentes

Outro

Frascos de soros e vacinas

N&o necessita de tratamento

Saco branco
Residuo infectante

Bolsas transfusionais contendo sangue ou
hemocomponentes

N&o necessita de tratamento

Saco branco
Residuo infectante

Residuos de fabricacdo de produtos biologicos

Tratamento Quimico ou Fisico

Saco branco
Residuo infectante

* #

Quando houver
presenca dos antibi-
Oticos Anfotericina B,
Penicilina, Gentamicina,
Ampicilina ou Neomicina,
0 tratamento devera ser
obrigatoriamente fisico.
Na presenca de antibi-
dtico Cloranfenicol ou
Canamicina (termoesta-
veis), o residuo deverd
ser destinado sempre
coma residuo quimico.

3.3.4 Grupo B:

Apenas solugbes com
pH na faixa de 6,52 7,5.
Fora desta faixa, o pH
da solucio deve se ajus-
tado antes do descarte.

1

Inativaco de bacté-
rias vegetativas, fungos,
virus lipofilicos e hidro-
filicos, parasitas e
micobactérias com
reducao igual ou maior
que 6log10, e inati-
vagdo de esporos do B.
Stearother-mophilus ou
de esporos do B. subtilis
com redugdo iquol ou
maior que 4Log10.

residuos quimicos

Observagdo

0 tratamento fisico (autoclavagao) na
unidade geradora deve ser realizado em
equipamento compativel com o Nivel Il

de inativacdo microbianal. No tratamento
quimico com finalidade antimicrobiana,
deve ser observada a Portaria ANVISA RDC
ne 31/2011. O tratamento quimico é uma
alternativa que sd deve ser utilizada na
impossibilidade do tratamento fisico.

339



No plano de segregacdo, armazenamento e
rotulagem do Programa de Gerenciamento de Residuos
do Instituto Butantan, os residuos quimicos foram
classificados conforme ABNT-NBR-10004:2004:

a. residuos classe I: Perigosos;
b. residuos classe Il: Nao Perigosos (Ibu,2014).

De acordo com a Resolugdo ANTT 420, os
residuos perigosos sao subdivididos em 9 classes, d
acordo com 0 risco ou 0 mais sério dos riscos que
apresentam. Sao eles:

Classe 1 — Explosivos

Subclasse 1.1: Substancias e artigos com risco de
explosao em massa;

Subclasse 1.2: Substancias e artigos com risco de
projecédo, mas sem risco de explosdao em massa;

Subclasse 1.3: Substancias e artigos com risco de
fogo e com pequeno risco de explosdo ou de prajegio
ambos, mas sem risco de explosdo em massa;

Subclasse 1.4: Substéancias e artigos que néo
apresentam risco significativo;

Subclasse 1.5: Substancias muito insensiveis, com
risco de explosdo em massa,

Subclasse 1.6: Artigos extremamente insensiveis,
sem risco de explosdo em massa.
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Classe 2 — Gases:
Subclasse 2.1: Gases inflamaveis;

Subclasse 2.2: Gases nao inflamaveis, nao
toxicos;

Subclasse 2.3: Gases toxicos.

Classe 3 — Liquidos inflamaveis

Classe 4 — Sdlidos inflamaveis; substancias sujeita
combustdo espontanea; substancias que, em contato
com a agua, emitem gases inflamaveis:

Subclasse 4.1: Sdlidos inflaméveis, substancias
autorreagentes e explosivos solidos insensibilgado

Subcasse 4.2: Substancias sujeitas a combustao
espontanea,

Subclasse 4.3: Substancias que, em contato com a
agua, emitem gases inflamaveis; 52

Classe 5 - Substancias oxidantes e peréxidos
organicos

Subclasse 5.1: Substancias oxidantes;

Subclasse 5.2: Peréxidos organicos;
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Classe 6 — Substancias toéxicas e substancias
infectantes

Subclasse 6.1: Substancias toxicas;

Subclasse 6.2: Substancias infectantes(ver
capitulo 4.1);

Classe 7 — Material radioativo

Classe 8 — Substancias corrosivas

Classe 9 — Substancias e artigos perigosos diversos
(Ibu,2014)

3.3.5 Procedimento de descarte

Os residuos quimicos sdo segregados nhas
unidades geradoras no momento da geracdo. Uma
importante pratica € atentar ao rotulo e a Ficha de
Informacdo de Seguranca do Produto Quimico (FISPQ)
dos reagentes, para levantamento das periculosidade
caracteristicas fisico-quimicas. Logo apoés, 0s moisn
perigosos sao separados dos ndo perigosos. Osagsid
quimicos incompativeis NUNCA podem ser misturados
e, além disso, deve-se atentar a compatibilidade do
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residuos com os frascos de armazenamento. Como
exemplo, alguns reagentes quimicos sao incompstivei
com PEAD (Polietileno de Alta Densidade), matedias
bombonas fornecidas pelo Estoque do Instituto Batan
Por isso, quando se fala em descarte de produtos
guimicos, a consulta de uma bibliografia de refeigéae

faz necessaria para completo entendimento das
incompatibilidades.

Em seguida, sdo acondicionados em coletores
fornecidos pelo Setor de Estoque/Almoxarifado do
Instituto Butantan, conforme abaixo:

-Bombonas para liquidos;

-As caixas de papeldao homologadas para
acondicionamento de sdlidos;

-Sacos plasticos de cor laranja para embalagens de
plastico vazias, luvas, papéis contaminados etc; 53

-Caixas de cor laranja para perfurocortantes, até
atingirem o limite de 2/3 de sua capacidade.

E proibida a utilizacio de outras embalagens que
nao sejam as fornecidas pelo Instituto Butantanetex
para as substancias incompativeis com as mesmas.

3.3.6 Residuos de medicamentos
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Os residuos de medicamentos sdo segregados dos
demais residuos nas unidades geradoras. Existem 2
classes de residuos medicamentosos: 0s provenutes
medicamentos comuns e os de medicamentos sujeitos a
controle especial (Portaria ANVISA n° 344, de 12 de
maio de 1998, e RDC n° 39, de 9 de julho de 2012).

Os residuos medicamentosos, controlados ou néo,
sdo acondicionados em caixas homologadas para
transporte de residuos quimicos, até atingirermibdide
2/3 de sua capacidade. As caixas homologadas clinten
0s residuos permanecem abertas para conferérsgeg@
fechadas pelo quimico responsavel do DGA no momento
da coleta interna. As embalagens vazias sao
acondicionadas em  recipiente  para  residuos
perfurocortantes quimicos de cor laranja, que parnez
sdo acondicionadas em sacos plasticos de cor daran;j
Estas embalagens sdo solicitadas ao Setor de Estioqu
Instituto Butantan.

3.3.7 Residuos radioativos

Os rejeitos radioativos devem ser separados,
fisicamente, de outros materiais, evitando contaros
desnecessariamente e visando diminuir o volume do
rejeito radioativo gerado. Os rejeitos radioatidesem
ser separados conforme:

1 Natureza da radiacao: alfa, beta ou gama;

2 Meia-vida: curta - T1/2 < 60 dias ou longa — T4/@0
dias;

3 Estado fisico: sdlido ou liquido (IB,2014).
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Os rejeitos radioativos que requerem decaimento
radioativo sdo mantidos separados dos outros rateri
radioativos em uso, em local com blindagem de acord
com sua classificagcdo e, depois do decaimento, s&o
descartados como residuo de saude, segundo a sua
natureza (infectante ou quimico).

3.3.8 Demais residuos gerados pelo 1B

Pelas observacdes realizadas e de acordo com o
Guia Pratico de Descarte, outros residuos imp@asant
também gerados e que devem ser considerados neste
trabalho séo:

-Rejeitos comuns: 0s que nao apresentam risco
biolégico, quimico ou radiolégico & saude ou aoamei
ambiente, que compreendem o0s residuos gerados na
copa, refeitdrio e na creche (rejeitos organicos; p
exemplo);

-Residuos reciclaveis: compreendem aqueles que
apos sofrerem uma transformacdo quimica e/ou fisica
podem ser recuperados seja na sua forma original ou
como matéria-prima, retornando ao ciclo produtivo;

-Residuos  eletroeletrdnicos: neste  caso
compreendem os diversos equipamentos eletronicos
utilizados no lbu, bem como partes ou pecas netassa
para o seu funcionamento;

-Cartuchos e toners: utilizados nas varias
impressoras da instituicao;
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-Pilhas e baterias: utilizadas nos diversos
equipamentos eletrébnicos em uso nos laboratorios,
hospitais e centros de pesquisa;

-Lampadas.

Para todos estes residuos, as etapas envolvidas na
eliminacdo sdo bem semelhantes e compreendem:
segregacao, acondicionamento, identificacéo, tratesge
tratamento final.

3.3.9 Empresas conveniadas para recolhimento dos
residuos no 1B

Conforme a lei 13.478/02, de 30 de dezembro de
2002 do municipio de Séo Paulo, todas as empresas q
gerem acima de 200L de lixo por dia € considerado u
grande gerador de lixo. Portanto, frente a esta
determinacao e por ser um grande gerador de res&uo
rejeitos, a instituicdo tem contrato com as segaint
empresas abaixo:

-Multilixo Remogdes de Lixo S/S LTDA: residuo
comum;

-Loga Logistica Ambiental de Sdo Paulo SA:
Residuos infectantes, carcacas e quimicos;

-Cooperativa de Catadores de Sé&o Paulo:
Residuos reciclaveis e eletroeletronicos:

-Cartuchos e toners: logistica reversa realizada
pelas préprias empresas produtoras deste produto.
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3.3.10 Quantidades e Custos Envolvidos para a
Destruicdo de Residuos

De acordo com o levantamento realizado pela
Geréncia de Meio Ambiente do IB, abaixo segue a
guantidade dos principais tipos de residuos gerados
ano de 2014, bem como os custos envolvidos
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Tabela 3- Quantidade de residuos gerados pelo IB no amoosorespectivos valores financeiros dos descantes
2014

TIPQ DE | QUANTIDADE EM % EM VALOR EM R$ % EM ;gi%g
RESIDUO | TONELADAS/ANO | QUANTIDADE | INVESTIDO/ANO | VALOR KG
Comuns 345 57 320.000,00 38 0,93
Infectantes 326 37 450.000,00 54 1,99
Quimicos 22 4 37.000,00 5 1,68
Carcaca 13 2 21.000,00 3 1,61
TOTAL 606 100 828.000,00 100 ---
Fonte: Autor

348



4. CONCLUSAO

Sem duavidas, os processos de um descarte
responsavel sdo imprescindiveis a sustentabilidbme
planeta, a conservacao do meio ambiente e a madsten
da saude publica.

Baseado nas informacdes apresentadas € possivel
entender as normas, processos envolvidos e impa@tan
para 0 meio ambiente das corretas formas de deshzst
rejeitos e residuos produzidos por uma industriactdes
e vacinas.

O grande volume de OGM’s manipulados e
cultivados nestes locais faz com que seja necessari
tratamento prévio de todos os residuos que entramam
contato com estes microrganismos, com a finalidiale
inativa-los antes de serem descartados, e asspadima
proliferagéo deles no meio ambiente.

O levantamento de todos os residuos gerados, o
estabelecimento de fluxos bem definidos e a
conscientizacdo de todos os funcionarios em relacéo
estas préticas sdo fundamentais para o sucesso, a
manutencdo e a operagcdo de todos 0S processos
envolvidos.

Para o recolhimento dos residuos, os documentos
“manifesto de residuo” e o “certificado de destioig
constituem documentos fundamentais que certificaen q
uma empresa promove o0 destino dos seus rejeitos de
forma responsavel e correta.
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E importante ressaltar que, desenvolvimento de
uma industria de vacinas, frente aos valores fieiape
apresentados e a grande quantidade de residuos
produzidos, o custo com 0s processos de destruicdo
precisa ser considerados, orcados e provisionados.

O fato de empresas multinacionais utilizarem como
base os procedimentos de descarte do IB fortalece d
como as acbes desenvolvidas neste instituto séo
importantes, consistentes e reconhecidas
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RESUMO —Pacientes portadores de asma grave estao
susceptiveis a constantes crises devido a falha do
tratamento convencional. Neste contexto, farmacos
imunomoduladores, como o omalizumabe, constituem
alternativas terapéuticas no tratamento da asmavgra

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia e seanca

do omalizumabe no tratamento da asma grave. Coen est
intuito, foi realizada uma busca nas bases de dados
Scopus, Biblioteca Virtual em Saude e Scielo daiess
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clinicos publicados no periodo de 2010 a 2015. Rora
localizados 116 trabalhos e apds triagem apenase oit
estudos foram selecionados para leitura do texto
integral. A andlise dos estudos evidenciou que o
omalizumabe €é um medicamento eficaz e seguro,
podendo ser utilizado como auxiliar no tratament d
asma grave.

Palavras chaveOmalizumabe, anti-lgE, asma grave,
tratamento da asma

1. INTRODUCAO

A asma é uma doenca inflamatoria crénica das vias
aéreas inferiores caracterizada por episédios simelia,
opressao toracica, sibilancia e tosse. Estes sastom
podem variar em frequéncia e intensidade ao lorgo d
tempo. A abordagem terapéutica usual compila
estratégias de eliminacdo dos agentes desencasleante
de anti-inflamatérios e broncodilatadores. A asmave
consiste na apresentagdo clinica da asma de maior
gravidade devido a persisténcia das crises e amaini
resposta a terapia convencional(FERNANDESet
al. 1996; GINA 2014).

Atualmente, a asma € tida como um problema de
saude global, por afetar individuos de todos ogisiv
sociais e grupos etarios, constituindo uma sohgacar
substancial para os doentes e a sua familia, bemo om
onus para sistema de saude e a sociedade. Estiquee-se
a asma afete 300 milhbes de pessoas a nivel mundial
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(GINA, 2014). No Brasil, estima-se que existam

aproximadamente 20 milhdes de  asmaticos,
considerando-se uma prevaléncia global de 10% (SOLE
et al., 2006).

Nos individuos sensibilizados, a reexposi¢cdo ao
alérgeno produz ligagBes cruzadas entre os reesptiar
imunoglobulina E de alta afinidade @R1) presentes em
mastocitos e basofilos. Este processo desencadeia a
degranulacdo destas ceélulas efetoras e liberacdo de
mediadores inflamatorios imediatos e tardios,
responsaveis pela fisiopatologia da asma alérgica
(ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2008).

O omalizumabe (Xolair®) éum anticorpo
monoclonal humanizado que se liga seletivamente a
imunoglobulina E (IgE).Dessa forma, reduz a quaoked
de IgE livre, evitando sua ligacdo ao receptaRfe o
desencadeamento da cascata alérgica da asma.O
tratamento também reduz o nimero de receptoreRl Fc
em basofilos (NOVARTIS, 2015).

O tratamento medicamentoso da asma grave tem
como objetivo controlar os sintomas e reduzir o @@m
de internacdes. No entanto, mesmo em uso contiasio d
medicacdes convencionais (corticosterdides inatetor
associados a broncodilatadores de longa acao)nsalgu
pacientes com a asma grave nhao conseguem corasolar
sintomas, necessitando de uma abordagem terapéutica
diferenciada. Nesse contexto, o omalizumabe, surge
como representante de uma nova classe de farmacos
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moduladores que se tem mostrado efetiva (FERNANDES
et al,1996; GINA 2014).

Em virtude de a asma grave constituir uma
morbidade de relevante impacto social e baixo poén
de resposta a abordagem terapéutica usual, oabjii
estudo foi avaliar a eficacia e seguran¢a do onnal@e
no tratamento da asma grave.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Estratégia de busca de informacéo

O levantamento de dados buscou estudos
publicados no periodo de 01/01/2000 a 05/08/20%5. A
consultas foram realizadas nas bases de dados sScopu
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e Scielo. A teag
dos estudos obedeceu a critérios de inclusdo es&al
por meio da leitura do titulo e resumo. As estiatkde
busca utilizadas em cada base estdo detalhadabela t
1.
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Tabela 1 - Estratégias de busca

Base de

dados

Estratégias

NUmero de
estudos

Scopus

TITLE-ABS-KEY ("omalizumabe"
OR T"anti-Igg" AND "asthma
treatment”) AND DOCTYPE(ar
OR re) AND SUBJAREA(MULT
OR MEDI OR NURS OR VETE
OR DENT OR HEAL) AND
PUBYEAR > 1999 AND ( LIMIT-
TO(LANGUAGE,"English") OR
LIMIT-

TO(LANGUAGE,"Portuguese" ) )

42

BVS

tw:(tw:(omalizumab anti-ige
asthma treatment) AND
(instance:"regional”) AND (
clinical_aspect:("therapy")
AND limit:("humans™) AND
la:("en” OR "es") AND
(instance:"regional”) AND (
fulltext:("1"))

72

Scielo

“omalizumab” OR “anti-IgE”
AND “asthma treatment”

Total

116

Fonte: BVS (Biblioteca Virtual em Saude)
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2.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidas nesta analise apenas estudos
clinicos. As buscas consideraram estudos realizados
humanos, que avaliaram os pacientes com asma e
tratados com o omalizumabe, e publicados nos iddoma
portugués, inglés ou espanhol.

2.2 Critérios de exclusao

Estudos nédo disponibilizados integralmente,
revisbes, bem como os estudos ndo publicados nos
idiomas portugués, inglés ou espanhol e que amaliar
outros desfechos secundarios ndo relacionados a asm
grave foram excluidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de selecdo dos estudos para avaliagao
da indicacdo do Omalizumabe no tratamento da asma
grave esta esquematizado no diagrama de fluxaydeafi
1. Um total de 116 estudos foram localizados nagda
de dados referidas utilizando as estratégias deabus
detalhadas na tabela 1. Apés a triagem pela ledora
titulo e do resumo, dois estudos foram excluidos po
apresentarem duplicidade nas bases e 106 por néo
atenderem os critérios de inclusdo. Foram seledana
para leitura de texto integral 8 estudos.
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Figura 1 - Diagrama de fluxo da sele¢&o dos trabalhos
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A efetividade e seguranca do uso do omalizumabe
no tratamento da asma grave étém sido demonsinadas
diferentes ensaios clinicos avaliados. O medicaonient
capaz de promover a reducdo de mediadores da @ascat
inflamatdria da asmatais quais 0s niveis séricosgle
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livre por 4 a 6 semanas (MOLIMARDA et 2008, a
concentracdo sérica da proteina catibnica de €des)0
contagem de eosinofilos no sangue periférico
(ZIETKOWSKI et al,2011) bem como a liberagdo de
histamina e as citocinas GM-CSF, IL-2 e IL-13 (NOGA
et al.,2006;2007)

Foram observadas a reducédo da frequéncia das
crises e diminuicdo do requerimento de corticointass
em pacientes com asma grave submetidos a
acompanhamento na Espanha e Portugal(ANCOCHEA et
al.,2014; ALFARROBA et al.,2014). Efeito semelhante
também foi observado em criancas (6 < 12 anos de
idade), com perfil de aceitabilidade seguro (LANIER
al., 2009).

Em estudo preditivo realizado nos Estados
Unidos foi demonstrado que o tratamento de todos os
pacientes elegiveis implicaria em uma reducédo dé 30
das exacerbacdes, de 37% das entradas em unidade de
pronto socorro e de 38% das hospitalizagbes. Sua
inclusdo no esquema terapéutico permitiria o ctanala
asma moderada e grave, onde 45% dos pacientes
passariam a fazer uso minimo da dose de cortiGodsr
(GROSSMAN et al., 2010).

4. CONCLUSAO

Os estudos clinicos selecionados corroboram com
a indicagcdo do omalizumabe para tratamento auxdbar
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asma grave, cujos sintomas sdo inadequadamente
controlados com a terapia convencional.
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RESUMO - A contaminacdo de produtos farmacéuticos
por micro-organismos patogénicos representa elevado
perigo aos pacientes podendo agravar o quadro. A
contaminagdo microbiana de produtos farmacéuticos,
cosméticos e fitoterapicos pode ser proveniente do
ambiente, do ar comprimido, do material de embatage
dos equipamentos e utensilios utilizados na prooluca
das matérias-primas, da agua utilizada no processo,
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higienizacdo incorreta ou ainda através da
contaminacdo direta da equipe operacional.A
implementacdo e acompanhamento das boas praticas de
fabricacio é uma das ferramentas da garantia
qualidade. Desta forma, é fundamental o controle e
monitoramento destes pontos vulneraveis para ewtar
insercao e proliferacdo de micro-organismos infetés.

Palavras chaveContaminacdo microbioldgica; Fontes
de contaminacgdo; Boas préticas de fabricacao

1. INTRODUCAO

Micro-organismos patogénicos representam um
elevado perigo de contaminacdo aos produtos
farmacéuticos. A alteracdo ocasionada pelo micro-
organismos tem ocorrido em pacientes podendo agoava
quadro clinico de pacientes ja debilitadospela daen
dificultar sua adesédo ao tratamento (YAMAMOTO et
al.,2004; BONFILIO et al., 2013). A principal fornoe
evitar a insercdo e proliferagcdo de micro-organsmo
infectantes é a prevencao.

A contaminacdo microbiana de produtos
farmacéuticos, cosméticos e fitoterapicos pode ser
proveniente de varias origens devido a complexidiade
processos de producdo. A qualidade pode ser altanca
de diversas formas: Controle das matérias-primas, d
produto acabado, materiais de embalagem, sanitizaca
dos equipamentos e controle ambiental
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2. MATERIAIS E METODOS

Foi efetuada a revisdo da literatura nacional e
internacional utilizando bancos de dados como el&ci
(Scientific Eletronic Library Online), Lilacs (Litatura
LatinoAmericana e do Caribe em Ciéncias da Saude),
BVS (Biblioteca Virtual em Saude). A pesquisa
bibliogréafica incluiu artigos originais, artigos devisao,
livros e diretrizes nacionais e internacionais.

Para inclusdo nesta revisdo foram selecionados
materiais que apresentaram informacdes sobre oot®nt
microbiolégico dos medicamentos e correlatos, seu
controle de fabricagéo e legislagéo vigente pate tgs
de produto.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Micro-organismos contaminantes de produtos
farmacéuticos

A transmissdo de micro-organismos patogénicos
para produtos farmacéuticos representa elevadgopaoi
consumidor podendo complicar o quadro clinico de
pacientes ja debilitados pela doenca e dificulaa s
adesdo ao tratamento. A ocorréncia de casos de
contaminagao por micro-organismos através de posdut
farmacéuticos ja foi relatada pdBalmonell§1966);
Pseudomond$966, 1987);Pseudomonasaeruginosa (P.
aeruginosa1966); Mycobacterium chelonae(1987).
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(YAMAMOTO et al, 2004; BUGNO et al, 2005;
BONFILIO et al., 2013)

Os micro-organismos s&o considerados pela
microbiologia como seres que apresentam condigdes q
garantam sua replicacdo e encontrados em diversos
habitats. Fatores como: Temperatura, umidade edoH s
favorecedores da sua capacidade de permanéncia e
multiplicacdo.A temperatura influencia diretamerde
multiplicacdo no ambiente. A umidade favorece o
crescimento sendo assim, a exigéncia de industeas
pos, granulos e comprimidos € de um ambiente com
baixa umidade relativa (PINTO, 2003). O pH esta
relacionado com a respiracdo dos micro-organisréos,
observado que bactérias patogénicas sdo mais &eggen
qguanto aos valores de pH.

3.2 Avaliacdo dos riscos e pontos criticos de
contaminagcdo microbiolégica no processo de
fabricacédo de produtos farmacéuticos

O produto farmacéutico, cosmeético e fitoterapico
pode ser contaminado por varias fontes devido a
complexidade dos processos de producdo. Deveiser fe
o controle microbiolégico, controle dos insumoss do
pontos de processo, do produto semiacabado e do
produto final com referéncia em padrdes de quadidad
estabelecidos na fase de desenvolvimento do prasluto
na validacdo dos seus processos (BRASIL, 2003;
YAMAMOTO et al.,2004; BRASIL, 2010).

O controle microbiolégico é fundamental para
garantia das propriedades terapéuticas. Assimluicao
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na agua de irrigacdo, atmosfera, solo, condicbes da
coleta, manipulacdo, secagem e estocagem sao sfatore
importantes a serem considerados, pois favorecem a
contaminagdo micro-organismos, por vezes patogenica
(BUGNO et al., 2005).

A &4gua é uma das matérias-primas de maior
consumo nos laboratérios farmacéuticos e um dos
principais fatores de desencadeamento de alterang®es
formulacdes. Na industria farmacéutica os tréscipais
tipos de agua utilizada sdo: agua potavel, aguéiqauta
(AP) e agua para injetaveis (API). A qualidade daaa
deve ser monitorada de acordo com as especificacbes
prescritas pelas farmacopéias. O controle ambiéntah
conjunto de medidas que se estendem desde o eodtrol
ar que circula nas areas limpas, utensilios e meeue
interagem na fabricacdo do medicamento até os
operadores que participam de todo o processo.if&sra
faz-se necessario uma adequada instalagdo fabril e
procedimentos para evitar a contaminacdo cruzada
(BRASIL, 2013).

3.3 Prevencdo da contaminagdo microbiolégica e
manutencéo da qualidade de produtos farmacéuticos

A producdo de medicamentos seguros e eficaz
para a saude, € uma das responsabilidades dariadust
farmacéutica para contribuir na melhoria da qudkdde
vida da populacdo. A qualidade microbiolégica de
produtos € uma das caracteristicas para 0 seu
desempenho adequado, principalmente em relacdo a
seguranca, eficacia e aceitagdo no mercado.O teiuieo
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qualidade é integra atividades que objetivam \cenifie
assegurar a conformidade dos produtos de acordasom
padrbes exigidos, utilizando para isso instrumerntes
analise, medic&o e prevencao.

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) tem o papel de controle saiotda
producdo e da comercializacdo de produtos e servigo
submetidos a vigilancia sanitaria, incluindo os
medicamentos. A legislacdo brasileira regulamersta a
Boas Praticas de Fabricacdo eestabelece padrdoes de
qualidade para os farmacos. (CRF-PR, 2012).

