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RESUMO

A cultura de células animais tem sido usada com@rfeenta em diversas areas das
ciéncias bioldgicas, desde a pesquisa basica atgliaacdes em medicina. Como plataforma
tecnologica, substratos celulares sédo Uteis, eracedpquando armazenados na forma de
bancos, para a producdo de inumeros produtos mokKygdentre os quais figuram as
proteinas recombinantes de interesse terapéutisacmas virais para uso humano. A
caracterizacao ou certificacao de tais bancosbhestgada na determinacao de seus aspectos de
identidade, pureza e estabilidade.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar aac@ade instalada no pais para o
estabelecimento e certificacdo de células anineauis,especial as de mamiferos, visando a
producdo de medicamentos biolégicos. Para talpforeestigados os centros nacionais que
atuam com pesquisa, desenvolvimento, controle elugém usando bancos de células.
Cientistas de tais centros foram procurados paeengher um questionario a fim de
estabelecer o perfil e capacidades presentes soRmBlelamente, foi realizado levantamento
e analise de toda regulamentagdo, nacional e auiemal, relacionada a geracdo e
certificacdo de substratos celulares usados camrfaustriais.

A comparagdo entre o cenario nacional e o inteonatirevelou que a maioria dos
centros no pais atua na pesquisa e desenvolvintmtbioldgicos; alguns desenvolvem
atividades de testes de controle; e apenas daiipem biofarmacos ou vacinas. Os centros
buscam adequacao a regulacdes para que suasdd/slgjam reconhecidamente aderentes a
um sistema de qualidade; varios destes sdo poiemaeceiros para Bio-Manguinhos. Em
contraste, a maioria das empresas identificadasxteyior ja desenvolve bancos de células
animais em conformidade as Boas Préticas de FgBdca

Foi identificada uma lacuna regulatéria nacionamcrelacdo aos temas especificos
levantados na pesquisa. Neste sentido, o trabaillntira com uma proposta inicial de guia
para orientar o setor produtivo quanto ao estaimetstto e certificacdo de bancos de células.
A geracgdo dos substratos celulares deve ser réalizm conformidade as Boas Praticas de
Fabricacdo, em especial no que tange a aspectos ctassificacdo de salas limpas,
validacbes e qualificacOes; tal adesdo deve seficagla por inspecdo por parte de
Autoridade Sanitaria. De forma similar, os testasapdeterminacédo do perfil de seguranca
devem seguir métodos validados, quando aplicasalizados por laboratérios aderentes a um
sistema de qualidade; tal fato deve ser verificadim cumprimento das Boas Praticas de
Laboratdrio ou acreditacdo por uma Autoridade Naadio

A geracao de bancos de células em condi¢cGes cadifs, bem como sua caracterizacao
por métodos validos e aceitos, confere os atribdéoautenticidade, pureza e estabilidade a
esses substratos, o que ird implicar na producametkcamentos bioldgicos de qualidade,
eficazes e seguros.

Palavras-chave: substrato celular, caracteriz&@as Praticas.
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ABSTRACT

Animal cell culture has been used as a tool in reveelds within biology, from basic
research to medical applications. As a technoldgitatform, cell substrates are useful,
especially when stored as banks, for the produafamany biologicals such as recombinant
proteins of therapeutic interest and viral vaccifmshuman use. The characterization or
certification of such banks is based on the deteatron of their identity, purity and stability
features.

The present work aimed to assess the installedcitgpa the country for establishing
and certifying animal cells, especially the onesnfr mammals, for the production of
biologicals. Thus, national centers dealing witbegach, development, control and production
were investigated. Their scientists were requesiefdl in a questionnaire in order to draw
the profile and capacities present in the counlinyparallel, all regulation, national and
international, was searched and analyzed, regardewgration and certification of cell
substrates used for industrial purposes.

The comparison between national and internatioceharios showed that most national
centers are involved with biologicals research deglelopment; some act in testing and
control; and only two produce biomedicines or vaesi Centers seek adequacy to regulations
so that their activities be acknowledged as complta a quality system; several of such
centers are potential partners to Bio-Manguinhonscdntrast, most international companies
identified already develop animal cell banks acowydo Good Manufacturing Practices.

A national regulatory gap was identified regardgpgcific topics raised in the research.
This way, the work culminates with an initial draféersion of a guideline to orient the
productive sector in establishing and certifying) banks. Such banks must be generated in
conformity to Good Manufacturing Practices, espbcia aspects as classification of clean
rooms, validations and qualifications; such commd& must be verified by the Health
Authority. Similarly, tests to determine the safgiyofile must follow validated methods,
when applicable, performed by laboratories whicmpgly to a quality system; this must be
verified by fulfilment of Good Laboratory PractEer accreditation by a National Authority.

Generation of cell banks under certified conditioas well as their characterization by
valid and accepted methods, grants the attributesithenticity, purity and stability to these
substrates, which will implicate in the productiofbiologicals with quality, efficacy and
safety.

Key words: cell substrate, characterization, Gottes.



1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos historicos do cultivo de células anitisae producédo de bioldgicos

Muitos dos eventos importantes ao longo do deseimehto da biotecnologia, em
sua aplicacdo na area de saude humana, foram gmnatados pelos avancos do cultivo de
células e tecidos em laboratério (Augusto e Olae®001), configurando-se como uma das
areas capazes de conectar a pesquisa fundamenabgacéao industrial (Freshney, 2003).

A tentativa de manter tecidos vivosvitro remonta a 1885, quando o embriologista
Roux conseguiu fazer com que células embrionamagalinha, expostas a solucéo salina
morna, sobrevivessem por alguns dias. No entant@soimento da cultura de tecidos como
técnica e ciéncia ocorreu em 1907, quando Rossisdarrretirou cirurgicamente um
fragmento, ou explante, do tecido nervoso de unri@mide sapo, e 0 manteve com vida pelo
método da “gota suspensa”’, em contato com linfgada, a qual fornecia sustentacéo e
nutrientes apropriados ao crescimento celular (8ng;H999).

Em 1916, os pesquisadores Rous e Jones introduritgsa da tripsina, uma protease
inespecifica, para degradar o material extracetid@sta forma dissociar as células do tecido
original (ou outra matriz a qual estejam aderidag)h como umas das outras. Assim, foi
possivel isolar um tecido primario sdlido, traté&eton a referida enzima (ou “tripsiniza-lo”) e
obter células aderentes individualizadas. As celatsim obtidas, mas também aquelas que ja
originalmente ndo necessitam de adesdo a uma nfatnzo as sanguineas), podem ser
semeadas em um frasco ou suporte em laboratégerag uma cultura de células vitro
(Unchern 1999, Freshney 2010).

Em 1927, com a possibilidade de manter célulagpppdpdos maiores em laboratorio,
Carrel e Rivera conseguiram produzir a primeiranawiral, a vaccinia. Em 1949, Enders e
cols. cresceram poliovirus pela primeira vez, ettutas de células embrionarias humanas. O
ensaio de formagédo de placas foi estabelecido €b2,18or Dulbecco, para detectar a
presenca de virus animais em monocamadas conffu@sitehern 1999, Augusto e Oliveira
2001).



A pesquisa sobre vacinas virais durante a 22 Ghduaradial (1939-45) foi uma das
grandes incentivadoras ao desenvolvimento do cudtercélulas animais, especialmente para
a poliomielite. A vacina inativada para a poélionkecida internacionalmente como Salk, foi
produzida em grandes quantidades usando célulasnas de rim de macaco em 1954, e
registrada nos EUA em 1955. A vacina atenuada \veamhecida como Sabin, foi licenciada
em 1962 (Alvet al, 2008).

Na década de 1950, o uso de cultivos celulares,agrg técnica de laboratério
estabelecida fortemente, foi um passo fundameatal @ &rea da virologia, e ambas passaram
a se desenvolver de forma conjunta e retroalimant@dcultivo de virus passou a nao ser
restrito ao uso de ovos embrionados, e hoje € \msaipliar a quantidade de particulas
virais para fins de experimentos de bancada, olaega escala dentro de biorreatores para
produzir vacinas virais. Este tipo de produto dé € basicamente produzido ao se
promover a infec¢do de células por virus em unrdsdor; desta forma, as particulas virais se
multiplicam, sdo coletadas, alternativamente moftega gerar as vacinas inativadas) e
formuladas para uso humano (Carvalho Metlal, 2008).

O presente trabalho estéa focado na producéo dicagéio de células animais usadas
como material de partida ou plataforma tecnolége@roducdo de medicamentos bioldgicos,
em especial as linhagens Vero, CHO e MRC-5, deawatt mamiferos. Células como estas
vém sendo usadas ao longo de décadas em diveeses das ciéncias biologicas, desde a

pesquisa basica até a producado de medicamentoggmahaimano.

1.1.1 Culturas primarias

Estas culturas sédo obtidas diretamente a partidederminados 6rgaos ou tecidos
animais, pela homogeneizacao e tratamento enzon@@imsS, 1998). O protocolo pode ser
iniciado pela disseccdo de um tecido, seguida fateirhento com tripsina ou outra enzima,
como a colagenase, a fim de degradar o tecido wiivju Pode-se cortar finamente um
tecido, de modo a se obter um explante primari@rasabdividido. Ao fim, sdo geradas
células individualizadas e destacadas umas daasceittle sua matriz extracelular, que podem
ser acondicionadas em garrafas de cultura ou biones (Lécet al, 2008).

As culturas primarias podem ser oriundas de tecido-tumoral (“normal”) ou
tumoral. Células ndo-tumorais mantém suas caratitexs diploides, sdo dependentes de

aderéncia (ou ancoragem) a um suporte a fim desealarem e dividirem. Elas apresentam



inibicdo por contato e limitagdo do crescimento a&lta densidade, isto €, reduzem sua
proliferacdo quando alcancam a confluéncia derdgrand recipiente de cultura, em razéo dos
sinais trocados nos contatos célula-célula. Térm fidta e ndo sdo tumorigénicas, isto €, ndo
formam tumores ou ndédulos quando injetadas em amimaunodeficientes (Augusto e
Oliveira, 2001). Suas necessidades nutricionaisce@aplexas, frequentemente requerendo
meios enriguecidos e suplementacao, em geral comfetal bovino (Coecket al, 2005). Ja

as células independentes de ancoragem crescem gpmenséo, como algumas células
sanguineas e tumorais, e também podem gerar cufitinaarias, sendo necessario apenas sua
coleta e transferéncia para um recipiente com Ifieegshney, 2010).

Dependentes ou ndo de adesdo, as culturas prinmr@passentam o0 cenario mais
proximo daquele encontrado vivo, com tipos celulares heterogéneos e em diferentes
estagios de diferenciagdo, com suas caracteristicembolicas preservadas e ampla
sensibilidade a diferentes virus (Coeekal, 2005). Além disso, € mantida certa arquitetura
tecidual — ponderando-se que, diferentemente @mjartridimensional em um tecido, células
mantidasn vitro podem crescer como culturas em suspensao; ou walarsuperficie sobre a
gual os tipos celulares aderentes podem creseedigidir (Alveset al, 2008).

As referidas culturas, por definicdo, ndo sofrerpigees subsequentes, também
chamados de subcultivos ou passagens. Tais terenmfesem as operacdes com enzimas,
descolamento mecanico ou diluicdes (para célulasumpensao) em que se retiram as células
de um suporte original para inoculagdo em outrogeralmente visando promover a
multiplicacéo e aumento de densidade dessa bior{@lssaida, 2009).

Alternativamente, algumas células de culturas piaeaconseguem proliferar por
algumas passagens, gerando “culturas de passageassi (Coeckeet al. 2005, OMS 2010).
Estas culturas em série, ou subculturas, ndo podgmser consideradas primarias, tampouco
sdo mantidas por maior tempo como linhagens, metkaaietém algumas caracteristicas do
tecido original. Podem ser empregadas para detextgresenca viral em amostras,
especialmente em espécimes citopatogénicos; e pardapermitir a replicacdo dos virus da
rubéola, sarampo e poliomielite no processo dedatéio de vacinas virais inativadas (Alves
et al, 2008).

Um problema que frequentemente limitava a manutede& culturas primarias era a
contaminacdo por fungos e bactérias. Quando pessems meios empregados, ricos em
nutrientes, estes microorganismos crescem em uxaabim maior que aquela exibida por

células animais, depletam os componentes da solsgmetam metabodlitos tdxicos e



culminam por causar a morte da cultura. No entaedtas adversidades foram reduzidas
gracas a alguns avancos importantes, como a afdicde técnica asséptica pelo cirurgido
Alexis Carrel em 1913; a adicdo de antibidticos awsos de cultura em 1940, como

penicilina e estreptomicina; e o uso de cabineude laminar nos anos 70, as quais filtram

o0 ar de entrada e geram uma atmosfera estéripgaranipulacdes (Unchern, 1999).

Exemplos atuais de vacinas produzidas em culturesapas incluem polio em
células de rim de macaco, encefalite japonesa émaséle rim dehamstere vacina contra
sarampo e caxumba em fibroblastos de embrido dehgalAlmeida, 2009).

Apesar da facilidade de crescimento em meio basigplementado e de sua
sensibilidade a uma amplitude de virus, existerarnaliy desvantagens na cultura de células
primarias. A contaminacdo por agentes adventicideeguente, especialmente por virus
oriundos do animal doador do tecido, bem como patédrias — e esta obriga o operador a
adicionar antibiéticos ao meio de cultura. Ha @@ na qualidade e sensibilidade das
culturas; e a cultura exibe curta vida em laboratgrdo podendo ser estocada na forma de
banco celular nem caracterizada de forma exterss@o consideradas, portanto, células ou
culturas de producgéo (OMS, 1998; 2010). Com o terpponé&o sofrerem mais as interagdes
originais de um tecido, as céluliasvitro perdem a polaridadearacteristica de seu fenétipo,
tornando-se mais arredondadas (kéal, 2008).

Culturas primarias podem posteriormente dar origemois tipos de linhagens de
células: aquelas com caracteristicas dipléides llmkagens continuas (Alvest al, 2008).
Para que tal ocorra, € necessario que haja um aommemuamero total de células ao longo de
varias geracoes, levando a predominancia de uncdiodar com alta capacidade proliferativa
e que, portanto, atinja certo grau de homogeneidastia populacao celular (Freshney, 2010).

Com relacdo a certificacdo de culturas em passageomis, Sdo necessarias
abordagens diferentes daquelas usadas para lirthag@oides ou continuas, pois o foco
recai sobre os cuidados iniciais e o histérico @sedvolvimento. Um lote, para fins
produtivos, deve ser considerado como a culturaabta de um ou mais animais que foram
sujeitos a processo comum de retirada do tecidsaglegacdo e processamento, e estes
procedimentos devem ser reprodutiveis. O materidddico deve ser originado de animais
saudaveis, preferencialmente livres de patdégenpscégos, conforme as condicdes de
criacdo e avaliacdo veterinaria e laboratorial.eEessario que haja rastreabilidade até estes
animais de origem, suas condi¢des de criacao eiggéo, cuidados e intervencgdes, anestesia

e reagentes utilizados na obtencdo da cultura pamBevem ser fornecidas informacdes



sobre os procedimentos para isolar células a pdor tecidos, estabelecer e manter as
culturas primarias; e o programa de testes de argairdeve levar em consideracao a origem
do animal e do tecido, podendo ser conduzida dedaroncomitante a producéo, a fim de

detectar agentes contaminantes como virus (ICH&,99¥S 2010).

1.1.2 Culturas de células diploides

Apds sucessivos repiques de uma cultura primar@aimente heterogénea, surge
uma linhagem mais homogénea, com maior velocidadgeascimento e que, portanto, passa
a predominar em cultura. Estas células podem dgerara uma linhagem dipléide, composta
por células que mantém algum grau de diferenciaédbindo caracteristicas de seu tecido de
origem. Elas s&o “normais (n&o-tumorigénicas) e \é&fa finita (Augusto e Oliveira, 2001);
tém ainda os cromossomos pareados, e sdo estmental idénticas as células que lhes
deram origem (ICH, 1997). Com relacéo a citogengtastas células apresentam cariétipo
com o padréo esperado ou proximo a este (FDA, 2010)

A partir dos anos 50, houve grande crescimentorefa @e cultivos celulares, com o
estabelecimento de diversas linhagens e aprofuntdandes aspectos da biologia celular. A
grande atencdo dada aos meios de cultura levaagiarde formulacdes definidas (Unchern
1999, Freshney 2010), ou seja, meios com compaheniémicos selecionados, como
hormonios, vitaminas, fatores de crescimento, damtitas outras substancias. O uso de tais
meios é cada vez mais importante, pois facilitamtrole de qualidade e dispensa o uso de
materiais derivados de animais. O soro fetal bquyioo exemplo, € amplamente usado para
suplementar um meio de cultivo basal, porém podéecaliversos contaminantes, inclusive
micoplasmas e prions (Moraetsal 2008, FDA 2010).

Exemplos de linhagens dipldides incluem MRC-5, dgeon humana, e FRhL-2, de
macaco rhesus (OMS, 1998). A WI-38 também é deaididtecido humano, e foi a primeira
desta classe, estabelecida em 1961/62 por Hay#lickMoorhead a partir de pulméo
embriondrio humano. Ela é usada na producdo deasbiumanas como caxumba (Augusto
e Oliveira, 2001), e sobrevive por cerca de 50 @ms, como geralmente ocorre com
linhagens diploides humanas (Lébal, 2008). Até o fim de sua vida em laboratério, ndo
exibe as contaminacdes virais presentes em cqlulasirias de macacos, 0 que representa

uma grande vantagem. Tais células foram adotada® dmase para producdo de vacinas



virais de uso humano, incluindo pélio (Alvesal, 2008), raiva e rubéola entre 1964-1969
(Freshney, 2010).

A substituicdo de culturas de células primarias @atras de células dipléides se
baseava nas vantagens percebidas neste modeloraSutipléides podem ser estocadas em
um sistema de banco de células (OMS, 2010), o pp@d ser congelado ou criopreservado
(em tanques com nitrogénio liquido ou frizeresatfiiws), a fim de armazenar uma fonte
homogénea e estavel de células. Este procedimeue ger realizado com o auxilio de
substéancias protetoras como DMSO e glicerol; e @gitar injdrias, que podem causar danos
funcionais e morfolégicos nas células. A tempeestude —196°C, ainda podem ocorrer
formacdo de radicais livres e danos macromoleculdesido as radiacdes ionizantes (Alves
et al, 2008).

A seguranca das linhagens dipléides é outra vamtaye seu uso, e esteve associada
a fatores como a auséncia de contaminacdes mitdglias e baixo indice de aparecimento
de células tumorais. Isto era atestado pelo sdatipar com padréo esperado, expectativa
limitada de vida em laboratorio e pela nédo formagd® tumores em animais
imunossuprimidos. Desta forma, inicialmente a sagget do produto era garantida pela
realizacdo de testes para agentes adventicios|atpa e tumorigenicidade lote-a-lote para a
liberacdo da vacina. No entanto, foi consentidoajteste para o potencial tumorigénico seria
melhor aplicado apenas no momento de uma exteoanagterizacdo do banco de células
mestre, bem como das células ap6s o processo deaf#io, para linhagens diploides e
continuas (OMS, 2010). De fato, o uso deste tipeulivo se provou seguro ao longo do
tempo, mas sua aplicabilidade na industria € Ioaitdevido aos seus maiores requerimentos
nutricionais, bem como a dificuldade de cultivo brorreatores de alta escala produtiva
(OMS, 1998).

Durante a confeccédo da presente dissertacao, datifidada uma diferenca no que
tange a nomenclatura de células diploides. O dootonmais recente da agéncia sanitaria
americana, a Administracdo de Alimentos e Medicdosefrood and Drug Administration
ou FDA), publicado em 2010, considera o termo “tdpda inglésstrain) para este tipo de
cultura, uma vez que sua definicdo para “linhageubentende que as células foram
originadas de uma cultura primaria e sobreviveratagetapas de crise e senescéncia; logo,
se aplicaria apenas as células imortais que forfiv@dmagens continuas. Seu guia anterior
(FDA, 1993), no entanto, se referia a ambos osstige culturas como linhagens. Este

trabalho adota o exposto nos documento sobre edwgido de substratos celulares da



Conferéncia Internacional sobre a Harmonizacad=#mgierimentos Técnicos para o Registro
de Produtos Farmacéuticos para Uso Humaide ( International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Regigin of Pharmaceuticals for Human
Useou ICH (1997) e da Organizagdo Mundial da Saudd3Q998, 2010), que consideram
linhagem como um tipo de populacdo de células tambéginada de uma populagéo
primaria, passivel de ser estocada na forma deobamatuindo as culturas diploides.

Em certa idadén vitro, as células dipléides sofrem senescéncia, progessoqual
param de se multiplicar e morrem, pois as poudasagbes genéticas que elas sofreram néo
as tornam tumorigénicas (imortalizadas). Como e@eorralteragcbes a medida que se
aproximam deste estagio, elas devem ser usadasmaténite determinado em termos de
namero de duplicacdes populacionais, para que Vajdade e seguranca de seu uso em

pesquisa e producao (ICH 1997, Coeekal 2005).

1.1.3 Linhagens continuas

Desde o isolamento inicial de uma cultura primas@y exercidas varias pressdes
seletivas sobre as células. Predominam aquelasanseguem migrar do explante de tecido,
sobrevivem aos traumas causados pelos tratamemtonatico e mecanico, aderem a um
substrato de plastico, vidro ou em suspenséao, eqiiges maior capacidade proliferativa e se
adaptam ao ambiente e ao meio de cultivo. Ao latappassagens, se firma uma linhagem
homogénea que, se for composta por células “nofnfeiceto as progenitoras), ira, em
algum momento, parar de proliferar e morrer. Ncamiat, € possivel gerar linhagens de
células com capacidade de driblar a senescéncia eemicar aparentemente de forma
indefinida (Freshney, 2010).

Antigamente denominadas “estabelecidas”, estaadiis sdo compostas por células
que, por algum dos motivos descritos abaixo, sarfnealteracdes em seu genoma que
alteraram os estimulos relacionados ao controlgdii@ celular, e se tornaram imortais, tendo
assim um periodo de vida virtualmente infinito qi@amantidas em laboratoério. Atualmente
denominadas “transformadas” ou “continuas”, taiucas apresentam crescimento rapido e
robusto (Augusto e Oliveira, 2001) e garantem umrisento ilimitado de células. Elas
exibem também alteracbes na morfologia (reducadadwanho, aderéncia e volume do
citoplasmalk alta eficiéncia de clonagem (Lébal, 2008). Podem crescer aderidas ou nao a

um suporte, e podem ser obtidas, de acordo consAha. (2008), pelas seguintes formas:



(a) subcultivo de uma populacédo de células animaimais, que em dado momento

podem espontaneamente sofrer uma transformacaim ndteo e se tornarem imortalizadas;

(b) subcultivo serial de células tumorais, que inabnente ja apresentam o ciclo

celular desregulado, logo ndo chegam a senescéncia;

(c) fusdo com outro tipo celular imortalizado, conm caso dos hibridomas, em que
um determinado clone de linfécito B é fundido a mmeloma, gerando uma célula nova com
capacidade de replicar indefinidamente, secretanchmnoglobulinas de uma so6

especificidade;

(d) transformacgéo de uma linhagem normal com oliawké um virus oncogénico, tal

qual o Epstein-Barr ou um retrovirus;

(e) introducdo, em seu genoma, de genes viraisngogenes capazes de evitar a

senescéncia, como 0s genes E6 e E7 do papilomaninano;

(f) inducéo por agentes quimicos carcinogénicos.

Hartung (2005) ainda aponta possibilidades adicsona

(g) transfeccéo de genes como o E1 do adenovirtedauerase;

(h) isolamento a partir de animais transgénicos

Os primeiros cultivos de células humanas foramalg@ms continuas derivadas de
tumores, que podiam ser prontamente cultivadas aburdtorio, mas hoje englobam as
células Vero e CHO, dentre muitas outras como lmsdamas (OMS 1998, Freshney 2010).

Em 1952, muitos testes da vacina contra a poligeigdram efetuados em células
HelLa, uma linhagem celular imortal isolada a patérum céancer cervical humano muito
agressivo, cujas células possuem grande capacplatierativa. No ano de 1954, estas

células foram rejeitadas como substrato para augémd de uma vacina experimental de



adenovirus, em detrimento de culturas primariasiceconsideradas “normais” (OMS, 2010).
No entanto, células Hela ja foram parte de estupasa quimioterapia, clonagem,
mapeamento genético e fertilizacdo, dentre outros.

Em 1965, Ham introduziu um meio sem soro que sapard crescimento de algumas
células, tornando possivel a clonagem de célulasadesterchinés em tal ambiente. Nesta
época também foi realizada a fuséo entre duasasébaimaticas, uma humana e uma murina
(derivada de camundongo), por Harris e Watkinspdsam virus. A célula hibrida formada,
ou “heterocarion”, abrigava o contetdo citoplasotd® o material genético de ambas as
progenitoras. Apenas em 1975 foi desenvolvida, Kxnler e Milstein, a tecnologia para
obter hibridomas secretores de anticorpos monocoaugusto e Oliveira, 2001). Estas
moléculas de alta especificidade sdo fundamentia pntender os epitopos de diversas
substancias antigénicas, e, devido a sua espdaifiej sdo amplamente empregados em
técnicas analiticas, kits de diagndstico, tratamexntra varios tipos de doencas e como
estratégia de purificacdo de moléculas (Freshr@yg)2

Atualmente h&a anticorpos monoclonais quiméricoga sequéncia protéica contém
aminoacidos murinos e humanos; ha os humanizados,ncaior propor¢cdo de sequéncia
humana; e os humanos, com menor potencial de capsalllemas relativos a
imunogenicidade - portanto, com perfil de seguranehnor na terapéutica (Freshney, 2010).

Durante o ano de 1978, foi reconhecido que a pnadatie dea-interferon ¢-IFN) a
partir de culturas primarias de linfécitos humanés era satisfatéria para a demanda. Neste
contexto, foi proposto o uso de células Namalwaa dmhagem continua linfoblastoide
humana, a fim de suprir a necessidade de IFN pegqusa clinica. A preocupacéo inicial
estava relacionada a presenca do genoma do Epsteindrus integrado ao seu genoma;
contudo, foi avaliado que, diferentemente dos vivasinais, o IFN ndo era um agente
replicante, e que seu uso seria restrito a termpéuontrastando com as vacinas virais, as
quais muito mais pessoas se exporiam em uma camginimunizacdo em massa. Além
disto, foi avaliado que as possiveis fontes de quacdo, como a presenca de DNA com
capacidade infectiva e as proteinas, teoricamewtadds de capacidade oncogénica,
poderiam ser eliminadas durante o processo deégdo (OMS, 2010).

Uma validacdo de processo fabril bem executada,pmrando a reducdo de
contaminantes ao longo de etapas como cromatogyrdfiaamento térmico e o uso de
substancias comg-propriolactona (capaz de inativar virus e de des#r atividade biologica

do DNA) pode assegurar que o produto biolégicol fommtenha niveis residuais de acido
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nucléico e proteinas da célula hospedeira (OMSOR@bnforme discutido na se¢éo 4.3.2.7.
O produto foi finalmente licenciado em 1986 (Unch&®99, Alveset al.2008).

1.1.3.1 Células modificadas geneticamente

Em 1979 foi desenvolvida a primeira linhagem delleégeneticamente manipulada,
possibilitando muitas pesquisas e o0 estudo daaegolda expressdo génica na década de 80,
até culminar na producéo de biofarmacos, isto@gefpras recombinantes sintetizadas a partir
de organismos cultivados. Também foram estudado®ne®genes e 0s processos de
malignidade e transformacado; e em 1983, a reguldgaoiclo celular, a imortalizacdo de
células com o virus SV40, e o cultivo de pele retiarida (Augusto e Oliveira 2001,
Freshney 2010). Cada vez menos se usa a tecnalediibridomas, sendo preferivel obter
anticorpos monoclonais a partir de células engeathas para tal fim.

O inicio dos anos 80 também testemunhou o estaimeleto de linhagens murinas
como NSO e Sp2/0 (Almeida, 2009). Outro grande Ispuoi a obtencdo de roedores
geneticamente puros, bem como a descoberta destpse rmamiferos sdo capazes de gerar
linhagens continuas e tumorais (Freshney, 2010).

O ativador de plasminogénio tecidual foi inicialreeproduzido em 1984, a partir de
células transfectadas de mamifero (CHO), e disfimatio ao mercado em 1987. Em 1989, a
eritropoetina recombinante entrou em pesquisacdiritm 1986, células Vero foram usadas
para producdo da vacina anti-rabica, e houve ageiacdo de hibridomas para obtencédo de
novos anticorpos monoclonais (Unchern 1999, Abtesl 2008).

Na década de 90, houve producdo em escala indudgiacélulas modificadas
geneticamente para a producao de biofarmacos,eesd produtos recombinantes entraram
em pesquisa clinica: antigeno de superficie da tite, fator VIII, glicoproteina 120 do
HIV, clusterde diferenciacéo-4, fator de estimulacdo de colpai@a granulocito, fator de
crescimento epitelial, anticorpos monoclonais erlaticina-2 (Uncherm 1999, Freshney
2010). Como exposto, o desenvolvimento da culter@élulas foi muito impulsionado por
areas da pesquisa médica, como o estudo da neomaai producdo de vacinas virais
(Freshney, 2010). O avanco na producéo de protedsambinantes terapéuticas pelo cultivo
de células se deve, ao menos parcialmente, a posgle de usar linhagens dipldides e
imortalizadas caracterizadas, e a possibilidadendeté-las preservadas por congelamento
(Rodrigues e Moro, 2008).
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Podem-se apontar algumas qualidades desejavetdeminaar uma linhagem que sera
transfectada para a expresséo de proteinas recamdsna célula hospedeira deve apresentar
facilidade a introducdo do vetor de expressdo em@guinaria para transcrever, traduzir,
enovelar e processar a proteina de forma corretdsf\V2007). Para facilitar as etapas de
purificacdo, é vantajoso usar uma linhagem queigartsescer em meio de cultivo sem soro
e que secrete a proteina para o meio extrace@@iamto a etapapstreamdo processo fabril
(crescimento da massa celular e sintese da pratedeabinante), o tipo celular deve ser
compativel e resistente ao sistema de cultivo egapi® como as tensdes de cisalhamento e
agressOes mecanicas que geralmente decorrem dé@ebarbulhamento e agitacdo dentro
de um biorreator, no exemplo de um processo coataerde profundidade (Bollati-Fogolin
e Comini, 2008).

A sequéncia de DNA contendo o gene de interesselicionalmente os elementos
regulatérios para a transcricdo génica (como proresj), € inserida em um vetor de
expressdo, como um plasmideo. Em geral esta sagudaigena € incorporada nas células
animais através de um dos meétodos de transfecg#®,ircluem endocitose por co-
precipitacdo com fosfato de célcio, polimeros catids ou lipossomas catibnicos. Além
disto, o vetor pode ser introduzido pelo métodizdisla eletroporacédo, que induz microporos
transientes na membrana plasmatica (Sah 2006, Bollati-Fogolin e Comini, 2008).

A fim de possibilitar a diferenciacéo e o isolaneedas células que incorporaram 0s
fragmentos genéticos, é interessante incluir norwgha sequéncia contendo um marcador de
selecdo. Esta sequéncia pode codificar uma protadilenente detectavel (e cuja expressao,
portanto, indique que o gene de interesse foi dorm@m sucesso), como a proteina verde
fluorescente ou a enzima luciferina (Shen et ab62®ollati-Fogolin e Comini, 2008). Ha
ainda a possibilidade de usar marcadores como@dgernzima diidrofolato redutase ou o da
glutaimina sintetase. As células contendo tais geae serem expostas a meios especificos,
sofrem uma presséao seletiva que leva a supere#ipress respectivas enzimas, junto com o
biofarmaco de interesse. Desta forma, se realizdif'cacao da expressao protéica a fim de
selecionar clones com grande produtividade espadifiutler, 2005).

A sequéncia de DNA introduzida na célula hospedetde ser expressa de forma
transiente, modalidade na qual se replica de fandependente como um epissoma. Esta
expressao dura até cerca de trés dias, ndo requeadores de selecdo e é util para confirmar
a integridade de um dado vetor. Ja a expressaeekstgue um protocolo mais demorado,

mas pressupfe a integracdo do gene de interesgenoma da célula hospedeira, por um
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mecanismo de recombinagéo ilegitima. Desta forntne o uso de marcadores de selegéo
e/ou de amplificacdo, um biofarmaco € produzidofatena ilimitada em grande escala
(Bernard 2005, Bollati-Fogolin e Comini 2008).

A imortalidade das culturas continuas as tornaisdpara a formacdo de bancos
celulares bem caracterizados e padronizados, capl@zentrarem na producao industrial de
produtos biolégicos em larga escala, e capazeseda gle forma consistente proteinas
recombinantes, anticorpos monoclonais, vacinasodupos para terapia génica, requerendo
apenas o crescimento com adi¢do de meio de cslipptamentado ou definido (EMA, 2001).

No entanto, células imortalizadas podem ter cariagtias bioldgicas, bioquimicas,
imunoquimicas (perda de marcadores do tecido aligie genéticas (instabilidade
cromossoOmica) diferentes das células primariapléides. A chance de serem tumorigénicas
e conterem DNA que codifique proteinas oncogéngera novas preocupacdes quanto a
seguranca em relagédo aos demais tipos de culfsanaiores preocupa¢cdes com linhagens
imortalizadas se referem a presenca de virus endége tumorigenicidade (OMS, 2010),
sendo esta ultima referente a transformacédo reapehpela imortalidade. Este fenbmeno &
acompanhado por alteracbes nas caracteristicasologcas e de crescimento como:
independéncia de ancoragem a um substrato ou dapacde crescimento em meio semi-
sélido, menor requerimento por soro, aneuploidiam@o de cromossomos situado entre o
diploide e o tetrapldide) e heteroploidia (variag@e niumero de cromossomos dentro de uma
cultura), perda da inibicao por contato e limitaghocrescimento pela densidade de uma
cultura. Tais pontos estdo geralmente - porém rémessariamente - correlacionados a

malignidades e tumorigenicidade (Freshney, 2010).

1.1.4 Outros sistemas de expressao

Muitos avancos na biotecnologia foram alcancados sestemas de expressao
envolvendo outros tipos de organismos, como asd#nt® primeiro biofarmaco, a insulina
humana recombinante — que ndo é uma glicoprotemaartir do procariot&. coli. Ela foi
registrada nos EUA em 1982 para o tratamento déemtas diabéticos, que até entdo
contavam apenas com o produto extraido de portmsse(Augusto e Oliveira 2001, Butler
2005). Bactérias sao apropriadas pelo seu rapeszionento e alta produtividade, mas podem
contaminar 0 meio com suas endotoxinas e exibeffil géerente quanto as modificacbes

nas proteinas sintetizadas.
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Células de levedura sdo vantajosas por serem éticas, possuirem maquinario
apropriado para uma série de modificacbes pos<radais e possibilitarem muitas reacdes
similares as que ocorrem em células de mamifeerando produtos com perfil parecido,
embora possa ocorrer hiperglicosilacdo antes deegix protéica (Butler 2005, Almeida
2009). Outras reacgfes incluem ainda processamenteofitico, fosforilacdo e acetilagéo
(ICH, 1995). No entanto, as proteinas sintetizamasélulas de mamiferos, além de sofrerem
tais modificacbes, também apresentam maior pratdatié de passarem por um correto
processo de enovelamento e de serem secretadae pa@ extracelular, o que facilita as
etapas de purificacdo (oddwnstreart) do biofarmaco (OMS, 1991).

A fermentacaalos microorganismos tem semelhancas ao cultivoétidas animais
no que diz respeito as técnicas de manipulacaerilestcdo, quantificacdo, controle de
qualidade, ampliacéo de escala e formacgédo de medatgusto e Oliveira, 2001). Contudo,
as células animais requerem condi¢Bes especiatslltieo, dada sua fragilidade mecéanica
guando expostas a manipulagdes e turbilhdes emedatores (tensdes de cisalhamento). Seus
requerimentos nutricionais e de sinalizacbes séde ammplexos, exigindo meios de cultivo
diferenciados; elas podem necessitar de um sumspecial a fim de sobreviverem e
proliferarem; e seu crescimento é mais lento (@téal, 2008).

As células de insetos apresentam crescente intecesgifico. Trata-se de células de
animais invertebrados, em oposicado aquelas desvdelanamiferos como macacos, roedores
e humanos. Elas possibilitam diversos alvos dedestatomo suas bases moleculares de
desenvolvimento, e podem ser usadas em testesxdmlogia e virologia na area de
agricultura e controle de pestes (Freshney, 20Q0anto a aplicacdo industrial, constituem
um dos sistemas de expressao usados atualmente gamducdo, por exemplo, de uma
vacina contra o papilomavirus humanague tém como principio ativo as particulas
semelhantes a viru¥/ifus-Like Particlesou VLP9. O processo fabril se apdia no uso de
baculovirus como vetores para infectar célulasndetos, que entdo passam a produzir as
VLPs.

Ha ainda pesquisa e/ou producdo em outros tipotaces, ao exemplo das células de
aves, fungos filamentosos, plantas e até célulasigais (Almeida 2009, OMS 2010).

! S&0 usadas células da linhagem Hi-Tdehoplusia nj conforme bula desta vacina disponivel no endereco
eletrbnico da EMA.
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1.1.5 Produtos biolégicos

Os medicamentos biolégicos sao ferramentas de vadstimavel na prevencéo e
tratamento de inimeras doengas que afetam o saanourWacinas tém sido consideradas a
melhor estratégia de combate as doencas infeccimsamprevinivei§ e biofarmacos sdo
frequentemente produtos inovadores, que suprem rikEmaonde anteriormente ndo havia
tratamento efetivo (Bradshaw, 2007).

A classe dos bioldgicos é definida e diferenciada ohedicamentos sintéticos em
funcdo de sua origem e pelas tecnologias de fadidccempregadas; além disto, estes
medicamentos sdo muito complexos para serem caracles apenas por testes fisico-
quimicos, e 0os méetodos, processos e materiais espre sao reprodutiveis (Brasil, 2010b).
Exemplos desta classe incluem, dentre outros, e@sasm 0s biomedicamentos, anticorpos
monoclonais e medicamentos contendo microorganisnos, atenuados ou mortos (Brasil,
2010c). Com a erradicacédo da variola nos anosai@sne ambiciosas metas de combate a
varias doencas surgiram e demonstram como a vagdn&¢uma area em constante
crescimento. As iniciativas pdés-variola estdo regmeéadas pelo Programa Nacional de
Imunizacbes (PNI) e Programas semelhantes em op#is®s, o Programa Ampliado de
Imunizacbes da OMS e a meta de erradicacdo globalpaliomielite (Hochman e
Bhattacharya, 2011). A referida meta esta preypata se prolongar até o ano de 2015, e a
Organizagéo ainda investe em um programa parai@c@ do sarampo, coordenando 0s
programas de imunizacdo do mundo através de speeseatacdes regionais (Hometaal,
2011). Os dados brasileiros publicados pelo PNIR2O0O8B revelam que a implementacéo de
acOes planejadas e sistematizadas, através ddwasecampanhas, rotina e bloqueios, levou
a erradicacdo da polio em 1989 e controlou doewgaso sarampo, tétano neonatal, a
coqueluche e a difteria (Brasil, 2003e).

As vacinas disponiveis atualmente sdo derivadatveesos processos fabris. Podem
ser obtidas pelo crescimento de microorganismosgpaicos ao homem, como bactérias e
virus, que entdo sofrem inativacdo, atenuacdo agnfentacdo para gerar suas fracdes
imunogénicas. Podem ser compostas por virus repkcam ovos embrionados ou culturas de

células; ou ainda por antigenos fabricados porgssis biotecnoldgicos.

% 36 no Brasil, as doencgas preveniveis por vacinfigdm eliminadas ou mantidas sob controle nosnaki 30
anos, conforme apontado no livro do Programa Natide Imuniza¢des (Brasil, 2003e).
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Os biofarmacos sdo compostos pelas proteinas rétantds terapéuticas, obtidas
através da expressdo de um gene de interesse alascthnsfectadas, e podem incluir
citocinas, fatores de crescimento hematopoéticotem® fatores de crescimento, horménios,
fatores sanguineos, enzimas e anticorpos (Mella@astilho, 2008). Estas moléculas séo
obtidas através de técnicas de engenharia ger{éticeecnologia do DNA recombinante) a
fim de expressar os polipeptideos em sistemasacetutomo bactérias, leveduras, células de

mamiferos e de insetos (OMS, 1991).

1.1.6 Aplicacdes adicionais

Ha muitas outras aplicacbes médicas dos conhemsestvolvendo culturas de
células e tecidos. Os exemplos incluem a invedigggor anomalias genéticas em fetos,
transplante de pele, medula e engenharia de te@dpsojeto genoma, fertilizagdn vitro,
bem como os ensaios toxicologicos e laboratorid@sainda a pesquisa para o possivel uso
em terapia génica e clonagem de animais (Freslo@s; 2010).

Células cultivadasn vitro sdo usadas ha muito tempo em toxicologia. O Centro
Europeu para Validacdo de Métodos Alternativos (B®Y é parte integrante da Comisséo
Européia e esta envolvido no desenvolvimento eaméd de testes que possam substituir, ou
ao menos reduzir, o uso de animais de laboraténigpesquisas. Neste sentido, o Centro
convoca seus paises-membros a adotarem metodologliasavaliacdo de toxicidade que
sejam confidveis, como 0s ensaios em culturas kaséadequadas para avaliar produtos
biomédicos. De fato, os estudos toxicologicos podsen realizados para farmacos,
cosmeéticos, aditivos alimentares, pesticidas eytosdquimicos industriais. Se nao € possivel
eliminar o uso de cobaias nestes estudos, os testeésro podem ao menos ajudar no
delineamento de experimeniasvivo mais racionais e direcionados (L&toal, 2008).

Outra aplicacdo esta na realizacdo de bioensaigsmé€odos fisico-quimicos sao
capazes de avaliar a estrutura de uma moléculgigaoe a presenca de impurezas (como
produtos de degradacdo e agregados), mas os haers#o procedimentos analiticos
funcionais que objetivam medir a atividade ou poigéde um produto biolégico. Este método
in vitro ajuda a substituir o uso de animais de laborafiaira a avaliacdo da poténcia de um
determinado medicamento, como nos testes de cerdeohualidade visando a liberagcéo de

lote. A determinacéo da atividade de um produtxeanplo das citocinas, pode ser verificada
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em fungcdo de uma resposta celular ou tecidual, comstimulo ou inibicdo da proliferacao,
expressao de marcadores celulares ou enzimaslaatévantiviral ou toxidez.