Na literatura varios trabalhos relatam que para
assegurar a imagem e permanéncia de empresas neste
mercado, € necessario a implementacdo de boasagsrati
como garantia da qualidade microbiolégica de prslut
farmacéuticos(YAMAMOTO, et al.,, 2004; ANDRADE
et al., 2005; CALARGE et al., 2007; SILVA et alQ(s;
ALVES et al., 2009).

4. CONCLUSAO

E necessario controlar e monitorar os pontos
vulneraveis do processo produtivo, regulamentaetessp
boas praticas de fabricacdo para que os produjas se
fabricados em conformidade com as normas requeridas
para a sua comercializacdo. Desta forma, é possivel
observar que a prevencédo e manutencédo da quahdade
industrias  farmacéuticas dependem do controle
microbiolégico.
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CAPITULO XXI
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RESUMO -Biofarmacos sdo macromoléculas complexas,
obtidas de fontes bioldgicas utilizadas para fiaspéuticos e
diagnosticos. Esses farmacos sao fundamentalméeterttes
dos farmacos convencionais, apresentam elevado peso
molecular e sensibilidade a varias vias de degradacO
processo produtivo dessa classe de medicamentastante
complexo e apresentam caracteristicas particulatas, como

a utilizacdo de agucares, sais, fontes de carbosalestratos

de origem animal. Conhecer as fontes de contammata
fundamental para promover medidas de controle e@ssr
uma producdo isenta de contaminantes. Determinar a
formulacdo e os conservantes adequados as proptéesda
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fisico-quimicas e as vias de instabilidade da pratede
interesse, é outra etapa bastante importante. Riafisso, a
proposta deste trabalho € descrever as principais
caracteristicas dos biofarmacos, e 0s principaigores
relacionados a contaminacao e adaptacao microbiana.

Palavras chave: Medicamentos bioldgicos; Macromoléculas;
Micro-organismos

1. INTRODUCAO

Os peptideos e as proteinas apresentam grandecipbten
terapéutico, e importante parte da industria faéuaca. O
progresso da biotecnologia, aplicada a producadédeacos
aumentou o numero de proteinas no mercado, princepde
para o tratamento de doengas cronicas (HERMELINGI.et
2004; AKASH et al., 2013; IBRAHIM et al., 2013; KATALI
et al., 2014). Esses farmacos sdo fundamentalnugfietentes
dos convencionais, em geral apresentam peso mateats
1.000 vezes maior, sensibilidade a vérias vias etgadiacao,
alta heterogeneidade e também propriedades imuitagén
(SEKHON, 2010).

Assim como, as caracteristicas moleculares, a péadu
desses medicamentos é bastante complexa e envolvesérie
de processos altamente susceptiveis a contaminacao
microbiolégica (SUVARNA et al., 2011). Apesar disseve-se
assegurar durante todo o processo produtivo queargac
microbiana estara em niveis baixos, a fim de eutamos a
saude dos pacientes e de enquadrar o produto NMgE@MISSOS
de regulamentacdo e requisitos de conformidade GHIN
2007).
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A reducdo na eficacia do sistema conservante, peal&
por interacbes com as proteinas ou outros excgseresentes
na formulagcdo, pode contribuir para o cresciments d
microrganismos (BONTEMPO, 1997; MATTHEWS et al.,
1999). Além disso, a capacidade que 0s microrgarssm
possuem de se reproduzir rapidamente e se adeguar a
condi¢cbes adversas do ambiente, pode favorecenftagdo
microbiana nessa classe de medicamentos (ARAUJ@. et
2011). Diante disso, conhecer as fontes de congadm é
fundamental para promover medidas de controle egasar
uma produgdo isenta de contaminantes (SURVANA gt al
2011).

A proposta deste trabalho é descrever as principais
caracteristicas dos biofarmacos, e 0s principai®rea
relacionados a contaminacao e adaptacao microbiana.

Caracteristicas Moleculares

Biofarmacos sdo macromoléculas complexas, obtidas
de fontes biolégicas e utilizadas para fins terapés e
diagnostico. Esses farmacos sao fundamentalmefaiemties
dos farmacos convencionais, geralmente apresent@so p
molecular de 100 a 1000 vezes maior, sensibilidad@rias
vias de degradacao e alta heterogeneidade, al@prdsentar
caracteristicas imunogénicas (SEKHON, 2010).

Producéo

A matéria prima utilizada na producdo de
medicamentos biolégicos consiste principalmentageares,
sais, trago, minerais e suplementos. De modo en@lsti ao
maximo a capacidade metabdlica das linhagens oedula
escolhidas, mediante o fornecimento de fontes deona e
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nitrogénio. No entanto, a presenca desses nutsigotea o
meio mais propenso ao crescimento de agentes cioiaiates

gue apresentam exigéncias nutricionais compat{ENsLY

et al., 2015). Além disso, a producdo de medicansent
biolégicos envolve a utilizacdo de diversos submtrade
origem animal, tais como meios de cultura celutros,
suplementos que também apresentam alto risco de
contaminagdo por virus, micoplasmas, bactérias rgofu
(FDA, 2011).

As especificidades da matéria prima utilizada na
producdo de biofarmacos, na grande maioria laipilitd os
meétodos de esterilizacdo comumente utilizados dasina
farmacéutica convencional, sendo substituidas patra®
alternativas, tais como filtracdo e tratamentomigws de curta
duracdo (KNABLEIN, 2005).

E necessario definir a proteina de interesse & abte
sequéncia de DNA que a codifica, depois da detegam e do
isolamento do gene de interesse, € necessarioseeo tipo
de célula que seré utilizado no cultivo. Em geralescolha do
sistema de expressao € avaliada a produtividadédgde e as
caracteristicas da proteina que sera produzidet @ll, 2010).

A escolha da linhagem causa grande impacto no @sta
produtividade do processo de producdo. Nesse estagi
sequéncia genética pode ser otimizada para mellsuar
interacdo com a linhagem hospedeira escolhida. Geglacna
alteracdo na proteina-alvo pode modificar suas rigdgdes,
gerando a necessidade de revalidagdo (HOELDER .et al
2012).

O processo para o desenvolvimento de uma linha
celular estavel comeca com a construcao de veterplessao
e de transfecgcdo. Depois de ser transfectada casmfdeos
gue contém o gene, marcador de selecdo e promgiaras
intesificar a expressdo (DEER; ALLISON, 2004).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do processo de peodegitoteina

recombinante.

‘ O gene de mteresse I

/—-/ S

| Total de DNA extraido | RNAm extracio

—

cDINA sintese

Obtencio do gene desejado por
PCR. usando primer adequado
.

Obtencio do gene usando vetor de
expressdo adequado

de DNA < 10kb

Plasmideos para fragmentos

Cosmideos para
fragmentos de DNA
10-25 kb

| Bacteriofagos para fragmentos

de DNA 25-45kb

Expressédo de proteina recombinante
em hospedeiro adequado

—| [~

Célula bacteriana || Célula animal | Célula insetos | Levedura || Célula fungo
L ‘

v

Planta Transgénica Ammal Transgénico

375




Fatores de contaminacgéo

O conhecimento das fontes para o0s agentes
causadores da contaminacdo € fundamental para yeomo
medidas de controle e assegurar uma produgao isknta
contaminantes. Os principais fatores de contammasg:
Matéria Prima, Agua e Ambiente de Produc&o.

Matéria Prima

A matéria prima utilizada na producdo de
medicamentos bioldgicos, consiste principalmentagieares,
sais, traco, minerais e suplementos, de modo mwsati ao
maximo a capacidade metabdlica das linhagens oetula
escolhidas, mediante o fornecimento de fontes deona e
nitrogénio. No entanto, a presenca desses nutsigotea o
meio mais propenso ao crescimento de agentes cioiaiates
gue apresentam exigéncias nutricionais compat{ENsLY
et al., 2015). Além disso, a producdo de medicansent
biolégicos envolve a utilizacdo de diversos submtrade
origem animal, tais como meios de cultura celutros,
suplementos que também apresentam alto risco de
contaminacdo por virus, micoplasmas, bactérias rgofu
(FDA, 2011).

As especificidades da matéria prima utilizada na
producdo de biofarmacos, na grande maioria laipilitd os
meétodos de esterilizacdo comumente utilizados dasinia
farmacéutica convencional, sendo substituidas patra®
alternativas, tais como filtracdo e tratamentomigws de curta
duracdo (KNABLEIN, 2005).

Dessa forma, a ado¢cdo de um criterioso controle de
qualidade e adesdo as Boas Praticas de FabricéicEo (
DEHGHANI, 2009), assim como a utilizacdo de matéria
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primas qualificadas s&o essenciais para reduzinisoss de
contaminacgéao (FDA, 2011).

Agua

A contaminacdo microbiologica da &gua representa
uma grande preocupacdo a industria farmacéuticadaleé
possibilidade de impactos negativos na qualidadgerdduto.
Além disso, a agua representa uma importante fpata a
contaminagao cruzada durante a fabricagdo de nmeetas
(MATHIAS, 2013).

A producéo de biofarmacos envolve um expressivo
volume de agua, devido ao processo de cultura lidasée
purificagcdo (EMILY et al., 2015). Além do que, majoarte
dos biofarmacos € injetavel, o que exige um maigorr
durante o controle, ja que o grau de qualidadegia @eve
estar em conformidade com o uso farmacéutico (KRIZE
al., 2010).

As fontes de agua e a agua tratada devem ser
constantemente monitoradas para identificacdo desiyas
contaminantes, inclusive das endotoxinas produziggsas
bactérias. Para garantir a eficacia desse contrale,
desempenho dos sistemas de purificacdo, armazetwraen
distribuicdo também devem ser analisados rigorosgmé®©
abastecimento devera ser realizado sob pressadivaosi
continua, com encanamento em perfeito estado deo raod
evitar a entrada de quaisquer tipos de contaminacao

Ambiente de Producéo

O ambiente de producédo envolve, os sistemas de
fluxos, procedimentos de limpeza, ar, superficisirumentos,
pessoal e equipamentos (LOTFIPOUR; HALLAJ, 2012). O
controle das variaveis relacionadas ao ambientea est
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diretamente implicado na qualidade e segurancgpomiutos
biologicos.

Para proteger os farmacos da contaminagdo, 0s
procedimentos mais criticos séo realizados em antdsie
controlados, onde séo instaladas barreiras patar eventrada
de particulas e microrganismos, um exemplo dissa é
instalacdo de filtros HEPA (High EfficiencyPartiaté Ar
restance) (DENYER; BAIRD, 2007).

O tipo de filtro instalado dependera da quantidadele
particulas viaveis e também da quantidade de UR&igdes
formadoras de colonias) permitidas no ambientesadésma,
podemos definir diversas classes de salas limpaso co
exemplificado no quadro 2.

Tabela 1 — Graus quarto limpos de acordo com o numero de
microrganismaos viaveis e o numero de particulas.

Grau quarto limpo  Numero méximo de  Numero méaximo permitido de
particulas permitido/ UFC de microrganismos viaveis

ms na amostra de ar/ ms
A 3500 <1
B 3500 10
C 350000 100
D 3500000 200

Fonte: Lotfipour&Nezhadi, 2012

As operacbfes mais expostas e potencialmente
propensas a contaminagdo microbiolégica, como papaedo
de in6culo e enchimento asséptico sdo geralmeatzadas
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no grau (A). O contato do microrganismo com esge tle
produto deve ser evitado ao maximo, ja que 0s megodem
excretar proteases e toxinas, que podem alterarnngio
ativo dos farmacos ou causarem danos aos paci&etasio
forem identificados e removidos nas outras faseprdoesso
(LOTFIPOUR; NEZHADI, 2012).

Conservantes

Os conservantes antimicrobianos séo substancias
adicionados a produtos farmacéuticos para preweenietardar
a deterioracdo microbiana da formulagcédo. As catagalos
conservantes tradicionais incluem alcool, amidaanenas,
doadores de formaldeido, ésteres de parabeno,adesvde
fenol, piridina e compostos quaternarios (MOWADQ20
Apesar dos beneficios 0 uso de conservantes antinianos
nas formulacdes de proteinas terapéuticas, assmo s
demais excipientes anteriormente citados, € pahknente
capaz de alterar a estabilidade das proteinas.nisacdes
entre proteinas e conservantes podem causar msdaaca
conformacdo, aumento da agregacdo, alteragcbes nas
propriedades quimicas e reducdo da tolerancia as alt
temperaturas.

Em contrapartida, o inverso também pode ocorrer, 0s
conservantes possuem grupos funcionais reativaxienp ter
sua eficacia comprometida devido interacbes ndoosd as
proteinas, mas também com os ingredientes, ext#sien
recipientes e também devido a instabilidade figigimnica da
proteina terapéutica. Atualmente, 0s conservantess m
comumente utilizados em proteinas e peptideos &etiaps
sdo m-cresol, fenol e alcool benzilico.
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2. CONCLUSOES

Biofarmacos sdo macromoléculas complexas, estando
sua atividade biologica, efichcia e seguranca ciomthda a
dobragem correta e manutencdo de suas estruturas
tridimensionais. Apresentam elevado peso molecséardo a via
parenteral mais adequada para administragcdo, lego ppde
ocorrer degradacdo enzimética no trato gastrointdstse
administrado pela via oral;

As principais fontes de contaminacdo relacionadas n
producdo de biofarmacos sdo as matérias primaa,éigmbiente
de producgéo;

A produgdo dos biofarmacos possui caracteristicas
particulares, tais como a utilizacdo de acuUcar@s, fontes de
carbono e substratos de origem animal, que sam@abemente
susceptiveis a contaminagao por microrganismos;

A utilizagdo de um conservante inadequado pode
acarretar em interacbes e perda da efichcia do @esm
favorecendo o crescimento microbiano, em caso deatmcom
contaminantes. Além disso, a utilizacdo de coneefi's sub-
inibitérias pode causar apenas danos superficiaisdezir o
desenvolvimento de uma resisténcia adaptativa nos
microrganismos.
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RESUMO-A extracdo e quantificacdo de proteinas € um
importante meétodo empregado em diversas instancias
industriais, agropecuérias e de produtos alimeociNeste
contexto, esta revisdo tem como objetivo descrenger
principais métodos de quantificacdo e extracdo §icat e
evidenciar as qualidades técnicas individualmeRt&ga isto,
foram pesquisados artigos cientificos publicados texto
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integral, até o ano de 2014, nas seguintes basedades:
MEDLINE, Scielo, PUbMED e Science direct. A padiéste
levantamento literario, foram encontrados 6.285gu$ que
possuiam metodologias de quantificacdo ou extracao
detalhadas ou mesmo textos abordando o tema
““quantificacdo/extracdo protéica. A partir de todo
conteudo analisado, foi possivel observar que: @sodos
fisicos apresentam vantagens, tais como nao reguare
adicdo de outros agentes quimicos, e desvantagans,
exemplo da geracdo de calor que pode promover a
desnaturacdo das enzimas de interesse; os métadomicqs,
apesar da eficiéncia na ruptura do envoltorio catul
geralmente conferem ao sistema condi¢des drastmasp
mudancas de pH; os métodos enzimaticos sao mais
dispendiosos, porém se tornam opg¢des importantesaso
dos demais tratamentos ndo fornecerem resultados
satisfatorios. Diante do exposto, concluiu-se axisténcia

de um procedimento de quantificacdo universal, cdwe
aqueles interessados, levar em consideracdo o®ricrt
essenciais e especificos do protocolo.

Palavras chaveProteinas, Bradford, Kjeldhal.

1. INTRODUCAO

Diferentes métodos podem ser empregados para
extracdo de proteinas intracelulares, os quaisndepe da
forca fisica da parede celular dos microrganismos,
localizacdo dentro da célula, estabilidade e dalilade da
extracdo (Kula, 1987; Pandit et al.,, 2005). Métodos
mecanicos, fisicos, quimicos, enzimaticos e a coagdio
destes podem ser aplicados. Os métodos quimicos sao
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dificultosos, pois implicam na necessidade de rémoge
residuos, aumentando os custos de producéo. Forlado,
0s métodos mecanicos e fisicos de ruptura celufar n
implicam em riscos de toxicidade, pois ndo inclygodutos
quimicos no extrato enzimatico (Rech et. al.,1999).

Quanto a quantificacdo de proteinas, trata-se de um
método empregado em andlises clinicas, nutricamadni
ciéncia de alimentos, entre outros. Na quimicardeas, a
quantificacdo é fundamental para o acompanhameato d
processo de purificacdo e analises fisico-quimicas
posteriores. Segundo Zaia et al., (1998), o praicigtor a
ser considerado na escolha do método de quanéificaco
conhecimento acerca dos constituintes da amosiiex suas
concentracdes, o que facilita na identificacdo dssiveis
interferentes (Zaia et al., 1998).

O presente estudo caracteriza-se como uma pesquisa
realizada em bases de dados secundarios de daguifrlioo.
Foram consultadas no presente trabalho as pubéisagd@m
acesso as seguintes bases de dados: MEDLINE, Scielo
PubMED, e Science direct. Foram procurados artigos
cientificos publicados em texto integral, até o deo2014,
usando os seguintes descritores: Proteinas — 4ARps,
Extracdo — 1712 artigos, Células de eucariotos ariéjos.

1.1 Procedimentos de Extracdo de Proteinas

Existem varios procedimentos descritos na litesatur
para a extracdo de proteinas. Esses procedimestas e
relacionados com o objetivo da extracdo, comoggemplo,
para se aferir concentracdes, determinacdo dedadi®i
enzimética, ou ainda para separacdo por técnicas de
eletroforese(Zaia et al., 1998).
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Os trés passos fundamentais no preparo de amostras
de proteinas sdo rompimento celular, inativacdoemocao
de interferentes e solubilizacdo das proteinasbgtgr1999;
Rabilloud et al., 1999; Shaw & Riederer,2003; Liageret
al., 1995; Pimenta, 2003).

O rompimento celular pode ser obtido tanto por
procedimentos quimicos como fisicos, dependendo da
natureza da amostra e do tipo de analise que sgades
utilizar. Véarios procedimentos de lise, destruicatular por
rompimento da membrana, podem ser utilizados, cdis®,
osmoética (quando a célula é suspensa em um meitdhipo
e seu volume sendo aumentado até ocorrer a lise da
membrana), lise por detergentes e lise enzimaticpadede
celular(Elias et al., 2004).

Além desses, também se utilizam a agitacdo e a
maceracdo a varias temperaturas (ambiente, a zewo g
Celsius ou com nitrogénio liquido). Em amostradgdssgl|
geralmente, emprega-se a maceracdo manual solgémioo
liguido para transformar a amostra em um pé firomePser
usada também a trituracdo com sonda de aco, capaz d
promover a homogeneizagdo do material, além dé-tmem
pequenos pedacos.Para amostras liquidas, utilizhrassom
(ou sonicacdo) para homogeneizar o material e rorape
células, além da centrifugacéo (Voet et al., 1998galhaes
& Arruda, 2007). As ondas ultrassonoras de alt@émpma (<
1 W a milhares de W cm-2) causam permanente mudanca
fisica e quimica porque produzem cavitacdo e nflaidos
nos liquidos, aquecimento e ruptura de solidostlnlidade
na superficie da interface de sistemas liquidadmmue
liquido-gas (Barboza & Serra, 1992).

A propagacdo das ondas ultrassonoras no meio
reacional cria uma variacdo de pressao, a quapbmeavel
pela cavitagcdo, que pode ser definida como a faamag
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implosédo de microbolhas de gas no centro de undbqu\
variacdo de pressao cria, num ponto do liquido, emaos de
compressao e descompressdo alternados(Barboza&, Serr
1992). A cavitacdo acustica envolve trés estadarmacao
de nucleos de cavitacdo, crescimento das bolhaslentas
implosbes(Flynn, 1964; Bremmer, 1990; Barbosa& &err
1992). No momento da implosédo, ha formacdo de oddas
choque e na fase final esperam-se, no centro daabol
temperatura e pressdo muito elevadas, da orderfGf}® K

e 1000 atm (Bremmer, 1990; Barbosa& Serra, 19925 N
sistemas heterogéneos, nas interfaces sélido-tiqual
natureza da destruicdo das bolhas se apresentantiéeA
destruicdo se faz de forma ndo simétrica, dandgria um
jato de liquido dirigido para a superficie soliddem disso,
micro fluxos de liquido sdo formados devido a at@&orde
grande quantidade de energia vibracional dentrpedgieno
volume, com pouco ou nenhum aquecimento associsido.
favorece o transporte de massa entre a fase licpida
superficies sdlidas, contribuindo para a aceleragao
velocidade da reacdo(Barboza & Serra, 1992). Assim,
eficiéncia da extracdo de um analito depende daavess
que influenciam no processo no processo de cawvitaca
(temperatura, viscosidade, presenca de particudédas,
altura da coluna de agua, frequéncia e posicaofrdesos
dentro do banho). Téo logo as condi¢cdes experinsenta
estejam otimizadas, 0 processo de ultrassom é nbasta
eficiente para a extracdo solido-liquido (Barboz8é&rra,
1992; Nascentes et al., 2001).

Como exemplo de estudo de procedimentos de
rompimento celular, Chan et al., 2002 otimizaram as
condicbes de preparo de amostras para andlise por
eletroforese em duas dimensdesPderocentrum triestinum
um dinoflagelado. Eles reconheceram que o primeftsso
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do preparo da amostra era o0 rompimento celular para
liberacdo de todo o conjunto de proteinas do osgami Na
amostra em estudo, seriam necessarios métodos mais
vigorosos de rompimento celular, uma vez que o0s
dinoflagelados sdo encapsulados por paredes a@dular
robustas. Para isto, eles propuseram o0 uso daagdoie da
agitacdo vigorosa com o uso de laminas de vidro num
agitador de vidro. Foi tomada aproximadamente uraasan

de 150 mg de células d@. triestinum previamente
centrifugada e homogeneizada num tampao Tris-HCI
resfriado (4°C), que foi submetida a agitagdo certfdminas

de vidro ou a sonicacdo. Ao se compararem 0s aekdt
pelos dois métodos, os autores obtiveram aumentb%le
quando utilizaram a sonicagdo na extracado de pasgbor
peso Umido de amostra em relagdo a extragdo quando
utilizaram as laminas de vidro. Considerando que o0s
resultados mostraram padrdes similares ao se camnepaios

géis de eletroforese em duas dimensofes, 0s adi@gsram

a sonicacdo como o método mais efetivo de rompiment
celular para os dinoflagelados (Chan et al., 2002).

1.2 Métodos de Determinacéo de Proteinas Totais

Existem varios métodos para a determinacdo de
proteinas totais, que foram desenvolvidos pararatifes
amostras, tais como células bacterianas (Biurgtomteinas
dissolvidas (Bradford), solu¢cdes que contém dettege
(BCA — Acido Bicinconinico), solucdes de proteinarg
(absorcdo UV), industria de alimentos (Biureto, kpw
Bradford), plasma sanguineo (Biureto, Lowry, Bradjp
plantas (Lowry), entre outras. Cada método aprasamnt
principio distinto.
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Método Biureto - O método Biureto (Gornall et al.,
1949) envolve a mistura de sulfato de cobre e kidodde
sédio com tartarato de sodio, que estabiliza o ecam
solucéo. Segundo Zaia et al. (1998), ocorre a foaimae um
complexo quadrado planar do cobre, com a ligac@tigiea
da proteina, em meio alcalino.Apresenta limite d&ectao
delx10- 3 mg.L-1 , leitura de absorbéancia em 310 em
sensibilidade de 0,5 a 1mg por mL (Wilson & WalKE395).
O método descrito por Itzahki & Gill (1964) utilizmmente
sulfato de cobre e hidroxido de soédio na formac@o d
complexo (Iltzahki & Gill, 1964). O complexo formacm
método do Biureto também pode ser lido a 540 nmgmo
com menos sensibilidade.

Método de Lowry - O método de Lowry apresenta

limite de deteccao de 0,3 mg.L-1 , sensibilidad®dea 0,3
mg por mL, leituras de absorbancia em comprimeatoraia
750 nm (Lowry et al., 1951). Neste método, ocoeducao
dos constituintes ativos do reagente folinfenol p&io das
cadeias laterais de alguns aminoacidos que coatribzom
quatro elétrons ou pela retirada de dois elétromscada
unidade tetrapeptidica dos peptideos e proteinas, &
facilitada pela formacdo do quelato entre o coble g
peptideos/proteinas, tornando a reacao biureto seaisivel
(Zaia et al., 1998).

Método de Bradford - No método de Bradford, as
leituras sdo feitas a 595 nm, o limite de detect@e 2x10-
5mg.L-1 e Sensibilidade de 0,06 a 0,3 mg por mladBrd,
1976; Wilson & Walker, 1995). Ocorre ligacdo do aite
azul de Coomassie BG-250 com grupos funcionaicbssiu
aromaticos das proteinas. Para isto ocorrer, a&ipeotdeve
ter estrutura macromolecular, ou seja, de 8-9 &igac
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peptidicas no minimo (Bradford, 1976). Segundo Zaial.

(1998), a interacdo entre a proteina de alto pedeamlar e o
corante provoca o deslocamento do equilibrio darderpara
a forma anibnica, que absorve fortemente em 595 nm.

Método BCA - Acido Bicinconinico - No método
BCA, com leituras a 562 nm, limite de detecg¢éo &enfg.L-
1 e sensibilidade de 0,1 a 0,5 mg por mL, ocommé&gédo de
complexo colorido com BCA, pela reducédo do Cu+2, em
meio alcalino, com proteinas (Zaia et al, 1998)itsmt al.
(1985), declararam que este método monitora os dohee
monovalentes produzidos na reacao de proteinascobne
bivalente, aumentando a sensibilidade do métodmoco
ocorre no de Lowry. Existem outras substancias zespde
reduzir o Cu+2 a Cu+1 tais como acido urico e gkcque
causam interferéncia na determinacdo (Wilson; Walke
1995).