Os bioensaios podem, como discutido, ser Uteis paa#iar a consisténcia de um
processo, pela atividade lote-a-lote do biofarmaeo;para avaliar apenas moléculas
funcionais, uma vez que proteinas desnaturadasapésentam atividade biol6gica, mas
seriam quantificadas por métodos fisico-quimico® gquedem proteinas totais, como
espectrofotometria no ultravioletapwry, Bradford ou Kjeldahl (Etcheverrigaray e Kratje,
2008). Alem dos exemplos acima, cultivos celulapeslem ser usados em estudos de
imunologia, especialmente em funcdo dos anticorposoclonais (Freshney, 2010), mas
também em farmacologia, gendmica, proteémica ebukimica (Coecket al, 2005). Fica
visivel, no entanto, que embora as células usaali@stpis fins precisem ser autenticadas, a
fim de gerar respostas confidveis, elas ndo pmcipassar por etapas exaustivas de
caracterizagdo, como € requerido para células ale @imico destinadas ao uso na producao

industrial de medicamentos, os quais serdo admwadiss por via parenteral.

1.2 Bancos de células

Os conceitos adotados pela OMS e ICH estdo quésgratmente harmonizados, e
onde ndo ha total equivaléncia entre os textossandplementacdo das informacgfes. Uma
linhagem celular é apresentada como um tipo de lpgdo de células originada pelo
subcultivo serial de uma populacao celular prima&ique pode ser usada para estabelecer um
banco, com contetdo uniforme e estocado em um inent@propriado, sob condi¢des
definidas de armazenamento - criopreservacdo, gentd¢ em nitrogénio liquido, mas
também possivel em frizeres ultrafrios.

Os diferentes cultivos podem ser criopreservadoggmpo indefinido, a fim de néo
permanecerem se multiplicando vitro quando desnecessario, o que poderia levar a
alteracbes em sua viabilidade e aspectos funciodeisdo a manutencdo prolongada
(subcultivos) em laboratoério. Para lidar com isgeralmente se armazenam linhagens pelo
sistema de banco de células, como um estoque sementaterial biologico (Léet al,
2008). Um sistema de bancos preservados, unifoereasacterizados, fornece ao produtor
um suprimento constante e homogéneo de células gapaoducdo de medicamentos

bioldgicos e biotecnoldgicos de forma consistenterginua (ICH 1997, FDA 2010).



17

Células parentais sdo aquelas manipuladas pararidg@m a um substrato celular,
como CHO néo transfectada e mieloma com linfocitqug entédo sdo processados para gerar
células CHO modificada geneticamente (contendo gesr@ producdo de determinada
proteina recombinante) e hibridomas, respectivamedgtas células (ou clone selecionado
delas) resultantes sdo consideradas uma semeantarceto é, uma quantidade de células

bem caracterizadas (animais ou de outra origenijasba partir de um unico tecido, célula ou
clone selecionado, estocada sob condi¢cOes defieitiaaliquotas uniformes. Tal semente é
subcultivada até alcancar densidade grande o etficpara dar origem a frascos uniformes
de um banco de células mestre ou BCM (ICH 1997, QBESB, 2010).

Ampolas de BCM sao subcultivadas serialmente e rehgas, sob condi¢cbes
controladas de assepsia e com meio especificadfgranar ampolas do banco de células de
trabalho (BCT), o qual entdo pode: (a) ser inoculaitetamente nos biorreatores para
producdo ou (b) dar origem a células (ou cultutes)produgdo, a serem adicionadas aos
biorreatores. O BCT deve ser subcultivado até umitdi maximo definido e finito de
passagens na producao de bioldgicos - mesmo queostonpor uma linhagem imortalizada.
Quando suas ampolas se esgotam, o BCM é recomaostatir de um clone inicial, de
células do BCM ou mesmo do BCT, e deve passampesa bateria de testes indicada a sua
qualificacéo inicial, a menos que uma justificativara proceder de forma diferente seja
aprovada.

Os bancos mestre e de trabalho devem ser tratamlamedma forma durante a
armazenagem e, uma vez que 0s recipientes sejaradost do depdsito, devem ser
descartados. Dadas as particularidades quantobgets/os e usos praticos entre BCM, BCT
e culturasb de producao (se aplicavel), pode hdW¥erencas com relacdo aos componentes
dos meios de cultivo e das proprias condi¢cdes tfteraupara cada tipo de cultura (ICH,
1997). E altamente recomendavel que frascos comtbadcos celulares sejam mantidos
estocados em locais distintos, separados inclugeagraficamente, a fim de garantir a
continuidade dos estoques caso haja acidente emmalgos sitios de operacéo
(Etcheverrigaray e Kratje, 2008). Tais fatalidagedem decorrer de incéndios, erro humano
durante a manipulacéo e quedas de energia — logeo de geradores de energia e sistemas
de enchimento automatico para o nitrogénio liq@obém € desejavel (ICH, 1997).

Os bancos de células ndo podem ser interpretadoainente como insumos em uma

cadeia produtiva conforme discutido na secao sBbas Praticas de Fabricacdo; sdo mais
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bem classificados como material bioldégico de partid uma plataforma tecnoldgica, dado
que fornecem o substrato celular para producaoetkcamentos bioldgicos.

Com relacdo aos aspectos regulatorios do estaimeletm de bancos, os fabricantes
devem fornecer informagdes detalhadas sobre odgpsistema usado para gerar o banco, o
tamanho deste, recipientes e sistemas de fechaméhtados, material de identificagéo,
rastreabilidade das ampolas estocadas, bem commosdimentos, meio e agentes usados
para a criopreservacgao.

Além do exposto, os requerimentos das Boas Prateasabricagcdo devem ser
aplicados ao se estabelecer bancos de células,defgarantir a qualidade e reprodutibilidade
dos resultados. Isso inclui evitar a contaminagéaaca, ao se impedir a manipulacdo de
outros tipos celulares no mesmo local ou tempoamrebém a contaminacdo por agentes
adventicios possivelmente introduzidos com o usecedgentes contaminados, por falhas na
técnica asséptica, ou ainda pela manipulacdo peradpres doentes, que estiveram em
contato recente com biotérios, com outros tiposulaets ou com microorganismos
patogénicos (OMS 1998, 2010). Os principios daitécasséptica e das boas técnicas em
microbiologia devem ser seguidos, conforme apontedparte IV do guia de biosseguranca
da OMS (2004b).

1.2.1 Colecdes de referéncia mundial

Linhagens autenticadas podem ser obtidas de bameosacionais (Hagt al, 2003),
que sao referéncia no nivel global, e cujos pralatservicos sdo frequentemente solicitados
por cientistas — pesquisadores e produtores — difes tos paises. Segue abaixo uma breve
apresentacdo deles, com dados disponiveis em agpsctivos enderecos eletrénicos; e na
sequéncia uma descri¢do das células de interesgrifaa para Bio-Manguinhos.

A Colecdo Americana de Culturadngerican Type Culture Collectioou ATCC)
possui acreditacoes ISO 9001:2008 (relativa aemstde gerenciamento da qualidade),
17008:2005 (calibragéo e ensaios de controle dikdgda) e como produtor de material de
referéncia. De interesse especifico desta dissertac ATCC realiza 0s seguintes testes em
culturas de células: identificacdo por viabilidaderfologia e pureza; esterilidade e pureza
relativas a micoplasma e outras contaminacdes;tipagem pela reacdo em cadeia da

polimerase Rolimerase Chain Reactiamu PCR); fenotipagem por isoenzimas e citometria de
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fluxo. Outros servigos importantes sdo o armazentne comercializagdo dos varios tipos
celulares disponiveis em seu catalogo.

O Depésito de Células de CorielCdriell Cell Repositories esta localizado em
Camden, Nova Jersey (EUA), dentro @oriell Institute for Medical Researcfinstituto
Coriell para Pesquisa Médica). Segundo informagisgonibilizadason-line o Instituto
fornece reagentes, DNA e culturas celulares retacias a diversas doencas. Os servicos
oferecidos incluem cultivos, criopreservacao, edtaiimento de linhagens e bancos, testes de
micoplasma, citogenética e genotipagem.

A Colecédo Alema de Microorganismos e Culturas @Getd Deutsche Sammling von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbbBu DSMZ) comercializa linhagens humanas,
animais e de plantas, e ainda microorganismosus viggetais. Possui culturas de CHO-K1,
CHO-dhfr [-] e o clone Vero-B4, mas nao possui MRG3s servicos contam com assuntos
de patente e depdsito, bem como testes de idagific mas apenas para procariotos.

A Colecéo Européia de Culturas de Células Animaigdpean Collection of Animal
Cell Culturesou ECACC) esta localizada no Reino Unido e didpibpa varias culturas,
inclusive primérias. Os servigos incluem criopreagéo (armazenamento), testes de
micoplasma e esterilidade. A autenticacdo de @sdtérrealizada por andlise de isoenzimas e
DNA profiling.

O Japao possui trés centros. O Banco de Recursag’paquisa Cientifica em Saude
(Health Science Research Resources BamkHSRRB) distribui as linhagens dapanese
Cell Bank for Cancer ResearctfBanco Japonés de Células para Pesquisa em Cancer)
armazena linhagens celulares, tecidos humanos<ld® genes, embrides e espermatozoide
animal e DNA de origem japonesa, disponiveis a strth] Academia e ao governo. A
colecdo inclui Vero estabelecida no pais e CHO-84;testes de controle de qualidade
englobam viabilidade, contaminacdo microbiolégidgapenzimas, Nested PCR, DNA
profiling, analise de cromossomos e virus em células humanas

A segunda instituicdo, Colecdo Japonesa de Biagesupara Pesquisdajpanese
Collection of Research Bioresourcesi JCRB), estad vinculada ao Ministério da Saude,
Trabalho e Bem-Estar. Possui linhagens colecionadgsalificadas, que séo distribuidas
através do HSRRB. Seu catalogo esta disponivdine

O dltimo centro japonés, Banco de Células do CeatgrBio-recursos de RikeRiken
Bioresources Center Cell Banlkesta localizado na cidade de Tsukuba. Seu sisteama d

gerenciamento da qualidade possui certificacdo98@.:2000 para a colegdo, preservacao e
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distribuicio de recursos biologicos. E realizad$idagido das linhagens por testes de
micoplasma e analise de polimorfismos em célulasamas.

Foram identificados, de forma complementar, outh@s bancos de células no
exterior. O Banco de Células da Australi€el Bank Australia possui linhagens
desenvolvidas por cientistas australianos e neadet®s, bem como algumas depositadas
pela ECACC. Os servigos prestados incluem detedgianicoplasma por kit, PCR e
coloracao; e identidade por SPROfiling.

A Coréia conta com o Banco de Linhagens Celulage€aréia Korean Cell Line
Bank ou KCLB), o qual estabelece, caracteriza, mantédisgibui linhagens, conforme
disposto em seu endereco eletronico. Por fim, ;@& acional de Células do IraNdtional
Cell Bank of Iranou NCBI) € uma organizacdo sem fins lucrativos fpraece células e
presta servicos aos pesquisadores desse paisof® @aom as informacfes em sste sédo
realizados testes de controle de qualidade partaroamacdo microbiolégica (incluindo
micoplasma) e diversos métodos de autenticacaljndo analise citogenética e tipificacao
de DNA por STR em células humanas, e isoenzimologyia verificacdo da espécie.

Adicionalmente, a Organizacdo Mundial da Saude oMSO(World Health
Organization ou WHO) possui bancos de células de referéncia, sfi®@ estoques
criopreservados gerados a partir de pmol Unico e homogéneo de células, preparados sob
condicbes definidas, e que foram submetidos astedte caracterizacdo. Um importante
exemplo é o banco WHO Vero RCB 10-87, estabeleeiol987, que pode ser fornecido
sem taxas para produtores de bioldgicos. Ha diseraatagens em sua utilizacdo, como a
auséncia de conflitos de propriedade intelectudngo historico publicado e revisado sobre
sua seguranca e sua qualificacdo para a producdaaieas. Além disso, a Organizacao
também examinou o estabelecimento, em 2007, doobdmeeferéncia WHO MRC-5 RCB,
destinado ao preparo de vacinas, obtido sob coesliBEF e sujeito a controle de qualidade.

No entanto, as culturas da OMS devem ser usadas sementes celulares, a partir
das quais os produtores podem desenvolver seus BOM®mprador ndo fica isento de
certificar extensivamente seu banco mestre, apEstadera grande chance de corresponder as
especificacdes definidas (OMS, 2010).
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1.2.2 Células Vero

Esta foi a linhagem continua mais usada para aupé&@dde vacinas ao longo dos
altimos vinte anos (OMS, 2010). Foi derivada deuledl epiteliais por transformacgéo
espontanea, apds passagens semmigtro, de células normais extraidas dos rins de um
macaco verde african€ércopithecus aethiopsaudavel. Ela foi isolada em 1962 (Augusto e
Oliveira, 2001) e é considerada como nivel 1 cdatcé® a biosseguranca

Apesar das alteracdes metabdlicas e funcionaisafoeu, células Vero ainda mantém
determinadas caracteristicas de seu tecido origifdesmo assim, elas podem ser infectadas
e replicar outros virus que nao aqueles com trapigana o tecido renal, a exemplo dos virus
neurotroficos como poliomielite e raiva — logo ditnem excelente plataforma tecnoldgica
para producdo das respectivas vacinas (Carvalhdo Mgl al, 2008). Houve utilizacao
extensiva também para ensaios com diversos vimstred os quais o SV-40, rubéola,
reovirus, e adenovirus, e ainda arbovirus (Doyfteriffiths, 1999). Os usos ainda podem
incluir a avaliacdo da citotoxicidade de biomaisrideteccdo de toxinas, testes de eficacia,
testes de meios e micoplasma, uso como substcame hospedeiro para transfeccao (Alves
et al, 2008).

Estas células crescem com relativa rapidez e témrahdimento em termos de
densidade celular, razéo pela qual sdo muito ugaatasa producédo de vacinas atenuadas e
inativadas (OMS, 1998), como aquelas contra a padilite inativada (Salk), raiva,
influenza e variola, produzidas hoje nesta platafotecnoldgica, e outras ainda estdo em
investigacdo, como uma vacina contra encefaliterjapa (Montagnoat al 1999, Taubeet
al. 2007).

O uso de células em vez de ovos embrionados coataf@ma para a producéo de
vacinas apresenta importantes vantagens. A rapidgroducdo € importante, pois poderia
atender a urgéncia em uma possivel pandemia. Aiéto, ddo mantidas as propriedades
antigénicas dos virus; as endotoxinas sao elimgadaa maior seguranca pela auséncia de
antibioticos e proteinas do ovo, tal qual a ovaliman(Kistneret al 1999, 2007), responsavel
por reacdes adversas em individuos alérgicos.

Um BCM foi doado a OMS por um fabricante na passageé 134, e a cultura ndo
exibe perfil tumorigénico até a passagem 150. Bstedn dez laboratérios comprovaram que
a cultura atendia aos requerimentos de esteriljdagentes adventicios, tumorigenicidade,

presenca de transcriptase reversa e identidadelmduate o banco € estocado na ECACC
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(Inglaterra) e ATCC (EUA), e, como mencionado n&ase anterior, as ampolas sé&o
fornecidas gratuitamente a autoridades e produtdeebiolégicos para serem usadas, por
exemplo, na producéo de biolégicos (OMS, 1998).

Mais tarde, a OMS publicou um adendo com mudanggsfisativas quanto as
expectativas regulatorias e aos avancos cientjfieasaliando que seu banco ndo deveria
mais ser considerado mestre, mas sim uma semduatardg®MS, 2005). Desta forma, os
interessados devem adquirir ampolas para estabelegs proprios BCMs, realizar extensiva
requalificacdo, contemplando ainda ensaios parsdrgptase reversa (PERT) e quaisquer
atualizagdes na pesquisa por agentes adventitestes de seguranca. Adicionalmente, essa
mudanca na genealogia do banco de células Vero lgvde a investigacdes quanto ao
namero de passagens maximas (sua idadiro) permitida para o uso industrial, o que deve
ser cuidadosamente estudado para cada processm alefi caracterizar seu potencial

tumorigénico.

1.2.3 Células CHO

Estas sdo células derivadas de ovaribatasterchinés Cricetulus griseusadulto, e
por serem um sistema mamifero, possuem a capacidedesalizar modificagcbes pos-
traducionais (como a glicosilacdo) de proteinasfalma semelhante ao padrdo humano
(OMS, 1998). Logo, sao muito utilizadas para traogho, expressédo e producdo em larga
escala de glicoproteinas recombinantes de intetesg®utico.

As células primarias d€. griseussdo dipldides (22 cromossomos), e tal cariotipo
serve como base para a nomenclatura, baseada eteab@nto, de todas as linhagens
derivadas de CHO. A linhagem parental CHO-K1 folada em 1957 por Puck e sua equipe
(Léoet al, 2008); tem caribtipo dipléide (Freshney, 201@nc21 cromossomos, dos quais 9
sdo denominados “grupo Z” e apresentam delecdesrsiies pericéntricas e translocacoes
(Martinet et al, 2007). Sao epiteliais, crescem aderidas a umtratinsse houver suporte
disponivel, mas também sao cultivaveis em suspef#sdgusto e Oliveira, 2001). Quando
adaptadas para crescimento independente de ancpragjas perdem sua morfologia
fibroblastéide e se tornam esféricas (le¢@l, 2008).

A linhagem CHO é considerada segura, pois muit@spiimcipais virus patologicos
para humanos ndo conseguem se replicar nela, camaopdlio (Mellado e Castilho, 2008).

Consequentemente, sdo classificadas como nivebilbggeguranca, sendo suscetiveis a virus
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como Getah, estomatite vesicular (Indiana), e tergiss aos virusiodoce “Botton-Willow.
Esta linhagem produz particulas virais defectil@gy seus virions ndo séo infectivos (FDA
2010, OMS 2010).

Com relacdo ao uso em biotecnologia, convém notsr glguns biofarmacos
apresentam estrutura simples, como a insulina hamarombinante, e sdo classicamente
sintetizados em sistemas de expressdo como célrdaarioticas da bactéria. coli. Tais
sistemas oferecem facilidade para a manipulacaetigane o cultivo, e sdo satisfatérios
guando ndo se requer um maguinario intracelulas nefinado (Butler, 2005).

No entanto, biofarmacos mais complexos sdo molggoitatéicas que passam por
diversas modificacdes pos-traducionais, em suariaaiaracterizadas pela adicdo de cadeias
de acucared\-glicosilacdo eD-glicosilacao), mas também por outras reacdes qyivacao
e hidroxilagcdo. As glicosilacdes tém impacto diregosolubilidade (perfil farmacocinético),
imunogenicidade, estabilidade estrutural e ativadaiblogica da proteina terapéutica, e
ocorrem em organelas como reticulo endoplasmatiamoraplexo de Golgi de células
eucaridticas - incluindo fungos filamentosos, lavad, células de plantas e de insetos. As
células hospedeiras preferidas sdo as de mamifia® e BHK paby hamster kidney
derivada de rim déamsterneonato), em funcéo de seu repertorio enzimaticoléB2005,
2008).

Dadas estas caracteristicas, a linhagem CHO-K1 ié rtilizada em engenharia
genética na obtencdo de biofarmacos como: altefdiase IX de coagulacdo recombinante,
eritropoetina, interferorp, trastuzumabe, alemtuzumabe, bevacizumabe, omwdize, o-
glucosidase acida, laronidase, coriogonadotrafinagalsidasé, folitropinaa e etanercepte
(Augusto e Oliveira 2001, Walsh 2010).

Héa ainda inUmeras outras linhagens derivadas de @idfniveis nos bancos de
células. A linhagem CHO-DG44 foi gerada por mutagée quimica e radiagdo gama. Com a
delecdo de ambos os alelos para o ghrie estas células séo apropriadas para a selecdo de
clones transfectados com uma sequéncia que contehlggne exdgeno, e que, portanto,
sobrevivam em um meio seletivo. A mesma sequénmacgntém o gene para sobrevivéncia
das células pode codificar uma proteina de inter@8kartinetet al, 2007). As linhagens
CHO-K1 e outra com genotipo DHFR-, tal qual o cl@tO.DUKX-B11, tém aplicacdo na

expressao transiente e estavel de proteinas rewanés (Bollati-Fogolin e Comini, 2008).
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1.2.4 Células MRC-5

Esta linhagem é derivada de fibroblastos humanognsg@rios (tecido normal) que
sofreram entre 60 e 70 passagens antes de al@aprs#agio da senescéncia. Foi derivada de
um tecido pulmonar saudavel de um feto do sexo utiascde 14 semanas de gestacao pelo
pesquisador Jacobs (1970) em setembro de 196GloBeembrionarios ou fetais geralmente
originam culturas mais faceis de iniciar, que salvem e proliferam melhor que as derivadas
de tecidos adultos, em fungdo de sua menor especi@b e maior potencial proliferativo. Os
fibroblastos de MRC-5 sao derivados do mesoderma,s§o mais faceis de cultivar do que
células epiteliais, neurais e enddcrinas, e regrand mitdgenos presentes no plasma
(Freshney, 2003).

Observacdes revelaram que células MRC-5 sédo capbzesobreviver por 42-46
duplicacdes populacionais antes de reduzir sua daxaultiplicacdo, conforme se observa
com fibroblastos humanos. Sao células n&o-tumddgén de vida finita, aderentes e
susceptiveis a inibicdo por contato (Augusto e &as2001, Freshney 2010), e classificadas
como nivel 1 de biosseguranca.