Método da Proteina Bruta - O método da proteina
bruta € baseado na determinacao do nitrogénioKge&dahl
(NTK) e consequente multiplicagcado por 6,25 (Aph89%;
James, 1995). Este fator é referente a média degéitio
proteico de 16% presente nos compostos. Neste métod
limite de deteccéo é de 0,1 mg.L-1.

Para Zaia et al. (1998), varios fatores podem ser
analisados antes da escolha da metodologia para
determinacdo de proteina total, como sensibilidade,
reprodutibilidade,  simplicidade, poucas  substancias
interferentes, disponibilidade de volume de amosapidez,
baixo custo, similaridade as concentragfes amléerda
toxicidade do reagente (Zaia et al., 1998).
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1.3Inativagdo ou Remocéo de Interferentes

Durante ou ap0s o rompimento celular, varios
compostos interferentes como enzimas proteoliticas
(proteases), sais, acidos nucléicos, polissacasidEmois
e/ou proteinas muito abundantes precisam ser relo®au
inativados. Destes, 0s que mais causam interfe€nou
erros nas determinacdes sao 0s sais e as protkasekres
de proteases s&o usualmente adicionadospara impedir
degradacédo das proteinas, mas podem modificadasaedo
erros nas analises (Gorg et al., 2005). Como altempode-
se levar a amostra ao ponto de ebulicdo num taropao
dodecil sulfato de sédio (SDS /sem uréia) ou i@atigas
proteases com valores de pH baixo (por exemplo,
precipitando com &cido tricloroacético-TCA) (Gorg at.,
2005).

A precipitagdo das proteinas com &cido
tricloroacético/acetona (TCA/AC) ¢é muito til para
minimizar a degradacdo destas e remover compostos
interferentes, tais como sais ou polifenois. Eatrt, é
importante ressaltar que podem ocorrer perdas ateipas
devido a precipitacdo ou ressolubilizacdo inconapléiém
disso, pode-se obter um conjunto completamenteedifie de
proteinas extraidas do tampdo de lise, dependeedo s
utilizada um etapa prévia de precipitacdo ou naird@t al.,
2000).

A remocdo de sais pode ser obtido por dialise, ou
como ja dito acima pela precipitacdo de proteimmas TCA
ou solventes organicos (acetona a0°C) (Berkelman
&Stenstedt, 1998). Grandes quantidades de lipigpedem
interagir com proteinas da membrana e consumirgigtees.

A remocao de lipideos pode ser realizada pela gidraom
solventes organicos. Neste caso, podem ocorreraperd
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significativas de proteinas se estas forem sollais
solventes organicos (Gorg et al., 2005). Alterratiente,
pode ser empregada a centrifugacdo a alta velecidad
(Fountoulakis, 2004), seguida da remocdo da camada
lipidica.

Todas as metodologias aqui descritas possuem
vantagens e desvantagens gue nao se restringerasagen
tempo e especificidade. Muitas delas possuem tamdééem
capacidade de gerar diversos interferentes quétaesem
ligacdes inespecificas e resultados nao reprodsiti®endo
recomendavel, portanto, andlise detalhada do pimeeato
bem como padronizacao das condi¢cdes de cada reacao.

Interferentes no Método de Biureto

Verifica-se que o método de biureto (Gornall et al.
1949) esta sujeito a interferéncia de substanaiaspgssam
reagir com os ions cobre (Il). Na tabela 1, estéimdos
alguns interferentes; os métodos para sua elinnagéam
conforme o caso, no entanto, recomenda-se a [Bgapi das
proteinas com acido tricloroacético e posterioulsitizacdo
para determinacdo das mesmas.

393



Tabela 1- Substancias que interferem na determinacao deipeas totais
pelo método de biureto.

INTERFERENTES CAUSAS

Bilirrubina Absorve em 540 nm, sério interfere
acima de 70 mg/L.
Amonio Sulfato de amb6nio usado como

precipitante de proteinas; em meio
alcalino amonia complexa cobre.

Lipidios Provoca turbidez nas amostras, com
consequente aumento da absorcéo das
mesmas

Hemoglobina Aumenta a absorgéo das amostras.

Dextran-40 e 70 Causa turbidez nas amostras, em r
alcalino com tartarato, devido a for
de um complexo insoltvel entre o
dextran e cobre

Peptideos e Reagem com cobre, sendo interfer:
aminodcidos livres em métodos baseados em cinética de
(His, Ser, Thr) reacgao.

Melanina

Provoca falso positivo

Tampao tris-HCl e Reage com o cobragsente no reati
glicose biureto.
Lactose Provoca falso positivo

Amido Provoca falso positivo
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Interferentes no Método de Lowry

Apesar do método de Lowry e cols. (1951) apresentar
uma grande sensibilidade para proteinas, 0 mesmo
possuidesvantagens, tais como: estar sujeito a osuit
interferentes, apresentar longo tempo de analisssuir
absortividade especifica altamente variavel pafaratites
proteinas, e seguir a Lei de Beer-Lambert apenasanu
pequena faixa de concentracdo de proteinas. E Rectauo
aquecer a amostra, por 3 minutos, a 37°C, aposcacade
sulfato de cobre alcalino, e por mais trés minuggss a
adicao do reagente de Folin-Ciocalteau.

Tabela 2 -Substancias que interferem na determinacéo deipastiotais
pelo método de Lowry e cols

INTERFERENTES CAUSAS

Compostos fendlic Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau
resultando em falso positivo.

Lipidios Provocam turbidez das amostras
Detergentes Provocam a formacao de precipitado
Acido drico Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau

resultando em falso positivo

Guanina e xantine Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau
resultando em falso positivo

Sulfato de aménio Diminui a absortividade devido a alteragé
pH da amostra.

Melanina Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau
resultando em falso positivo
Bilirrubina Aumenta a absorcdo da amostra
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4-metilumbeliferor Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau
resultando em falso positivo

Mercaptanas e Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau

cisteina resultando em falso positivo.

Tampao tris-HClI Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau
resultando em falso positivo

AcUcares Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau
resultando em falso positivo.
RNA Aumenta a absorc¢ao das amostras

Interferentes no Método de Bradford

Apesar do método de Bradford (1976) ser mais
rapido, sensivel e estar sujeito a um numero bemomae
interferentes que o método de Lowry e cols (195hesmo
apresenta desvantagens, tais como: a Vvariagcdo da
absortividade especifica para diferentes proteidegido a
baixa solubilidade (Marshall & Williams, 1992; Fdaulakis
et al., 1992) ou baixo peso molecular das mesmasant
1988); e fornecimento de resultados nem sempre
reprodutiveis devido ao grau de pureza do cora@e2B®
Este varia conforme a procedéncia, sendo recomehdav
padronizacdo das condicbes de reacdo para cadaddote
corante adquirido.
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Tabela 3- Substancias que interferem na determinacao deipas totais

pelo método de Bradford.

INTERFERENTES = CAUSAS
Tolbutamida Provoca falso positivo
Uréia Fornece resultado falso positivo, ac

Cloreto de sodio e de
potassio

Detergentes (Triton X
100, SDS, Tween-20)

Ciclodextrinas

Polifendis e polifendis
oxidades

2-mercaptoetanol +
guanadina

Glicerol

Lipidios
Cloropromazina
Fluoreto

45 g/L

Fornecem resultado falso negativo,
delM

A larga banda de absgo em 650 nn
devido a reacao entre o corante e 0s
detergentes, interfere na banda em
nm, resultando em falso positivo
Formam um complexo de incluséo «
corante BG- 250, resultando em falso
positivo

Reagem com as proteinas impedint
formagéo do complexo das mesma:
o corante BG-250.

Diminuem a absorcéo da amostra.

Provoca falso positivo.

Causam turbidez na amostra.
Provoca falso positivo.

Diminui a absor¢ao da amostra.
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Interferentes do Método de BCA

O método de Smith e cols (1985) possui
desvantagens, como a dependéncia da temperatura de
incubagdo das amostras, a variagdo da absortividade
especifica para diferentes proteinas e a variacdo d
absorbancia com o tempo(Fountoulakis et al., 19%2).
recomendando, portanto, um rigido controle no terdpo
leitura das amostras, apos a incubacdo das mesmas.

Tabela 4 -Substancias que interferem na determinacéo deipastiotais
pelo método de Smith e cols (BCA).

INTERFERENTES  CAUSAS

Acucares em geral  Provocam parcial redugéo do col
resultando em falso positivo.
EDTA Complexa ions cobre (11)

Lipidios Reacéo entre BCA e lipidios rest
em falso positivo
Sulfato de amonio Resulta falso negativo

Mercaptoetanol e Provocam reducéo do cobre (II)

dithiothreitol resultando em falso positivo

Peréxido de hidrogén Reacéo entre BCA e peroxido de
hidrogénio resulta em falso positi

Vitamina C e Provocam reducéo do cobre (II)
paracetamol resultando em falso positivo
Cloropromazina Provoca turbidez na amostra.
Penicilinas Provocam falso positivo
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Interferentes do Método de Proteina Bruta

Este método esta sujeito a muitos interferentesjcse
que qualquer substancia que apresente uma banda de
absorcao na regido de leitura € um interferentgetencial.
Este fato fez com que esta metodologia fosse adiiz
somente em processos de purificagdo de proteinds, wma
avaliacdo semiquantitativa é suficiente, na maidos casos.

Solubilizacdo de Proteinas

ApOs o rompimento celular e a remocdo dos
compostos interferentes, o0s polipeptideos devem ser
solubilizados e, dependendo da finalidade da amalis
desnaturados e reduzidos para romper as interagiiase
intermoleculares. A solubilizagdo da amostra é |genate
realizada com um tampdo contendo compostos cactpi
(uréia ou tiouréia), detergentes ndo-ibnicos ottevidnicos
(por exemplo, Triton X-100), agentes redutoresplitok e
inibidores de protease. O tampao de solubilizacds m
popularmente usado € o de O Farrell, tal qual desmn com
modificacbes (O Farrell, 1975).

Dentre os compostos caotrépicos, a uréia é bastante
eficiente no processo de ruptura de ligacdes dedpdio.
Este desnatura as proteinas pelo rompimento dagkg ndo
covalentes e ibnicas entre os residuos de amimasacid
(Shaw& Reiederer, 2003), levando ao desdobramento e
desnaturacdo da proteina. Em contraste, a tioérérauito
adequada para a quebra das interacBes hidrofébicas,
aumentando a solubilizacdo de proteinas de mensrana
hidrofébicas (Molloy et al., 1998; Rabilloud et,al998).
Atualmente, a solugdo mais indicada para solulgiiaade
proteinas hidrofébicas é um tampao com uma coméinee
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5 a 7 mol L-1 de uréia e 2 mol L-1 de tiouréia, com
detergentes apropriados.

Os detergentes sao utilizados para impedir as
interacbes hidrofobicas entre os dominios de prasei
hidrofébicas, evitando a perda destas devido agagé® e
precipitacdo. A solubilizacdo de proteinas em smug
contendo o detergente anibnico SDS, a temperatera d
ebulicdo, tem sido recomendada (Harder et al., ;1999
Boucherie et al., 1995). Entretanto, a concentragética
para o uso do SDS € abaixo de 0,2% (m/v), tornaaskim,
recomendavel a troca desse detergente por outrOni&o,
como NP-40 ou Triton X-100 (apesar de ndo serem tao
efetivos para a solubilizacdo de proteinas hidio&sb de
membrana como o SDS) ou por detergentes zwitteo8ni
como sulfonato de 3-[(3-cloroamidopropil) dimetilanmo]-
1-propano (CHAPS) ou sulfobetainas (SB 3-10 ou A3B
(Gorg et al., 2005).

Os agentes redutores promovem a reducdo e a
prevencdo da re-oxidacdo das pontes dissulfets &®
necessarios na clivagem das pontes intra e inteoulares
dissulfeto para se obter um desdobramento compulato
proteina. Os redutores mais comumente usados sBd o
ditiotreitol (DTT), o ditioeritritol (DTE) e o 2-nreaptoetanol
(Rabilloudet al., 1996). Existem outras indicacods
redutores como: a tributilfosfina (TBP) e o tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) (Hoving, 2002), mas aaba do
DTT e DTE é predominante (Herbert et al., 1998 z&etal.,
1999).

Chan e colaboradores (2002), também testaram varias
combinacbes do uso de uréia e tiouréia como agentes
caotropicos para a solubilizacdo das proteinas do P
triestinum. Eles usaram tampdes com concentracées, 5l
mol L-1 de uréia, 8 mol L-1 de uréia e as combieagte 2
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mol L-1 de tiouréia com 5 mol L-1 de uréia e, ptimb, 2

mol L-1 de tiouréia com 7 mol L-1 de uréia. Também
estudaram os efeitos da adicdo de trés redutofEE, (CBP e
TCEP) nos tampdes de re-hidratacédo (64 mmol L-DTE,

2 mmol L-1 de TBP e 4 mmol L-1 de TCEP) e de ehridi

com ou sem o0 agente alquilante iodoacetamida (D@6L-

1). Eles observaram um aumento no nimero de spetgéis

de eletroforese ao se utilizar uréia e um aumenttaanaior

ao se utilizar a combinagdo de uréia e tiouréiabuahdo
esses aumentos ao efeito de solubilizacdo da eréika
tiouréia. Quanto aos agentes redutores, eles @raemque o

gel onde utilizaram o tamp&o com TCEP apresentdhane
resolugdo em comparacdo com O0S outros agentes e
desaconselharam o uso do tampdo com iodoacetamaida n
tltima etapa de equilibrio, por provocar a perdgpmteinas

de baixa massa molar (Chan et al., 2002).

Outros  métodos  espectrofotométricos para a
determinacao de proteinas totais

Zaia e colaboradores (1993), propuseram uma
metodologia basica utilizando p-benzoquinona (PBQ@ja a
determinacdo de proteinas em diversos meios. Odméte
baseia no fato de que o produto de reacdo entre @BQ
proteinas absorvem em 350 nm. Esta metodologiarousse
10 vezes mais sensivel que o método de biureto eteomm
custo que o de Lowry e cols., e mais rapida quené@odos
de Lowry e Kjedahl (Zaia et al., 1993).

Krystal e colaboradores (1985), propuseram uma
metodologia que € 100 vezes mais sensivel que adméke
Bradford. Este método esta baseado no fato de cata p
amoniacal liga-se a proteinas e o produto de realgdorve
fortemente em 420 nm (Krystal et al.,, 1995). Steskh
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(1987), propbs uma metodologia que é 25 vezes mais
sensivel que o método de Bradford e 50 vezes reasil
que o de Lowry. Neste método, o ouro coloidal, resgnca
de proteinas, desloca o seu maximo de absorca8xpdsa
595 nm. Segundo a autora, 0 método esta sujeitouaop
interferentes (Stocheck, 1987). Metodologias quézaimn
ouro coloidal ou prata amoniacal, possuem um ineolante
Obvio que € a utilizacdo de reagentes caros; nantmt
Krystal e colaboradores (1985), afirmam que o cu&tdl0
analises em triplicata € menor que dois centavosidtier
(Krystal et al., 1995).

Soedjak (1994),prop6és uma metodologia em que o
eritrosin B reage com proteina formado um cromofque
absorve fortemente em 545 nm. A sensibilidade desta
metodologia esta entre 2 e ig/mL de proteina, que é a
mesma sensibilidade do método proposto por Zaia e
colaboradores (1992) (Soedjak, 1994; Zaia et 892)

O método da ninhidrina tem sido utilizado para a
determinacdo de proteinas totais. Nesta metodolagga
proteinas sdo submetidas a hidrolise acida, serslo o
aminoacidos liberados determinados com ninhidriAa.
desvantagem desta metodologia é o tempo gastadrdise
acida em relagdo aos métodos comumente utilizadosrg,
1968; Fountoulakis et. al., 1992).

2. CONCLUSAO

Diante do exposto conclui-se que tanto os métodos
fisicos quanto o0s quimicos apresentam vantagens e
desvantagens ressaltando que ndo existe método de
quantificacdo universal, portanto recomenda-se queando
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da escolha do método a ser utilizado, leve-se emaca
sensibilidade necessaria (dependente da concemtraca
protéica); A presenca/auséncia de determinadoso@ciatos,

em virtude do mecanismo de funcionamento do mésosker
escolhido, ou seja, a especificidade do métodoattireza e
concentracdo de substancias nao-protéicas (passivei
interferentes); A solubilidade proteica nas cones;ddo
método; Sua facilidade e reprodutibilidade e pon 8ua
rapidez e custo.
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RESUMO - O papilomavirus humano esta intimamente
associado ao desenvolvimento de diversos processos
carcinogénicos, em particular o cancer cervicaleXsténcia

de vacinas profilaticas anti-HPV s&o de extremaadrngncia

para o combate a doenca, contudo devido ao cartéper
especifico das atuais vacinas sua eficdcia comcéelaa
tipos heterélogos do virus é bastante limitada hadeeuma
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susceptibilidade a infeccbes e lesbes induzidas gqubros
tipos de HPV. Além disso, o alto custo de produeda
auséncia de acao terapéutica reforca a necessiddee
desenvolvimento de novas alternativas vacinaisilgtizias e
terapéuticas com largo-espectro. Dessa maneira esqmte
trabalho teve como objetivo revisar 0s principiaseinprego
de vetores vacinais vivos como estratégias paranirole de
infecgbes e potencialidades como imunoterapia ander
contra as doencas causadas pelo HPV. O estudo foi
realizado a partir de um levantamento bibliograficte
artigos cientificos disponibilizados em diferenbescos de
dados. Com essa revisdo, € possivel concluir queetmses
vacinais vivos representam uma alternativa atrapaaa a
terapia anticancer e ao desenvolvimento de vactwdra
patogenos intracelulares por dois principais mosivo
elevada eficiéncia para apresentacdo de antigenas n
células imunes do hospedeiro desencadeando umasteepo
imunologica humoral e celular potente sem a nedes& de
utilizacdo de substancias adjuvantes e baixo cudto
producao.

Palavras chave Vacina; Vetor vacinal, Imunoterapia
anticancer.

1. INTRODUCAO

Vacinas sdo preparacdes antigénicas que possuem a
capacidade de induzir uma resposta imunitaria fm@te
especifica no individuo contra um ou mais agentes
infecciosos. Comumente séo classificadas em 3 @esaem
virtude das estratégias que sao utilizadas na @efpa dos
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antigenos vacinais. A primeira geracdo das vacinas
corresponde aquelas que empregam 0 agente patogénic
sua composicdo, sejam na forma atenuada, através de
tratamentos, ou inativados. Nesse grupo, como exsmp
temos as vacinas contra variola, sarampo e rubdvla.
segunda geracdo surgiu com a possibilidade deifidagfio

e producdo em laboratorio do antigeno imunodoméndot
microrganismo - 0 antigeno capaz de induzir umaomai
producdo de anticorpos protetores quando introduxid
vacinagdo. Como exemplo desse grupo, estdo asasacin
contra tétano, hepatite B e HPV.

O papilomavirus humano (HPV) é a principal causa d
desenvolvimento do cancer cervical, sendo a intequér
esse virus a causadora de uma série de estagiosapgéos
denominados neoplasias intraepiteliais cervicaikCYNjue
sdo lesdes que antecedem o aparecimento do dansiu.
Atualmente, vem sendo disponibilizado no SistemadJde
Saude (SUS) para meninas dos 9 aos 13 anos, a\&tin
HPV que confere protecéo contra 4 tipos de HPVs-1-5, -
16 e -18), dos quais dois sdo HPVs de alto risqa pa
desenvolvimento do cancer cervical (-16 e -18).t@dn, sao
vacinas que possuem um elevado custo para suacam@u
ndo apresentam acao terapéutica, isto €, contacibés ou
lesbes ja estabelecidas, havendo assim, a neasssiia
novas alternativas vacinais.

Um novo conceito de vacinas denominadas de vetores
vacinais vivos ou vacinas vivas estd surgindo. S&o
microrganismos atenuados ou nao-patogénicos viwes (
servem como carreadores do antigeno de interesse no
organismo, sendo dessa maneira importantes para o
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desenvolvimento de novas estratégias vacinais.ilagio
dos vetores vacinais no tratamento e profilaxia dzencas
causadas pelo HPV pode representar potencial aiean
frente as vacinas atualmente disponiveis para\epcéo da
doenca.

2. METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento de artigos cientsfico
em diferentes bancos de dados bibliograficos exisse—
PubMed, Scielo, Lilacs, Bireme e portal de periédida
Capes/MEC. Os artigos selecionados envolveramoartifg
revisbes e artigos completos em portugués e inglés
publicados até 2015 sobre o assunto. As palaviagesh
utilizadas foram vacinas, vacinas vivas, vetoresinaas
vivos e HPV. A producédo do trabalho de concluséouteo
ocorreu a partir da analise de uma lista de refeénde
publicagbes relevantes e artigos de revisao.

3. REVISAO DA LITERATURA

Atualmente, cerca de 210 Papilomavirus ja foram
caracterizados, dos quais mais de 150 infectam hosna
(HPV) e cerca de 60 infectam outros mamiferos (BERN
et al.,, 2010). Muitos dos HPVs identificados possuan
papel importante no desenvolvimento da
carcinogéneseanogenital, vaginal, peniano, orajadne,
principalmente, cervical (CROSBIE et al., 2013).
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Virus da familia Papillomaviridiae, os PVs, saousir
pequenos, ndo envelopados que medem de 45-55 nm de
diametro e apresentam um genoma DNA dupla-fita de
aproximadamente 8 kb (CORTEGGIO et al.,, 2013). O
genoma € composto por 8 sequéncias génicas derdanina
“open reading frames” (ORFs, quadro aberto derkitque
sdo divididas em regido de expressédo precoce (EleE7
tardias (L1, L2) de acordo com a ordem temporabemsao
expressas no ciclo do virus (SILVA; STINGHEN, 201A)
regido precoce € codificadora de proteinas assaxiad
replicagcédo viral (E1, E2 e E4) e de proteinas enda$ na
transformacao celular e evasédo imunolégica do \(iEGs E6
e E7); a regido de expressao tardia codifica as pra@einas
estruturais L1 e L2, as quais formam o capsidea (figura
1) (DOORBAR, 2007).

Figura 1- Organizacdo do genoma do HPV16, mostrando a
disponibilidade dos genes no genoma viral. (Adaptde Doorbaet al,
2012).

As proteinas E1, E2 e E4 contribuem para a regdlicac
viral do gene, a transcricdo e, amplificacdo doogem
respectivamente. As oncoproteinas E5, E6 e E7amden
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com os receptores dos fatores de crescimento, digan
inativando o gene supressor de tumores p53 e aipaotio
retinoblastoma  (pRb), respectivamente (YUGAWA,
KIYONO, 2009). As interacdes entre as proteinaklie¥ e a
célula hospedeira provocam a desregulacdo do ¢erdm
ciclo celular, levando ao desenvolvimento de caceevical
(LIU et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos e funcionais estabeleceram
relacdo entre o cancer cervical e a infeccado p&l¥ KZUR
HAUSEN, 2002), mostrando a deteccao do virus ens ohai
90% dos carcinomas (MUNOZ et al., 2003; ZIELINSKI e
al., 2003). A infeccdo pelo HPV é a causa princyeia o
desenvolvimento de uma série de estagios pré-naalign
denominados neoplasias intraepiteliais cervicaikCYNjue
sao lesbes precursoras para o cancer cervical (AllMOet
al.,, 2008; RAJKUMAR et al, 2011). As NICs séo
classificadas em trés estagios (I, Il, Ill) podertdader a
regressao ou progressao dependendo do estagio eestiu
presente, sendo de extrema importancia o diagoostic
precoce e exato (STEENBERGEN et al., 2005). Aléssali
sabe-se que os HR-HPVs sédo uma condi¢cdo necessasa,
nao suficiente para o desenvolvimento do cancesotte de
Utero, havendo a necessidade da atuagdo de oofaieres
para a evolucdo da doenca. (ALMONTE et al., 2008).

De acordo com o INCA (2015), no Brasil, o cancer
cervical € o segundo tumor mais frequente entrawdseres,
correspondendo a quarta causa de morte femininegmmer
no pais. Dados mostram uma estimativa da incidé&giclzal
de 527.600 novos casos e 275.100 mortes em 2012,
correspondendo ao terceiro tipo de tumor que maisa
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morte nos paises em desenvolvimento (TORRE e2@l5).
Com isso, existe a necessidade de desenvolvimeato d
estratégias vacinais profilaticas e terapéuticaa pacontrole

da doenca.

As vacinas sdo capazes de induzir uma resisténcia
imunolégica a uma determinada doenca, mas néao
necessariamente a uma infeccdo, as vacinas saargreps
antigénicas que quando inoculadas em um individuo
produzem uma resposta imunologica humoral (prodagio
anticorpos) ou a uma resposta mediada por céluas @
objetivo de combater agentes infecciosos (SAROJA,
LAKSHMI, BHASKARAN, 2011). As vacinas sao
comumente classificadas em 3 grupos ou geracossatado-
se nas estratégias utilizadas na preparacao doparativo,
os antigenos vacinais (DINIZ; FERREIRA, 2010).

As atuais vacinas anti-HPV s&o originadas de virus-
likeparticles (VLPs) que séo particulas morfologieate
capazes de mimetizar o0s virions nativos e induzi@em
producdo de anticorpos neutralizantes pelo sistemene
(WAKABAYASHI et al, 2002; SLUPETZKY et al, 2007).
S&do0 obtidas em sistemas de expressdao recombinantes
eucariotos e a partir da superexpressdo da proteina
principal componente do capsideo viral. Devido amter
tipo-especifico das vacinas, a susceptibilidadefec¢bes e
lesGes induzidas por outros tipos de HPV ocorremaleeira
semelhante a de mulheres ndo vacinadas (DERCHAIN;
SARIAN, 2007).