Células MRC-5 sdo as mais usadas entre as dipldiiies sdo suscetiveis a infec¢ao
por uma ampla variedade de virus, tais como polisvl, herpes simplex, estomatite
vesicular, raiva, rubéola, varicela (catapora) ruo@ha (Doyle e Griffiths, 1999). Desta
forma, sdo muito usadas no estudeitro destes agentes (p.ex.: estudos de transfecc¢ao), bem
como no desenvolvimento e producgéo de vacinassypaia uso humano (Augusto e Oliveira,
2001). E usada atualmente para fabricar as vacioasa rubéola, varicela e poliomielite
atenuada abir). Podem ainda ser usadas em testes de eficagajosnde toxicidade e
estudos sobre o envelhecimento celular.

Uma desvantagerao seu uso seria a alternativa muito viavel de cémdas CHO,
Vero, MDCK, MDBK ou até HelLa para a producéo deivag virais. Estas linhagens, apesar
de transformadas, apresentam estabilidade gerpiiiceoda sua longa propagagaovitro.
Atualmente, se desejavel, é possivel obter MRCdrtatizada pela transfecgcdo com SV-40
(Carvalho Melloet al, 2008).
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1.3 Caracterizacao de bancos celulares

Os substratos celulares sdo as células usadas plataforma tecnologica, visando a
producédo de biolégicos como biofarmacos e imunobiobs (exemplo das vacinas) para uso
humano (ICH 1999, FDA 2010, OMS 2010). E sabido goeaspecto critico na avaliagdo
destes substratos € sua relacdo custo/beneficeo ganso industrial. Porém, como as
autoridades publicas de saude esperam usar protiuto® menor risco associado possivel,
tem havido pressdo para fabricantes e reguladopeisn@arem as caracteristicas de
qualidade, seguranca e eficacia destes produto$S(QBD9).

No ambito nacional, tanto a Lei 6360/76 quanto aCRB5/2010 indicam a
necessidade de que os produtos passem por com@ooeeptifica e andlise, a fim serem
reconhecidos como seguros e eficazes para 0 upogioo e que sejam demonstradas sua
identidade, atividade, qualidade, pureza e inoda&d8rasil 1976, 2010c).

A FDA (2010) define_caracterizacdo como a deterg@inadas propriedades de um
substrato ou de um banco celular. Ja a qualificagéia a determinacéo da adequabilidade de
um substrato celular para o uso na producéo, basadua caracterizacao. Freshney (2010)
nao cita aspectos de estabilidade, mas consideraa qralidacéale uma linhagem seja a
determinacdo da autenticidade, procedéncia e aaséeccontaminacdo. Para a presente
dissertacéo, € adotada a definicdo de caracteozigdgéncia Americana, como sinénimo
de certificagdo, que condiz com o texto da OMS Q2@ se subdivide em trés aspectos a

serem avaliados nos substratos candidatos ao dabnezacao de bioldgicos:

- identidade ou autenticidade, que incluem a detexgdio da natureza e origem de uma
cultura, bem como todo seu histérico e procedéncia;

- seguranca ou pureza, que investigam a presenganteinantes de diversos tipos e
0S potenciais tumorigénico e oncogénico;

- estabilidade, que avalia a manutencéo das catatasi de uma dada célula ao longo

de seu uso.
1.3.1 Tipos de testes utilizados para a caracterigao de bancos de células
A certificacdo dos bancos deve considerar aspexio® identidade, contaminacao e

estabilidade. O BCM deve ser exaustivamente tesjadato as caracteristicas de identidade

e pureza; e a estabilidade das caracteristicasngo do trabalho, uma vez para cada produto
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a ser registrado. Apenas este banco deve passabatelia de testes se houver justificativa,
por exemplo, quando ele for diretamente usado @greoducéo, como é o caso de alguns
produtos com poucos lotes fabricados ao longo dp an cujo BCM conta com poucas
ampolas restantes. O BCT deve ser testado con@icetars contaminantes adventicios, a fim
de identificar se estes foram introduzidos ao lodgaultura ou da manipulagéo (ICH 1997,
Rodrigues e Moro 2008, OMS 2009).

1.3.1.1 Identidade da cultura

A contaminacdo cruzada entre linhagens celularemreocem altas taxas nos
laboratorios e ndo pode ser ignorada. Os cientdgaem autenticar suas linhagens e os
editores de revistas e demais publicat@lesvem requerer a autenticacdo de linhagens antes
da vinculacao de artigos cientificos (Freshney 3208 certificacdo e autenticacdo garantem
que uma determinada linhagem seja confiavel emoerde perfil de DNA e da espécie
original livre de contaminacfes (Léx al, 2008), e isto garante seguranca adicional em
laboratérios que manipulam diversas linhagens (FZDA0).

A identificacdo inclui testes como cariotipagemardlise do perfil de isoenzimas,
caracteristicas de crescimento, morfologia cel@damarcadores genéticos, como DNA

fingerprinting (Rodrigues e Moro, 2008). Os testes sdo abordzalgscéo 4.3.1.

1.3.1.2 Seguranca relativa a contaminantes e resihl

Deve ser considerada a possivel contaminacéo potesyinfecciosos, dentre 0s quais
estdo o0s virus endoégenos e outros microorganismastarainantes introduzidos
inadvertidamente ao sistema, tais como bactériagyok, micoplasma e virus exdégenos.
Todos os reagentes utilizados — incluindo sordpsitra, a qual pode ser derivada de bois ou
porcos - devem ser aprovados e livres de contat@sanicrobianos e da espécie animal de
origem. O ideal é que se testem estes e outrognpas, como efeito citopatico e
hemadsorgao, tanto nos bancos celulares quantoateriah obtido ao final do processo

(sobrenadante, células ou o lisado destas) a fimwstigar a introducédo de contaminantes

® Tal exigéncia ja é realidade para alguns edi®wtamo a revistasature Sciencee Cancer Research
conforme disposto em sewgbsites



27

durante a producdo, bem como a expressao de waiiersds (OMS, 1998). A presenca de
contaminantes deve ser pesquisada nos bancos meatgrgabalho, e, neste sentido, deve-se
pesar 0 impacto do uso de agentes seletivos ei@imiils devido a sua capacidade de

mascarar a contaminacao por organismos como keeefungos (ICH, 1997).

Também ha questbes relacionadas as propriedadescélaks usadas como
plataformas produtivas, como a presenca de DNAotejmas indutoras da proliferacdo de
células imortalizadas, quanto ao seu potencial tig@ico e oncogénico. Em especial apos o
advento da tecnologia do DNA recombinante, as sega€ de nucleotideos introduzidas na
linhagem hospedeira também devem ser avaliadas (Q9I8B), visto que 0s vetores de

clonagem podem ser construidos com promotoresu€seqs virais.

A tumorigenicidade e oncogenicidade séo classifisgubr alguns autores (Rodrigues
e Moro, 2008) como atributos de identidatiecélula. No presente trabalho, contudo, estas
caracteristicas serdo abordadas dentro do estbd® ssegurang@u purezapas linhagens,
para que possam ser incluidas na discussdo sotiwedce de impurezas, junto com 0s

contaminantes adventicios.

Ha preocupacdes ainda quanto a presenca de subast@ensibilizantes ao ser
humano. Estas incluem proteinas como as derivagasatkeriais animais (p.ex.: do soro fetal
bovino), ou proteinas da célula hospedeira, queyeml possuem capacidade imunogénica;
ou ainda os residuos de antibidticos, como pemilou outros agentef-lactamicos
(Etcheverrigaray e Kratje, 2008). Os testes retaddos a seguranca de substratos celulares
s&o expostos e discutidos na sec¢édo 4.3.2.

1.3.1.3 Estabilidade das caracteristicas celulares

Os testes de estabilidade visam, basicamentean@ainanutencdo das caracteristicas
de identidade de uma cultura celular durante stiaca&gem e ap0s uma campanha de
fabricacéo.

Pode ocorrer redugéo gradual no nimero de cépiamdgene transfectado junto com
um sistema de amplificagdo como DHFR ou GS, nordecde uma longa cultura, pois a
remocao do agente de selecdo reduz a pressaotadapiercida. Adicionalmente, um gene
de interesse pode ser silenciado ao longo da audtor funcdo de seu local de integracéo no

genoma hospedeiro, bem como devido ao relaxameartetérocromatina (Butler, 2005).
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Bancos mestres ou de trabalho de células dipl@dmmtinuas devem ser qualificados
quando sdo descongelados, pela avaliacdo da dedelj fendtipo, sistema de expressao
recombinante, caracteristicas de crescimento e eugntual atributo importante. Além disso,
a estabilidade genética deve ser conferida no B€m eélulas ao fim da producéo, visando
monitorar a expressdo protéica e sua produtividegfeecifica (OMS, 2010). Quando o
processo pressupde a lise celular, como na prodig&acinas virais em Vero e MRC-5, a
alternativa € usar células-controle. Estas saolastlderivadas do banco (mestre ou de
trabalho), separadas da produgcédo e cultivadas emlejma sob as mesmas condigdes
(exposicdo a meios, reagentes), porém sem sofreliafaccdo pelo virus. Sdo usadas, assim,
para simular ostatusde células que sofrem rompimento, bem como céldé&asulturas
primarias, ao fim de uma jornada de producdo (FE04,0).A avaliacdo de estabilidade esta

descrita na segao 4.3.3.

1.4 Regulamentagéo internacional e nacional

Diversos documentos internacionais discorrem soBra@spectos da certificacdo de
bancos celulares, com o propésito da aplicacao ietadnologia na area de saude humana,
incluindo temas de qualidade, caracterizacédo, segare questdes regulatoérias.

As discussdes e pesquisas do presente trabalhalnmnite abordam as publicacdes
da Organizacdo Mundial da Saude, que é a autoridasléNacbes Unidas responséavel pela
direcdo e coordenacéo das acOes e politicas ens saldivel global. Seus documentos sao
mais globais, baseados no conhecimento cientifispodivel e na comunicacdo entre
reguladores e industria (OMS, 2009). O objetivegegurar procedimentos na producdo e no
controle para gerar medicamentos biolégicos segaireficazes. Tais procedimentos podem
ser descritos em guias, que sao documentos gexaie sertas questdes de interesse, ou
recomendacdes, que estabelecem especificacfesaeqara determinados produtos. Todas
estas orientacdes sdo acompanhadas da instrughquEns paises, através de suas agéncias
reguladoras e seus laboratdrios de controle nasioadotem estes critérios como requisitos
minimos, preferencialmente na forma de monograéias suas farmacopéias ou como
legislacdo, e implementem maiores requerimentosac®do com suas nhecessidades,
particularidades e experiéncias.

Dada a especificidade do tema, h& ainda outros ntetos produzidos pela

Organizacédo de grande interesse nesta dissertaghlicados no formato de uma série de
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relatorios técnicosTechnical Report Seriesu TRS) e de relatorios de reuni@MsS 1998,
2003, 2005, 2007, 2009). O documento intitulado BR8 (OMS, 1998) € o mais importante
para este tema, e, até o fechamento do atual iahaiha revisdo para ele estava em fase de
consulta publica para atualizacédo do seu aconselftargientifico (OMS, 2010).

Em seguida sdo analisados os guias organizado®mood do ICH, o qual redne
representantes das agéncias e industria farmag&ldgEstados Unidos da América, Europa
e Japao, em discussdes técnico-cientificas vishaduonizar a interpretacdo e as exigéncias
para o registro de produtos medicinais, dentreuassgestao inseridos os bioldgicos.

Os guias da Agéncia Européia de Medicamentos (E8&&) revisados na sequéncia.
Eles apresentam maior detalhamento em assuntos icemiificacdo e seguranca viral dos
bancos celulares a serem usados como plataformrasidgicas. Alguns de seus guias estao
integralmente harmonizados com o ICH, contendo esmmos titulos e textos, mas ainda
assim cada um dos paises-membro europeus tem rdalieede realizar adequagfes em
funcao de sua prépria legislacéo sanitéaria.

Seguindo a analise, os documentos do FDA saoaddz como fonte de informacéo
guanto aos requerimentos mais detalhados parabetstimento de bancos de células com
fins industriais. Os textos iniciais foram dispah#ados na forma de “pontos a considerar”
(ou PTC, da sigla em inglés pdraints to Considgr dentre os quais o primeiro relevante a
esta dissertacéo foi um PTC sobre a caracterizégdiohagens celulares usadas na producao
de bioldgicos em geral, sejam vacinas, biofarmacosutros (FDA, 1993). O texto ndo era
definido como um guia ou regulagcéo, mas apenaprasentacédo do consenso da Agéncia
Americana naquele momento. Mais tarde foi lancaalorascunho (@raft versiori), e em
fevereiro de 2010 foi publicada a verséo final @dvaguia, atualizando especificamente a
caracterizagdo dos substratos celulares e outrteiais biologicos (FDA, 2010) usados na
fabricacdo de vacinas virais contra doencas infees. Este documento apresenta o
pensamento atual da Autoridade Sanitaria Americentborma de recomendacdes, mas abre
espaco para o debate sobre diferentes abordagesde due haja justificativa cientifica e
validacédo para tal.

E importante ressaltar que a Organizagdo MundialSdéde é a autoridade de
reconhecimento internacional, e as demais repas@ged (ICH, EMA, FDA ou outra
agéncia) sdo autoridades estrangeiras e regioksssn, havendo impasse entre o disposto
por elas, o Brasil deve adotar a orientacdo da GNto verificado acerca da aplicabilidade

das BPF na geracédo de bancos celulares (discigidegéo 4.4).
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A legislacdo brasileira apresenta diversas lacunaanto a regulamentcdo para
assuntos tdo detalhados como a certificacdo dératdsscelulares, com relacdo ao conteudo
das Resolucbes da Diretoria Coelgiada (RDCs) daisAnvSao identificados poucos
fabricantes nacionais na area de imunobioldgicasoceacinas, dentre os quais se destacam o
Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos — Bio+Mainhos, dentro da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz/RJ) e o Instituto Butantan (IB), edo3Paulo. Ha ainda fabricacéo nacional de
soros hiperimunes (também classificados como imiot@iicos) pelo IB, Fundacédo Ezequiel
Dias (Funed, em Belo Horizonte), Instituto VitabBil (Rio de Janeiro) e Centro de Producgéo
e Pesquisa de Imunobiolégicos, no Estado do PéBaatas, 2009).

1.4.1 Registro de medicamentos biologicos no Brasil

A andlise técnico-cientifica para o registro dddgiros é realizada pela Coordenacgéo
de Produtos Biol6gicos e Hemoterapicos da Agéncaidwal de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), vinculada ao Ministério da Saude (MS)eyulamentacao dos produtos biolégicos
no Brasil foi inicialmente contemplada pela RDC®&02003, a qual foi seguida pela RDC
315 (Brasil, 2005c).

Estas normas sempre adotaram como escopo 0s exed®lbioldgicos citados no
item 1.1.5, além de evidenciar a maior variabil&lad que concerne aos materiais de partida,
processos fabris e métodos analiticos para essseale medicamento.

A RDC 315 vigorou até o segundo semestre de 20fl@uxe novidades como a
possibilidade de se produzir um principio ativo fébricas diferentes (desde que integrantes
de um mesmo grupo farmacéutico ou dentro de umasfai@ncia de tecnologia). O
documento era focado no produto, seja na forma rilecipio ativo, granel, em sua
embalagem primaria ou medicamento terminado, eaglid quesitos de sua caracterizacgéo,
producdo, controle de qualidade, estabilidade,aefic e seguranca. Foram delineados
parametros como a necessidade de que os fabricantdasive do principio ativo,
possuissem Certificado de Boas Préticas de FaBdc@EBPF), que é o documento legal,
emitido pela Autoridade Sanitaria competente dos paé fabricacdo, atestando que
determinada linha de producédo de uma empresa cuwapr®s requisitos de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) estabelecidos pela legislacdoniggeNo caso de produtos bioldgicos
terminados, o CBPF se refere a linha de producaprdduto bioldgico (principio ativo,

produto biolégico a granel e produto biolégico teradlo). Para fins de conceituacdo, esta
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norma considerava que “fabricacdo” sdo todas asagopes que incluem a aquisicdo de
materiais, todas as etapas de producdo, controlequddidade, liberacdo, estocagem,
expedicao e os controles relacionados.

Fica visivel que esta RDC, apesar de se refernegistro de biofarmacos e vacinas,
nada estabelecia com respeito aos bancos celul@dizados como plataforma tecnolégica de
producdo. Tampouco a norma valida nesta época paiaspecdo de industrias de
medicamentos, RDC 210 (Brasil, 2003b), continh@eifpacdes para esses bancos. Quanto a
inspecdo sanitéria, esta Resolucédo e o guia da (AFKR) apenas definem que os bancos
celulares, bem como os lotes semente, devem sazanados separados de outros materiais,
e 0 acesso a eles deve ser restrito a pessoakadtor

Em 2010, a RDC para registro de biolégicos entrou aonsulta publica, e em
17/12/10 foi publicada a nova Resolucdo, RDC 5%gBr2010c). Foram mantidos quase
todos os requisitos anteriores e a abrangéncianddgcamentos, porém neste momento foram
introduzidas inovacdes e possibilidades para stregile biologicos no Brasil, dentre as quais

se destacam:

- possibilidade de registro de produtos biolégicoso-mévos pela via da
comparabilidade, inclusive com extrapolacdo dagcagdes terapéuticas, desde que
cumpridas as exigéncias delineadas;

- previsdo do registro de vacinas terapéuticas, além classicamente conhecidas e

usadas de forma profilatica.

De especial interesse ao presente trabalho, a RWMZDB) adotou as orientacdes
internacionais atualizadas e introduziu a necedsidie caracterizagcdo dos bancos celulares
utilizados na fabricacdo de vacinas e biofarma€oscapitulo lll/se¢cdo IV solicita os
seguintes detalhamentos sobre a documentacao digcame controle de vacinas:

v' descricdo dos lotes de virus e da linhagem celirahjindo identificacdo, origem,
caracterizagdo, estabilidade, determinacdo de egestranhos/adventicios, controles,
métodos utilizados na sua elaboracgéo e frequénsiamkaios;

v' descricdo do sistema de banco de células (mesteetebalho), com identificacéo,
certificados de analises, origem, caracterizacéimbdidade, controles em processo,
meétodos empregados na sua elaboracéao, frequérxiestes e definicAo do numero

de passagens;
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v' demonstracao de que as caracteristicas das cétulamntém inalteradas durante os
passos empregados na producdo, bem como a detedimida idade celular maxima
in vitro;

v’ descricdo das caracteristicas do doador origin&é, domo tecido/érgdo de origem,
origem étnica e geogréfica, idade, sexo e condigfmdgica geral, para o caso de
linhagens humanas;

v descricdo das condi¢cdes do doador original e @afatitas gerais, tais como espécie,
linhagem, tecido/érgdo, origem geografica, idadesexo, testes para agentes
patogénicos e condicéo fisiologica para linhagemyaddas de animais.

A secdo V apresenta 0s seguintes requerimentosaadar producao e controle dos

bancos celulares (mestre e de trabalho) usadosteagéio de produtos biotecnoldgicos:

v descricdo da cepal/linhagem hospedeira;

v' sequéncia do gene, descricdo do vetor, métodoseecin do vetor, selecdo de
clones gerados e controle da expresséo;

estabilidade genética do vetor dentro da célula;

determinacao da idade celular maximaitro;

descricédo do sistema de banco de células;

D N N NN

atividades de controle de qualidade, estabilidaalérequéncia dos testes.

Na auséncia de detalhamentos e monografias oficemifarmacopéia Brasileira, a
RDC 37b (Brasil, 2009b) define que outras farma@gpeao reconhecidas e aceitas no pais,
incluindo a Alem&, Americana, Argentina, Britani¢gyropéia, Francesa, Internacional (da
OMS), Japonesa, Mexicana e Portuguesa. Isto € fiemger para as especificacbes e
metodologias analiticas que muitos fabricantesrnat@onais adotam, e que nao estdo

detalhadas no compéndio brasileiro.
1.4.2 Boas Praticas
E reconhecido que nenhum regime de testagem enodate células é capaz de

detectar todos os contaminantes em potencial. Oestaa, € importante que se adotem

principios de prevencdo ao longo de seu estabedatimpara assegurar a auséncia da
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introducdo de contaminantes e gerar uma fonte &aglfide substrato celular (ICH, 1997).
Tais principios estdo contidos nas Boas Pratio#es,s§o vistas como as normas e técnicas
necessarias a obtencéo da qualidade em uma daddesaplicacao.

Esta secdo apresenta informacdes quanto ao matesjednivel sobre os principios
das Boas Praticas em algumas areas correlacion&aanalisado e confrontado o
envolvimento das Boas Praticas de Fabricacdo, deratrio e em Cultura de Células,

dentre outros assuntos, no estabelecimento e earacio de um banco celular.