Apesar de representarem grande avanco no combate ao
cancer cervical, as atuais vacinas anti-HPV possuem

415



significativas limitacdes relacionadas ao tempadu®@cao de
eficacia da vacina, baixo espectro de acédo e aistocde
producdo (MA, RODEN; WU, 2010). As maiores
preocupacdes com as vacinas profilaticas estaoioptdas
ao seu alto custo de produgéo, necessidade dgereftéo e
multiplas doses dificultando a disponibilidade dasinas em
paises em desenvolvimento que representam mai%e 8
dos casos de cancer cervical no mundo (KLING;
ZEICHNER, 2010; MA, RODEN; WU, 2010).

Diferente das vacinas preventivas anti-HPV quenvisa
proteinas do capsideo viral L1 e L2, as vacinaspé@articas
devem focar na utilizacdo das oncoproteinas precateE7
do Papilomavirus humano. Além da necessidade de
desenvolvimento de abordagens terapéuticas, asasadie
segunda geracao também visam aumentar o especagide
das estratégias vacinais antiHPV, a partir do dedeimento
de abordagens multivalentes e de abordagens téicgsEu
dirigidas contra as oncoproteinas E5, E6 e E7(MAalet
2012).

As vacinas de subunidades peptidicas sintéticas sao
populares devido a estabilidade, pureza, facilidatie
producdo em larga escala em relacdo as vacinaoudnas,
seguranca em comparacao as vacinas baseadas aesveto
vivos, auséncia de efeitos secundarios quando cawhpsm
com vacinas mortas ou atenuadas, além de poderem se
adaptadas para produzir os efeitos imunogénicosjatkss.
(SIMERSKA et al., 2014). Em geral, as vacinas datideos
possuem uma baixa imunogenicidade sendo neceszaria
utilizacdo de substancias adjuvantes a fim de atanen
potencial imunogénico (SU et al., 2010).
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As vacinas a base de proteinas surgiram como uma
estratégia promissora para o desenvolvimento dénasc
terapéuticas anti-HPV. Assim como as vacinas piepsd
S80 mais seguras em comparacao as vacinas desvetms.

A baixa imunogenicidade da vacina €é uma grande
desvantagem para seu desenvolvimento, de forma que
estratégias devem ser empregadas para aumentaencipb

(LIN et al., 2010). Numerosas estratégias tém se&tadadas
para aumentar a imunogenicidade e a resposta naep@d
células das vacinas baseadas nas proteinas do atiaves

do uso de adjuvantes e moléculas imunoestimulat¢&a et

al., 2010).

As vacinas de DNA surgem como uma abordagem
pratica possuindo grande potencial de aplicacd&orsando
mais rentaveis que as vacinas de proteinas recantbs e
vetores virais (YANG et al., 2014). Sdo candidatasinais
bastante atrativos para a terapia contra o HPVddeao
baixo custo, simplicidade, alta estabilidade e s®EUa,
tornando-as ideais para utilizagdo em paises em
desenvolvimento, onde vacinas baratas sdo necessann
grande urgéncia (MA et al., 2012).

Um novo conceito de vacinas denominadas de vetores
vacinais vivos ou vacinas vivas esta surgindo &) sendo
considerado o padrédo-ouro para a protecdo conté@erzos
intracelulares (ZAHEDIFARD et al., 2014), se mostia
fundamentais no desenvolvimento de novas estratégia
vacinais. Sao caracterizados como micro-organismos
atenuados ou nao-patogénicos vivos, coletivamente
desenvolvidos como carreadores de antigenos de
interesse(BRETON et al., 2005).
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Vacinas baseadas em vetores parasitarios tém sido
exploradas principalmente para controle de zoono€es
emprego do protozoario parasita Leishmania sp.uatén
como candidato vacinal é extremamente interessambe,
vez que sdo capazes de mimetizar o curso naturaimde
infecgdo quando inoculada e estimular uma resposiae
similar. Uma espécie ndo patogénica, a Leishmapiaiaae
surgiu recentemente como uma alternativa paraa;gerde
vacinas vivas contra 0s agentes patogénicos ittlaces,
sendo de grande expectativa para o desenvolviméato
vacinas, uma vez que nao representam um riscdetéo e
produz uma potente resposta imune em seres humanos
(SALEHI et al., 2012).

4. CONCLUSAO

E possivel concluir que os vetores vacinais vivos

representam uma alternativa atrativa para a teeayiedncer

e ao desenvolvimento de vacinas contra patdogenos
intracelulares. A grande vantagem que apresentamtefras
vacinas de segunda geracdo esta relacionada com a
capacidade de entrar com elevada eficiéncia nagasétie
interesse do organismo-hospedeiro desencadeando uma
potente e eficiente resposta imunologica especiti@ato
humoral quanto celular, além de poder acessar ainmag
hospedeira e expressar proteinas proprias em sua
conformagao nativa sem necessidade de utilizagdo de
substancias adjuvantes. Essas caracteristicas eimsey
podem contribuir para o desenvolvimento de umaEsgfia
vacinal que seja capaz de contornar as limitacéssatlais
vacinas.
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RESUMO - A estabilidade de produtos farmacéuticos
depende de fatores ambientais, como temperaturaadg® e
luz, e de outros relacionados ao proprio produtool@etivo
dessa revisdo é avaliar guias e normas para a regho de
estudo de estabilidade na alteracao pos registtdizando
como metodologia a busca por artigos, resolucoegiias.
No Brasil, a ANVISA é a responsavel por aprovar e
regulamentar a producao de biofarmacos com regrgislas

e baseadas nas regulamentacbes da agéncia regiaator
americana, o FDA (Food and Drug Administration) a d
Europa, a EMEA (European Medicines Agency). Os ypiaxl
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biolégicos séo definidos como produtos medicinas d
origem biolégica e podem ser substancias ou
microrganismos que ocorrem naturalmente ou origosade

um organismo geneticamente modificado. A biotegialé
baseada na biologia e utiliza os sistemas vivos e a
manipulagdo genética destes sistemas e processms pa
desenvolver tecnologias e produtos. Os produtos
biotecnolbgicos/biolégicos devem ser caracterizadbs
forma bem definida para garantir a manutencdo da su
conformacdo molecular e atividade bioldgica, j& cue sua
maioria apresentam como componentes ativos pratediau
polipeptideos. O reconhecimento internacional da
importancia do estudo de estabilidade abordanderdiites
pontos existe desde a década de 80. O Brasil veffatde
adquirindo essa mesma exigéncia quando se considasa
resolucdes sobre estabilidade da ANVISA. Portartieerva-

se o comprometimento da Agéncia Brasileira que, aos
poucos, vem buscando a adequacdo de seus estudos de
estabilidade com a realidade internacional de forraa
padronizar a qualidade dos produtos, de forma aagér a
seguranga das pessoas.

Palavras chave:Estabilidade. Produtos Biol6gicos. Registro.
Pds-registro

1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de saude (OMS), a
estabilidade farmacéutica é a capacidade que aiforadm
de manter suas propriedades quimicas, fisicas,

426



microbiolégicas e biofarmacéuticas dentro dos &mit
especificados durante todo o seu prazo de vali@ad¢O,
1996).

A estabilidade de produtos farmacéuticos fundamenta
se na preocupacao com a saude publica, uma vez pgrEa
da estabilidade de um medicamento pode estar mieeta
relacionada com a perda do efeito terapéutico au eo
formacdo de produtos toxicos de degradacao. A ibdtate
de produtos farmacéuticos depende de fatores atalsien
como temperatura, umidade e luz, e de outros ozladbs ao
proprio produto, como propriedades fisicoquimicas d
substancias ativas e excipientes farmacéuticosmafor
farmacéutica e sua composicao, processo de faBdcépo
e propriedades dos materiais da embalagem (BRABNS).

Dentre os fatores que alteram a estabilidade de
farmacos, existem os intrinsecos e extrinsecogrio®iros
consistem em interagcdes entre farmacos, interacéie e
farmaco e solvente ou excipientes, pH do meio, nxmalas
particulas, qualidade da embalagem, condi¢cdes nais @
farmaco pode sofrer hidrolise, oxidacéo, fotélEm relacdo
aos fatores extrinsecos, ha as condigcbes de esincag
transporte, onde o farmaco pode sofrer alteracéegla a
temperatura, luminosidade, ar e umidade (AULTON)120

No Brasil os medicamentos a serem registrados na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAgwem
atender a regulamentacdo especifica, Resolucdo RE n
01/2005, que descreve os estudos que devem sexades
para determinacdo do prazo de validade, o mateeal
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embalagem e as condi¢cdes de armazenamento e tandpo
farmacos e medicamentos.

Este trabalho objetivou avaliar guias e normas para
realizacdo de estudo de estabilidade na alteragsioegistro,
através do levantamento dos procedimentos necesgiia
se realizar esses estudos em produtos biolégicade e
informagbes dentro das normas da ANVISA e em guias
internacionais.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada revisao da literatura abarcando égder
de 2005 a 2014, com consultas em artigos ciersifico
selecionados através de buscas no banco de dadoiWe
Knowledge a partir da fonte Web of Science, alérbutras
em guias e normas regulamentares nacionais e actenais
e livros. A area de pesquisa foi Farmacia, e aavpas chave
pesquisadas foram as seguintes: Estudo de estalaid
alteracao pos registro, produtos biolégicos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos Gerais

Os produtos biolégicos sao definidos como produtos
medicinais de origem bioldgica e podem ser substarau
microrganismos que ocorrem naturalmente ou origisate
um organismo geneticamente modificado. A categdea
produto bioloégico é mencionada na Lei n° 6.3605&do
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descrito como soros, vacinas, bacteriéfagos, hoisde
vitaminas naturais ou sintéticas, fermentos entiteos. Seu

uso abrange o tratamento de diabetes insulinodepts]
reposicao de hormonios sexuais e do crescimergosigio
enzimética, reposicao de fatores de coagulacdarntemto de
envenenamento por animais pecgonhentos, prevencao de
doengas pela vacinagdo, imunizagcdo passiva por oheio
injecOes parenterais de anticorpos, entre outréddOBN,
2001; NOGUSHI, 2004; BREN, 2006).

O uso da biotecnologia tem um grande impacto no
tratamento e no diagnostico de doencas. Os medntame
bioldgicos atualmente aprovados séo utilizadogatarnento
ou prevencao de condicbes, como Mal de Alzheinmreia
do sono, artrite reumatoide, ataques cardiacos;ecate
mama, diabetes, doenca de Crohn, lepra, lUpus entros.
A efetividade da qualidade do produto biologiconmercado
farmacéutico é regularmente avaliada mediante l&zaeao
de ensaios laboratoriais executados na Rede Brasde
Laboratérios Analiticos em Saude (Reblas) e pestitirio
Nacional de Controle de Qualidade de Saude (INCQ8&),
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (ANVISA, 2002).

A qualidade est4d diretamente relacionada as
caracteristicas fisicas e quimicas do medicamentpyanto a
eficacia e seguranca estdo relacionadas com a etosag
terapéutica e a formacdo de produtos de degradacéo
(CARVALHO et al., 2004).

O prazo de validade de farmacos e medicamentos
baseia-se na cinética de reacgdo, isto é, no estlado
velocidade de degradacdo e do modo como essadedieceé
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influenciada pela concentracdo dos reagentes, ieRt#s e
outras substancias quimicas que possam estar f@esepor
fatores como pressdo, luz, umidade e temperatura
(NUDELMAN, 1975; PRISTA et al.,, 1990). Os produtos
biolégicos sdo mais suscetiveis aos fatores angisenima

vez que sdo proteinas ou polipeptidios, o que ullifica
manutengdo da sua conformagdo - e que influenciam
diretamente na atividade biolégica da molécula.

A estabilidade, mais especificamente, € um par@metr
essencial para avaliar a qualidade, segurancacackfi de
produtos farmacéuticos ao longo do seu prazo deadd. O
estudo de estabilidade é realizado desde o des@meoito
do medicamento até possiveis confirmacdes do pdezo
validade ou durante alguma alteracdo do produtcs apd
registro do mesmo.

3.2 Resolucéao Brasileira

No Brasil, a ANVISA € a responsavel por aprovar e
regulamentar a producao de biofarmacos com reigialas e
baseadas nas regulamentacbes da agéncia regulatéria
americana, o FDA (Food and Drug Administration) & d
Europa, a EMEA (European Medicines Agency).

As primeiras diretrizes para realizagdo de estutis
estabilidade para registros de medicamentos foram
estabelecidas em 2002 com a publicacdo da ResoluBad
n° 560, de 02 de abril de 2002, que introduziu in@iro
Guia para Realizacdo do Estudo de Estabilidade.oiBep
foram langadas a Resolugao — RE n° 398, de 12 vEmiwo
de 2004, com o intuito de se adequar as diretdpekCH, e
um terceiro guia publicado em 2005, a RE 01/05(ai@m
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vigor — que atende as condicbfes de armazenamemndo pa
conducdo dos estudos de estabilidade de longa &turas;
condi¢des climaticas do pais.

Para os produtos bioldgicos segue-se a RDC 55/2010
que fala do registro, a RDC 49/2011 que abrange®s p
registro. Estas se interligam a RDC 50/2011, que &a
estabilidade. Ainda pode-se citar a portaria 17619
especifica para soros antivenenos, antitoOxicostigramcos,
a RDC 323/2003 dos probidticos, a RDC 233/2005 que
aborda os alergénicos e, por fim, a DC 46/2000, que
apresenta os hemoderivados.

Observa-se que para 0 processo de pos-registro de
produtos biolégicos, os mesmos estudos de estathdidhis
como: estudo de acompanhamento, estudo de eshaleilid
acelerada, estudo de estabilidade de longa dueag&budo
de estabilidade de longa duracdo parcial sdo réess
porém, segue-se a resolugdo de n° 50 publicadaOenfe 2
setembro de 2011, que dispde sobre os procedimentos
condicbes de realizacdo de estudos de estabilidace o
registro ou alteracdes pos-registro de produtokdimns e
outras providéncias, avanco bastante significajive traz ao
Brasil uma legislacdo especifica para estabilidaéssa
categoria de medicamento.

Diferente da RE n°l, a resolucdo para os produtos
biolégicos abrange néo apenas as condi¢des de riztomaee
umidade que o produto terminado deve ser submetaing
também as condi¢cbes de estabilidade do princigim,at
produto intermediario e produto a granel. Essgsastado de
grande impacto para a seguranca e qualidade dautprod
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acabado, uma vez que passam por etapas critigasdlecdo
e/ou obtencdo, sendo pouco estaveis na sua foanahiada
e que podem passar por longos periodos de armagetam

As condic¢des de temperatura e umidade para reatizac
do estudo de longa duracdo e estudo acelerado sao
especificadas na resolugcdo para biologicos. Trataedde
produtos de extrema facilidade de variacdo e diigéioude
sua qualidade, € importante destacar que o conbrtondas
diferentes zonas climaticas e a submissdo do estiedo
estabilidade acelerado e de longa duracdo dentssede
parametro que delimita o espaco ou zona geogreércaom
que os critérios de temperatura e umidade fiquens ma
especificos, aumentando a confiabilidade no priacitivo,
produto intermediario e produto a granel.

Segundo Baja (2012), o mundo foi dividido em quatro
zonas, e as condi¢des para cada uma delas terdesigada
com base na temperatura média anual e em dadosidade
de cada regido. O Brasil apresenta uma diversidade
climatologica conferida principalmente pela suaeergéo
territorial continental, vegetagcdo, proximidade dhoar,
latitude, altitudes e linhas mestras do relevo TIE12005),
pertencendo a zona climética IVb (quente/muito @yid
logo, seus testes de estabilidade acelerado enda turacéo
deverdo seguir a temperatura dessa zona climatica.

Os produtos de degradacdo também fazem parte dos
critérios de aceitacdo e sdo contemplados nessdalgp,
deixando evidente a preocupacao de alteracdesogieerpvir
a causar ineficacia e toxicidade antes do prazbelstcido
de validade do produto. Portanto, faz-se necessaria
identificacdo dos produtos de degradacao que posiem
desenvolver ao longo do tempo, e sua quantificagéo
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realizada durante o estudo de estabilidade de Idogagéo.
Além disso, as impurezas geradas durante o0 proa#sso
obtencdo da substancia ativa devem ser qualificadase
necessario, quantificadas para que nao venhamsarcasco

a saude dos individuos.

O estudo de foto estabilidade é citado no capliida
RDC de n°50 de 2011, e segue o Guia de estudotde fo
estabilidade publicado pela ANVISA, sendo recomdnda
testes em produtos expostos e produtos em sua ayebal
primaria.

Dos requisitos para alteracdes pos registro deupwed
biologicos e produtos biolégicos novos, sdo clasgibs trés
niveis de alteracdo: nivel 1) alteracbes menoresdcs
classificado como de baixa complexidade, que podeei
implementadas sem prévia autorizacdo da ANVISAeIn2y
alteracbes de média complexidade, necessitando nue u
autorizacdo prévia para implementacao; e nivelt8)agdes
de alta complexidade, necessitando também de zatéo
prévia (BRASIL, 2011).

Todas as alteracdes realizadas devem ser feitas com
analise de risco das fungdes dos constituintesadlte, sua
interacdo com a embalagem primaria e o principreoat
assim como o impacto de sua modificacdo para adgulal
do produto biolégico terminado, baseando-se em
metodologias analiticas adequadas.

Essas preocupacdes refletem diretamente a tentiiva
ser seguir padroes de qualidade universais quentraz
Brasil a um patamar de desenvolvimento perante a
seguridade de produtos bioldgicos e que refletem mehor
qualidade e eficacia, uma vez que produtos de mrige
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bioldgica apresentam niveis de complexidade vasaseatre
Si.

3.3 Guias e Resolucdes Internacionais

Os dados de estabilidade s&o produzidos para
estabelecer as condicdes ideais de armazenamprdacede
validade dos produtos. As informacdes contidasstade de
estabilidade também podem justificar acréscimogrddutos
que sao adicionados para ajudar na estabilidade da
formulagéo.

Na década de 90, Japdo, EUA e Unido Europeia
reuniram esforgos para harmonizagéo da legislagéo, o
intuito de padronizar os requisitos necessarioa paaliar e
garantir a qualidade do medicamento; assim, fdizega a
Conferéncia Internacional de Harmonizacéo (ICHare da
necessidade de se realizar estudos de estabilieieed2004 a
resolucdo RE n° 398 instituiu um novo guia, com esma
finalidade dos guias de qualidade editados pelo H&l&tivos
a requerimentos técnicos para registro de medicasen

Na Europa, dois grupos de documentos fizeram parte
dessa padronizagado entre Unidao Europeia, Estadmod)e
Japédo: EudralLex, que possui todos os documentatvos
ao Bom Fabrico de Medicamentos (GMP) e os guias ICH
Q1A a Q1F.

Geralmente, as companhias farmacéuticas desenvolvem
padrbes e ensaios especificos para cada produtogibig
porém, esses processos devem garantir que todas as
caracteristicas dos produtos sejam mantidas sabgf@s de
armazenamento que conservem seus perfis de segueang
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eficacia, cumprindo as estritas exigéncias de Bwascas de
Manufatura (GMP) especificas para os produtos fiots
que incluem: Producéo do principio ativo por biotdogia,
isolamento e purificacdo do principio ativo, desdvimento
e validacdo do processo de elaboragcdo com congsstém
todas as suas etapas, analise do produto finahprovacéo
da eficécia e seguranca do medicamento atravésatizacao
de ensaios clinicos.

Assim como a Resolucéo Brasileira n°55/2010 dewe se
completa com a descricdo detalhada do processatprod
demonstrando todas as evidéncias de segurancaaciafi
clinica, o ICH também aborda em seu guia a impoidae
exigéncias desses estudos para o registro saridramte o
desenvolvimento de medicamentos.

Os produtos biotecnoldgicos/biolégicos devem ser
caracterizados de forma bem definida para garaatir
manutencdo da sua conformacdo molecular e atividade
biolégica, j& que em sua maioria, apresentam como
componentes ativos as proteinas e/ou polipeptidetis de
evitar a degradacgéo, as condi¢cées de armazenamevem
ser rigorosas. Portanto, o ICH Q5C que se aplicageral,
aos produtos bioldgicos, traz todas as condicbesssarias
para se realizar os estudos de estabilidade desshstos tao
sensiveis a variacbes ambientais. Quando se trata d
estabilidade, o ICH Q5C expde as condicbes de
armazenamento, o numero de lotes minimos necessaia
representar a amostra tanto para o principio atemo
produto intermediario e produto final.
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O crescimento significativo do uso de proteinas
terapéuticas dentro da industria farmacéutica telergado
questbes como a sua estabilidade durante o perdedo
estocagem e a liberacao eficaz de forma a evib@oaéncia
de efeitos adversos. Por isso, a mencionada résplug
brasileira n°50/2011 mostra que o Brasil vem setjiom
perfil de exigéncias semelhante aos padrdes irdiemes.

O FDA apresenta as orientacbes das documentacdes
necessarias no Estudo de Estabilidade de Medicament
Humanos e Biologicos (02/87). Diferentes niveislteracéo
pos-registro sdo considerados e detalhados patar exie
algum impacto durante a nova formulacdo venha traée
qualidade e desempenho do produto; essa preocugacao
recorrente e a ANVISA também expde esse ponto ean su
Resolucéao.

Outro fator interferente sdo as zonas climaticas fpu
pouco nao eram consideradas, até que se observou a
importdncia de sua proposicdo - j& que o produto é
comercializado ou destinado a diferentes paisestalerma,

o mundo foi subdividido em zonas climéticas conerdifites
especificacdes de temperatura e umidade. Apesar da
preocupacao que inclui a legislacédo brasileirapemmesmo

pais como o Brasil pode-se encontrar uma grandacaar
climatica que pode levar a um problema ainda néo
solucionado.

A notificacdo, identificagdo e qualificacdo de prtu
de degradagdo em medicamentos também s&o evidesciad
pela ANVISA. A toxicidade desses compostos pode
comprometer a saude do paciente, levando a comppésa
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portanto, o isolamento e identificacdo sdo exigipesas
agéncias regulamentadoras, de acordo com a EME#G: 20
“Quando comprovado cientificamente que o produto de
degradacdo na concentracdo encontrada ndo apresenta
toxicidade, o medicamento esta aprovado no estuslo d
estabilidade.”

Todo principio ativo empregado na preparagdo de
medicamentos apresenta uma certa facilidade enrvanso
energia, ocasionando a formacao de produtos dedksgfio
por fotélise (MORIWAKI et al, 2001). Desta forma, é
importante dentro do estudo de estabilidade a apéi da
foto estabilidade e esse assunto é palco da almrd&anto
das normas brasileiras como internacionais. De8&8, 10
FDA emite orientacbes no ICH recomendando a rezliza
desse tipo de analise.

O estudo de estabilidade acelerado e de estreese séa
ferramentas utilizadas internacionalmente, que gasam
uma melhor comparacdo do produto durante essadise
mudanga; as condicOes estabelecidas estdo descritas
conforme o ICH Q5C e Q1A(R)(ICH Q5E, 2005).

O estudo de estabilidade é chave importante no
desenvolvimento, registro e pos-registro dos pamlut
biologicos, devido a sua alta suscetibilidade a angds.
Essas alteracbes sdo reconhecidas e, de fato,aagneq
aprofundamento no conhecimento e possiveis altesagas
caracteristicas e, consequentemente, na qualidapeduto.
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4. CONCLUSAO

O Brasil vem aos poucos atendendo o padrdo de
exigéncia internacional quando se observam as ugses
sobre estabilidade da ANVISA. Ao longo do tempo, os
requisitos regulamentares tém sido cada vez mgisos0s
com o intuito de se enquadrar a condi¢gfes Uteismeeatar
confiabilidade. Portanto, os testes de estabilidbxleem ser
realizados de forma a atingir os pontos criticeardo o
comprometimento do produto e garantido a seguraasa
pessoas.
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CAPITULO XXV
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CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA NA
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RESUMO - Na induastria farmacéutica denominamos
contaminacdo a introducdo nédo desejada de impuredmas
natureza quimica ou microbioldgica seja na matrrana,
produto intermediario e/ou produto terminado dumanhs
etapas de amostragem, producdo, embalagem, reegdrala
armazenamento ou transporte. Escherichia  coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonasaeruginosa,
Salmonellaspp., além de fungos do género Aspergdas
considerados indicadores de contaminacdo na industr
farmacéutica. A presenca de contaminantes micrasan
compromete a estabilidade do produto, resultando em
alteracdes fisico-quimicas, que se manifestam peldanca

de cor ou aparecimento de odor desagradavel podéreder
algum prejuizo para o consumidor. As Boas Pratichs
Fabricacdo (BPF) partem do principio que os produ&ao
manipulados visando qualidade apropriada para o asaual
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sdo destinados e essa qualidade é alcancada, prelera
ocorréncia de erros na fonte da contaminacdo. Osenée
estudo descreve 0s principais agentes responsipveia
contaminagdo microbiolégica na industria farmacéati as
principais fontes de contaminagédo no processo aelysgéo,
as condutas padronizadas pelas Boas Praticas dei¢aj@o
e as estratégias de controle ambiental com basenoasas e
resolucoes vigentes. Ainda expdem alguns conceitos
importantes dentro do controle de qualidade na pig@Edb de
medicamentos e avalia 0s riscos das contaminacdesdedas
corretivas e preventivas que garantam a qualidadgebduto
final.

Palavra chave: Contaminacao industrial, Bactérias, BPF

1. INTRODUCAO

Os produtos  farmacéuticos  estdo  sujeitos
acontaminacdo por microrganismos,tais como bastéria
fungos e leveduras, durante o processo defabricaddo
contaminagcdo pode ter origem na matéria-primazati ou
serintroduzida durante o processo produtivo.

A presenca de contaminantes microbianos pode
facilmente comprometer aestabilidade do produtsultando
em alteracbesque emborapossam nédo afetar o tewmadpio
ativo, podem se manifestar por modificacbes derm@dades
guimicas (oxidacao, pH, reatividade), fisicas
(Eletromagnéticas, Opticas, mecanicas, fluidodicas)i e
propriedades farmacopeias. Além deconstituir ripema a
saude do consumidor, principalmente quando se deatacro-
organismos patogénicos (SOUZA; OHARA; SAITO, 1994).