1.4.2.1 Boas Praticas de Fabricacéo

Ha muitos guias publicados a respeito das BoasicBsatde Fabricacdo de
Medicamentos para orientar a industria farmacéutiéa OMS tem documentos
complementares em sua série de relatérios técriendp um deles mais generalista (2003), e
0 outro especifico para os bioldgicos (1992). Daglsss caracteristicas peculiares, como a
esterilidade, sdo indicados varios pontos impoetapara a producdo de biolégicos, como a
necessidade de usar testes farmacopéicos parecgdtete contaminantes microbiol6gicos; e
o treinamento das pessoas envolvidas na fabricag@tmbando &reas de conhecimento como
BPF, bacteriologia, virologia, imunologia e quimica

A prevencao de contaminacdes adventicias deveviad® a todo custo, garantindo
gue funcionarios que tenham sido expostos a teeidisais ou culturas de microorganismos
nao entrem em contato com areas estéreis, excénoese seguidos procedimentos validados
de descontaminacdo (OMS, 1992). Existe ainda acppagdo com a contaminacdo cruzada
potencial quando ha manipulacédo de outros tipadares no ambiente (ICH, 1997). Isto é
investigado rotineiramente durante uma inspecaa partificagdo quanto as BPF, o que
inclui auditar as plantas da fabrica, com as coesxéntre seus sistemas de ar e os filtros
alocados na entrada e saida dos mesmos, e os flaxesssoas e materiais pelos ambientes
(Brasil 2003b, 2010Db).

Dois outros tépicos importantes nestes documertosaddéia de que a producde
biolégicos — sem mengdo as atividades de desenvolvimento tegoo)6 como o
estabelecimento de bancos celulares - deve seuziladconforme as BPF; e que, a fim de
minimizar o risco de contaminacao, deve ser addtadaca asséptica durante o processo, um

cuidado que também esta descrito nas Boas Prdtcaaboratorio e em Cultura de Células.
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A RDC 210 foi publicada pela Anvisa em 2003 considdo as recomendacdes da
OMS para a certificacdo da qualidade de produtosdeéuticos, mediante inspecdes nas
unidades fabris para concesséo do Certificado de BRxposto que durante uma inspecéo se
avaliam as instalacdes fisicas, 0os processos [woduttestes de controle de qualidade e
sistemas de garantia da qualidade, e o certifiéga@mitido por linha de producdo (forma
farmacéutica), no caso de medicamentos sintétoxoppr produto, no caso dos biologicos. A
Unica referéncia que esse texto fazia aos bancosldias usados na fabricacdo de produtos
bioldgicos se resumia aos cuidados em seu armaeeb@m® ao Seu acesso apenas por parte
de pessoas autorizadas (Brasil, 2003b).

Esta Resolucdo continha trés partes. Iniciava-se @ma secdo sobre Garantia da
Qualidade (GQ), onde eram definidas as respondabtids nos temas higiene, validacao,
auditorias internas, pessoal, edificacédo, equiptmsemateriais e documentagcdo. A segunda
parte continha um guia com orientacfes para impitanes principios da GQ e BPF. Por
fim, eram introduzidas diretrizes suplementares djgem respeito a medicamentos estéreis,
produtos bioldgicos e validacdes dentro da indaistri

A norma entrou em consulta publica no ano de 20@9revisédo foi publicada em
2010, como a RDC 17 (Brasil, 2010b). Esta vers@ne® disposto anteriormente, mas se
adequou ao guia atual da OMS e traz algumas agaks para o Brasil, especialmente com
relacéo a classificacédo de salas limpas e a valdde sistemas informatizados.

A RDC apresenta a Garantia da Qualidade como umanfenta imprescindivel para
a aplicacéo da filosofia e da politica da qualidagedo definida como a totalidade de acdes
sistematicas e providéncias que tém por objetivargas que os medicamentos estejam dentro
dos padrdes de qualidade exigidos, podendo asginutdieados para os fins propostos.
Portanto, a GQ incorpora as BPF e outros fatonetjindo o projeto e o desenvolvimento de
um produto. Um sistema apropriado de GQ, aplicadabécacdo de medicamentos, deve
assegurar, dentre outras coisas, que 0s mesmom Smjajetados e desenvolvidos
considerando a necessidade do cumprimento dasHBaasas de Fabricacédo, de Laboratorio
e Clinicas; assegura também que as operacfes decpme controle estejam claramente
especificadas por escrito; e que sejam realizaddsst os controles nas matérias-primas,
produtos intermediarios, produtos a granel, bem ocamatros controles em processo,
calibracOes e validacdes.

As BPF séo apresentadas como a parte da Garanfaalmlade que asseguram que

0s produtos sao consistentemente produzidos e otaohts, com padroes de qualidade
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apropriados para o uso pretendido. Uma das subdwidas BPF sdo as boas praticas de
producdo, com os procedimentos operacionais pados e registros documentados. Esta
parte do texto se dedica as operacdes de produgigrevencdo de contaminacgfes; ha
inclusive uma parte dedicada a obtencéo de prodstéseis e aos processos de esterilizacao.

O cumprimento das BPF esta dirigido primeiramentedaicdo dos riscos inerentes a
qualquer producéo farmacéutica, os quais ndo paeerdetectados apenas com a realizacao
de ensaios nos produtos terminados. Estes risomsceastituidos essencialmente por
contaminagao-cruzada (como a contaminagdo comsotifros celulares, no caso de bancos
mestre e de trabalho), contaminacdo por partiqwiaseis ou ndo) e troca ou mistura de
produto.

Algumas determinacfes das BPF se referem a pra;essdlificacdes, infraestrutura
e manutencao de registros constantes. Todos osgs@xde fabricagdo devem ser claramente
definidos e sistematicamente revisados em funcaexgeriéncia adquirida. Além disso,
devem demonstrar capacidade de fabricar medicas)edémtro dos padrdoes de qualidade
exigidos, atendendo as respectivas especificacdesetapas criticas dos processos de
fabricacéo e quaisquer modificagOes significat@gem ser sistematicamente validadas.

As areas de producdo devem ser providas de taafaaastrutura necesséria, com um
quadro de funcionarios qualificado e devidamergsado; espaco e instalacbes adequadas;
equipamentos e servicos adequados; materiais,iget@p e rétulos claros e corretos;
procedimentos e instrugcdes aprovadas pela GQ; amaa®ento e transporte adequados.

Deve-se ainda manter registros detalhados referenfabricacdo e distribuicdo, que
possibilitem o rastreamento completo de um lotgnsearquivados de maneira organizada e
de facil acesso. Isto é vital para a tomada desacédso haja alguma nao-conformidade ou
desvio de qualidade. Como o texto estd direcionao® medicamentos, alguns pontos
adicionais sdo desenvolvidos sobre seu armazenansitorias internas e a capacidade do
fabricante em lidar com recolhimentos, reclamacéevestigacdes sobre desvios de
qualidade (Rodrigues e Moro, 2008).

Os produtos biolégicos, como vacinas e proteinasmbinantes, sdo contemplados de
forma diferenciada na Resolucdo. E destacado, xim harmonizado com a OMS, que seus
processos fabris exibem uma maior variabilidaddnséca, sofrendo degradacdo e gerando
subprodutos de forma nédo constante, o0 que tornagridica a adeséo aos principios das BPF.
Em geral sdo preparacdes injetaveis, logo deverasiéreis e apirogénicas, e normalmente

fabricadas em salas limpas, que sdo areas ondmeram@e particulas viaveis e ndo viaveis é
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controlado por meio de filtros de alta eficiéndRodrigues e Moro, 2008). Além disso, pode
haver preocupacdes adicionais com relacéo a biossega e a manutencao de biotérios.

Outros temas que recebem atencéo especial da sdona

» procedimentos operacionais padrdo (POPSs);

» documentacao: todos os métodos, especificacoesmades, instrucdes, atividades,
procedimentos e resultados devem ser registradoa fias de controle e
rastreabilidade, o que é fundamental para assegupaalidade da producéo;

» calibracOes: aplicaveis a afericdo de instrumeti¢osiedida e equipamentos;

» validagOes: para o0 processo fabril, procedimentos ldnpeza, sistemas
computadorizados e metodologias analiticas; s&e fiamdamental das BPF e devem
ser conduzidas de acordo com protocolos pré-desnmhra gerar relatérios finais
claros;

» qualificacdes: referentes as instalacfes, ao des#mple equipamentos e sistemas, e

a operacgao de sistemas e subsistemas.

As valida¢cdes constituem assunto de maior impodar@s processos considerados
criticos devem ser validados de forma concorrgmaspectiva e/ou retrospectiva, quando
houver altera¢des na formula padrdo ou um novodoéde preparacao for introduzido, bem
como na utilizacdo dos materiais e dos equipametifesentes, ou ainda quando houver
alteracdes no processo. As BPF de bioldgicos intlaesalidacdo do processo de fabricacdo
para avaliar, principalmente, a reducdo de contant@s como DNA e proteinas das células
hospedeiras, agentes adventicios e virus endégenos.

Outra subdivisdo das BPF se refere as boas prateasntrole de qualidad€Q),
que incluem também os estudos de estabilidade.cBpfeulo da RDC esclarece que o CQ é
responsavel pela amostragem, especificacbes, enspiocedimentos de liberagdo e
monitoramento ambiental. E vital que tal setor se@ependente do Departamento de
Producdo, mas que tenha acesso a ele. Suas eagééé@sicas se referem as instalacoes,
treinamentos, procedimentos, qualificacfes e valids, documentacao, testes e resultados,
armazenamento de padrdes analiticos e rotulagedadé atencéo ainda para a qualificacéo
dos fornecedores e para a execucao e registro ausoles em processo - tdpicos ndo
obrigatoriamente vistoriados para acreditacao ISO.

Frente a uma grande variabilidade e riscos de desle qualidade, a producdo de

bioldgicos e os métodos de controle de qualidadéadds devem ser altamente padronizados
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em funcdo da potencial contaminagdo por agentesn#édios, da relativa instabilidade de
muitos ingredientes ativos e da variabilidade inerelas matérias prinfas metodologias
analiticas.

Quanto & atribuicdo para realizacdo das inspeg@@senais, as Vigilancias Sanitérias
locais (VISAs estaduais ou municipais) sao respaisdelas visitas a estabelecimentos de
interesse sanitario, dependendo do nivel de deatizatdo. O Estado do Rio de Janeiro, por
exemplo, é descentralizado e a VISA Municipal @oesavel pela inspecdo em farmacias de
manipulagdo sem produtos estéreis, drogariasurestas e outros estabelecimentos; a VISA
Estadual efetua as inspec¢des em industrias e fasnguwe manipulam produtos estéreis.

Em contraste, a Anvisa € responsavel pelas inspegaaitarias nas fabricas
localizadas no exterior, e acompanha as nacionzasdp ha maior complexidade, ou a
pedido da VISA local. No entanto, apds processprdequalificacdo pela OMS em 2008, foi
adotado um procedimento pela Geréncia-Geral deed¢dsp e Controle de Insumos,
Medicamentos e Produtos (GGIMP/Anvisa) no qual,apar certificacdo de produtores
nacionais de medicamentos biolégicos (vacinas,ssaiergénicos, biofarmacos), a equipe
inspetora deve contar com representante(s) daldtag da Anvisa e do INCQS, este como 0
especialista na &rea de controle de qualidade.

Em alguns exemplos nos EUA e Europa, o desenvohionge BCMs e BCTs pode
ser realizado por uma empresa especializada (ieeda ou independente) ou ainda por um
laboratério de pesquisa e desenvolvimento dentréabdeca ou universidade. Tais locais
devem igualmente ser inspecionados para certificpefa Autoridade Sanitéria. A FDA, por
exemplo, conduz inspec¢des de BPF pds-comerciabzgqpé se estendem aos BCMs e BCTs,
quando aplicavel, conforme seu programa de insgediponivebn-line’; de forma similar,
duas empresas contatadas no exterior, que desenvdlancos celulares (vide secédo 4.1.2),
afirmaram que séo inspecionadas pelo FDA ou AwdedSanitaria competente do pais. Se
os testes de caracterizacdo de bancos forem adizeor outros laboratérios, estes devem
ser auditados quanto as BPL e/ou acreditacao, coafdiscutido na se¢éo 1.4.2.2.

A RDC 249 de 13/09/05 (Brasil, 2005b) estabelece B para produtos
intermediarios e insumos farmacéuticos ativos. &laedigida com foco nas industrias

farmoquimicas, e chama atencdo a pontos como: glessstalacdes, equipamentos e

* Estes séo considerados pela OMS como desafiadranizacéo de bioldgicos, conforme descricdo em sua
pagina de bioldgicos na internet.

® O Programa consta na pagina da FDA que contémmimfgbes regulatérias sobre produtos bioldgicos.
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aparelhos, materiais de producédo, recipientes,elrape desinfeccdo. Atualmente esta em
consulta publica (Brasil, 2010a) para se adequan gelatério de 06/2010 emitido pela OMS.

Ha uma proposta para uma nova Resolucdo, tambémoasulta publica (Brasil,
2009a), como complementacdo a RDC 249/2005, e tpeerte especificamente sobre os
insumos farmacéuticos ativos obtidos por cultumscélulas/fermentacdo. Este documento
inédito no Brasil aborda as similaridades e difeasnentre o processo de fermentacao
classica, que frequentemente produz substancibaide peso molecular, tal qual vitaminas,
antibiéticos, aminoacidos e carboidratos; e prazedsiotecnolégicos, que normalmente
empregam organismos geneticamente modificadosddasarobtencdo de moléculas de alto
peso molecular, como proteinas ou polipeptideoex® reforca aspectos como o controle
dos materiais de partida, controles em processsopé instalacées e equipamentos. E dada
atencdo ao aspecto da biosseguranca para evitantangnacdo do operador e do meio
ambiente durante a manipulagdo de organismos patogé

Com relacdo aos bancos celulares usados para prothiEnos ativos, esta proposta
de RDC relembra os cuidados de manutencdo, magigmjlastocagem e rastreabilidade;

contudo, introduz os seguintes temas de interespeedente dissertacao:

» o fabricante deve garantir a identidade, purezal@lidade dos bancos;

» bancos de trabalho recém preparados devem seficpdds através de caracterizacéo
e testes apropriados;

» a estabilidadelos bancos deve ser monitorada sob as condi¢coasrdezenamento
definidas;

» deve haver controle e registro do nUmero de passagpiques.

Em suma, a norma determina que a empresa devderaacos bancos e qualifica-
los para o uso pretendido, bem como validar o gsacale fabricacdo, definindo a idade
celularin vitro maxima a ser permitida para cada processo fabril.

Estes documentos foram formulados com base em ianrgarnacional (ICH, 2000)
sobre as BPF para ingredientes farmacéuticos ati@sdocumento ndo se dedica a
biosseguranca, em termos de saude do trabalhadbr meio ambiente, e esclarece que suas
disposicbes ndo afetam a habilidade de cada AgéRmguladora de estabelecer
requerimentos especificos a respeito dos insumessatO texto engloba os ingredientes
obtidos por processos de sintese quimica e tambérfeppnentacdo, dentre outros, e exclui

agueles usados em vacinas.
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O guia reconhece que as etapas iniciais, como ac&@®rde substratos celulares
(estabelecimento dos bancos mestre e de traballw®ldlas de mamiferos), podem estar
sujeitas as BPF e devem passar por controles degso apropriados, porém nao as inclui no
seu escopo. A atencédo é dirigida as etapas subgegudesde a recuperagdo de uma ampola
de células, passando pela manutencdo do BCT, aullisolamento e purificacdo,
processamento e embalagem; o documento consideza eqtas sao as etapas que
normalmente apresentam requerimentos crescente®oq@@aBPF.

No caso de medicamentos obtidos por sintese quimigaia ndo se aplica a etapa de
producdo dos materiais de partida do insumo ativas somente aos passos seguintes, a
saber: introducdo dos materiais de partida do iosativo no processo, producdo de
intermediarios, isolamento e purificacdo, processdame embalagem.

Em seu guia Q5D sobre a derivagédo e caracterizdeasubstratos celulares para
obtencdo de produtos biotecnologicos (ICH, 199&p, dispostas diversas recomendactes
sobre as informacdes a serem fornecidas quandegiktro de um medicamento biolégico.
Este documento inclui células de microorganismiirsh@gens animais, dipléides e continuas,
usadas para a producdo de biofarmacos e vacinamfdkmacdes se referem a origem e
histérico da linhagem, procedimentos, manuteng®bes e garantia da qualidade. Fica clara a
posicdo do ICH em né&o considerar especificamentrassidade de seguir as BRFante a
obtencéo de bancos de células.

Outra area que se refere as BPF sao as Boas Bré@ficecas (BPC). Estas sdao um
padrdo que engloba o desenho, conduta, monitoramenerrupcdo, auditorias, andlise,
comunicacdo e documentacdo para estudos clinieoantqhdo que eles sejam validos em
termos éticos e cientificos, e que as propriedéatesacéuticas do produto em investigacéo
sejam devidamente documentadas (OMS, 2004a). Ddacom as BPC, a OMS e a RDC
17/2010, as BPF devem ser seguidas pelos fabricanieodos os momentos relacionados a
producao, inclusive durante o desenvolvimento delicaeentos destinados ao uso em
pesquisa com seres humanos.

Contudo, existe atualmente uma lacuna regulat@stenponto, jA que a Autoridade
Sanitaria ndo € obrigada a inspecionar um fabicpata certificar sua adesdo as BPF durante
o desenvolvimento. A RDC esta focada nas atividauisstriais propriamente ditas, e deixa
escapar atividades em que as BPF devem ser adjcadmo nas BPC e também no

estabelecimento de bancos de células a serem ugadassubstratos na producao.
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1.4.2.2 Boas Praticas de Laboratorio e Acreditacdo

A Geréncia-Geral de Laboratérios de Saude PubB@LAS/Anvisa) tem, dentre
seus atuais objetivos, a regulamentacao, o fomadéeto e a coordenacao das redes e sistemas
de laboratérios analiticos de interesse da Vigi#rganitaria, desta forma promovendo a
Politica Nacional de Gestdo da Qualidade nos Lafwdoa. Além disso, esta rediscutindo a
organizacdo da Rede Brasileira de Laboratériosiicad em Saude (REBLAS). Esta Rede e
as suas normativas estdo em processo de reforraulagcgonsequentemente a GGLAS
suspendeu de forma temporaria as atividades rédsren habilitacdo de laboratérios, ndo
realizando vistorias para reconhecimento quant8aes Praticas Laboratoriais (BPL). As
informacdes constantes na pagina dessa Geréncah-@entam os laboratérios analiticos,
com interesse em serem incluidos ou continuarerREBLAS, a buscar reconhecimento
junto ao Inmetro.

As BPL sdo um conjunto de procedimentos aplicadsspaocessos laboratoriais que
visam a obtencao da qualidade (Costa e Costa, .286@)cumprimento fornece um padréo de
auditoria internacional, relacionado aos processgganizacionais e as condicdes de
planejamento, execuc&o, monitoramento, documentagacelato correto dos estudos
laboratoriais. A Organisation for Economic Co-operation and Devehgmt (OECD ou
Organizacéo pela Cooperacédo e Desenvolvimento Buond OCDE) possui uma série de
documentos a respeito das BPL, que visam garaontr ap resultados dos testes sejam
confiaveis, vélidos e de alta qualidade, com infgées sobre os produtos em teste. O guia
mais geral (OECD, 1998) explica que estas BoadcBsaestdo focadas nos estudos nao-
clinicos de seguranca, em termos de saude humamabiental. As praticas cientificas e
gerenciais devem levar a testes com qualidade g@wglapara que haja harmonizacao e
aceitacdo mutua entre diferentes paises.

A referida norma é aplicavel ao registro de diversaegorias de produtos, dentre as
quais figuram os medicamentos, inclusive substaraéaorigem bioldgica e até organismos
vivos. O texto determina os seguintes aspectosgagralidade: organizacéo e definicdo das
responsabilidades (da geréncia, investigador rahcequipe); existéncia de um programa de
GQ); instalacbes adequadas a todas as operacOezadas] manutencdo de aparelhos,
equipamentos, materiais e reagentes; sistemas sties téisicos, quimicos e bioldgicos;
materiais de referéncia; POPs e documentacao;jpiaaeto, realizacao e relato do estudo; e

retenc&o de amostras do material testado.
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O reconhecimento BPL é, em suma, dado por areardeecimento, para laboratérios
que realizem estudos nao-clinicos de segurancandas ao registro de produtos. Sua
aplicabilidade, no ambito desta dissertacdo, skrigida apenas aos testes de caracterizacao
relativos a pureza das culturas de células (agadhesnticios, virus, tumorigenicidade, etc.).
De forma similar, e conforme apontado por Doyler#fiths (1998), embora seus elementos
(documentacéo, testes) sejam necessarios, as B®Llsawd aplicaveis, por definicdo, ao
estagio do estabelecimento de bancos celularessimass BPF.

Outra possibilidade de avaliacdo da qualidade naksas laboratoriais € a acreditacéo
de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 (ouptesmente ISO 17025). Esta
norma apresenta os requisitos gerais para compet@adaboratorios de ensaio analiticos e
calibracdo, incluindo amostragem, com métodos niiwats ou ndo (ABNT, 2005). Costa e
Costa (2009) observam ainda que ela define um padignacional competitivo e unificado
para atestar a competéncia dos laboratérios pdsa atavidades, e também para o
desenvolvimento de novas metodologias. O textorpwma aspectos das BPL, mas os
assuntos nao sao equivalentes.

A acreditacdo € aplicavel a todas as organizacdes rgalizem ensaios e/ou
calibragbes, como um laboratério analitico queuefaestes de controle de qualidade em
produtos ja registrados (e ndo apenas para tedteslinicos de seguranca). Sdo avaliadas a
rotina laboratorial, 0 programa de monitoramentsistema de gestdo da qualidade. Ela é
aplicada a calibragbes e andlises de produtos eah gendo emitida por tipo especifico de
ensaio(p.ex.: um meétodo de ELISA para quantificar deteadb antigeno em uma vacina), e
nao para a atuacao do laboratério como um todo.