AResolucaode Diretoria Colegiada (RDC) n°17 em 16
de abril de 2010, estabelece parametros para orof®nt
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microbiolégico, bemcomo aprimora as acfes de clantle
produtos sujeitos a vigilancia sanitaria e asagfieprotecao

ao consumidor (BRASIL, 2010). Estas normas buscam
avaliardesde o controle do ar que circula na anegpal
utensilios e materiais queinteragem com a fabracagéa
medicamento até os operadores que participam detodo
processo (XAVIER et al., 2013).

O presente estudo tem o objetivo de descrever as
principais fontes de contaminacdo microbiana naidtréh
farmacéutica, avaliar seus riscos e discutir comm@amas
regulamentadoras podem estabelecer medidas quatajara
gualidade dos medicamentos.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho desenvolvido teve carater
exploratorio,através de uma pesquisa bibliogradicalivros,
artigoscientificos, teses e dissertacdes. Forafizadds os
bancosde dados PubMed, Scieloe ScienceDirectzautdo
como palavras-chave: contaminagdo farmacéutica, s Boa
Praticas de Fabricacdo, RDC ANVISA e seus respestiv
sinbnimos em lingua inglesa.Foi realizada umargitie todos
osresumos do material selecionado de forma rapmgetiva
para a selecdo dos textos que mereceram uma leitura
maisatenta e profunda. ApGs estaexploracao, fozaem uma
avaliagdo critica dos textosselecionados e estgamfo
organizados por ordemcronolégica para permitir @mnalise
comparativa daevolucdo temporal sobre o tema.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Contaminacdo  microbiolégica de  produtos
farmacéuticos

Segundo a RDC n° 17 de 16 de abril de 2010,
contaminagcdo € a introducdo ndo desejada de inmgsumz
natureza quimica ou microbioldgica, ou de matésinaaha,
em matéria prima, produto intermediario e/ou produt
terminado durante as etapas de amostragem, prqducao
embalagem ou reembalagem, armazenamento ou tréspor
(BRASIL, 2010).

Segundo a definicdo dada no item 3.4 da NBR/ISO
14644 de 2005,contaminante é qualquer diminutagdpode
matéria com limites fisicos definidos,que possataafe
adversamente o0 produto ou processo. Essas pastigcotiem
serde diversos tamanhos e em geral detectaveimguecao
visual ou invisiveis.Especialmente asparticulastateanho
invisiveis demandam testes analiticos especifiera p sua
deteccéo (ISO, 2005; USP, 2009).

Muitos casos de contaminacdo microbiana em
medicamentos ja foramdescritos. A contaminacao smte
proveniente de falhas do proprio pessoal deoperadao
matéria prima; dos materiais de acondicionamentmagéria
prima ede embalagens primarias para os produtqey @Bsso;
da agua, troca de ar entreambientes internos, dangprimido
ou gases utilizados nos processos; dosequipameatos
utensilios de producdo; agentes utilizados paramaeka
esanitizacdo das superficies criticas e atravéetdacdo de
sujidades por um temposuficiente para a proliferaca
microbiana local (AMARAL, 2011)
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3.2 Boas Préticas de Fabricacdo (BPF)

Segundo a RDC n° 17 no seu capitulo Il artigo 13
conceitua BFP como parte da Garantia da Qualidade q
assegura que os produtos sdo consistentementezijgosiie
controlados, com padrbes de qualidade apropriaaesuso
pretendido e requerido pelo registro

As boas praticas sdo de aplicacdo obrigatoria,
determinada por resolugBesespecificas que descreveimeis
de responsabilidade. Cabe ao governo estabelenegéss
enormas, objetivas e claras quanto as especifisacfie
produto, avaliacéo, registros e inspecao, avalidgdmatérias
primas e estabelecimentoindustrial. Quanto ao dabte,cabe
garantir a qualidade do produto desde seudesenvaiio até
a utilizacdo, assegurando principios como eficacia,
seguranca,estabilidade e custo razoavel.

As BPFs devem ser aplicaveis a todas as operacdes
envolvidas na fabricacdode medicamentos, incluiagioeles
medicamentos em desenvolvimento destinadosa ensaios
clinicos. As BPFs séo passiveis de atualizacaoiment de
forma aacompanhar a evolugéo de novas tecnologias.

No Brasil, a Agéncia Nacional deVigilancia Sandari
(ANVISA), segue recomendacdes da Organizagdo Muddia
Saude (OMS) sobre Certificacdo de Qualidade de uRred
Farmacéuticos. A RDC n°l17padronizaas acoes edalizado
com base no Anexoquatro do 37° Relatorio da Orgaaz
Mundial de Saude de 2003 TRS N°. 908.A RDC n° ¢@ga a
Portaria n° 500 de 09 de outubro de 1997 e a RRTONde 04
de agosto de 2003. A RDC n° 17 versa sobre a zaigabh
doRegulamento Técnico para as Boas Praticas para a
Fabricagdo de Medicamentos e,por isso, € um dos mai
importantes documentos para o0 setor de controle
decontaminagdo em ambientes internos, ja que astimU
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farmacéutica é a maiorusuaria de produtos e serdecareas
limpas no Brasil.

As BPFs determinam muitos procedimentos que estao
relacionados aprevencao da contaminacdo microldaldga
produgéo, tais como:

Principios de zoneamentRestricdo da area de manipulacao a
funcionarios treinados e adequadamente paramentatos
acordo com o grau de limpeza exigido em cada $etdiTO,
2003).

Vestimenta Os funcionarios que entrem na area de producao
devem estar devidamente paramentados. A escolimatbzial
para as vestimentas deve considerar a ndo libededibras,

gue se tornariam fontes de contaminacgdo indesejaésh da
resisténcia a esterilizacdo e conforto ao operatiambém
devem ser utilizados capuz, sapatos/botas e luvas,
complementares a vestimenta. (PINTO, 2003).

Treinamento As operagdes realizadas nas salas limpas devem
ser conduzidas por funcionarios treinados nao apeasa a
producdo, mas também para o comportamento dentgo da
areas. Os treinamentos devem mostrar aos funaisnaxi
importancia de se seguir os procedimentos adotadusiem
gerar certo impacto levando a uma conscientizacas d
necessidades de se adotar um comportamento difsler©s
programas devem ser documentados, com controle de
frequéncia e niveis de aproveitamento observadodsa Ta
estrutura gerencial da planta deve estar comprdenethm o
treinamento, nao apenas 0S funcionarios
envolvidosdiretamente com o processo de manipulagcéo
(PINTO, 2003).

Motivacda Funcionarios desmotivados tendem a ndo se
comprometer com suas fungdes, logo a motivacdo deve
cultivada entre os funcionarios (PINTO, 2003).
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Procedimentas Os procedimentos operacionais devem ser
documentados, de forma quepermitam que todas\adaalkes
sejam feitas de maneira reprodutivel, devendo eEiEs
seguindo etapas, em linguagem facil e no imperatvs
Procedimentos Operacionais Padrbes (POPs) como sao
chamados, devem conter frequéncia deexecucao gdi@ndo
caso, e definir responsabilidades (PINTO, 2003).

Planejamento da area de producalaudo deve ser projetado e
planejado para ndo oferecer riscos de acumulo bigpragao

de particulas (pisos, paredes, moveis e equipasiento
porexemplo). Os rodapés e cantos de parede deve ser
arredondado parando acumular particulas, o pise tvalta
resisténcia e ao mesmo tempopermitir total assepsigau de
limpeza na manipulacdo vai depender de qualcategsei
encaixa o produto, no caso de produtos farmac&uéstereis
aproducédo deve ser feita em areas limpas, que ate\sar
mantidas dentro depadrbes de limpeza apropriacisteanas

de filtracdo de ar tipo Ar Particulado deAlta Ediccia
(HEPA) (PINTO, 2003).

3.5 Estratégias de controle microbioldgico

A estratégia inicial para a prevencdo da contardimag
microbiana em areascriticas deve seguir inicialmeamina
linha racional de investigacdo denominada Analesddrigos
e Ponto Criticos de Controle (APPCC)para adetergémalos
principais vetores de conta (AMARAL, 2011).

O monitoramento do ar pode ser realizado por
amostragem passiva, ou seja,por meio da exposaspldcas
com meio decultura ao ar durante um tempo detedujnau
amostragem ativa pela passagem de um determinddmeo
de ar por placas contendomeio de cultura aproptitsi® 30,
2012).
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Para o monitoramento de superficies sdo empregadas
placas Rodacou ainda a utilizacaostabgara a amostragem
de superficiesirregulares. Sao avaliados pisos.edpar
superficies de equipamentos,preferencialmente p@XAs
areas de maior exposicdo do produto, considerasiaeas
mais criticas e areas adjacentes (USP 30, 2012).

A partir deste estudo é possivel definir as
medidascorretivas, caso se facamnecessarias, easatelp
elaborar um programa preventivo que inclua aqealfio de
fornecedores de insumos e servigos, indique aséneras
decontaminagdo em patamares proximos dos limitesnmoa
permitidos, acapacitacdo dos operadores que col@emp
técnicas de higiene e o cumprimentodas normas des BP
vigentes e desencadeie uma acdo preventiva antes qu
algoafaste-se dos limites de controle (AMARAL, 2007

4. CONCLUSAO

A contaminacdo € geralmente oriunda de uma fonte
ambiental e que a adocao de medidas corretivasernreas
podem bloquear esse fluxo. Asprincipais espécisoresaveis
pela contaminacdo na industriafarmacéutica, estéairgente
associadas a microbiota humana ou auma microbiota
transitoria fruto de habitos de higiene.

A adocéao das normas de BPFs vigentes atualmente no
Pais permiteum processo produtivo seguro, comgatia de
confianga, atendendoa exigéncias internacionasyltemdo
em um produto emconcordancia com suas especifisagde
gualidade caracteristica.

O estudo também mostra a necessidade da
implementagcdo de umrigido e diario monitoramentaodia a
cadeia produtiva e inclua aqualificacdo de forneoesl e
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insumos, além da capacitagdo dosoperadores para
cumprimento das normas de BPFs vigentes.
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CAPITULO XXVI
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RESUMO - O controle de qualidade da agua para a
indUstria biofarmacéutica € fundamental para gamard
qualidade dos biofarmacos. Este trabalho é umaséavide
literatura com o objetivo de analisar a presenca de
contaminantes e indicadores microbiolégicos, mésode
desinfeccao na producédo e controle de qualidadéglea na
industria  biofarmacéutica nas diferentes etapas de
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purificacdo para a producdo de biofarmacos. Os pipais
tipos de aguas purificadas utilizadas nessa indaissao
agua para injetaveis, agua purificada e agua ultreficada.
Todas devem possuir um alto nivel de pureza, p@a n
comprometer dados de analises, ocorrer interfer@nana
producdo e atividade do medicamento, sendo a pudaza
agua para injetavel mais alta, tendo em vista qu& p
participar de formulacées de uso parenteral a pngsede
qualquer contaminante microbiolégico ou quimico ir4
comprometer a qualidade do medicamento e poderécaol

a saude dos usuarios deste medicamento em risgstex
diversos tipos de purificadores que podem ser zatilos,
porém, o que apresenta melhores caracteristicas de
desempenho é a osmose reversa. O controle de gdalida
agua é indispensavel para manter os padroes exsgubos
orgaos reguladores e sua realizacdo deve ser entopon
criticos e especificos, indicados através das aealique
serdo norteadas pelas agdes da validagao.

Palavras chave: Qualidade da agua, Industria
biofarmacéutica; Purificacdo

1. INTRODUCAO

Na industria biofarmacéutica a agua utilizada psete
purificada através de varios meétodos como destilaca
osmose reversa, radiacdo UV, deionizacdo, trodaadim
adicdo, os tipos de agua tratada utilizados saogum a
purificada, agua ultra purificada e agua para aveis.
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Mesmo sendo métodos seguros e indicados pelas
farmacopeias para a producdo de farmacos e injstéae
qualidade destes dependera da qualidade da aqenidisl,
gue é distribuida pelas companhias de abastecinpéiblco
que sera utilizada pela indastria para eventuaifipagao.
Esta 4gua poderd apresentar diversos interferentesa
gualidade pode ser menor ou mais elevada, podetaosias
principais mudancas a variacdo de pH e cloro refidstas
caracteristicas fisico-quimicas interferem diretamenas
caracteristicas dos produtos que utilizardo degtea & o0s
niveis de cloro residual podem danificar inclusies
aparelhos de purificacdo. A &gua purificada € a que
apresentara baixo nivel de compostos organicos e
inorganicos. A presencga de compostos inorganicosrdae
ou indica a possivel contaminacdo microbioldgica.

Para as analises de controle de qualidade em @&gaa p
uso farmacéutico indica-se a contagem de microrisges
viaveis totais, analisando patégenos cdaseherichia coli
Klebsiella pneumonigd’seudomonas aeruginodaem como
a presenca de leveduras. A presenca de qualquelestas
micro-organismos tanto na agua quanto no sistema de
purificacdo comprometerd& a qualidade desta &gua,
impossibilitando seu uso na producao.

Esses micro-organismos podem causar na saude
humana diversos tipos de doencas infeccioBasherichia
coli causa uma grande diversidade de infeccoes,
principalmente intestinais, mas também infecOesanas e
meningite. Pseudomonas aeruginos& uma bactéria
oportunista das condi¢des imunoldgicas do paciessea
relacionada a grande parte das infeccdes hospalar
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adquirida pelo paciente por invasdo ou quebrandareeira
subcutédnea através da aplicacdo de injec#&édsbsiella
pneumoniaé uma bactéria resistente a varios tipos de
antibiéticos, € responséavel por infeccbes do aparel
respiratério como pneumonia, podendo também causar
infeccdes intestinais, hospitalares e do aparaiimanio.

Para controlar a qualidade da agua é necessatiarava
0 nivel da qualidade de agua disponivel, consideraeus
contaminantes iniciais, 0 processo a ser realizadas
possiveis formas de tratamento para que seja @dingi
qualidade desejada. Neste contexto nota-se a mgssle
um plano de controle de qualidade, que indicarfpagos
criticos de recontaminacdo, a periodicidade deta®lea
serem realizadas, processos de limpeza nos sistdmas
purificacdo, tornando-se crucial o procedimentvaelacéo
dos processos e qualificacao dos aparelhos.

Assim, reitera-se a importancia de avaliagdo moszi
dos contaminantes que podem comprometer a qualdiesie
agua, pois sugere-se que nem sempre 0S Sisterdasesst
adequacdo as normas descritas, e existe uma dbdédb
na seguranca dos processos de purificacdo de agulo
pode nao ser segura.

Objetivou-se levantar os contaminantes, indicadores
microbiolégicos e métodos de desinfeccdo na praduga
controle de qualidade da agua na indastria farn@eénas
diferentes etapas de purificagdo para a produgcédo de
biofarmacos.
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2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada revisdo da literatura através da upsaq
bibliografica com observagdo de publicacdes cone s
artigos cientificos, periodicos, teses, dissertacderos,
farmacopéia, portarias e normas reguladoras vigente
relacionadas com a qualidade da &gua na industria
farmacéutica, meétodos de purificacdo e sobre aafatitas e
patogenicidade de micro-organismos de veiculagdchi

Foram utilizadas portarias vigentes, teses e desgers
publicadas, revistas cientificas, farmacopéia |mias)
resolucdo de diretoria colegiada, guia de qualiddde
ANVISA, livro de microbiologia e de métodos anaifis da
agua. Como ferramentas de busca para as pesquasas d
periddicos, artigos cientificos, teses e disseescfbram
consultadas as bases de dados Scielo, Medline gl&00
Académico, apresentando temas que estivessem digamlo
tema principal desta monografia foi realizada umitula
mais detalhada de cada onde através desta podéesmisar
0S que apresentaram uma linguagem mais clara #vabje

Para a area microbioldgica foram utilizados argslivo
dos anos de 2003, 2004, 2005, 2006 e 2008, poréim ma
concisos na explanacédo do assunto. Alguns dos $emadis
utilizados para a realizacdo da pesquisa forama aua
industria farmacéutica, controle de qualidade daiaag
microbiologia da &gua, micro-organismos de vei@dag
hidrica, contaminagéo, sistemas de tratamento de, ag
purificacdo da agua.
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Foram descartadas dissertacbes, teses e artigos
cientificos que foram realizados baseados em &gisk que
nao se encontram mais vigentes ou que utilizavadosda
edicdo anterior da farmacopéia, portarias, guiaguadidade
e legislagbes que foram revogadas também ndo foram
utilizadas.

3. REVISAO DE LITERATURA

A agua na industria pode se apresentar de diversas
formas, mas é basicamente dividida em: agua patveis
— API, agua purificada — AP e &gua ultrapurificadAUP.
As demais encontradas em outras farmacopéias seguem
mesmo padréo de pureza destas.

Devido ao rigoroso controle microbiolégico da aglea
uso na industria farmacéutica, a presenca de micro-
organismos geralmente provém da microbiota da f@opr
fonte de agua ou, as vezes, de contaminacao dodlagsde
purificacdo. O art. 548 da Resolucdo RDC n° 171@lale
abril de 2010 dispbe das boas praticas de fabocalgh
medicamentos na Sec&o Il sobre a Producéo de Amjéae?,
afirmando que: “Devem ser adotados mecanismos riteote
microbiolégico e sanitizacdo para o0s sistemas dea ag
purificada mantidos em temperatura ambiente, EEssao
particularmente suscetiveis a contaminacdo miclagjica,
principalmente quando 0s equipamentos ficarem iestat
durante periodos de pouca ou nenhuma demanda de "agu
(BRASIL, 2010a.)
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O capitulo VI da Portaria MS n° 2914 dispde das
exigéncias aplicaveis aos sistemas e solucoesatitaas de
abastecimento de agua e das indicacbes para atsgir
padrées microbioldgicos: “Toda agua para consunmoamo,
fornecida coletivamente, devera passar por procekso
desinfeccao ou cloracéo. ”

Para que as determinacdes deste capitulo sejam
efetivamente realizadas, € fundamental o uso de olo seus
derivados para a desinfeccdo. Entretanto, apesaratlrem
0S micro-organismos patdégenos, também geram sultosod
que normalmente s&o prejudiciais a salde (RODRIGEEZ
al.,2007).

Estes subprodutos podem interferir na qualidade da
agua que ird ser utilizada na industria farmacéuindlicando
assim a necessidade de um monitoramento mais apeafa
da qualidade desta quanto da sua entrada na idastr
Existem outros produtos que podem ser usados para a
desinfeccdo da agua, como o ozénio, o diéxido deocla
cloramina e o acido paracético. A Portaria MS N2Lde
2011 deixa em aberto o uso de outros produtos gssam
destruir os micro-organismos, contanto que elesbettcam
a mesma segurancga contra micro-organismos patagenos

Os contaminantes da agua podem ser divididos em
inorganicos e organicos. Os materiais inorganicos
contaminantes caracterizam-se por serem solidosasesg
encontrados dissolvidos na &gua, podem ser silicas,
magnésio, nitratos, fosfatos, calcio, ferro e cadBREDA,
2001). Esses elementos tém relacdo com a alcalmida
dureza da &gua, alterando-as. Como a maioria desses
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elementos sdo anions e cations, ou seja, apresarsaya
negativa ou positiva, respectivamente, 0s testes de
condutividade elétrica sdo empregados para idestife
presenca destes tipos de materiais inorganicos,doemo a

sua concentragao.

Em relagdo aos organicos, encontram-se os derivados
de petréleo, produtos utilizados na agricultura que
contaminam mananciais e lencois freaticos (comdaesle
herbicidas), bem como tecidos vegetais e animais. A
quantidade de matéria organica indica provavelemgs de
decompositores, 0 que acarretarda no maior consueno d
oxigénio por estes, indicando assim a necessidas¢edtes
de Oxigénio Dissolvido como um dos indicadores alest
qualidade. O teste de carbono orgéanico total tamigém
amplamente utilizado na industria, com a finalidadke
analisar os niveis e presenca destes contaminantes.

Em relacdo aos contaminantes microbiol6gicos da agu
na industria farmacéutica a Farmacopéia Brasiteleda que:
“os contaminantes mais frequentes sao bastonetm®- gr
negativos, principalmente dos géneroslcaligenes,
Pseudomonas, Escherichia, Flavobacterium, Klelssiell
Enterobacter, Aeromona® Acinectobacter. ” (BRASIL,
2010b).

Além desses, as partes de células bacterianas,
conhecidas como pirogénios, também se tornam um
componente microbiolégico contaminante de interesser
analisado, pois sua presenca causa aumento derétunpes
febre em animais. Como a industria farmacéutichatrea
com produtos de uso humano e animal e estes siatoma
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causam desconforto, seria necessario indica-lo® geacao
adversa, 0 que nao estaria intimamente ligada @uf em
questdo - e sim, a uma desconformidade na qualidade
agua.

Os coliformes totais sd&o um dos indicadores mais
utilizados nas analises laboratoriais que visamembs a
contaminagdo da &gua (SILVA et al., 2001). Os [pais
pertencentes a este grupo sdo da familia Entesrizae,
porém existe uma enorme diversidade de génerogéeies.
Dos principais géneros encontram-Salmonella, Shigela,
Providencia, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter,
Escherichia entre outros. Destes, o0 mais estudado é o
Escherichia Também pertencem a este grupo bactérias nao
originarias de trato intestinal de animais de sanguente,
como é o caso deAeromonas e SerratiaTodos séo
apresentados pela Farmacopéia como frequentesuaadag
indUstria farmacéutica com potencial patogénicapdse
portanto, um fator de risco - caso ndo sejam ednovs
durante a purificacéo.

Para remover o0s contaminantes da agua, tanto
microbiolégicos quanto quimicos, sdo utilizados edios
meios de purificacdo, como: osmose reversa, dedtla
deionizacao e eletrodeionizacdo, microfiltracadiagéo UV,
absorcéao organica, entre outros, de acordo comakdgde
da agua recebida e a qualidade desejada pra idéidela ser
usada. A Farmacopéia, bem como monografias e sy
define a finalidade de cada meio de purificacama@atuam
e as implicacbes que podem ocorrer do uso de aadaAl
tabela 1 discrimina os principais métodos, commirasuas
vantagens e desvantagens.
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O método de osmose reversa é amplamente utilizado
para producdo das aguas para injetaveis e agudisguas.
E necessaria a utilizacdo de um pré-tratamento ipgradir
depdsitos de material e depdsitos biol6gicos nasbraenas
do aparelho osmatico.

Oristanio, Peig e Lopes (2006) discorrem sobre os
problemas decorrentes quando ocorre o0 depdsito em
membranas:

“Este acumulo leva a deterioracdo fisica e quindea

membranas pela abrasao e oxidacdo das camadagmpcdisn
e 0 aumento das pressdes em virtude da maioraecistda
agua em atravessar a membrana.”

Por este motivo, a qualidade fisico-quimica daaagu
de alimentacdo deste aparelho deve ser controkrdaepitar
sua danificacdo e manté-lo em bom desempenho de
funcionamento, uma vez que as membranas danifiqzétas
conseguem manter os altos niveis de purificaca@agis.
Ainda de acordo com os autores, o acumulo de rahteri
biolégico nas membranas faz com que 0s micro-ocsgaws
se proliferem, podendo formar biofilmes — o qué&nalde
danificar o sistema, contamina a agua que deveain S
tratada.
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Tabela 1 - Métodos de purificacdo

desvantagens.

da &gua, suas vantagens e

Metodo

Vantagens

Desvantagens

Osmose reversa

Destilagio

Apresenta uma  olima
gliminagio de bactérlas,
pirogénios & particulas em
suspensio, boa eliminagio
de contaminanies
dissolvidos orgdnicos &
ionizados.

Apresenta  uma  Glima
gliminagio de bactérias,
pirogénios & parficulas em
suspensdo. Boa eliminagio
de contaminanies
dissolvidos orgdnicos &
lonizados,

Eliminagao insuficiente de
gases ionizados,
MNecessario pré-ratamento
para impedir depésitos
biologicos, propenso  a
formagiio de bioflmes,

Apresenta sliminacio
baika ou  insuficlente
gases lonizados, possivel
carmeamento

composios volales

Deionizagio

Eletrodeionizagio

Ofima  eliminacdo  de
contaminantes  dissolvidos
jonizados

Ofima  eliminacio  de
contaminantes  dissolvidos
ionizados

Apresenta ellmm.afﬁn
insuficiente para bactérlas.
Nio elimina pirogénios &
particulas am suspensio.

Apresanta eliminagio
Insuficiente para bactérias,
Nédo elimina pirogénios e
particulas em suspensdo

Otima descontaminagao de
contaminantes orgdnicos e

Apresenta eliminacio
baixa de pariculas em

Adsorgio por | apentes oxidantes suspensio, ndo efimina
carvio vegetal contaminantes ionizados
dissolvidos, N&o elimina
ativado micro-organismos &
plregénios.  Proporciona
crescimento microblano
Apresenta  otima  aclo [ Ndo elimina  pirogénios,
germicida, oxidagdo de | parficulas em suspensio,
Radiagio UV | compostos  orgdnicos e | gases e sélidos ionizados.
reducio da carga
microblana,
Otima eliminacdo de micro- | Mo esteriliza.  Pode
organismos, elimina parie | ocomer  formagdo  de
de contaminagda  viral | biofime. N3o  elimina
Microfiltragio agregada  a  baclérias, | gases lonizados,
maieriais parficulados,
capaz de realizar

separacdo sdlde-lgquide e
agua-oleo.

Fonte: Adaptado de AQUINO{2011), BRASIL (2010}, FARRUGIA(2012),
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4. CONCLUSAO

Dos contaminantes que a agua pode apresentar, 0s
microbiolégicos sdo 0s que precisam de um contnudés
rigoroso por parte da inddstria farmacéutica. Aiun
purificadores eliminam melhor determinadas subs&ndo
que outros.