Esta norma ISO verifica diversos tépicos tambéntoxidos em inspecdes de
certificacdo BPF (tépico “boas préaticas em contd#equalidade”, dentro da RDC 17/2010),
como: POPs, programa de manutencdo, calibracbédagi@es de métodos, definicdo de
responsabilidades, treinamentos, documentacaaeabgidade, auditorias e GQ com as
politicas, sistema e manual da qualidade. Os régslide seguranca nao sao cobertos em seu
escopo, tal como ocorre nas inspecdes sanitarias.

As provaveis diferencas entre uma avaliacdo ISOngpeicdo BPF (avaliando

laboratorios de CQ dentro de uma industria) inctuem
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(a) maior tempo dedicado em uma avaliacdo para actéditaomparada ao prazo (de
geralmente um dia) que as inspecdes sanitariasateds boas praticas em controle
de qualidade;

(b) maior atencdo que a ISO dedica a verificagdo ddedpa de referéncia, que devem
ser fornecidos por organismos reconhecidos;

(c) observacdes mais minuciosas sobre as incertezasathsoes.

Adicionalmente, a andlise comparativa das normaseas&lareceu se a acreditacao
dedica tanta atencdo aos tépicos “qualificacdoodeetedores” (ou “aquisicdo de servigos e
suprimentos”) e “qualificacdo de equipamentos” dqoase faz em uma inspecao para
certificacdo BPF.

A acreditacdo quanto a ISO 17025 ndo € obrigatdnas oferece vantagens ao
interessado, como a conquista de novos mercadoserdo da confianga nos servigos
analiticos prestados, bem como o aprimorament@iddiEas e divulgacdo dos servicos com
reconhecida competéncia técnica.

O Inmetro é o 6rgdo nacional a quem compete o0 plaremto e execucdo das
atividades de acreditacdo de laboratorios de egidlor e de ensaios, de provedores de ensaios
de proficiéncia, de organismos de certificacaopegdo, treinamento ou outros, necessarios
ao desenvolvimento da infra-estrutura de servigendogicos no pais. Ele é capaz de
realizar avaliacBes nos laboratérios para finscdeditacéo quanto a norma I1SO 17025:2005
De acordo com as informacdes disponiveis em seeregal eletronico, o Instituto também
responde pelo monitoramento da conformidade aasipios das BPL.

Atualmente, ha uma Consulta Publica (CP n° 15 de32Bl) para RDC da GGLAS,
contendo norma especifica a entrar no arcabou@digarda Anvisa. O texto proposto dispbe
sobre a REBLAS, que pode ser composta por labaratpriblicos e privados, que devem
prestar servicos analiticos com qualidade, conititnle, seguranca e rastreabilidade, sob
coordenacédo da GGLAS. A proposta de norma defieegara fins de habilitacdo (bem como
renovacdo e ampliacdo do escopo) junto a Anviséghmgatérios deverdo solicitar, junto ao
Inmetro, acreditacdo I1SO para determinado(s) esi&ioou reconhecimento BPL
(documentos da OCDE) para determinada area deialspede (Brasil, 2011).

® As normas I1SO foram criadas pétaernationalStandardizationOrganizationa fim de estabelecer uma
linguagem comum entre fornecedores e clientes,wstias a garantia da qualidade. A 1ISO 9001:2000, po
exemplo, certifica a existéncia de um sistema @didpde e pode servir como diferencial competitimas ndo
atesta a capacidade técnica
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De interesse desta dissertacdo, fica o conceitaude um laboratorio analitico,
responsavel pelos testes de caracterizacdo deagobstelulares, deve passar por algum tipo
de auditoria por autoridade. Seriam aceitaveisieerd acreditacdo para ensaios especificos
e/ou o reconhecimento BPL, especialmente aplicdegltestes de seguranca. Por fim, e caso
tal laboratério esteja inserido em uma industrla, poderia ser auditado quanto as boas
praticas em controle de qualidade durante uma @aspsanitaria para certificacdo quanto as
BPF.

1.4.2.3 Boas Praticas em Cultura de Células

O Conselho Europeu para Validacdo de Métodos Adteros (ECVAM) publicou o
relatério de uma forca de trabalho (Hart@t@l, 2002) com os anseios e debates de diversos
cientistas envolvidos com cultivo de células angnaanto humanas quanto de outros
mamiferos e de insetos. As discussdes foram cestraa estabelecimento das Boas Praticas
em Culturas de Células (BPCC), definidas como dsdes minimos em culturas de células e
tecidos. Seus principios sdao analogos aqueles Bas mas que nem sempre podem ser
implementados de forma integral na pesquisa bdsichiindo estudos$n vitro, pesquisa e
desenvolvimento), por razdes de custo e faltaadehbilidade. Nesta reunido foi trabalhada a
idéia de que um guia de aceitacdo internacionaerieser produzido, visando garantir a
reprodutibilidade, confianga, credibilidade e awgib dos resultados produzidos em
diferentes laboratorios.

Em 2005, foi publicado o guia (Coecket al, 2005) relativo as BPCC,
pormenorizando 0s aspectos rotineiros do trabathaim laboratério de cultivos celulares, e
considerando os riscos na adocdo de procedimentospouco controle e subo6timos no
preparo de células para uso diario. Essas Boagd@r&e consolidam como uma importante
ferramenta para evitar a identificacao erréneard@giens celulares; e o documento destaca o
esforco para que um trabalho seja reprodutivelidojéspecialmente quando se desenvolve

uma nova linhagem celular. Os pontos importantes @incipios operacionais sao:

(a) Entendimento do sistenmia vitro e dos fatores relevantes que podem afeta-lo: este
item destaca a necessidade de certificacdo dagkmmaelular (identidade, pureza e
estabilidade ou integridade funcional). E dada giteras caracteristicas da célula,

como a origem e historico de seu desenvolvimentas peculiaridades do cultivo e
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manutengdo, o que engloba o controle de materiadugive os de partida) e
procedimentos para manutencdo, meios e suplemeattisdo de antibidticos,
superficie de adesdo (para células dependenteshnawagem), temperatura, pH,
atmosfera, subcultivo, criopreservacdo e contar@imagicrobiologica ou cruzada e
equipamentos utilizados. Todos estes aspectos m@entados também pela OMS
(2010) e contemplados nas BPF, com a rastreabdidadjualidade dos insumos,

demonstrada por meio de testagens apropriadas.

(b) Geracao de relatérios com qualidade para publicdggoresultados: as BPCC estédo
muito interessadas na publicacéo de artigos diewsiftal qual ocorre nos laboratorios
de pesquisa; as BPF, pelo contrario, ndo se dedicaste assunto, inclusive porque

muitos itens inspecionados configuram segredossindis.

(c) Garantia da Qualidade para o trabalho realizade:tema esta amplamente explorado

nas demais Boas Praticas abordadas (de laboratdedabricacao).

(d) Qualidade de instrumentos, materiais e equipamesdo® vidrarias, micropipetas,
refrigeradores, estufas e demais integrantes d&lbonatério para fins de cultivo de
tecidos, cabines de fluxo laminar, técnica assgmtiqualidade do ar: estes pontos sao
equivalentes aos requerimentos das BPF quantdlmacdles, qualificagdes e uso de
POPs, especialmente no a&mbito de operacdes estsdioas Praticas em Cultura de
Células sO nao citam as validacbes de processaliedcdo, de limpeza nem de

métodos analiticos.

(e) Documentacéo: registros de forma escrita, desdengpma de materiais e insumos,
procedimentos, testes de qualidade e resultaddsigive os dados brutos de analises)
e racional do trabalho desenvolvido, a fim de pgrmastreabilidade e repetibilidade
das operacdes: todas estas questdes sdo fundamantbém dentro das BPF e BPL,

e sdo alvo de investigacdo durante uma inspecétasan

() Biosseguranca: o guia chama atencao as regulagpesveis em cada pais de forma
a trabalhar com cultivos celulares com ética e mpramovendo seguranca no local

de trabalho. Neste sentido, o guia recomenda segunas especificas sobre saude



45

ocupacional e seguranca laboratorial. No BrasReaolu¢cdo de BPF (Brasil, 2010)

esclarece que estes dois temas ndo séo de sugé&iman

Em um laboratorio de cultivo de células, os risposlem ser de natureza fisica
(exposicdo a luz ultravioleta ou nitrogénio liqyidguimica (reagentes e substancias como
corantes e crioprotetores), e biologica (patogemiemdos das culturas). Uma andlise de risco
adequada inclui o estudo dos perigos em potersig, minimizacdo e o treinamento da
equipe a fim de proteger os operadores, seus &lagmpulacdo em geral e 0 meio-ambiente
(em funcdo dos procedimentos para descarte do ialat@plogico). Com relacdo a
contaminagdo microbioldgica, este guia consides quando uma cultura celular é adquirida
de um banco reconhecido, a documentacdo fornemda per suficiente, desde que as
ampolas ndo tenham sido expostas a fontes de doafgin durante o transporte — no
entanto, isto vai contra o que a OMS recomendaedagdo as células Vero que fornece aos
cientistas do mundo inteiro, i.e., a Organizacadoasece certificadas, mas ainda assim

orienta que os centros realizem nova certificageeebé-las.

(g) Aderéncia as regulacdes: o trabalho desenvolvigia, gesquisa ou producédo, deve
seguir as regulamentacdes e legislagbes disponéviim de serem enquadradas como
éticas e legais, em especial quando forem usadtsiaisa de origem animal, humana

ou organismos geneticamente modificados.

(h) Treinamento: deve ser oferecido e averiguado, dgde em tempos ou a cada
mudanca impactante, um programa de educacéo caddmjue inclua os topicos de
trabalho rotineiro. Os niveis basicos incluem deadenanipulacdo asseéptica de
culturas até os procedimentos gerais de laborat@iegando, em niveis mais
avancados, a técnicas mais complexas como autgiicke linhagens, transfeccédo e
uso de biorreatores. Quando se tratar da obtereficodutos para fins farmacéuticos,
os treinamentos devem ser formalmente registradosvisados. A OMS (2010)
reforca ainda temas-alvo como subcultivo, manutengdé cabines de seguranca
biolégica e criopreservacgdo. Tais treinamentos@damentais do ponto de vista das
BPF, e incluem a aplicac&o de cursos e testesigiei periodicos, especialmente em
trabalhos que requerem esterilidade; portanto,t@d@tem um objetivo primario da

garantia da qualidade e de vistoria durante ungegéo sanitaria.
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Postas estas consideracoes, as BPCC se enquadrarunma adaptacdo das BPL a
ambientes como laboratérios de pesquisa basicas BH3bas Praticas estdo claramente

englobadas pelas BPL e BPF, porém d&do mais énfaissseguranca que esta ultima.

1.4.2.4 Biosseguranca

Costa e Costa (2009) entendem que a Biosseguraégaseja uma ciéncia
propriamente dita por si sO, jA que ndo detém ddote isoladamente; seria um trabalho
interdisciplinar que abrange engenharia de segaramgdicina ocupacional, saude do
trabalhador, infeccdo hospitalar, higiene induktkimilancias, metrologia, meio ambiente e
gestdo da qualidade. Assim, é constituida por ulssofia de trabalho com base na ética e na
competéncia profissional, gerando uma postura dutarde individuo e empresa que levam a
preservacdo e promocdo da saude humana, animalneeidoambiente. Ela € aplicavel na
reducao e eliminacdo dos riscos inerentes ao tralwaim tecnologias laboratoriais.

No Brasil, a Lei 11.105/2005 é conhecida como a ‘e Biosseguranca” (Brasil,
2005a), mas discorre, em termos praticos, apenése soO manejo de organismos
geneticamente modificados ou OGM (obtidos pelodestecnologia do DNA recombinante)

e células-tronco embrionarias. Ela instituiu osugggs 0rgaos:

» Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBparte integrante do
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT), é a imsfa colegiada multidisciplinar, de
carater consultivo e deliberativo, que presta apéamico e de assessoramento ao
Governo Federal na area de biosseguranca; atuaomaulécdo, atualizacdo e
implementacédo da Politica Nacional de Biosseguraglgiiva a OGMs e também age

no estabelecimento de normas e pareceres técracrea.

» Comisséo Interna de Biosseguranca (CIBio): equipe deve ser criada em toda
instituicdo dedicada ao ensino, pesquisa, desenvaito tecnoldgico e producao
industrial, com base em técnicas e metodologiaandenharia genética, com OGMs e
seus derivados. Apenas 0 uso das células-troncaarabas fica sob a normalizacéo
da Anvisa e da CONEP — Comiss&o Nacional de EticdPesquisas. A maioria das
atividades reguladas por esta Lei necessitam deanecer emitido pela CTNBio

(Valle e Barreira, 2007), como a construgcao, expentacdo, cultivo, manipulacgéo,
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transporte, comercializagdo, consumo, armazenanldéemcao e descarte de OGM e
derivado. No pais, a maioria das deliberacdes dais3do se refere a producdo de
OGM em espécies agricolas, como milho e algodaetgpamente modificados. No
entanto, outra aplicagdo seria o desenvolvimento,teritorio nacional, de uma
linhagem recombinante com fins de producédo de biefaos — exemplificado na
geracdo de células CHO que expressem determinamtgrgiteina terapéutica —, a

qual deve ser apropriadamente avaliada e aprovddapmissao.

De acordo com a Resolugdo Normativa n°® 2 da CTNBirasil, 2006), os OGM sao
classificados em funcdo do potencial patogénico algsnismos doador e receptor, das
sequéncias genéticas transferidas e sua express@wganismo receptor, do organismo
modificado resultante e seus efeitos adversos deshiimana e animal, aos vegetais e ao
meio ambiente. Também s&o avaliadas questdes cgmossibilidade de recombinacédo de
sequéncias inseridas no OGM, que poderia levaca@nstituicio completa e funcional de
genomas de agentes infecciosos; outros processogegam um genoma infeccioso; genes
capazes de codificar substancias toxicas aos horarimsais, vegetais ou meio ambiente; e
genes de resisténcia a antibidticos de amplo usica!

A classificacdo adotada no Brasil obedece aquedarite pela OMS em sua verséo
mais recente do manual de biosseguranca (OMS, 206djo foco € nos microorganismos
patogénicos. Organismos de classe de risco 1 @l hide biosseguranca sdo aqueles sem
probabilidade de causar doengas no homem ou ema@nien N4o constituem risco para o
meio ambiente, portanto representam risco baixamuwa tanto individual quanto coletivo.
Exemplos seriamLactobacillus sp.e Bacillus subtilis Se for um OGM, ele contém
sequéncias de acido nucléico de organismo doameptor que ndo causam agravos a saude
humana ou animal, nem efeitos adversos aos vegetai®io ambiente. As atividades e
projetos com tais organismos podem ser realizatasoadicdes de nivel de biosseguranca 1
(NB-1), que é o de menor grau de contencao e coidplde quanto a protecdo. As operacdes
sdo geralmente realizadas em bancadas e requeldadas basicos como limpeza das
instalacdes, descontaminacdo de superficies euossichigiene e correto manuseio de
materiais pérfuro-cortantes, e a existéncia de tograma de controle de insetos e roedores.
Um ambiente como este corresponde a um laborabésio de ensino ou pesquisa, onde o
simples uso de técnicas microbiolégicas garanteguranca adequada. Em geral, para

cultivos celulares envolvendo a tecnologia do DAombinante, onde a célula parental ndo
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exibe patogenicidade, a produgédo pode ser realdadarma segura em um ambiente NB-1
ou nivel de biosseguranca em grande escala 1 (Redre Moro, 2008).

Um microorganismo de classe de risco 2 pode provi@ancas no homem, mas nao
configura um sério risco a quem o0 manipula em aidiedi de contencdo, nem a comunidade,
aos seres Vivos ou ao meio ambiente, inclusiveysohg tratamentos efetivos e medidas de
prevencao disponiveis. Assim, apresenta risco itaiay moderado e risco coletivo limitado,
como por exemplo, a manipulacdo $iemansonou do virus da rubéola. Um OGM desta
classe contém sequéncias de DNA ou RNA de organikrador ou receptor com moderado
risco de agravo a saude humana e animal, e cono logico de disseminacdo a ponto de
causar efeitos adversos aos vegetais e meio ambi@ntrabalho com tais organismos deve
ser realizado em condicfes de Nivel de BiossegarariblB-2), as quais incluem os cuidados

aplicaveis anteriormente, acrescidas das seguymneaucdes (Costa e Costa, 2009):

uso de cabines de seguranca bioldgica (classél) para prevenir o espalhamento de
aerossol

- uso de equipamentos de protecao individual, consrands, gorros, 6culos e jalecos;
- vacinagado contra o organismo manipulado, quandcéael

- exames médicos periddicos, quando aplicaveis

Podem ainda ser desejaveis no laboratério NB-2erss de ventilagcdo controlado,
autoclave para descontaminacdo de material e #egia de um diferencial de presséo (neste
caso o local teria pressdo menor que as salas usrasedores, para fins de contencao, i.e.,
evitar que um organismo potencialmente patégencesgmlhe para outras areas). Um
laboratoério deste ainda é considerado béasico, tpdamente ocorrem servicos primarios de
saude, servigcos diagndsticos ou pesquisa. Ha aivda de maior contencédo, NB-3 e NB-4,
para o trabalho com organismos que oferecem rigoreatado para o individuo e para a
coletividade.

Os fundamentos da biosseguranca — em especiahositas de contencao (conjunto
de métodos de seguranca empregados na manipulagaatdriais infecciosos) e seguranca
do operador - devem ser aplicados a diversos piroeetbs laboratoriais de rotina (Hartung
et al, 2002). O uso de cabines de seguranca biologmaando com filtros HEPA para

filtracdo do ar de entrada e saida do ambientebéamé grande foco da Biosseguranca.
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Cabines como as de classe Il sdo apropriadas aiandms trabalhos envolvendo cultivos
celulares, pois garantem seguranca ao operadprpdato e ao ambiente (OMS, 2004b).

Culturas de células primarias derivadas de tedmwsanos devem ser consideradas
como carreadoras de possiveis agentes infecciosoguais representam grande risco de
contaminagdo ao manipulador. As possibilidadesueral os virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), citomegalovirus e hepatites B e Cs rraanbém devem ser considerados
agentes bacterianos como espéciedgeobacteriume Staphylococcus aureugsistente a
meticilina. Na verdade, todo tecido humano, inddpatemente dos testes por que tenha
passado, deve ser considerado perigoso, desdeajaigzesté seu descarte, e 0s operadores
devem ser vacinados contra patégenos especificandq aplicavel (Hartungt al, 2002).

Linhagens imortalizadas podem ter sofrido transémdio espontanea, inducdo por
agentes externos ou podem ainda conter retrovindégenos, e, desta forma, levantam
preocupacdes quanto a biosseguranca. H4 o risceaede que materiais derivados de
células cultivadas (primarias ou linhagens) tenleégito danoso no ser humano, seja atraves
do contato com pele ou olhos, ou especialmentegesiatracéo no organismo via perfuracdes
ou inalacdo de goticulas e aerossois. Uma avalide@® ser feita considerando o historico e
statusda cultura: células bem caracterizadas, por exengikreceriam menor risco em
comparacao a uma cultura desconhecida. De qudioumea, 0 aspecto mais importante é que
deve haver conhecimento do sistema a ser usadotremramento adequado e procedimentos
relativos a manipulacéo e descarte dos materiai§dicos (Hartunget al, 2002).

As células focadas nesta dissertacdo — Vero, CHMRE - sdo classificadas como
risco 1 quanto a biosseguranca, visto que séo heacterizadas, possuem nenhum ou pouco
risco individual e a comunidade. Nado sdo microolgans com probabilidade de causar
doenca em humanos ou animais, nem representamadsctrabalhadores do laboratério, a
comunidade ou ao meio-ambiente.

A fim de verificar os procedimentos e o trabalheawendo OGMs, a OMS (2004b)
estimula a certificacdo de laboratérios do pontovidéa da Biosseguranca. Uma inspecao
desta natureza seria a verificagdo sistematica,ocparte de um programa regular, das
caracteristicas e processos relativos a seguramteocdle um dado laboratorio, e que levaria

em conta:

- controles administrativos
- equipamentos de protecéo individual

- controles de engenharia
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- procedimentos para seguranca fisica e quimica

- tratamento dos residuos

A RDC 17 (Brasil, 2010b), ao definir a abrangéndés inspec¢des sanitarias para
certificacdo quanto as BPF (titulo I, capitulo #3tabelece que a norma ndo engloba todos os
aspectos de seguranca ocupacional ou de proted@ierdat, as quais sao regulamentadas por
legislacdo especifica e devem ser assegurado$gpeicante. Desta maneira, percebemos que
o0 topico de biosseguranca provavelmente ndo ériadtode forma frequente e consistente
nas industrias produtoras de medicamentos, ao memosomento de uma inspecdo para
certificacdo quanto as Boas Praticas de Fabricdgdnedicamentos.

Existem semelhancas e diferencas entre os conceitaperacbes em BPF e
Biossseguranca — e caso se tenha que escolheruemdrelelas, deve-se optar pela segunda
para protecdo da saude humana, animal e do ambi@atpontos em comum incluem a
necessidade de certificar as cabines de segurasiggiba/fluxo laminar, a fim de averiguar
sua integridade e funcionalidade. Isto € investigadh profundidade durante inspecoes
sanitarias (BPF), como a qualificacdo de operacao eduipamento, verificacdo da
classificagdo do ambiente (em funcéo da retencmadeulas) e avaliacdo do sistema de ar
como da planta fabril como um todo. Por outro ladBjosseguranca deve vigorar quando se
manipulam organismos patogénicos, substanciasaa radioativas, situacdo em que se
inverte a légica na definicdo das cascatas (ouretiteais) de pressdo entre as salas
classificadas. Para a fabricacdo de bioldgicosirf@iaveis), as manipulacdes assépticas,
como a etapa de envase de um produto biolégicaendeser realizadas em um ambiente
classe A (fluxo laminar), dentro de uma sala gratel® um ambiente de pressao relativa
positiva, a fim de evitar a entrada de contamiremfge comprometam a esterilidade do
produto. No entanto, quando h& preocupacdes rataéi\Biosseguranca (como o exemplo das
vacinas virais atenuadas), a sala critica devesaptar pressdao negativa a fim de evitar a

disseminacdo do material de risco (Rodrigues e Mr308).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Levantar a capacidade instalada para a producé@diftcacdo de células animais no

Brasil.

2.2 Objetivos especificos

> ldentificar instituicbes nacionais e internaciongige comercializem células animais

ou que possuam capacidade produtiva, desde o kesiiaibento a certificacédo

» Definir o perfil dos medicamentos bioldgicos regidbs no Brasil, obtidos a partir de
células CHO, MRC-5 ou Vero

» Pesquisar as regulamentacfes nacionais e intena@&cique abordam a obtencéo e

certificacdo de células visando produzir medicawsbtologicos

» Propor um guia nacional para regulamentar o esteipeénto e certificacdo de

substratos celulares visando produzir medicamdntd&gicos



3 METODOLOGIA

3.1 Investigacdo sobre a capacidade instalada para auucédo e certificacdo de células

animais no Brasil

A abordagem escolhida para este topico foi o leraahto de dados, que é mais
adequado a fase descritiva de uma pesquisa. Estegm prioriza questdes do tipo “quem”,
“0 que”, “onde”, “gquantos” e “quanto”, em contrasteim estudo de caso, onde se priorizam

Ay

perguntas do tipo “como” e “por qué”. A estratégimantajosa quando o objetivo é descrever
a incidéncia ou predominancia de um fendmeno ouiponde dado, e pressupde a aplicacéo
de questionarios para a coleta de dados, com unmparteimento discricionario minimo da
parte do pesquisador. E aplicavel também quando sedexige controle sobre eventos
comportamentais, diferentemente do que ocorre emfarmato de experimento; e esta
centrado nos acontecimentos contemporaneos, aoagonto que se investiga em uma
pesquisa histoérica (Yin, 2005).

A investigacéao foi iniciada por uma busca ativea\ats de questionarios direcionados
a cientistas - produtores ou pesquisadores - @mltram com células animais, a fim de
descobrir quais instituicdes no pais produzem egalizam pesquisa com bancos de células
visando a producao de biologicos, e quais testemdeterizacdo sado realizados nos bancos
existentes no Brasil. Desta forma, as questdestd® tém como alvo diagnosticar o cenario
de pesquisadores e produtores envolvidos comuéigas. A forma das questdes confirma a
escolha pela abordagem de levantamento, pois agumias formuladas intencionam
realmente descobrir “"quem trabalha com cultivog@lalas”, “o0 que estes cientistas fazem -
pesquisa, producdo ou testes” ou “quais produtesies oferecem”, “quantos eles séo e
onde estdo no Brasil e no exterior”.

Os cientistas procurados, também descritos comeit@sij da pesquisa, foram
identificados inicialmente como pesquisadores erdisl dentro de instituicbes publicas ou
privadas no setor de saude, com notavel conheamamtarea de cultivos celulares. As

instituicdes foram, em ordem alfabética:
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- Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ);

- Instituto Adolfo Lutz (IAL);

- Instituto Butantan (IB);

- Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Mamhos/Fiocruz);
- Instituto Nacional de Controle de Qualidade em 84IMCQS/Fiocruz);
- Laboratorio de Engenharia de Cultivos CelularesGCRJFRJ);

- Universidade de S&o Paulo (USP).

Cada questionario solicitou a indicacdo de outargatos possiveis, e assim foram
identificados novos centros como sujeitos de pssagno pais. Os seguintes centros foram

procurados para participar da pesquisa atravéssdmghimento do questionario:

- BrBiotec Brasil;

- Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda,

- Empresa Brasileira de Hemoderivados e Biotecnol@égemobras);
- Farmacore Pesquisa e Desenvolvimento em Bioteciaglog

- Fundacgéo Ezequiel Dias (Funed);

- Hemocentro de Ribeirdo Preto;

- Instituto de Pesquisa Tecnolégica do Estado dePaat (IPT);
- Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar);

- Instituto Vita Nova;

- Nanocore Biotecnologia S.A.;

- Recepta Biopharma;

- Universidade de Brasilia (UnB);

- Universidade Estadual de Campinas (Unicamp);

- Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCAR).

3.1.1 Questionario

Os questionarios podem ser vistos como 0 modo exégnsivamente usado a fim de
coletar informacdes sobre aspectos como atitudssmportamentos (Sudman e Bradburn,
1982). No momento de sua confeccéo, alguns cuidmaas considerados para definir os

dados realmente desejados e formular perguntas en&esadas, que nao causassem
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distorcdes nem fossem ameacgadoras — visto quemasggue causam desconforto podem
levar o respondente a encerrar a pesquisa oudatsiuas respostas.

Com relacdo a formulacdo das questdes, os automacgtados expdem que as
perguntas podem ser fechadas, tanto do tipo digccddnm(exigindo uma resposta do tipo
“sim” ou “nd0”) ou apresentar mais alternativas lextas ou implicitas, em um formato de
multipla escolha. Ja as perguntas abertas nado ceEmmecategorias de opcdes, podendo
inclusive chegar a um formato de livre respostagual o sujeito de pesquisa responde com
suas proprias palavras, e o0 pesquisador transtirdeale forma literal.

Feitas estas consideragfes, o questionario fondesedo pelo mestrando, aprovado
por seus orientadores. Foi adotado o modelo detign@so semi-aberto, i.e., contendo
opcOes a serem selecionadas, mas também espaeosha@eenchidos livremente. Desta
forma, buscou-se obter respostas diretas a quegtidgais, porém com a possibilidade de
gue o cientista expusesse informacodes pertinediei®@ais.

O documento foi assinado pelo sujeito de pesqusalepesquisador em sua pagina
final, e uma copia foi entregue a este, conformgli@@ado no Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido. O modelo de questionério @uostmo anexo desta dissertagao.

3.1.2 Aspectos éticos

A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONERh& instancia colegiada, de
natureza consultiva, educativa, normativa e esgficiéque esta diretamente ligada ao
Conselho Nacional de Saude (CNS). Sua atribuigi@cipal € o exame dos aspectos éticos de
pesquisas que envolvem seres humanos, e sua n@issiborar e atualizar diretrizes e
normas para a protecdo dos sujeitos de pesquésa, d¢ coordenar a rede de Comités de
Etica em Pesquisa (CEPs) das diversas instituigistentes no pais.

A Resolucdo CNS 196/96 (Brasil, 1996) tem naturegsencialmente bioética; ela
instituiu a CONEP e oficializou a nocéo de que p&sgenvolvendo seres humanos inclui o
manejo de informacgdes que estejam direta ou irshrente, e total ou parcialmente ligadas ao
ser humano. Outros conceitos foram introduzidosiaco consentimento livre e esclarecido,
definido como a “anuéncia do sujeito da pesquisa de seu representante legal, livre de
vicios (simulacdo, fraude ou erro), dependéncidhomslinacdo ou intimidacdo, apos
explicacdo completa e pormenorizada sobre a natul@pesquisa, seus objetivos, métodos,

beneficios previstos, potenciais riscos e o inc@mgae esta possa acarretar, formulada em
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um termo de consentimento, autorizando sua paatiéip voluntéria na pesquisa”. Por fim, o

risco da pesquisa é entendido como “a possibilidielanos a dimensao fisica, psiquica,
moral, intelectual, social, cultural ou espirituld ser humano, em qualquer fase de uma
pesquisa e dela decorrente”.

O uso de questionario a ser enviado aos cientist&isp metodologia adotada para o
cumprimento do primeiro objetivo do presente trabalpode ser considerado um tipo de
pesquisa com seres humanos, visto que lida comledace manuseio de informacdes.
Pesquisas envolvendo seres humanos incluem aslaaies que tém como objetivo o
desenvolvimento/contribuicdo para o0 conhecimentee dcordo com formulario
disponibilizado pelo CEP/Fiocruz. Questdes de deanitialidade podem estar envolvidas, e 0
sujeito de pesquisa deve ser protegido, 0 que toenassaria a avaliacdo do projeto por um
Comité de Etica em Pesquisa - no caso, o CEP dauzio

Considerando tais defini¢des, foi formulado um Terde Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), com base nas diretrizes expastaManual Operacional para Comités

de Etica em Pesquisa (Brasil, 2008), explicitamto linguagem acessivel, os seguintes itens:

natureza da pesquisa
objetivos
metodologia empregada (questionario)

acesso aos beneficios previstos da participac@&stndo

NN

potenciais riscos e incOmodos

3.2 Produtos bioldgicos registrados

A técnica selecionada para este tépico foi a andlsarquivos, que apresenta algumas
semelhancas ao levantamento de dados, a exemplpedgisntas feitas na pesquisa e a
auséncia de controle sobre os eventos comportaisieN@ entanto, pode focar ou ndo em
acontecimentos contemporaneos (Yin, 2005).

A fim de melhor caracterizar o cenario nacional, realizada uma pesquisa para
identificar os medicamentos bioldgicos registrado®8rasil, até a data de 15/03/11, obtidos a
partir das células de interesse desta dissertay@oc; CHO e MRC-5. Estas informacdes séo

de dominio publico, pois seus registros sédo putdisano Diario Oficial da Unido. Os
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exemplos de biolégicos com registro valido no Brasnstam nas tabelas 4.7 e 4.8. As

informacdes foram buscadas nos seguintes endezlstainicos:

www.anvisa.qgov.br

www.i-helps.com

Para verificar possiveis dados mais atualizadosesadtados foram conferidos através
do Sistema DATAVISA (sistema operacional da Anyisa) um levantamento junto a

Coordenacéo de Produtos Bioldgicos e Hemoteragpi@BBIH/Anvisa).

3.3 Analise da regulamentacao

Ainda sob a abordagem da analise de arquivosgélizada uma pesquisa, por meio
eletrénico, da legislacdo nacional e normas inteomais acerca do estabelecimento e
caracterizagdo de bancos celulares, bem como emtassrelacionados ao tema, como

registro de produtos biologicos e inspecdo daggsdiabris. Foram consultados os seguintes

enderecos:
www.anvisa.qov.br www.ich.org Wwww.ema.europa.eu www.fda.gov
www.planalto.gov.br www.portal.in.gov.br www.saude.qgov.br www.who.int

O arcabouco legal referente a area de saude cadsylara o presente trabalho inclui
a Lei 6.360/1976, também conhecida como a “Lei @@dhcia Sanitaria”, e diversas normas
que incluem Resolucbes da Diretoria Colegiada (RD@®a Resolugédo (RE) e Consultas
Publicas (CPs) da Anvisa, bem como documentos tfesodrgdos do governo, conforme

discriminado:
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Tabela 3.1: Regnéntacdo nacional consultada

Ano de publicacdo Regulamento
2002 RDC 305
2003 RDC 68, RDC 210, RE 899
2005 Lei 11.105, RDC 249, RDC 315
2006 Resolucdo Normativa 2 (MCT)
2009 CP 70, RDC 37
2010 CP 84, RDC 17, RDC 55
2011 CP 15

Os documentos internacionais foram analisados adéndentificar os procedimentos
técnicos para certificacdo dos substratos celulasaslos com fins industriais, e também
identificar os padrdes de qualidade seguidos noit@mbternacional. Com base neste
levantamento, foi proposto um modelo de guia efipeca respeito do tema para orientar o

setor produtivo nacional.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Retorno dos questionarios

Os questionarios enviados foram respondidos pord@® 21 (47,6%) centros
procurados. Dentre os participantes, houve a pbdaidie de uma reunido presencial para
preenchimento do questionario (7 do total de l@yjuanto os outros 3 preencheram o
documento e o devolveram através do correio eliewon

Os resultados desta se¢do estdo divididos entiastititos que compdem o cenario
nacional e o internacional. Os centros identifica@® longo da pesquisa, mas que nao
responderam o documento, foram relacionados aadirmeguinte secdo com as informacdes

publicadas em seus enderecos eletronicos.

4.1.1. Cenério nacional

A andlise dos questionariosamebsitespermitiu mapear os centros contemplados pela
pesquisa e descrever suas atividades de formdaijivali Conforme indicado na Figura 4.1, a
maioria dos centros investigados é de naturezaigaufB entre 10), seja esta federal ou

estadual. Todos desenvolvem pesquisa com linhatpeoélulas animais.

O Publico
H Privado

Figura 4.1: Perfil duarticipantes da pesquisa por natureza publigivada
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Apenas as duas universidades pesquisadas ndolestabdancos de células, mas os
demais oito centros o fazem. Um total de 9 cemditoam na pesquisa e desenvolvimento
(P&D), visando a obtencdo de medicamentos biol&gidodos institutos estabelecem seus
bancos de células para o uso em testes (como smatoxicidade, diagnéstico e controle de
qualidade); um centro investigado atua na proddeduiologicos.

apP&D
H Testes
O Produgéao

Figura 4.2: Perfilparticipantes da pesquisa por area de atuacgao

As informacdes coletadas pelo preenchimento dotignésio seguem abaixo, por
instituto pesquisado e em ordem alfabética.

4.1.1.1 Banco de Células do Rio de Janeiro

Esta associacao civil sem fins lucrativos foi alaj@or anos no Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho, dentro da Universidade Fddid Rio de Janeiro, sendo transferida
no final de 2010 para a sede do Inmetro (Xerém/Bd3de sua criacdo, o Banco se dedica ao
depdsito e distribuicdo de linhagens celulares @estistas brasileiros, e desenvolveu
habilidades, ao longo do tempo, para ministranémeientos em biologia celular, chegando a
abrigar programas como o transplante autélogo ddulmedssea, e ainda o cultivo de
gueratinécitos para transplante autélogo de pehi@sa. O preenchimento do questionario
revelou as seguintes atividades realizadas:

- pesquisa: desenvolvimento de validacdo para ensmosontrole de qualidade de
células;
- estabelecimento de bancos celulares para finssipiiza,;

- producédo de culturas de células para pesquisa erc@tizacao;
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- comercializagéo (incluindo importacao e exportagéao)

- testes de identidade: isoenzimas por eletroforeisegenética classica, analise de
DNA por fingerprinting marcadores de membrana por citometria de fluxo e
marcadores internos por imunofluorescéncia,

- testes de seguranca: esterilidade por microbioleg@deteccdo de micoplasma por
PCR;

- 0 laboratério esta em vias de acreditacdo 1ISO 17025

Estes testes de caracterizagdo sao realizados @das 83 mais de 300 linhagens
criopreservadas e disponiveis para consulta erpagiaa na internet. As seguintes linhagens
de interesse deste trabalho estao disponiveis amosecdo: CHO-K1, Vero e MRC-5.

Ainda de acordo com seite 0 BCRJ pode avaliar propostas de projetos ouepgascnas
seguintes areas: desenvolvimento de cultura prmaéspecifica, desenvolvimento de

hibridomas, producéo de anticorpos monoclonaistegeale citotoxicidade.

4.1.1.2 Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticdstda.

Esta empresa privada nacional esta localizada empi@as (SP), onde realiza
pesquisa e desenvolvimento de processos de produgdwrificacdo em larga escala de
proteinas heterélogas de alta complexidade, arpaaticélulas animais. Além disto, sdo
realizadas as atividades de estabelecimento desatestes para caracterizagédo e producéo.

A tabela abaixo resume as atividades com os tiplogaces empregados.

Tabela 4.1: Relacéo de célulasvdates realizadas pela Cristalia

Linhagem Origem (colecao) Atividade

CHO Invitrogen expressao de proteina de

interesse farmacéutico

Nb2-11 USP bioensaio atividade
Caco-2 USP bioensaio — permeabilidade celular
BUD-8 (humana) ATCC bioensaio - atividade

WEH1 - 13 var ATCC bioensaio - atividade
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Os testes de identidade e seguranca séo tercesipad ora; mas a Cristalia realiza os
testes de DNA residual e proteinas da célula heszedo produto.

A estabilidade é estudada pela avaliacdo do crestamcelular, morfologia e
manutencdo da expressao protéica pelas linhagengrfas atividades desenvolvidas, como
testes de citotoxicidade, podem demandar aumentonidoero de linhagens usadas
atualmente.

Por se tratar de uma empresa farmacéutica, contaptamntificada para producao de
medicamentos sintéticos, varios aspectos das BReBtf presentes na area de pesquisa e
desenvolvimento, e a nova planta piloto de biotlgia, atualmente em construgéo, sera

inspecionada pela Vigilancia Sanitaria local e Aayara futura certificacao.
4.1.1.3 Farmacore Biotecnologia Ltda.

Esta microempresa nacional e privada de base taginalesta localizada em Ribeirdo
Preto/SP. Ela estabelece bancos mestre e de waballtélulas HEK 293 originados da
ATCC, e desenvolve pesquisa para o desenvolvimnfirodutos biotecnoldgicos em escala
de bancada, somados a escalonamentos de até 2mludes de trabalho.

Com relacdo aos ensaios de seguranca, a empresa gagacidade para a realizacéo

dos seguintes testes:

- esterilidade por método farmacopéico;

- deteccdo de micoplasma pelo kit MycoAlert (6 tiplms contaminante) e de acordo
com o guia norteamericari®oints to Consider in the Characterization of Celhes
Used to Produce Biologicals

- teste para DNA residual por gPCR (reacao em caldepmlimerase quantitativa).
4.1.1.4 Fundacao Ezequiel Dias

E um 6rg&o do sistema estadual de satde localeadBelo Horizonte (MG/Brasil).
A Funed atua na producédo de medicamentos e imungimos, na pesquisa em saude publica
e nas ac0Oes de vigilancia sanitaria, epidemiologiambiental. Os imunobiolégicos sdo soros

antiofidicos, antiescorpionicos e antitoxicos paraNI.
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A Diretoria de Pesquisa e Desenvolvimento abri@avisdo de Ciéncias Biomédicas,

e uma de suas linhas de pesquisa envolve bandmdhdgens celulares para:

- testes de bioprospeccdo de venenos animais eosxtregietais: triagem de moléculas
para avaliar sua atividade antitumoral, antiangiomge e bloqueadora de canais
iénicos;

- validacao de linhagens celulares para testes preas;

- cultivo priméario de células de invertebrados deeregse em saude publica e de
glandulas de animais peconhentos;

- analise citogenética,

- producéo de anticorpos monoclonais;

- bio-repositérios;

- analise de tecidos e linhagens tumorais humanas.

Especificamente, o Servico de Biologia Celular evatdo Tecnoldgica da Funed
engloba os laboratérios que realizam os ensaiobi@f@ospeccdo e desenvolvimento de
proteinas recombinantes terapéuticas, anticorpamahunais e antigeno rabico. Além disso,
sao realizados o estabelecimento de bancos mededrabalho, e a producdo de células em

pequena escala. As atividades relacionadas coasé&le mamiferos incluem:

Tabela 4.2: Relacgao de células e atividades reizpela Funed

Linhagem Origem (colegéo) Atividade
Vero ATCC ensaios de toxicidade

obtencéo de proteinas
CHO ATCC/Invitrogen recombinantes

MRC-5 ATCC ensaios de toxicidade

pesquisa de atividade
Tumores ATCC antitumoral e de marcadores

humanos moleculares

Os seguintes testes de caracterizagdo sao reaiaatimente em todos os bancos de células:

- identidade: analise citogenética e analise de DbAipgerprinting
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- pureza: esterilidade (microbiologia) e micoplasrkas(para deteccdo de DNA e
também para deteccdo da atividade enzimatica domonganismo);
- 0 laboratério possui certificacdo 1ISO 9001:2008tésna de qualidade).

4.1.1.5 Instituto Adolfo Lutz

De natureza publica estadual, o Instituto AdolfdzLé credenciado pelo Ministério da Saude
como Laboratério Nacional em Saude Publica e Labocade Referéncia Macro-Regional.
Além disso, € Centro Colaborador da OrganizacacAPaericana de Saude (OPAS) nas
areas de arbovirus, virus influenza, producdo dendamoiologicos e culturas celulares. O
Nucleo de Cultura de Células do IAL, que atualmestéd em adequacdo a norma ISO 17025,

realiza as seguintes atividades com células animais

- pesquisa na area de virologia, bacteriologia, patagia, toxicologia e outras,
visando a Saude Publica

- estabelecimento de bancos de trabalho

- produgéo e comercializacao

- teste de citotoxicidadea vitro

O Instituto efetua manutencéo para fornecimentereic® de diagndstico e pesquisa
com as seguintes células, todas de origem ATCCo,WRC-5, Hep2, RD, HelLa, BHK-21

clone 13 e MDCK. Os testes de identidade e seganaalizados sdo apresentados abaixo.