O método de osmose reversa foi identificado como um
dos melhores por eliminar uma diversidade maior de
contaminantes. Porém, por esses purificadores eapiegem
eliminacdo mais completa quando trabalhados enuntm);
cada industria devera avaliar por meio de validada&o
processos e qualificacdo de equipamentos quabser@hor
forma de combinacao dos aparelhos.

Através desta validacdo, a industria podera avakar
estdo funcionando corretamente dentro das confadesl
determinadas pelos 6rgaos reguladores e definanabses
de controle de qualidade a serem realizadas.
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RESUMO - Os biofarmacos tém  melhorado
consideravelmente a terapéutica de muitas doengasme
certos casos, apresentam-se como a Unica terapjzodivel
para determinadas doencas. Os custos associados ao
tratamento séo elevados, reflexo dos custos emadvinos
processos produtivos do biofarmaco. O desenvolindae

um processo downstream requer uma série de etapas,
iniciando-se desde os ensaios laboratoriais, expentos em

464



equipamentos miniaturizados até a escalabilidadeapa
producao industrial e validagéo. A utilizacdo derdenentas
como o DoE, QbD e experimentos HTPS podem fornauer
rapido desenvolvimento do processo. Dentre as désni
tradicionais utilizadas para a separacdo e puriféa nas
cascatas downstream, a cromatografia é amplamente
utilizada, incluindo também floculacdo, filtracdo,
precipitacdo, ultrafiltracdo, cristalizacdo, dentreutras. O
complexo entendimento do processo, baixa preditizioie

na operacao validacdo s&o barreiras para incorp@ag
dessa técnica na industria. A integracdo das diftze
técnicas associada aos requerimentos de qualidade,
seguranca e eficacia do produto, bem como a redwgio
custos desnecessarios do processo tem sido o fa@ p
melhorias do processamento downstream. Os estudos
econdmicos de processo e simulacdo de custos deiaen
produtivos sdo uma ferramenta u(til para avaliacdo d
processo, determinando-se quais recursos estaacuge-
alocados em cada etapa, além de possibilitar a gadude
custos de producao.

Palavras chave Processamentodownstream Sistemas
aquosos de duas fases; Biofarmacos

1. INTRODUCAO

Os biofarmacos tem melhorado consideravelmente a
terapéutica de muitas doencas e, em certos casos,
apresentam-se como a Unica terapia disponivel para
doenca em particular. Estes produtos biologicosluiimdo
proteinas recombinantes, anticorpos monoclonaicidos
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nucleicos medicinais, ttm demonstrado grande dylidade
em diversas areas como no desenvolvimento de &cina
imunizacodes, oncologia, doencas autoimunes,
cardiovasculares e neurodegenerativas (WALSH, 2005)

Além de uma alta taxa de eficacia, os biofarmacos
também estdo dentre as drogas mais caras do mercado
farmacéutico. O custo anual por paciente, por ekgnpode
chegar a $40000 dolares, com anticorpos monoc|qaags o
tratamento do cancer (FARID, 2008; ROSA et al.0EmM
alguns casos, com a necessidade de uso constartagos
periodos e altas doses, 0 custo do tratamento gEydainda
maior (ROSA et al., 2010).

O desenvolvimento de um processo para a produgao em
escala industrial dos biofarmacos geralmente infiana
escala laboratorial, com a construcdo e selecdvetoses de
expressao apropriados para a biomolécula, bem camo
selecdo dos microrganismos produtores. Em seguida,
prossegue-se com a selecdo e otimizagcdo das cendicd
fermentativas para a producdo da biomolécula em
biorreatores. Tais etapas constituem o0 processament
upstreamdo processo produtivo. Apds a fermentacao, torna-
se necessario a realizacdo das etapas de recupetaca
produto, isolamento e purificacdo, constituindo o
processamentadownstream As trés etapas do processo
(upstream fermentacdo @ownstream sao integradas e nao
devem ser abordadas num foco individual, pois atdpa
possui impacto no custo do processo produtivo (KELL
B.; HATTON, T., 1991; FERREIRA, G. N. M. et alQ@0).
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Nos ultimos anos, a tecnologigpstreamde producéo
de biofarmacos tem sido continuamente aprimoradéae
aos avancos nos mecanismos moleculares e gendimos,
como as inovagdes dos meios de crescimento, aungenta
volume de producdo (GOTTSCHALK, U., 2008;
AZEVEDO, A. M. et al., 2009). Entretanto, os preses
downstreamtem causado um “gargalo” na producao, sendo
uma das etapas mais custosas. De fato, estimaeseagju
etapas downstreamna producédo biofarmacéutica possam
chegar a cerca de 80% do custo de manufatura total
(ROQUE, A. C. A, 2004).

As etapas limitantes do procesdownstreampodem
ser rapidamente identificadas, ja que com as fakes
recuperacao, isolamento e polimento perfazendoaspsarca
de 20% dos custos, as principais limitacoes enaonge nas
fases de purificacdo seletiva, atualmente dominguidss
processos cromatograficos (PRZYBYCIEN, T. M. et al.
2004), que contribui com cerca de 70% dos custos
downstream Outras alternativas nao-cromatogréaficas para a
purificacdo seletiva tém sido descritas na litesatais como
precipitacdo por afinidade, particionamento aquadsaduas
fases, filtracdo tangencial de alta performanaamneatografia
por membranas, selecdo magnética de alto gradiente
cristalizacdo (PRZYBYCIEN, T. M. et al., 2004).

Nesse sentido, os sistemas aquosos de duas fases
(ATPS) tém se mostrado como uma alternativa prarasso
desenvolvimentaownstreande processamento e purificacao
de biofarmacos. Dessa forma, é essencial desemvelve
melhorar os processos de purificagidevnstreamde modo a
promover melhor eficiéncia do processo produtivanenor
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custo, mantendo-se ainda um alto padrdo de qualigach
aprovacgao pelo mercado farmacéutico (ROSA et @LOR

2. MATERIAIS E METODOS

Para o levantamento e apresentacdo dos dados
relacionados ao estudo de revisdo bibliograficardthese
trés etapas distintas: Foi realizada inicialmemb& pesquisa
bibliografica de carater exploratorio, para o erab@nto
tedrico acerca do tema tratado. Numa segunda etapa,
desenvolveu-se a leitura, analise e interpretag&oatitigos
pesquisados, de modo agrupar os estudos semelhantes
contrapor os diferentes pontos de vista apresentatlém
disso, levantou-se 0s principais avancos e tecradogm
desenvolvimento para os tépicos considerados nsaev
Por fim, realizou-se uma analise critica acerca ekisdos
pesquisados, levantando algumas proposi¢cfes coen nias
entendimento dos processos estudados.

Para esquematizacdo do estudo foram elaboradas
tabelas, figuras, esquemas e fluxogramas paraitdaco
entendimento. Para a pesquisa bibliografica folizatio
busca em bancos de dados de periédicos nacionais,
internacionais e sites de busca (Science DirechMed,
Scopus, Scielo, Google Académico, dentre outrdém ale
teses e dissertagbes nacionais e internacionaigrafassem
sobre o tema em estudo, bem como apresentacdesatecn
em feiras e congressos de tecnologia farmacéuts.
critérios de pesquisa incluiram a preferéncia paigas
recentes (2007-2015) e estudos técnicos, centra@o n
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avaliacdo de casos na industria farmacéutica solteama
objeto da pesquisa.

Alguns dos termos que foram utilizados na pesquisa
sdo:downstreanprocessing, bioprocessing, mAB processing,
agqueoustwo-phase systems, biopharmaceuticals, hooabc
antibodiespurification,  chromatography,  manufacigyi
downstreaneconomics.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, a producdo de biofarmacos esta
influenciada fortemente pelo custo envolvido nagpa$ de
separacdo e purificacdo ou processantEVidStream
Podendo representar até 90% dos custos de prodigéo
produto de interesse, a purificacdo do biofarmaco
invariavelmente €& uma etapa onerosa do processo
biotecnoldgico, o que também ¢é refletido no altstesl dos
medicamentos produzidos por esse modo. As exigénaa
pureza e concentracdo para as proteinas utilizadas
terapéutica humana, estabelecidas pelas agéngidatigias,
sdo cada vez mais rigidas, levando as industr@ntarem
esforcos no desenvolvimento de tecnologias de
processamentodownstream mais robustas, confiaveis e
eficazes.

Observou-se que ha uma tendéncia crescente de
adaptacdo da industria para que possam lidar coanoanr
diversidade de produtos, suportar os volumes déugém e
ter uma faixa mais ampla quanto a produtividadenddelo
de uma instalacdo dedicada a um Udnico produto é
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ultrapassado, sendo as instalagcdes mais recerdptadds a
menor escala e modelos flexiveis de processo. Blgma é
que embora as tecnologiagpstream possam ter essa
flexibilidade de maior ou menor escala, a infragata para
0s processogownstreanpermanecem fixas, e o que é pior, a
alta produtividade sobrecarrega o0s sistemas de
processamento, ja que tem que lidar com meios vada
mais ricos de produto. Com uma aproximacgéo de Hesen
projeto baseada em custo, a industria biotecn@obicsca
adaptar ou otimizar seus processos para resultan nu
esquema de biomanufatura com menor consumo desosgur
incluindo, por exemplo, menor consumo de agua,neegea,
além de reducao do impacto ambiental.

A cromatografia, embora seja considerada operacéo
essencial no processamentownstreamde biofarmacos,
exige uma grande quantidade de etapas para queracap
seja bem-sucedida, envolvendo um pré-tratamenttiusto
de entrada no sisteminflow) bastante intensivo, além da
utilizacdo de grandes volumes de fase movel e tedgo
recirculacdo no sistema.

O impasse que as industrias de biotecnoldgicos
enfrentam é a reducdo dos custos envolvidos ngmseta
cromatograficas uma vez definido o projeto de
processamentaownstream Ha possibilidade de reduzir a
quantidade de etapas, ou mesmo desenvolver umspmce
sem a utilizacdo da cromatografia? Ha possibiliddde
eliminacdo do “gargalo” produtivo, causado pela demmo
processamento?
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Diante do panorama atual de producédo, observou-se
que dificilmente a cromatografia cedera espaco
completamente a um processo de purificacdo intemnén
nao-cromatogréfico. Isto se deve provavelmente tgelaica
ser amplamente difundida em processos biotechaggmmm
etapas bem reconhecidas e passiveis de validacdo e
integracédo ao processownstreamAo0 mesmo tempo que se
deseja reducédo de custos, também se deseja queuéatnea
ocorra dentro do menor tempo possivel, de mododepivel
e confidvel. Sendo assim, durante o0s processos de
transferéncia de tecnologia a cromatografia coatsendo a
técnica “failproof” para a industria.

Entretanto, como observado nos varios estudos
realizados, a busca por outras técnicas que possam
intensificar o processalownstreame assim proporcionar
reducdo de custos, vem tomando parte importante no
pensamento estratégico das empresas. As tecnole@@s
testadas em experimentos em miniatura, ou até mesmo
instalacdes piloto, préprias para adequar os exeetos de
bancada em relacéo a sua escalabilidade industrial.

Com resultados promissores, o projeto € levadmta]ia
muitas vezes acompanhado de estudos de avaliacao
econbmica, em comparacdo com a técnica padrao. Por
exemplo, em estudo recente, Eggersgluess et al4)201
projetaram e desenvolveram um sistema de ATPS para
integracdo no  processamentodownstream Com
modelamento e otimizacdo do sistema sendo bemisoced
foi feito uma avaliacdo de custos do processo, epamglo-se
com a técnica envolvendo a cromatografia da Pratéin
(tradicional). Para isso, simulou-se diferentesades de
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producdo, com diferentes performances da resirsagt
ciclos de extracdo, titulos do produto desejada;, et
atribuindo-se um custo a cada material e consurafilzlado
NO processo.

De modo esperado, verificou-se que 0s custos
individuais para lotes de menor volume sao maiqres os
lotes com maior volume. Isto é o que, de fato, &s®ario
ocorrer para produzir biofarmacos a baixo custo. As
indUstrias necessitam ter disponibilidade de grande
capacidades de producéo e grandes instalacoesyjaoear
0s multiplos biorreatores, necessitando de um grand
investimento inicial para a construcdo e grandetigade de
recursos humanos, resultando em custos fixos lhasiins.
Verificou-se também que os custos da cromatogrdéia
proteina A sédo centralizados no tempo de vida esisas e
capacidade, enquanto que os custos da ATPS cansiste
principalmente na aquisicdo e descarte de materiais
envolvidas na extracao. A cromatografia da pratein
s6 foi mais em conta que a ATPS quando se trabalbou
titulos baixos do produto. Ja para concentra¢cOesaade 5
g/L e grandes volumes de lote, a ATPS possui meusto
gue a cromatografia, sendo esta superior apenagisgesse
a condicdo de possuir resina com capacidade decéetale
50 g/L de proteina e suportasse 300 ciclos de igagé#o,
situagdo atualmente impraticavel na industria. Euotroo
estudo, Strube et al (2011) realizaram uma andlise
processo e simulagdo de custos de uma patentpnoalzcao
de imunoglobulina G.

De maneira similar, cada etapa envolvida no pracess
foi atribuida um custo, seja relacionado a matgriai
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equipamentos, reagentes, recursos humanos, limpeza,
descarte de residuos, dentre outros, de modo a obte
detalhamento tanto do custiownstreampor lote, como do
custo relacionado a equipamentos, por lote. Ficou
evidenciado que 1/3 dos custos totais do processo
downstreameram alocados a materiais consumiveis, tais
como resinas cromatograficas, membranas e solucdes
tampao.

Dos custos fixos, ou seja, aqueles relacionados a
equipamentos, instalacbes, recursos humanos, @n&ro
garantia de qualidade, cerca de 39% eram relacisnad
cromatografia de afinidade, 13% por interacdesofidicas
e 12% a cromatografia de troca i6nica. Ou seja, 6%
custos com equipamento sédo direcionados as uniddeles
separacdo cromatografica. Percebe-se que uma d&érie
cenarios de producdo podem ser estimados e deballtkd
ponto de vista econdémico.

A discriminagdo das etapas e o detalhamento dos
valores podem ser auxiliados com ferramentas deaaf de
gerenciamento de producdo e com co-participacdo de
representantes da area financeira e administradéiempresa.
Com isso a avaliagdo € feita ndo apenas no impacto
econdmico direto, mas também em consideracéo gestas
de rendimento e pureza necessarios para 0 processo,
como as considera¢des no ambito regulatorio.

Nas avaliagbes econOmicas de processo, pode-se
alcancar reducdes de custos consideraveis sem raas rey
gue alterar drasticamente as etapas produtivashaape
trabalhando com a re-alocacdo e re-aproveitamemto d
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recursos entre os diferentes setores envolvidos na
manufatura. A incorporacdo de novas tecnologias de
separacdo e purificacdo de biofarmacos deve séa fei
preferencialmente nas etapas iniciais de desemrehto do
processo downstream Uma vez integrada desde a sua
concepcado, torna-se bem mais facil otimizar o siate
permitindo economia consideravel no processo pianlut
como um todo e assim levando possivelmente a udugde

no custo do medicamento ao consumidor final.

Durante o estudo, observou-se que os ATPS sédo uma
técnica interessante e com grande potencial pdreaggo
nos processoslownstreamindustriais, ja que uma grande
quantidade de biomoléculas foram purificadas, ananem
escala laboratorial, utilizando extracdo por ATP&s
dificuldades para “engrenar” esta técnica a nivedptivo
estdo basicamente no baixo conhecimento dos meuasis
que envolvem o particionamento das biomoléculas,
principalmente tratando-se de um meio de dificil
caracterizacao.

Ainda h& a necessidade de validacdo do método, que
deve demonstrar robustez, preciséo e exatidaccopesacao
da biomolécula e, por vezes, o comportamento ingirel
do sistema acaba dificultando o estabelecimentsedes
parametros. Contudo, entende-se que as vantagensa qu
técnica apresenta sdo capazes de superar asdiifies| de
implantagéo.

Dois aspectos significantes sao capazes de impalsio
0 ATPS em larga escala: o processo de escalonanf@nto
descrito como simples e confiavel, ou seja, umadeginido
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em escala laboratorial n&o haveria dificuldades na
transposicdo de escalas. O desenvolvimento donsste
ATPS, embora seja basicamente empirico, pode ser
construido utilizando doe e equipamentoscteeninghigh-
throughpu}, permitindo realizar vérios testes em pouco
tempo.

Outro fator é que os extratores liquido-liquido ja
disponiveis comercialmente poderiam ser facilmente
adaptados para extracdo por ATPS e a incorporagdo n
bioprocesso seria rapida. Além disso, pode-se deri
também os avancos tecnolégicos dos materiais e
componentes do sistema. Em relacdo ao modo deqduer
para a manufatura dos produtos biotecnolégicospdugéao
em batelada ainda é o principal modelo seguido spela
empresas.

O conhecimento da técnica, aliado a preditabilichue
resultados fazem desse modo de producdo ser o enodel
padrdo para a produc¢do industrial. Contudo, o®s@studos
econdmicos com simulagdo de processo relatam que o
modelo de producdo continua €é capaz de reduzir
consideravelmente os custos associados. Hammeudichni
al (2014) relatam que a producdo continua podeefem
biofarmacos, como anticorpos, a baixo custo, ertquaa
tomar como vantagem de sua simplicidade e alto geau
automagao.

No entanto, embora o0s riscos envolvidos da
incorporacdo da perfusdo continua na rotina preauti
possam afastar sua utilizacdo mais frequente nastird,
pode-se assumir que futuramente ter& um papel baim m
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consideravel, ja que novas classes de produtos
biotecnoldgicos sdo desenvolvidos, necessitandbéande
novas adaptacbes de processo ao modo continuo,
incorporacdo de novas tecnologias e combinacdéscdeas

de processamentmwnstream

Observou-se que 0 processamedtiwnstreamnao
pode ser tratado simplesmente baseando-se em uihaasu
técnicas, ou centrada num determinado principio. A
composicao complexa do meio para purificacdo deepra, a
necessidade de concentracdo da proteina alvo, dt&Em
critérios de pureza, exigem uma combinacdo de etifes
técnicas para se alcancar o resultado final esperad

A palavra-chave, neste sentido, é integracdo e
intensificagdo, ou seja, fazer funcionar a cascd&a
purificacdo utilizando a menor quantidade de etppasivel,
num menor tempo. Contudo, ndo se pode negligereiar
importancia das técnicas consideradas mais trawiso
(precipitacdo, cristalizacdo) frente a outras deioma
sofisticacdo, j& que cada uma sdos complementaoesra
oferecendo versatilidade ao arsenal de purificacio
induUstria de biotecnoldgicos.

4. CONCLUSAO

Diante do exposto, percebe-se que o0 procesda
downstream na inddstria biofarmacéutica € uma etapa
fundamental dentro do processo produtivo total, denas
por alocar a maior fatia dos investimentos e custes
processo, mas também por ser a etapa limitantgagdlo”
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na produgdo. Com o crescimento cada vez mais sigtvo

do segmento biofarmacéutico, aliado ao avanco légito e

a possibilidade de produgdo de biomoléculas com
concentracbes cada vez maiores e mais complexas, as
limitagbes na separagcdo cromatografica represeniam
problema a ser cuidado num futuro préximo. No estud
foram abordadas as diferentes técnicas empregadzesoata
downstreamde purificacdo, que podem se apresentar como
alternativas nao cromatograficas, principalmentelo pe
surgimento de novas tecnologias de construcéo deriaia,
resinas, polimeros e ligantes cada vez mais setepara o
biofarmaco desejado.

Em especial, abordou-se a técnica de extracdo
utilizando os ATPS, que se apresentam como umanaliea
interessante as custosas etapas cromatograficpdesso,
oferecendo boa escalabilidade, capacidade de @me@m
modo continuo e boa capacidade de adaptacdo atacasca
downstream
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RESUMO - Os processos biotecnolégicos oferecem
possibilidades inovadoras para a producao de umalam
variedade de produtos e processos com um elevaalo dg
pureza, a partir do uso de células ou sistemas Wigos.

Os Dbioprocessos sdo compostos por trés etapas
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fundamentais: (1) tratamentos iniciais ouupstrearacpss;

(2) a producao propriamente dita; e (3) os tratamesrfinais

ou downstream process.o objetivo deste trabalhddbnear

as principais etapas dos bioprocessos, com énfaseiraa
abordagem de possiveis dificuldades que possanir s\ag
fases antecedentes (upstream) e precedentes (deamjte
que venham a comprometer a obtencdo do produtd. fina
Para isto, foi realizada uma revisdo bibliograficaferente

ao tema proposto, utilizando as palavras-chave repst,
downstream e bioprocessos e selecdo daqueles gpseign
dados direcionados ao delineamento desta pesquisa.
possivel observar que inumeras dificuldades podergirs
em virtude do mau planejamento e execucdo dasceni
envolvidas nas etapas dos processos biotecnolégicos
convencionais, as quais certamente irdo compromaeter
obtencdo ou o rendimento do produto final. Desse&lano
tendo em vista que o rendimento do produto final do
bioprocesso depende estritamente do planejament@too
das técnicas aplicadas, pode-se afirmar que este
delineamento contribui substancialmente para ostosus
totais da obtenc&o de uma biomolécula.

Palavras chave: Bioprocessos; Upstream; Downstream;
Proteinas.

1. INTRODUCAO

Os processos para obtencédo de produtos farmacgutico
em escala industrial podem ser classificados bagiote em
dois tipos: quimicos e bioquimicos ou bioprocessAs.
disting@o entre estes dois tipos esta fundamemzaddatureza
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dos catalisadores utilizados em suas reacoes. Etoqus
processos quimicos decorrem de reacfes quimicas, 0S
bioprocessos sao conduzidos mediante acdo de sagente
biolégicos, sendo, portanto, as transformacoeslisadas
enzimaticamente (PEREIRA JR.; BON; FERRARA, 2008).

Os processos biotecnoldgicos oferecem possibilglade
inovadoras para a producdo de uma ampla variedade d
produtos e processos com um elevado grau de par@zatir
do uso de células ou sistemas bioquimicos (PEREIRA
BON; FERRARA, 2008). Por definicdo, consistem no
conjunto de  tecnologias habilitadoras  (enabling
technologies), que possuem em comum 0 uso de séula
moléculas bioldgicas para aplicagdes na producdoeds e
servigos, em areas como saude humana e animalylage,
energia e meio ambiente (MARX, 1989).

Estes processos apresentam carater inter e
multidisciplinar, englobando conhecimentos nas sarda
Bioquimica, Genética, Microbiologia Aplicada e Enfgaria
Bioquimica, de modo a proporcionar uma maior
compreensao sobre a atividade do biocatalisadtmézar o
desempenho dos processos (PEREIRA JR.; BON;
FERRARA, 2008).Basicamente, devem ser consideraégas
etapas fundamentais dos bioprocessos, a saber.oq1)
tratamentos iniciais ou upstream process, que eenol
operacbes como tratamento da matéria-prima, o fepa
esterilizagdo dos meios de crescimento, bem como a
adequacdo do sistema as condigbes previamente
estabelecidas, de modo a proporcionar o melhomge=eho
do processo; (2) a producdo propriamente dita ogess,
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que consiste na transformacédo do substrato em forouhs
biorreatores, em condi¢cbes devidamente monitoraeldS)
os tratamentos finais ou downstream process, ggielsam a
separacdo e a purificagdo dos produtos e tratamelds
residuos formados (BORZANI et al., 2001; PEREIRA;JR
BON; FERRARA, 2008).

E importante que os bioprocessos sejam avaliadtts ta
do ponto de vista econdmico como em relagdo aosHesd
crescentes de confiabilidade e reprodutibilidadenddb em
vista que o0 sucesso de um determinado processodkpa
correta definicdo das condi¢gbes para 0 seu desemasito,
torna-se indispensavel o conhecimento das etapas e
componentes que o constitui. Problemas na escotha d
microrganismo, com o0 meio de cultura, na forma de
conducdo doprocesso fermentativo e nas etapas de
recuperacdo do produto constituem as principaisasade
comprometimento do rendimento dos bioprocessosseDes
modo, dadas as peculiaridades e a complexidadsistesas
em que se desenvolvem 0s processos biotecnologicas;
se necessario entender estas dificuldades, riscos e
consequéncias, bem como maneiras de soluciona#ios o
evita- los.

Neste contexto, o presente trabalho objetiva dalias
principais etapas dos bioprocessos, com énfase mm u
abordagem das possiveis dificuldades que possanteaeo
nas fases antecedentes (upstream) e precedentes
(downstream) e que venham a comprometer a obtethgao
produto final.
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2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi construido através de unisaev
bibliografica referente ao tema proposto, com base
pesquisa de periodicos indexados, dissertacoes, ¢elévros,
utiizando as palavras-chave upstream, downstream e
bioprocessos e selecdo daqueles que possuem dados
direcionados ao delineamento desta pesquisa.

Ap6s a selecdo, o material passou por leitura
exploratdria e analise minuciosa das ideias quelaeionam
ou se contrapdem acerca do tema proposto. Negia fia
possivel selecionar o0s dados necessarios, atribuir
interpretacdo e relaciona-los ao tema do estudajuestao,
objetivando a elaboracéao textual.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sucesso de um bioprocesso depende da correta
definicdo de quatro pontos relacionados as conslig@ea
seu desenvolvimento: microrganismo, meio de culfiorana
de conducdo do processofermentativo e as etapas de
recuperacdo do produto. Com base nisto, torna-se
indispensavel o conhecimento das etapas e comgsngué
o constitui. Problemas nas etapas do bioprocessstitteem
as principais causas de comprometimento do rendarckm
produto final.Como por exemplo, a célula microbiana
responséavel pela transformacdo em um dado proceskna
também um grande numero de outras reacfes desseere
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para a sua sobrevivéncia e multiplicacdo. Situagieso
estas podem dificultar o estabelecimento de batanco
materiais, além de afetar o rendimento do proce€kso.
conhecimento das provaveis vias metabdlicas que se
desenvolvem nas células é, neste caso, de grandléo.au
fornecendo muitas vezes informagdes que indicanarzeira
mais adequada de conduzir 0 processo que nhos Ssdere
(SCHMIDELL et al., 2001).

3.1. Processos upstream

Consiste nas etapas que antecedem a producao
propriamente dita, as quaisserdo discorridas drsegu

3.1.1. Selecdo e conservagdo do microrganismo
biocatalisador

Em geral, bactérias e fungos sdo 0s microrganismos
responsaveis pela maioria dos processos biotednofdg
farmacéuticos. A selecdo do microrganismo biocsdbr
deve ser fundamentada no cumprimento dos seguintes
critérios: (1) apresentar elevada eficiéncia navems@o do
substrato em produto; (2) permitir o acumulo dodpto no
meio, de forma a se ter elevada concentracdo domes
caldo fermentado; (3) ndo produzir substanciasnmpativeis
com o produto; (4) apresentar estabilidade quardo a
comportamento fisiolégico; (5) ndo ser patogéni&); nao
exigir condicdes de processo muito complexas; 0)exigir
meios de cultura dispendiosos; e (8) permitir aidap
liberacdo do produto para o meio (SCHMIDELL et@D2).
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As matérias primas incidem pesadamente nocusto do
produto final. Desse modo, € desejavel que 0 ngargsmo
permita um elevado acumulo do produto no meio, Sefiner
inibicdo mais acentuada em virtude deste acumulo
(STANBURY; WHITAKER; HALL, 1995).Outra
caracteristica refere-se a estabilidade fisiolog@dinhagem
a ser empregada industrialmente. Isso significangioeebasta
gue se tenha uma linhagem hiperprodutora de uma dad
substancia de interesse, mas que se conhecam résaséc
mais adequadas para a sua conservacao e, maisiedsa
se mantenha como excelente produtora da substélecia
interesse ao longo de todas as etapas envolvidade dGsua
proliferacdo em nivel de laboratério, germinadores
biorreator principal (STANBURY; WHITAKER; HALL,
1995; SCHMIDELL et al., 2001).

A operacao de biorreatores de grande porte, dapont
de vista técnico e econdmico, estabelece o empdego
microrganismos nao patogénicos, 0S quais possam ser
manuseados sem riscos ambientais. (STANBURY;
WHITAKER; HALL, 1995; SCHMIDELL et al., 2001).No
caso da producao de vacinas, onde se trabalha aativi
de microrganismos patogénicos em reatores de pequen
porte, estes estdo confinados em camaras asse¢geca®do
a se tomar as precaucdes necessarias para a mgnoode
contaminacgao do meio ambiente (SCHMIDELL et alQD0

Para cada microrganismo, existem valores 6timos de
pH e da temperatura, no entanto, se sabe que ooleont
preciso de tais parametros apenas € possivel doragale
bancada, sendo que em reatores de grande poren&dede
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milhares de litros), devera ocorrer uma certa bgeneidade

ao longo da altura do reator, causando uma flutuags
valores destas grandezas. O ideal é que 0 miclisrgan
apresente uma faixa de valores Otimos dessas gas)de
particularmente no que se refere ao acumulo doupwod
Nessa dire¢cdo, sdo de interesses microrganismos que
consigam manter um bom desempenho, quando culsvado
em baixas concentracbes de oxigénio dissolvido
(SCHMIDELL et al., 2001).

Particularmente na area de producdo de vacinas,
costuma-se utilizar meios de cultura complexos erasos,
assim como nos cultivos envolvendo células animaigs
nestes casos 0s volumes de reagdo sé&o relativamente
pequenos e 0s produtos gerados podem ser considerad
como de alto valor agregado. (STANBURY; WHITAKER;
HALL, 1995; SCHMIDELL et al., 2001).0 microrganismo
selecionado para um processo industrial ndo devgr ex
meios de cultura onerosos. Essa € a razdo pelaiguiadaior
conhecimento das necessidades nutricionais deiohagem
€ estudo de vital importancia, objetivando o formenito dos
nutrientes apenas necessarios.

Finalmente, é de interesse para o bioprocesso que a
linhagem selecionada libere facil e rapidamenteramyto
para o meio, de onde ele sera recuperado nas segastes
ao processo fermentativo. Além do aspecto ligadama
eventual inibicdo do proprio microrganismo, pekemeéo de
um dado produto do metabolismo, ainda cumpre lenture,
com frequéncia, a primeira etapa de recuperacguratiuto
significa a separacédo do microrganismo (por cemagaoou
filtracdo), trabalhando, a seguir, com o liquideni® de
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células e estas descartadas. (STANBURY; WHITAKER;
HALL, 1995; SCHMIDELL et al., 2001).

Uma vez definido o microrganismo que serd utilizado
no processo biotecnoldgico, é importante aindanaefy
modo de obtencdo do mesmo. De acordo com Prescott,
Harley & Klein (2002), a obtenc&o dos microrganismpode
ser feita através de isolamento a partir de resunsdurais;
compra em cole¢cbes de culturas; obtencdo de matante
naturais; obtencdo de mutantes induzidos por msétodo
convencionais e obtencdo de microrganismos rec@ntss
por técnicas de engenharia genética.

Dentre os meios de obtencao supracitados, a compra
em colecdes de culturas representa a mais conveniendo
em vista a existéncia de muitas cole¢bes de caltera
varios paises e a facilidade de obtencdo das mesmas
(SCHMIDELL et al., 2001; PRESCOTT; HARLEY; KLEIN,
2002). Contudo, nem sempre o microrganismo dee&gser
pode ser encontrado dentre cole¢bes as culturpsriieis
no mercado.

Quando ha dificuldades de obtencéo da cepa, pode-se
lancar médo de programas de melhoramento genétias. N
tltimas décadas, as técnicas de engenharia genénaaem
designadas por técnicas ou tecnologia de DNA recwante,
sem davida trouxeram um imenso avancgo nas possitids
de se obter células mais produtivas, ou céluladuytooas de
substancias que normalmente n&o produzem. A intéadde
fragmentos de DNA de certas células em outrasyefiares
como os plasmideos, permite a obtencédo de céllitaadas
geneticamente, porém de forma muito mais dirigolgue as
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metodologias convencionais anteriormente menci@ada
sendo possivel de ser executada ndo apenas com
microrganismos, mas igualmente com células anineais
vegetais (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002).

E importante frisar que os agentes bioldgicos
utilizados em processos industriais devem ser adkspente
preservados e conservados como cultura pura. Unedlade
de nutrientes € utilizada para os fins acima rederi
incluindo-se fonte de carbono, nitrogénio, enxofésforo,
oxigénio, vitaminas e sais minerais. Através derdiites
técnicas € possivel manter todas as caracteristieas
populacdo microbiana de interesse e, dessa foremapre
que uma nova producdo € iniciada, a qualidade ddupw
também € mantida. As técnicas de manutencéo eryaede
de microrganismos incluem: repiques periédicos,
conservacdo em parafina, em glicerol, liofilizac&o,
criopreservacdo, etc (PEREIRA JR.; BON; FERRARA,
2008).

3.1.2. Preparo do meio de cultura a ser processado

A formulacdo de um meio de cultivo deve levar em
conta as informacdes sobre as exigéncias nutrisiotie
agente a ser cultivado, de forma que nao existe uma
formulagcdo padrdo para o desenvolvimento de
microrganismos em condi¢bes artificiais (MOO-YONG,
2007). Buscam-se, entdo, as fontes adequadas gsagpo
0S componentes necessarios ao bom desempenho da
célula.Pereira Jr., Bon & Ferrara (2008) colocane @u
viabilidade técnica, os balancos massicos e eneogéé a
economicidade sédo aspectos relevantes que devem ser
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considerados na escolha da matéria-prima. Em geséd,
deve apresentar as seguintes caracteristicasoiipasicao
adequada ao crescimento do agente bioldgico endaf@o

do produto de interesse; (2) baixo custo de obtenca
beneficiamento, transporte e estocagem; (3) elevada
disponibilidade e facilidade de padronizacdo dos
componentes; (4) auxiliar no controle do processajo é o
caso de ser ligeiramente tamponado, o que evitagdms
drasticas de pH, ou evitar uma excessiva formagdo d
espuma; (5) ndo contribuir para dificultaros presossde
separacao do produto; e (6) ndo causar dificuldades
tratamento final do efluente.

De uma forma geral, embora 0s meios possuam
complexos nutricionalmente, dependendo da finaéddd
bioprocesso e das exigéncias dos microrganismos, €
importante complementar 0 meio com componentes que
faltam, e retirar aqueles que inibem, de modo enpieruma
rapida e eficiente conversdo do substrato em pooctn o
rendimento desejado. Quanto maior o atendimento as
exigéncias nutricionais, mais apta estara a célta a
responder aos estimulos externos. Consequentenmeais,
eficiente serd a conversdo do produto de interessaior a
produtividade (VAZ; PRADO; CARVALHO, 2008).

Meios enriquecidos, mesmo sendo mais 0ONerosos,
podem ser preferidos, caso realmente permitam uaiarm
economia nas etapas de recuperacédo do produto.uRera
grande variedade de linhagens, ha a necessidada dm
adicdo de "fatores de crescimento”, ou seja, alguns
aminoacidos especificos ou vitaminas (como biotiaaina,
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riboflavina etc.). Quando se conhecem essas ndedes
especificas, 0 que nem sempre € o caso, é poasicanar
essas substancias puras, a fim de manter o mesni@fiorma
mais definida, mas o0 custo destes meios pode temar
invidvel, particularmente para instalagbes de gegpatte, a
menos que isto signifigue um enorme ganho economéco
recuperacdo do produto, ou preserve alguma caisttar
fundamental deste produto, necessariamente devalty
agregado (VAZ; PRADO; CARVALHO, 2008; PEREIRA
JR.; BON; FERRARA, 2008).

Alternativamente, para suprir as necessidades de
linhagens mais exigentes e, em geral, com carsites
nutricionais mal conhecidas, podem-se adicionartoser
materiais complexos como: extrato de levedura,agxtde
carne, extrato demalte, peptona (hidrolisado deepras) etc.
Esses materiais, individualmente ou adicionados
conjuntamente, permitem introduzir os fatores faéa em
um meio definido, mas, além de onerosas, sdo coaple
de composicao variavel ao longo do tempo de arnagzsn
e na dependéncia do fabricante e do lote empredesim,
pode-se imaginar a ocorréncia de oscilacbes noegsoc
fermentativo, aléem de possiveis dificuldades nasragdes
de recuperacdo do produto final, dependendo das
caracteristicas deste produto e das operacbesdgeracao
(VAZ; PRADO; CARVALHO, 2008; PEREIRA JR.; BON;
FERRARA, 2008).

Quando o agente bioldgico for enzimas, ou mesmo
guando estas biomoléculas sdo os produtos do loegso, a
atividade e a estabilidade enzimaticas sao forttamen

491



dependentes da forca ibnica do meio, temperatitag pla
relacdo entre a concentracdo de substrato e dm&nEstas
variaveis basicas influenciam o desempenho cataliias
enzimas por afetarem suas conformagodes, estejanialzs
ou imobilizadas. Estudos devem ser conduzidos qmemte

a fim de se eleger as condicbes O6timas para aiseatal
enzimética (LAMBERT; MEERS, 1983).

Uma grande variedade de matérias primas, geralmente
provenientes da agroindustria, é utilizada comostato,
como por exemplo, o bagaco da cana-de- acgucar elagmn
obtido desta mesma planta (MITCHELL; KRIEGER;
STUART, 2000). Embora o emprego destes substratos
naturais represente um beneficio no tocante a
sustentabilidade, pois aproveita residuos agrofridiss e
florestais como matérias primas para uma grandiedaate
de bioconversdes, a composicdo quimica dos nugsedée
interesse esta condicionada a uma série de fatares;0mo
solo, variedade do vegetal, safra, clima, procesatm
durante a colheita e estocagem etc. Esses fat@mainga a
expectativa de que possam ocorrer oscilacbes negso
fermentativo que emprega essas matérias-primas) de
obrigarem as empresas a manterem instalacdes péotoo
ajuste da composicdodo meio a cada novo lote dériamat
prima que a empresa recebe. Inclusive essas nsapénmaas
naturais podem causar problemas adicionais na &eacjo e
purificacdo do produto final, assim como problenmas
tratamentos dos residuos. No entanto, ainda ca@ming
serem as matérias-primas preferidas em grande oldeer
casos, pela simples razédo de ser mais econémica.
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3.1.3. Esterilizacdo de meios e equipamentos

A presenca de microrganismos contaminantes em
processos fermentativos pode levar a prejuizoscaéo da
producdo de penicilina, por exemplo, 0s contamamnt
podem produzir penicilinase, enzima que decompde a
penicilina, resultando meios fermentados com baixa
mesmo nula concentragdo do antibidtico de interesse
(SCHMIDELL et al., 2001).

Ha bioprocessos bastante exigentes quanto a
esterilidade dos meios de cultivo, havendo, tamkgrande
rigor asséptico ndo s6 no transporte do meio &zseld ao
biorreator, bem como no proprio sistema reacioRate-se
citar como exemplos de processos que demandam
esterilizagdo: a producgéo de antibibticos, vaciaéaminas e
enzimas. Por outro lado, outros requerem apenas uma
esterilizac&o incipiente (pasteurizacao), tendovista que o
proprio produto age como uma ‘barreira’ a contaigéoa
devido ao seu carater téxico aos microrganismos
contaminantes. A bioproducdo de combustiveis, atdgee
acidos organicos insere-se neste ultimo caso (FERHR.;
BON; FERRARA, 2008; PEREIRA JR., 1991).

Ha também bioprocessos em que se prescinde
totalmente de assepsia, como € o0 caso dos biotatas)
nos quais a microbiota nativa ou exdgena, atuaedomna
consorciada, é extremamente desejavel para seirethz
carga organica poluidora. O processo de esterd@aé
geralmente conduzido por agentes fisicos. Os mais
empregados sdo o calor (seco e umido), a filtrat@vés de
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membranas microporosas e as radiacdes (especialnent
ultravioleta). (PEREIRA JR.; BON; FERRARA, 2008;
PEREIRA JR., 1991).

Para um melhor entendimento, faz-se necessario
diferenciar os dois principais processos de egtacéio de
meios em escala industrial, utilizando-se vapor @dimdo
de aquecimento: o processo descontinuo (tambémactoam
processo de batelada) e o processo continuo.Negsoc
descontinuo, o0 meio é quase sempre colocado neifiéador
e, a seguir, aquecido com vapor. Nessas condigOes,
esterilizam-se simultaneamente o meio e o fermentad
aguecimento do sistema pode ser efetuado, quer
borbulhando-se diretamente vapor no meio (aquedomen
com vapor direto), quer passando-se vapor por uma
serpentina mergulhada no meio ou por uma camisa que
envolve o fermentador (aquecimento com vapor itajre
Em qualquer dos casos, 0 meio € agitado mecani¢ajren
fim de assegurar, tanto quanto possivel, a mesmgeratura
em todos os pontos do sistema. O aquecimento c@or va
direto acarreta, obviamente, diluicdo do meio (cem de
10 a 15%), como consequéncia da condensacdo da vapo
injetado (PEREIRA JR.; BON; FERRARA, 2008; PEREIRA
JR., 1991; SCHMIDELL et al., 2001).

De acordo com Schmidell e colaboradores (2001).
Neste tipo de esterilizagdo distinguem-se nitiddmdrés
fases, a saber:

e Aguecimento, que eleva a temperatura inicial doomei
(sempre proxima da temperatura de preparo do meio)
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até a temperatura de esterilizacdo (geralmente da
ordem de 120°C);

» Esterilizagdo, na qual a temperatura é mantida
aproximadamente constante durante um intervalo de
tempo adequado, chamado tempo de esterilizacéo;

» Resfriamento, quando, com auxilio de agua fria
passando pela serpentina ou pela camisa, a
temperatura é reduzida até se atingir a temperdtura
fermentacdao.

A rigor, a destruicdo térmica dos microrganismas na
se da apenas na fase chamada “esterilizacdo". No
aguecimento, e também durante o resfriamento, et
temperatura for superior a denominada "temperatirama
letal” (da ordem de 80 a 100°C), também ha destoude
microrganismos (SCHMIDELL et al., 2001).

Se, por um lado, a esterilizacdo descontinua ageese
a vantagem de esterilizar simultaneamente o0 meio e
fermentador, reduzindo assim 0s perigos de contagyam
nas operacdes de transferéncia do meio para a,delaa
apresenta, por outro lado, algumas sérias des\argatpis
como (1) manutencao do meio em temperaturas remaéute
altas (acima de 100°C), por periodos bastante for{da
ordem de algumas horas), favorecendo o desenvottonake
reacbfes quimicas no meio com possiveis alteracdes
indesejaveis em sua composicdo (decomposicdo de
nutrientes, por exemplo); (2) elevados consumosager (no
aguecimento) e de agua (no resfriamento), reselada
eficiéncia relativamente baixa do sistema de tmeacalor;
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(3) problemas de corrosdo ocasionados pelo contato
prolongado do fermentador com o meio aquecido; )e (4
tempo "ndo produtivo” relativamente elevado, umamge o
fermentador € utilizado apenas como um tanque de
esterilizagdo durante o0 processo de destruicdo dos
contaminantes (PEREIRA JR.; BON; FERRARA, 2008;
PEREIRA JR., 1991; SCHMIDELL et al., 2001).

Neste sentido, esta modalidade de esterilizagdo vem
sendo substituida, sempre que possivel, pela |lestedio
continua, na qual se preserva mais a integridade do
constituintes do meio, jA que o aquecimento e foiaesento
saopraticamente instantaneos, n&o havendo variagho
temperatura na secao de espera, que retém o meidtive
a ser esterilizado em temperaturas elevadas, ptor mpo
de exposicao.No processo continuo de esterilizagaoeio
recentemente preparado € enviado ao trocador de oale
atua como fluido de resfriamento do meio ja estawlo e
ainda quente. Desse trocador de calor, o meio, aagor
preaquecido, mistura-se com vapor enviado ao mjetale a
temperatura sobe quase instantaneamente, até alcancg
temperatura de esterilizacéo.

Ao se comparar os dois métodos de esterilizacéo,
observa-se que 0 processo continuo apresenta,|l@raceo
descontinuo, algumas vantagens (SCHMIDELL et @01

 Por se trabalhar a temperaturas mais elevadas, e
também por serem muito rapidas as operacdes de
aguecimento e resfriamento do mosto, o tempo de
permanéncia do meio em alta temperatura €
relativamente pequeno (da ordem de5 a 15 min), o
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que acarreta menor destruicdo de nutrientes; como
consequéncia deste fato, a pratica tem mostrado, em
varios casos, que a fermentagdo de um meio
esterilizado por processo continuo apresenta
rendimento substancialmente maior do que o obtido
na fermentacdo do meio esterilizado por processo
descontinuo;

Pelo fato de ser de dimensdes relativamente peguena
o tubo de espera pode ser construido com ligas
especiais, evitando a contaminagdo metalica (muitas
vezes prejudicial a fermentacdo) domosto que paderi
resultar do ataque da parede do tubo pelo meio;

Quando o meio apresenta densidade ou viscosidade
relativamente alta, como no caso de mostos de
cereais, 0 processo continuo dispensa os motores de
poténcia elevada que seriam necessarios para
oacionamento dos agitadores no processo descontinuo
de esterilizacdo;Economia de vapor, e de agua de
resfriamento, em relacdo ao processo descontinuo,
desde que os trocadores de calor e o isolamento
térmico da tubulagéo sejam
adequadamentedimensionados;

Os esterilizadores continuos podem ser também
utilizados nosprocessos de cozimento e sacarificaca

de matérias primas amilaceas. Importa, contudo, nao
esquecer gque as viabilidades técnica e econémica do
processo continuo dependem das dimensbes e do
regime de trabalho dos fermentadores da instalacéo
industrial.
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3.1.4. Esterilizacao de oxigénio

A conducdo de bioprocessos em larga escala em
condicOes de assepsia é de fato importante quaaddroulo
do produto desejado depende da acdo isolada do
microrganismo responsavel pela sintese deste mro@aiso
se trate de um processo descontinuo de fermentagio,
instantes mais problematicos sdo os iniciais dogsso, pois
€ quando se tem baixa concentracdo do microrganismo
produtor e alta concentracdo de substratos, o gufica
alta potencialidade de contaminacdo do sistemana¥
instantes posteriores tem-se uma alta concentralfio
microrganismo responsavel pelo processo produtivona
baixa concentragdo de substratos, o que tornado &h
fermentacdo menos suscetivel a contaminagoes.

Desse modo, o nivel de preocupacdo com a
esterilizacdo do ar depende da maior ou menor
suscetibilidade do processo quanto a contamina@G&so o
meio de cultivo, ou as condi¢bes impostas ao regadr
temperatura), sejam extremamente seletivos, osadosd
podem ser atenuados, mas ainda assim a ocorréecia d
contaminagdes pode interferir negativamente nosquefere
a obtencdo de altos rendimentos, ndo permitindo uma
operacdo asséptica eficiente (PARIS; SCHMIDELL;
BORZANI, 1987).

A esterilizacdo de ar pode ser realizada por dbgers
processos. Um deles é a esterilizacdo por aquetintgabe-
se que a resisténcia a destruicdo de microrganjsguesdo
submetidos ao calor seco, é bem superior quandparaia
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a resisténcia ao calor umido. Por esse motivotaaigzacao

do ar pelo calor seco exige temperaturas relatinéame
elevadas, assim como tempos de permanéncia nestas
temperaturas também elevados. Ainda, o transpoee d
microrganismos por particulas sélidas de poeirayvigtade

da possibilidade de alguma protecdo térmica, acaba
contribuindo para a necessidade de condicOes eelieatdo
mais drasticas. Quando se raciocina em termos la=efo
industrial, constituida de reatores de grande pdite a
necessidade de vazbes de ar bastante elevadas ddiqulta
imaginar 0 aquecimento de todo esse ar para at@sgas
elevadas temperaturas, assim como € impossiveetaroj
tubos de retengéo ou de espera suficientementedpadgim

de se contar com os tempos de residéncia prolosgadsesas
temperaturas (PARIS; SCHMIDELL; BORZANI, 1987).

Devido a esses problemas, a esterilizacdo de ar por
calor seco encontra apenas aplicacdo para pequenas
instalagcbes, como é O caso da esterilizacdo doaea p
equipamentos de laboratorio ou escala piloto. Aemte-se,
ainda, que com o surgimento de sistemas de exzhgéld
muito confiaveis, como € o caso das membranaarfiks, a
esterilizacdo por aquecimento tornou-se alternativato
pouco utilizada.Outra técnica para a esterilizac#o ar
consiste no emprego de radiacdo. Entretanto, oegopie
uma determinada radiagdo deve levar em conta éne de
importantes fatores, tais como: a eficiéncia nardgsio de
microrganismos, o custo envolvido na obtencdo dacéao,

a periculosidade ou os efeitos colaterais de siiaagéo.
Assim excluem-se para esse tipo de aplicacdo &isylasa,
prétons e néutrons, por serem excessivamente diszes
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quanto a sua obtencdo e aplicacdo pratica, 0 mesmo
ocorrendo com as radiacfgsQuando se visa a esterilizacao
de ar, apenas as radiacfes ultravioleta encontmicagio
pratica. Em virtude de seu baixo poder de penairagé
raios ultravioleta necessitam de tempos de expmsica
relativamente longos, fato este que, novamentegdi@ uso
deste tipo de radiacdo para a esterilizacdo deas pm
processo fermentativo. (SCHMIDELL et al., 2001).

A esterilizacdo do ar por filtragdo €, sem duvida,
solugédo mais adequada para a obtencéo de altassvdedr
esterilizado, em virtude dos baixos custos envolvidesta
operagdo, além de se dispor, presentemente, desfilt
bastante confiaveis. Por esses motivos, a filtragio
encontrada em praticamente todas as instalagdastirads,
tendo também dominado as aplicacbes eminstalacées d
pequeno porte, como é o caso de instalacdes plotde
laboratorio (SCHMIDELL et al., 2001).

Convém ressaltar que, qualquer que seja o sistema d
esterilizacdo do ar que se pretenda empregar, sepeever
um filtro para cada reator, ndo se devendo optaprojeto
da instalacdo, por um sistema centralizado deileseéo,
seguido da distribuicdo do ar para os varios reatdesse
procedimento centralizado nao e conveniente,
independentemente das dimensdes dos reatorestantpor
das vazbes de ar necessarias, pois se coloca @mnaodo o
conjunto de reatores, caso ocorra a falha do sistdm
filtracdo. A eventual economia que se possa fagemto ao
investimento inicial, ndo justifica o risco queigecorrer ao
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longo da operacdo da planta (SCHMIDELL et al., 2001
ROBERTSON; FRIEBEN, 1984).

3.2. Fermentacéo e biotransformacéao
3.2.1. Biorreatores

Nos processos de fermentag&o, o biorreator foraece
ambiente para o crescimento e para a atividadeomama.
Durante o periodo de producdo, previne a liberagao
biomassa interna para o ambiente, assim como, enped
entrada de substancias estranhas para dentro do deei
reacdes (SCHMIDELL et al., 2001; BORZANI et al.020.

O meio ambiente do biorreator leva em consideragsio
aspectos biolégicos, quimicos e fisicos (WINKLEB3@).

* Meio biolégico: € favoravel quando somente o
organismo que contribui ao processo esta presente,
sendo denominado um sistema asseéptico. Isto se
consegue pela esterilizacdo do ambiente e posterior
introduc&o do microrganismo desejado (inoculacéo);

* Meio quimico: esta relacionado com o0 meio de
crescimento microbiano, com as concentragdes
adequadas de substratos ou nutrientes
microbiolégicos, assim como precursores sintéticos,
livres de substancias inibidoras e mantidas ao pH
adequado. Enquanto o0s nutrientes solaveis séo
adicionados ao meio, a manutencédo da oxigenacao é
feita continuamente. Nos processos anaeroébicos,
deve- se em alguns casos, dispor de dispositivas pa
eliminar o0 oxigénio continuamente. Outros
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parametros devem ser observados, e dizem respeito a
baixa atividade do meio aquoso (baixa concentracéo
do soluto) assim como a forgca idnica (substancias
ibnicas em solucédo precedente de sais);

* Meio fisico: se refere principalmente a temperatiora
sistema, que para seu controle leva em conta o
desenho do fermentador. Este controle, bem como a
necessidade em manter-se a uniformidade das
condicbes durante o processo, esta relacionado com
uma boa agitacdo, 0 que por sua vez, provoca a
ruptura de estruturas do organismo (cisalhamento).

3.2.2.Tipos de biorreatores

Vérios tipos de biorreatores podem ser utilizadas e
grau de sofisticacdo (desenho, construcdo e fuaeiento)
depende da sensibilidade do processo ao ambientgdma
no recipiente (WINKLER, 1986). O material utilizada
construcdo dos biorreatores deve ser atoxico,teesis a
pressao e a corrosédo quimica.
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Quadro 1 - Classificacao geral dos biorreatores

Reatores em fase aquosa (fermentagdo submersa)

Células/enzimas livres
— Reatores agitados mecanicamente (STR - "stirred tank reactor”);
— Reatores agitados pneumaticamente;
— Coluna de bolhas ("bubble column");
— Reatores "air-lift";
— Reatores de fluxo pistonado (“plug-flow");
Células/enzimas imobilizadas em suportes
— Reatores com leito fixo;
— Reatores com leito fluidizado;
Células/enzimas confinadas entre membranas
— Reatores com membranas planas;
— Reatores de fibra oca ("hollow-fiber");

Reatores em fase ndo-aquosa (fermentagdo semi-sélida)

— Reatores estaticos (reatores com bandejas)
— Reatores com agitagdo (tambor rotativo)
— Reatores com leito fixo

— Reatores com leito fluidizado gas-sdlido
Fonte: SCHMIDELL et al., 2001.

Conforme se pode verificar a partir da classificaca
proposta, ha uma grande variedade de configuracdes
possiveis para 0s biorreatores, discussao estan@jpsera
abordada neste trabalho. No entanto, pode-se afgoeos
mais amplamente empregados S&0 0s reatores agitados
mecanicamente (STR). (WINKLER, 1986; SCHMIDELL et
al., 2001). Alguns tipos de reatores sdo: STRurelde
bolhas; "air- lift"; "plug-flow"; com células imolizadas
(leito fixo); com células imobilizadas (leito flurhdo);reator
com membranas planas; "hollow-fiber".
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A capacidade dos biorreatores € bastante variavel,
podendo ser influenciada pelos seguintes fatordg: (
facilidade para transporte; (2) espaco dispon{@lcusto de
producao: unidades grandes acarretam menores CjustaEs
pequenas, principalmente se forem com instrumentaca
sofisticada; (4) recipientes pequenos sao adequaguaisdo
se necessita uma variedade de produtos e quandte exi
perigo de rompimentos (VAZ; PRADO; CARVALHO,
2008).

Qualquer que seja a configuracdo escolhida, para
processos conduzidos com rigor estéril, a consirudd
biorreator deve atender aos seguintes requerimentos
(PEREIRA JR.; BON; FERRARA, 2008):

» Passivel de ser esterilizado quando culturas m#&@s
empregadas;

» Deve ser de simples geometria e construcdo, com o
minimo possivelde flanges e soldas;

* Nao deve conter zonas mortas;

e O material deve possuir rugosidade superficial
minima;

e Suportar carregamento (espessura de chapa
compativel com o volumea ser processado);

 Deve ter capacidade de suportar altas pressoes,
particularmente embioprocessos nos quais
esterilizacéo é requerida;

» Deve apresentar 6timas condi¢bes de mistura (leixo
uniformecisalhamento) e permitir uniforme suspenséo
de solidos;
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« Deve possuir condicbes de fluxo claramente
definidas, comalimentacdo de substrato compativel
com as taxas deetabolizacao;

» Deve possibilitar adequado transporte de massa,
particularmente em relagéo a transferéncia de nikagém
processos aerados;

* Adequada instrumentacdo para o monitoramento eatent
(on line ou off line) das variaveis de processo;

» Deve prever o controle de espuma;

* Flexibilidade, podendo ser empregado em outros
bioprocessos;

» Estabilidade a longo termo;

* Compatibilidade com as etapas upstream e
downstream;

* F&cil escalonamento.

Um dos grandes problemas existentes na operacao de
biorreatores decorre da dificuldade de medicdes de
variaveis de processo a serem controladas. No @aso
variaveis fisicas, como temperatura, vazao, veimadle
agitacdo e taxa de aeracao, ou fisico-quimicasp quih
presséo parcial de oxigénio e a composicao dos ghse
saida, estas sdo usualmente empregadas como @ealiac
diretas, podendo ser medidas on line, atravésilizagéo
de sistemas de controle e outros equipamentos
comerciais. Por outro lado, o controle de variaveis
quimicas ou bioquimicas € de dificil realizacdo e
pesquisas vém sendo conduzidas no sentido de
desenvolver instrumentos sensiveis para 0 monitmtn
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destas variaveis, capazes de relacionar variac@&es d
espécies quimicas com sinais  elétricos ou
espectrofotométricos, utilizando como elemento @&ens

um agente bioldgico (biossensores).

3.3.Processos downstream

Um dos mais complexos passos para O
estabelecimento de um processo fermentativo irdlgtra
etapa de recuperagdo do produto formado, tambéhecmia
por downstream processing.A fragdo do custo dasgides
etapas, esta fortemente relacionada ao numero tdgices
envolvidos, j& que o tempo de processamento cresce
contrapondo-se ao seu rendimento, que decresce accom
aumento do numero de estagios. Sendo assim, ha a
necessidade de se estabelecer técnicas eficientes e
competitivas, de modo a tornar o processo biotégmm
viavel economicamente (SINGH, P. C.; SINGH, 1996).

E importante levar em consideracdo quando houver a
necessidade de se separar determinado produto @ um
solucédo, alguns critérios para a escolha do procels
separacdo, baseado nas diferentes propriedadeso- fisi
quimicas ou bioquimicas, escolhendo o processoquelbira
se explorar as diferencas destas propriedades @ptieduto
e impurezas de maneira mais eficiente (SCHMIDELlalet
2001; ASENJO, 1990; BORZANI et al., 2001; ).

A fisiologia microbiana indicard ndo apenas a garac
como também a localizagcdo do produto. Se 0 mesmo fo
secretado, as etapas de recuperagdo seguem umo rotei
diferente da recuperacdo do produto intraceluldémAda
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localizagdo do produto (intracelular ou extracedila
influenciam também na escolha do método de separaca
purificacdo outras caracteristicas, como o tamamblecular,
concentragdo, solubilidade, polaridade, volatilelad de
outras propriedades fisico-quimicas do meio dedatatéo,
como viscosidade, densidade, impurezas e particulas
indesejaveis. A opcdo pelas operacdes de sepasmyao
influenciada ainda pelo tamanho do proprio biopssoee do
valor do produto. Os arranjos deverao ser em adiim de se
atingir o grau de pureza requerida (ex. extratasnedticos
brutos ou enzima purificada) e a forma final exégphra um
dado produto (produto cristalizado, liofilizado,quido
concentrado, prensado) (SINGH, P. C.; SINGH, 1996;
ASENJO, 1990).

Quadro 2 - Técnicas empregadas nas etapas de recuperacaficagin
de bioprodutos.

Etapas do processo Técnicas
Separacao de células e Filtrag&o, centrifugacéo, decantagéo ou
fragmentos celulares sedimentagéo.

Homogeneizagéo, moagem em moinho de
Rompimento de células bolas, rompimento quimico ou enzimatico
com alta pressao.
Extragéo por solvente, precipitagao e
ultrafiltragéo.

Cromatografia de troca idnica, de afinidade,

Purificag@o de baixa resolucéo

Purificag@o de alta resolugao _
de fase reversa e de exclusdo molecular.

Tratamentos finais Cristalizagéo, liofilizagédo, secagem.
Fonte: adaptado de NORTE, 2007.
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3.3.1 Separacdo de células e fragmentos celulares
(Clarificacédo)

A separacdo de células suspensas de um meio de
cultivo é geralmente a primeira operacao unitanigibcesso
de purificacdo. O meio resultante, isento de cgjul@
denominado clarificado ou filtrado. Alguns exemplde
operagfes unitarias de clarificagdo, viaveis emalasc
industrial incluem filtragdo convencional e cenigfcao.A
filtracdo convencional aplica-se a clarificacdo glandes
volumes de suspensfes diluidas de células, da odiem
milhares de litros, produtos extracelulares e g@i@a nas
guais a assepsia ndo é necessaria. Consiste eriomrea
suspensao obtida a um meio filtrante. A frac&do meélica
gue atravessa este meio é denominada filtrado,certénua
deposicdo das células sobre o meio filtrante, tasal
formacdo de um "torta de filtracdo". A escolha dambrana
filtrante adequada esta condicionada as caraatesdisico-
quimicas do material a ser filtrado e do procedesbaj de
purificacdo (ASENJO, 1990; BELTER; CUSSLER; HU,
1988).

Ja a centrifugacdo compreende a aceleracdo da

sedimentacao das células em suspensao em um meaoli
por acdo de um campo gravitacional centrifugo.Shses
de células que ndo podem ser tratadas com augildee
filtracdo (por exemplo, quando o produto estd aadocas
células), ou nas quais a assepsia deve ser prdagp@lem
ser clarificadas através da centrifugacdo. Da ifegacéo
resultam suspensfes mais concentradas em relagipnal,

enquanto que- a filtracdo da origem a uma torédivaimnente
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seca, 0 que constitui vantagem desta Ultima openag@aria
em relacdo a centrifugacdo (ASENJO, 1990; BELTER;
CUSSLER; HU, 1988).

Embora os equipamentos de centrifugacao sejam mais
caros que os de filtracdo, a centrifugacdo normaten& mais
eficiente na separacdo de pequenas particulaseidiftle
filtrar. Células microbianas (bactérias e levedyrgsor
exemplo, podem ser separadas do meio liquido por
centrifugacdo, enquanto na filtragcdo elas causaverce
problemas de entupimento dos filtros. Para produtos
intracelulares, a centrifugagdo também é uma hieenativa,
visto que auxiliares de filtragdo ndo podem seciadados
(ASENJO, 1990; BELTER; CUSSLER; HU, 1988).

3.3.2. Rompimento de células

Apoés as etapas de separacdo e lavagem das células
obtidas ao final do cultivo, € necessario procedelise
celular, principalmente quando o produto de insesao
enzimas e produtos recombinantes intracelularderrda de
realizar o rompimento celular depende do tipo de
microrganismos empregado, devendo ainda considerar
fatores como o tamanho da célula, toleréancia edé=nsle
cisalhamento, necessidade de controle de tempayadunpo
de operacao, rendimento do processo, gasto dei@neugto
e capital de investimento (PESSOA JR; KILIKIAN, 300
ABRAHAO NETO, 2001).

Células envolvidas apenas por membranas celulares
sdo frageis e facilmente rompidas sob baixas tensi@e
cisalhamento ou por simples variacdo da pressaotwsno
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meio, adicdo de detergentes ou aplicacdo de wira-ge
baixa intensidade e requerem pouca energia para sua
realizacdo. Uma simples operacdo de bombeamensases
células pode provocar perda da molécula alvo e &S0
tornaria um problema no processamento do meio.oBwo

lado, células com estruturas de parede robustaesafficil
rompimento (PESSOA JR; KILIKIAN, 2005; ABRAHAO
NETO, 2001).

Os principais métodos de rompimento celular podem
ser classificados como: mecéanicos (homogeneizaglaltd
pressao, moinho de bolas, ultra-som), ndo mecatebasjue
osmaotico, congelamento e descongelamento, secagem);
quimicos (&lcalis, solventes, detergentes e &cides)
enziméaticos (lise enzimatica ou inibicdo da sintis@arede
celular) (PESSOA JR; KILIKIAN, 2005; ABRAHAO
NETO, 2001).

3.3.3 Purificacao

Esta etapa do processo downstream pode ser dividida
em duas fases: (1) isolamento primario (concernrapd
purificacdo de baixa resolucdo), e (2) purificacdo
propriamente dita (purificacdo de alta resolucBi@) primeira
fase, se da a remocao de componentes com propgdad
significativamente diferentes e a concentracdo dmyio
aumenta consideravelmente. As operacdes tipicaseta®
na purificacdo de baixa resolugcédo incluem: extrapao
solvente, precipitagdo em meios aquosos e ultesfdD.

Ja na fase de purificagdo de alta resolucdo, oeorre
separacdo do produto de outros com propriedades

510



semelhantes, sendo mais seletiva do que a primasa.
principais operacdes envolvidas sdo as técnicas
cromatograficas.

3.3.4. Precipitagdo em meios aquosos

De acordo com Schmidell e colaboradores (2001), a
solubilizagéo de proteinas precipitadas pode ser
dimensionada de modo a promover a reducao do volume
inicial e, portanto, levar ao aumento da conceatrag
podendo preceder processos de elevada resolugao, oy
exemplo, a cromatografia.

Existem dois tipos de precipitacdo em meios aquosos
“salt-in” e “salt-out”. A precipitacdo de proteinasn altas
concentracdes salinas da-se o nome de "salting- éut
adicdo de sais a concentracdes de 1,5 a 3,0 M raduz
disponibilidade de agua, devido a hidratacdo dass io
adicionados, e consequentemente reduzindo a disjdade
de moléculas de agua que circundam as zonas hidida
superficie da proteina, criando-se condicbes para a
precipitacéo, a qual ocorre principalmente porrag&o entre
zonas hidréfobas de moléculas de proteina (SCHMID&L
al., 2001).0s sais mais adequados s&o aqueles que
apresentam elevada solubilidade, aumentam a tenséo
superficial do solvente, resultando menor nivehieatacao
das zonas hidr6fobas e, portanto, aumentam a plolaale
de interacdo entre estas zonas. Os mais empregados
citrato de sodio, sulfato de sodio e sulfato de ramé
(ABRAHAO NETO, 2001).
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Uma vantagem significativa do uso de solventes é a
reducdo da densidade do meio liquido, o que fagoeec
sedimentacao do precipitado, podendo-se elimiridusive a
necessidade do uso de uma centrifuga. Na pred@pitpor
acao de solventes, o parametro critico na amplide&scala
do processo é o controle da transferéncia de daéwdas no
rendimento e na qualidade final do produto s&o
frequentemente verificadas. O processo do tipo imoot
pode apresentar vantagens no controle desses pasme
resultando um fracionamento mais preciso e redw@o
perdas por desnaturacdo (SCHMIDELL et al.,, 2001,
ABRAHAO NETO, 2001).

J& na precipitacdo por "salting-out", as caracdteais
do precipitado sdo o fator fundamental para a aabEyu
ampliacdo de escala do processo. Nesse caso, manter
constante a poténcia transmitida por unidade denvel
durante a agitacdo e o tempo do processo, € redavein O
objetivo € ndo modificar a tensédo de cisalhamemigosta,
de modo a obter agregados de precipitados de delesiel
tamanho constantes. Fatores como a concentracagehbe
de precipitacdo, pH e temperatura do processoaotante
sdo mantidos constantes na ampliacdo da escaleodespo
(SCHMIDELL et al., 2001; ABRAHAO NETO, 2001).

3.3.5. Ultrafiltracéo

A ultrafiltracdo consiste no transporte de solugdes
através de membranas com poros de diametros de 8,00
um, sob pressdo, e € bastante aplicada quando s des
concentrar ~ macromoléculas  como proteinas  ou
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polissacarideos.Os tamanhos dos poros das membdanas
ultrafiltracdo n&o s&o uniformes e apresentam uma
distribuicdo normal ao redor do tamanho médio dm.pA
faixa dessa distribuicdo varia de acordo com o dueide
fabricacdo da membrana e, também, entre fabricaR@s
isto, o diametro dos poros da membrana a seradaizieve
ser 20% menor que a massa molecular da proteims alv
(SCHMIDELL et al., 2001).

3.3.6. Extracao em sistema de duas fases

A extracdo de biomoléculas em sistemas de duas fase
liguidas imisciveis, constituidas de uma fase am@3IM
solvente, é utilizada ha cerca de 60 anos na pac#io de
antibioticos e acidos orgéanicos (BELTER; CUSSLERJ,H
1988). Para algumas proteinas e biomoléculas, temten
tais sistemas ndo sdo adequados devido a serailgildbsses
componentes a desnaturacdo promovida pelos sadvente
organicos.Uma das principais vantagens do sisteqnasa
bifasico € justamente o ambiente aquoso, que @&erec
condicbes adequadas a distribuicdo das biomoléctdes
como as proteinas, nas fases, sem que ocorram gasdaa
sua conformacéo e consequente perda de atividatigyioa
(PIGNATA, 2014).

A extracdo em sistema de duas fases tem sido
aplicada a purificacdo de produtos obtidos em asglul
animais, vegetais e microbianas, na separacdo s, vi
organelas e &cidos nucleicos. Sao fatores decisa®s
propriedades superficiais das proteinas, como adégaca e

513



hidrofobicidade, além da massa molecular (SCHMIDELL
al., 2001).

3.3.7. Processos cromatograficos

Pelas diferentes propriedades das proteinas, as
técnicas cromatograficas se diversificam para prapia
separacao de misturas proteicas. Geralmente, rectarse o
uso de uma combinacdo de técnicas que empreguem
diferentes principios de separacdo, de modo queada
estagio do processo, sejam removidos contaminaues
propriedades diversas (NORTE, 2007; SCHMIDELL et al
2001). O Quadro 3 indica quais os tipos de crommafiag
podem ser empregados, de acordo com as propriedades
proteinas envolvidas no processo de purificacao .

Quadro 3 - Propriedades proteicas exploradas na separac@pectivas
técnicas cromatogréaficas

Técnica Principio de separacéo
Interacdo Hidrofébica e | Diferencas de hidrofobicidade superficial de proteinas
Fase Reversa em uma mistura
TER. Interagoes bioespecificas (ex: antigeno/anticorpo) entre

proteina em solugdo e ligante na fase sélida

Diferenga de tamanho das proteinas e capacidade das
Exclusdo Molecular ou | mesmas de penetrar ou ndo nos poros da fase solida,
Filtragdo em Gel alongando ou nd@o seu caminho através do leito de fase

solida.

e Diferengas de carga elétrica superficial de proteinas em
Troca l6nica )
uma mistura.

Fonte: NORTE, 2007.

514



3.3.8. Tratamentos finais

A etapa de purificacdo é necessaria para grande par
dos produtos biotecnoldgicos, especialmente aquigesso
farmacéutico. Nesse caso os produtos devem estas,pu
secos, cristalinos ou amorfos. Para tanto, devem se
submetidos a alguns tratamentos finais como aatiriatao
ou a liofilizagcdo.Os materiais liofilizados saoegentados na
forma de po e as atividades bioldgicas se mantéavess
por muito mais tempo, quando comparadas com a
conservagao em solugdo aquosa. Devido a estenfaiitas
proteinas encontram-se no mercado em sua fornilizhdf.

No entanto, se a liofiizacdo n&o for adequadamente
planejada, o processo pode ocasionar a desnatudszio
enzimas e comprometimento do produto final (BELTER,;
CUSSLER; HU, 1988).

Outra técnica comumente empregada na fase final dos
processos de purificacdo de proteinas, particulsienas
enzimas € a cristalizacéo. Consiste no processg@gacao
de cristais de moléculas presentes em solucfes déoreas
supersaturadas. A cristalizacdo é de grande impmatéem
processos biotecnolégicos, uma vez que permitéoaaggem
estavel de bioprodutos. Na etapa final de purificagle
enzimas, estas devem estar em um grau relativarakotde
pureza, pois a cristalizacdo pode ocorrer em naistumpuras
de proteinas. Apés a cristalizacdo, o produto pede
recuperado por filtragdo ou centrifugagéo seguaeatagem
(BELTER; CUSSLER; HU, 1988; SCHMIDELL et al.,
2001).
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3.4 Principais dificuldades nos processos biotecrigjficos

Com base na abordagem realizada neste trabalho
sobre as etapas dos processos biotecnolégicos,adr@yé
resume o0s principais desafios encontrados nestsess,fa
guando as etapas do processo ndo sdo devidamente
planejadas.

Processos upstream

Causas Consequéncias

Reducédo da atividade da enzima de interesse pordega
outras proteases produzidas pelo microrganismo

Oscilagdes na manutencdo da producdo da substimgia
interesse ao longo das etapas do processo

Selecéo
incorreta do
microrganismo
biocatalisador

Aumento do custo do processo devido aos rigcos
ambientais causados por microrganismos patogénicos

Aumento do custo do processo devido a complexidade
das condicdes de crescimento exigidas

Reducdo do rendimento do produto final devidq a
dificuldade de separacdo deste das células do eapent
biolégico

Ma
conservacao Perda das caracteristicas genuinas do microrganismg
das cepas

Variacdes drasticas de pH ou formacdo excessivq de
espuma devido a auséncia de tamponamento do meig

Meio de
cultura
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inadequado

Dificuldade na conversdo do substrato em produto
déficit de nutrientes exigidos pelo agente biol6gicom
consequente diminui¢cdo do rendimento do processo.

Producdo de substdncias por  microrganis
contaminantes que possam inibir o microrganismo
interesse, competir com estes pelos nutrientesedo ou
produzir enzimas que decomponham o produto final

po

Mnos
de

Esterilizacdo
inadequada do

Comprometimento do processo como um todo, devi
escolha do método incorreto de esterilizacéo

o a

meio de
cultura

Decomposicdo dos nutrientes do meio devido
manutengdo de temperaturas muito elevadas (nodza
esterilizacdo descontinua)

172
o

Elevados consumos de vapor (no aguecimento) e ke
(no resfriamento), resultantes da eficiéncia redatiente
baixa do sistema de troca de calor (no caso
esterilizagcdo descontinua)

ag

de

Esterilizacdo

Falha no processo de esterilizagdo pela temper
menor que a requerida

tura

inadequada do
ar

Contaminagdo devido a escolha de sistema centtal
de esterilizacdo, seguido da distribuicdo do am pe
varios reatores

Bioprocesso

Escolha
incorreta da
forma de
conducdo do
processo

Inibicdo do agente biolégico devido as eleval
concentracdes de substrato, causando lise cehdaraso
do tipo batelada simples).

Has

Controle em processo
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Temperatura

. Comprometimento do rendimento de converséo| do
fora da faixa . o
. substrato em proteinas enzimaticas
otima
Pressédo fora do| Favorecimento de contaminacdo nos biorreatores —
especificado comprometimento da assepsia (quando aplicavel)
Agitacéo Deficiéncia do  fornecimento  de  oxigénig,
insuficiente comcomprometimento da atividade respiratéria celula
Agitacao Elevagdo do indice de formagéo de espuma, causarndo
excessiva bloqueio de linhas e filtro de exaustao
pH ]‘qra da Comprometimento da estrutura e permeabilidadeaélyl
faixa 6tima
Processos downstream
Separacdo de . . .
. Algumas células microbianas podem causam severos
células e ) . .
problemas de entupimento dos filtros quando utlliza
fragmentos . . ~
sistema de filtracao.
celulares
Rompimento de | Perda da molécula alvo ou ineficiéncia do rompiment
células celular
Modificacéo irreversivel da conformacédo estrutwal
desnaturagdo da proteina de interesse e perdadotor
final durante a etapa de precipitagdo em meio aguos
Eg'scuggdgz de Desnaturacdo da proteina quando se trabalha cam falt
. P temperaturas na etapa de precipitacdo em meio @quos
purificacéo

Reduc¢do no rendimento do produto purificado quando

nao se escolhe a técnica cromatografica compatbrel
0 produto de interesse
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Falha nos| Desnaturagdo das enzimas e comprometimento| do
processos  dg produto final de interesse, quando o0s processos| de
tratamentos liofilizacdo e cristalizagdo ndo sdo bem planejado
finais executados

Fonte: LUNA, 2016

4. CONCLUSAO

Para que os bioprocessos possam despertar o sateres
tecnologico e comercial, seja na criagdo de umgssITNOVo
ou na otimizagdo de um ja existente, é essenciahéer os
fatores tecnoldgicos que afetam significativameatesua
competitividade. Dessa forma, torna-se possiveinidebs
parametros maisadequados para o desenvolvimento do
bioprocesso de interesse. O sucesso de um dadespooc
fermentativo depende muito da correta definicdo dos
seguintes pontos basicos relacionados as condpgiasseu
desenvolvimento: microrganismo, meio de culturamio de
conducdo do processo fermentativo e as etapas de
recuperacao do produto.

Foi possivel observar que inumeras dificuldadegpod
surgir em virtude do mau planejamento e execuc¢cd® da
técnicas envolvidas nas etapas dos processos rtigicos
convencionais, dificuldades estas que certamené® ir
comprometer a obtencdo ou o rendimento do prodo#d. f
Entre estas, podem ser citadas as seguintes: mediga
atividade enzimética, em virtude da selecédo intardo
microrganismo biocatalisador, ou do emprego do nuso
cultura nutricionalmente inadequado, ou mesmo adewd
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incorreta conducdo do processo; reducao do rentinokm
produto de interesse, ou ate mesmo sua perda, Esulbado

da utilizacdo de um meio de cultura inadequado,dau
dificuldade de separacéo e purificacdo das mols@liilen, ou
problemas com a monitorizagdo das condicOes d&agac
problemas de esterilidade e seguranca dos processos
fermentativos; e aumento dos custos devido a cotidalee

das técnicas aplicadas.

Tendo em vista que o rendimento do produto final do
bioprocesso depende estritamente do planejamemtet@o
das técnicas aplicadas, pode-se afirmar que e#tealmento
contribui substancialmente para os custos totaisbtencao
de uma biomolécula. Assim, a pesquisa e 0 desameiio
de técnicas mais econ6micas e simplificadas delacmm o
objetivo final desejado devem ser avaliados antas d
definicdo do bioprocesso de interesse.
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