Tabela 4.3: Relacdo de testes de caracterizacBrarkss pelo IAL

Teste Método

Identidade Isoenzimas (eletroforese) e cariétipo (banda G),

(todas as linhagens do acervo) validac&oin hosue
Esterilidade Microscopia eletronica e meios microbioldgicos

Micoplasma Microscopia eletrbnica, cultura e PCR

A estabilidade das células é verificada por vidbilie antes e apds congelamento,

morfologia, curvas de crescimento e sensibilidads.v
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4.1.1.6 Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos

Bio-Manguinhos esta inserido na Fiocruz (RJ) comidade técnico-cientifica voltada
a pesquisa, desenvolvimento e fabricacao de preduibvbdgicos, com um portfélio que inclui
vacinas, biofarmacos e reativos para diagnostiosas @tividades garantem a auto-suficiéncia
em vacinas essenciais para o calendario basicomdeizacdo MS. Duas de suas vacinas, a
contra a febre amarela e a meningococica AC, fopméqualificadas pela OMS para
fornecimento internacional. Sdo produzidas vaclmaderianas e virais na planta fabril; as
virais sdo, no entanto, de interesse especificatquao uso de culturas de células animais.

Sao elas:

» poliomielite, a partir das cepas atenuadgah(n) tipos |, Il e lll, replicadas em MRC-
5. Atualmente, Bio-Manguinhos recebe o granel ingor e da continuidade ao
processamento até a obtencdo do produto terminado;

» febre amarela (atenuada), obtida a partir de owdsrienados de galinhas livres de
patdgenos especificos ou SPF (da sigla $peific Pathogen Frge

» triplice viral (atenuada), composta pelos virussdmmpo e caxumba (replicados em
fibroblastos de embides de galinha), bem como opomente rubéola, replicado em
culturas de MRC-5. Similarmente a vacina contrdopd@ste produto atualmente é

recebido na forma de granel.

Os biofarmacos séo fornecidos ao Programa de Meéits Excepcionais do MS,
através de parceria com a Secretaria de Ciéncolagia e Insumos Estratégicos. Estéao

nesta classe de medicamentos:
» alfaepoetina, indicada para o tratamento de aneméasuma glicoproteina
recombinante produzida em células CHO transfectadas

» alfainterferona 2b, para o tratamento de hepatri@sicas.

As linhas de pesquisa envolvendo medicamentos giaaé incluem os seguintes

projetos:

- vacina febre amarela inativada;



65

- vacina dengue inativada;

- hibridomas;

- vacina Hepatite A inativada;

- interferon beta recombinante;

- controle de qualidade.

Diversas linhagens derivadas de mamiferos saaaddis atualmente nas atividades de

Bio-Manguinhos, conforme detalhado a seguir.

Tabela 4.4: Relacao de células e atividades rel@izaom bioldgicos em Bio-Manguinhos

Linhagem celular Atividade Produto
(origem) (vacina ou biofarmaco)
Vero (ATCC/OMS) Pesquisa e CQ Febre amarela e triplice viral
CHO (ATCC) Producao e CQ eritropoetina e interferofi-
MRC-5 (ATCC) Producéo e CQ Triplice viral
RK13 (ATCC) CQ Rubéola
HEP 2C (ATCC) CQ interferone e poliomielite
WI-38 (ATCC) CQ Triplice viral
MA104 (ATCC) CQ Rotavirus

Com relacédo aos testes de caracterizacdo, o toséfita em fase de implementacéo
para andlise de isoenzimas para a vacina triplie¢ @ de DNA residual pahreshold Os

seguintes controles estao atualmente operacionais:

Tabela 4.5: Relacao de testes de pureza realipmidio-Manguinhos

Teste Linhagem celular testada Método
Agentes adventicios MRC-5, WI-38 Citopatogenicidade
Esterilidade Todas Filtracdo em membrana

Micoplasma Todas Cultivo direto e PCR
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4.1.1.7 Instituto Nacional de Controle de Qualidadem Saude

O INCQS ¢é o laboratério oficial de saude publicapads, inserido na Fiocruz (RJ),
que é uma fundacéo federal. Ele é parte do Sisisw#nal de Vigilancia Sanitaria e atua
em estreita cooperagdo com a Anvisa, Secretari&adde estaduais e municipais, e diversos
outros parceiros. Sua atuacao inclui ensino, psaguiecnologias de laboratorio relativas ao
controle de qualidade de insumos, produtos, andsemt servicos sujeitos a acdo da
Vigilancia Sanitaria. De acordo com o artigo n°® 8®89regimento interno da Fiocruz (Brasil,
2003d), ao Instituto compete planejar, coordengresvisionar e executar varias atividades,
como a verificagcdo da qualidade de alimentos, maewntos, sangue e hemoderivados,
imunobiolégicos (onde se inserem soros e vacir@smeticos, produtos domissaneantes,
reativos para diagnéstico, equipamentos e artigosallde em geral. Além disto, presta
assessoria aos laboratorios da Rede Nacional derdtébios de Vigilancia Sanitaria, emite
pareceres técnico-cientificos e pode participansigecdes em industrias ou laboratorios.

O Instituto possui acreditagdo na norma ISO/IEC25b7para calibragcbes quanto a
massa, temperatura, umidade, volume e massa especiinforme verificado no relatério
publico do mesmo.

O INCQS possui grupos técnicos, dentre os quais prddutos biolégicos, que lida
com biofarmacos, soros e vacinas. Este grupo petida revisdo de regulamentacdes na
area, trabalha para estabelecer padrdes de rafet@horatoriais e analisa a qualidade dos
medicamentos citados, por demanda do PNI/MS, daisAngu até mesmo da OMS ou
Organizacao Pan-Americana de Saude.

O Departamento de Imunologia do INCQS é uma de quaso secdes técnicas, e
contém o Laboratdério de Vacinas e Virais e CultigaCélulas, onde ha bancos celulares para
os ensaios de controle de qualidade necessailmsradao das vacinas.

Com o preenchimento do questionario, foi possiwlficar que o INCQS realiza

atualmente as seguintes atividades investigadpsasente trabalho:

- pesquisas envolvendo o controle de qualidade ddufoe sujeitos a Vigilancia
Sanitaria;

- estabelecimento de banco celular de trabalho;

- sdo realizados os seguintes testes de pureza exs &sdculturas: esterilidade por

inoculagéo direta e micoplasma por coloracdo de DNA
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- aestabilidade dos bancos celulares é testadaqafieccdo de curvas de crescimento.

O Departamento usa as células descritas abaixo ezrm t®stes de controle de

gualidade para analise lote-a-lote das vacinas:

Tabela 4.6: Relacéo de células usadas para testexihas pelo INCQS

Linhagem Origem (colegéo) Vacina
Vero ATCC febre amarela
Hep 2C ECACC poliomielite
RK 13 ATCC triplice viral
BHK 21 ATCC raiva
MA 104 GSK rotavirus

Foi constatado que as mesmas células (Vero, HefRRCL3 e MA 104) séo usadas para o

CQ das mesmas vacinas pelo INCQS e por Bio-Mangsinh

4.1.1.8 Laboratério de Engenharia de Cultivos Celalres

O LECC esta sediado na COPPE - Instituto Albertia Qoimbra de Pés-Graduagéo
e Pesquisa de Engenharia -, na Universidade FetteRio de Janeiro (UFRJ). As atividades

desenvolvidas englobam:

(a) desenvolvimento de bancos mestre e de trabalhdiparde pesquisa,

(b) pesquisa e desenvolvimento para a producdo deagoomo a febre amarela), e
biofarmacos como G-CSF e fator IX recombinante t&sentido, as linhas principais
sdo a clonagem e expressédo de proteinas terapéuatidasenvolvimento de processos
de cultivo celular e o desenvolvimento de proceswopurificacdo de moléculas. As
linhagens utilizadas atualmente sdo CHO, BHK-21KR#3, Vero e SF9, obtidas da
ATCC ou DSMZ. Com relacdo aos testes de pureza, aboratorio esté
implementando um método baseado em PCR para a#detde micoplasma.



68

(c) o laboratério se encontra atualmente em estagi@auditorias internas visando a

certificacdo de boas préaticas.

4.1.1.9 Universidade de Brasilia

Esta Universidade federal, dentro de seu Instifet®iologia, possui o Departamento
de Biologia Celular com laboratérios que atuam nea @le pesquisa e desenvolvimento com
células de mamiferos e vetores plasmidiais. Sadagsknhagens derivadas de mamiferos,
provenientes de colecao oficial, visando a exprekséeréloga e producéo de biofarmacos de
forma transiente ou estavel, conforme exposto halda4.5. Além disso, o Departamento

realiza testes para deteccao de micoplasma por PCR.

Tabela 4.7: Relagéo de células e produtos em des@neato pela UnB

Linhagem Origem (colecao) Produto

Anticorpos e fatores

CHO-K1 ATCC plasmaticos
Anticorpos e fatores

HEK 293 ATCC plasmaticos

HEP-G2 ATCC Fatores plasmaticos

4.1.1.10 Universidade de Sao Paulo

O Laboratério de Imunobioldgicos e Biofarmacos dep@rtamento de Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica esta inserido na Faculdid€iéncias Farmacéuticas da USP. O
Laboratério pesquisa o desenvolvimento de procedsosrescimento celular, e tem como
principal objetivo obter meios de cultura de cé&uigres de proteinas de origem animal. O

processo de cultivo esta qualificado e a pesquisange as seguintes linhagens:
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Tabela 4.8: Relagéo de células usadas pela USP

Linhagem Origem (colecao)
CHO ATCC
BHKy; Ci3 MAPA
BHK;; Si5 valle
HAW ATCC

Adicionalmente, os seguintes testes séo realizados:

- analise de isoenzimas por eletroforese;

- deteccéo de micoplasma por PCR.

A tabela 4.9 contém o resumo dos testes de cazag@o que cada centro investigado

pode realizar em parceria com Bio-Manguinhos, @edmccom os questionarios respondidos.

Tabela 4.9: Possiveis parcerias de Bio-Manguinhos fstes de certificagdo

Instituicdo

BCRJ

Cristalia

Farmacore

Funed
IAL
INCQS
UnB
USP

Testes de identidade e estabilidade Testes de pureza
Isoenzimas, citogenética, DNigerprinting  Microbiologia e micoplasma
citometria de fluxo, imunofluorescéncia

Estabilidade pela avaliagdo do crescimento DNA residual e proteinas da

celular, morfologia e manutencéo da expres célula hospedeira

protéica
Esterilidade, micoplasma e
DNA residual

Citogenética e DNAngerprinting Esterilidade e micoplasma
Isoenzimas e cari6tipo Esterilidade e micoplasma
Curva de crescimento Esterilidade e micoplasma

Micoplasma

Isoenzimas Micoplasma

A tabela 4.10, apresentada a seguir, resume adages desempenhadas por cada

centro que respondeu o questionario (exceto teldesaracterizacdo, abordados na tabela
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anterior), bem como sestatusregulatério, ou seja, se ha adeséo a algum tipood®a ou

regulamento para a pesquisa e producédo com baesaudas.

Tabela 4.10: Resumo das atividades realizadas atiivos celulares statusregulatério dos centros

nacionais investigados

Centro Atividade Statusregulatério

Pesquisa, producédo de bancc
BCRJ comercializacédo Em vias de acreditacéo ISO 17025
Pesquisa, producéo de
Bio-Manguinhos medicamentos biolégicos Certificacdo BPF

Planta piloto sera inspecionada para

Cristalia Pesquisa certificacdo BPF
Farmacore Pesquisa, producéo de banc ©
Funed Pesquisa, producao de banct Possui acreditagdo ISO 9001

Pesquisa, producao de bancc

IAL comercializagcédo Em adequacéo a 1ISO 17025

Alguns ensaios possuem

INCQS Pesquisa acreditacdo ISO 17025
Em estagio de auditorias internas
LECC Pesquisa, produgdo de banct visando & certificagdo em Boas Praticas
UnB Pesquisa ©
USP Pesquisa Possui qualificacdo de equipamentos

(*) Nao foi possivel detectar esta informacéo atsado questionario.

Os centros que citaram a acreditacdo pela norma 1B@25 provavelmente se
referiram as atividades de testes para caracténzags bancos de células; ja as referéncias as
BPF (e também a ISO 9001 em potencial) se aplicaestabelecimento dos bancos. Parece
haver uma falta de clareza quanto a quais norngasrsenas de qualquer forma, fica evidente
o esfor¢o dos institutos nacionais investigadoseradequar a um sistema de qualidade, que

possa ser avaliado e reconhecido por outros centros

4.1.1.11 Centros pesquisados por meio eletrénico

Os seguintes centros foram identificados, porémra8ponderam o questionario da
pesquisa, ou ndo o fizeram em tempo habil paralwafeento desta dissertacdo. Seguem a
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seguir, entdo, as informacgfes disponiveis em sadsrecos eletrbnicos, a respeito das
atividades que desenvolvem com culturas de células.

O estado de Sao Paulo abriga oito institutos ddase da presente dissertacdo. Na
capital esta localizado o Instituto Butantan, quedpz imunobioldégicos como as vacinas
contra difteria, tétano e pertussis, além do antigga Hepatite B (recombinante &
cerevisag € inumeros soros para acidentes com animais npegtos. O IB esta
desenvolvendo vacinas contra gripe (HIN1 e HS5N1ljaiga usando células Vero; e
desenvolve ainda pesquisa visando a producgéao terniacos.

O Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estad8adePaulo (IPT), através de seu
Laboratério de Biotecnologia Industrial, atua nagusntes areas, dentre outras: projetos de
biorreatores, desenvolvimento de processos biokggicos e de vacinas e biofarmacos,
escalonamento de processos, caracterizagcdo e leontt® qualidade de produtos
biotecnolégicos. De especial interesse deste tralegta a atividade de cultivo e preservacao
de microorganismos e células animais.

A empresa Recepta Biopharma atua em biotecnologa parcerias com
universidades, institutos de pesquisa e hospitais€ dedicada a pesquisa e ao
desenvolvimento de anticorpos monoclonais paratartrento do cancer. O desenvolvimento
e producdo envolvem diversas areas de compet@mritre as quais a geracao de linhagens
celulares para a producdo em escala piloto decaptis monoclonais e demonstracdo da
viabilidade de sua produgcédo em escala industraht@o, as etapas de interesse do presente
trabalho foram realizadas em parceria pelo IB: gieyale linhagens celulares estaveis e alta
produtividade para a producdo de anticorpos monadohumanizados, construcdo dos
bancos celulares e producéo dos anticorpos enmagsitatio pelos Laboratérios de Anticorpos
Monoclonais.

A Associacdo Brasileira de Empresas e EntidadeBiatecnologia (BrBiotec Brasil)
esta localizada também na capital paulista, e € teda de entidades, organizacdes e
empresas, com foco na geracdo de negécios, fonaeto e promocdo das empresas
brasileiras de biotecnologia, tanto no pais quaatexterior.

A cidade de Campinas abriga uma empresa privadaaeuniversidade com atuacao
na area de cultivos celulares. A Nanocore Bioteigial S.A., de base tecnoldgica, atua na
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos, tlesean plataformas de biotecnologia e
nanotecnologia. Ela trabalha com base em contra®sservicos para desenvolver

medicamentos, vacinas e métodos diagndsticos. Ukieamp contém a Faculdade de
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Engenharia Quimica, onde esta inserido o Depart@amda Processos Biotecnoldgicos,
envolvido no desenvolvimento de processos com reultie células animais e microbianas,
sistemas de purificacdo e recuperacdo de biomale@m escala industrial, para aplicacao
médica e farmacéutica.

O interior do estado também apresenta dois outerstras de interesse. A
Universidade Federal de S&o Carlos, localizada emoc8ba (SP), através do seu
Departamento de Engenharia Quimica, contém o Lalraade Tecnologia de Cultivo
Celular, atua na pesquisa com linhagens como CH@-Kibridomas, visando a produc¢éo de
proteinas recombinantes com interesse terapéarofim, o Hemocentro de Ribeirdo Preto
€ um instituto de referéncia para coleta, processtone distribuicdo de sangue também
desenvolve pesquisa na area de proteinas recortdsné&he possui laboratérios de citometria
de fluxo, de HLA e de manutencédo de linhagens asdalpara pesquisas de interesse médico
e cientifico. H4 ainda uma linha de pesquisa paexmessao dos fatores VIII e IX de
coagulacédo recombinantes, nas células de mami&kidep-1 (linhagem derivada de tumor
endotelial aderente humano) e HepG2 (derivada patbearcinoma humano).

A Hemobras € uma empresa publica estatal vincidaddS que trabalha para tornar
o Brasil auto-suficiente no setor de derivados @mgae, fornecendo os seguintes
medicamentos: albumina, cola de fibrina, complesatrpmbinico, fatores VIl e IX, fator de
von Willebrand e imunoglobulinas especificas. Uraasdas linhas de pesquisa, ocorrendo na
unidade em Recife (PE), é o desenvolvimento de &stimulante de colénia de granuldcito e
fatores VIl e IX humanos recombinantes.

No estado de Minas Gerais se encontra a empreaa\\dita, inserida na incubadora
Habitat (Fundacdo Biominas). Este Instituto se ae@dio desenvolvimento de processos de
cultivo, purificacdo e caracterizagdo de molécuisando a producéo de biofarmacos.

O ultimo exemplo se refere ao Tecpar, com sede eritilia, que atua em diversas
areas cientificas, dentre as quais na producdmdeobioldgicos, desta forma contribuindo
com os 6rgdos publicos para a auto-suficiéncia @is pom relacdo a tais produtos. Sua
estrutura € composta pelas Divisdes de Vacinadsyi¥acina Anti-rabica Canina, Vacinas

Bacterianas, Biotérios, Quimica Fina e Antigenos.
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4.1.1.12 Avaliagéo dos resultados nacionais

Houve limitacdes intrinsecas na abordagem adotadarpapear o cenario nacional de
cientistas que trabalham com células para finssimidus. Em primeiro lugar, a inegavel
possibilidade de vieses no planejamento do questmiYin, 2005). O método escolhido -
levantamento de dados - caracteriza uma pesquadadjua, onde ha mais participacéo do
sujeito de pesquisa e menos controle sobre odades| ou seja, os dados coletados através
dos questionarios ndo puderam ser confirmados tla fuima. Além disto, o cenério real foi
certamente subquantificado devido: (a) ao alcarsieof limitado da pesquisa em identificar
todos os investigadores e produtores nacionaisrem & (b) a ndo participacédo de alguns
centros nacionais, por recusa ou ndo retorno d@ion

O pais, no entanto, esta claramente repleto désgimiais qualificados e dedicados a
pesquisa, desenvolvimento de processos e produéo$abricacdo de biologicos para uso
humano. E importante sempre aprimorar tais capaesjabem como investir de forma
constante em melhorias relacionadas as Boas Rr&ticao validacdes e qualificacbes, a fim
de gerar células de grau farmacéutico e medicamenta qualidade, eficicia e seguranca.

O INCQS, que ja realiza os testes de controle ddidade nas vacinas de Bio-
Manguinhos e esta fisica e administrativamente ipréoxa ele, € um grande parceiro em
potencial para prestar mais servicos como os tdstearacterizacdo dos bancos celulares. No
entanto, todos 0s outros centros pesquisados s&tedsantes possibilidades para parcerias
com Bio-Manguinhos, tanto para etapas de (co)dedamento de projetos, execucédo de

testes (conforme resumido na tabela 4.9), validaedgpalificacdes.

4.1.2. Cenério internacional

Os pesquisadores contatados indicaram o0s seguioteecedores de linhagens,
reagentes e apoio em geral (0 que inclui testebansos de células) para suas atividades de
pesquisa, desenvolvimento e producdo na éarea dieosukelulares. Os centros seguem
listados em ordem alfabética, excluindo os banc6€@, ECACC e DSMZ, que ja foram
descritos na secdo 1.2. Em seumbsites diversos centros afirmam seguir as BPF para a

atividade de estabelecimento de bancos de células.
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4.1.2.1BioReliance Limited

Esta empresa possui unidades nos ERéckvillg, Reino Unido Glasgowe Stirling)

e Japao (Toéquio). Ela realiza os seguintes testadeshtidade: isoenzimas, cariologia, DNA
fingerprintinge RAPD ¢tandom amplified polymorphic DNADNA polimérfico amplificado

de forma randbémica). Os muitos testes de purezhieimc microscopia eletrénica de
transmissao, esterilidade por inoculacao direteagéio com membrana e transferéncia direta;
micoplasmas por cultivo, células indicadoras e R@Bntitativo; virus especificos por PCR,
ensaios de co-cultivo, testigsvitro e in vivo, micobactéria por inoculagéo direta, e retrovirus
por microscopia, pesquisa por transcriptase rey&€&® do genoma e infectividade. Estédo
disponiveis também testes de tumorigenicidade egamicidade. Por fim, a estabilidade &
monitorada pelo sequenciamento genético, estatidiganética e do inserto.

De acordo com as informacfes disponiveis na seeddetlatura de sua pagina na
internet, a empresa afirma que gera os BCMs e BfdTsondicbes de BPF, o que inclui a
manipulacdo das culturas em fluxo unidirecional EB@lasse 100), dentro de uma sala limpa
ISO 7 (classe 10.000), ou seja, em um ambiente @Qrdsto € importante pois demonstra a
possibilidade de realizar tal manipulagdo segurstid @nfiguracéo de salas classificadas, em
vez do que se exige para envase e conexOes aaséptcproducdo de medicamentos
bioldgicos (requerimento de operacdo em fluxo lamgrau A, cercado por ambiente grau
B). A configuracdo “A circulado por C” é equipar&wa requerimento para envase de
produtos submetidos a esterilizagdo terminal, eepapresentar menor dificuldade para
instalacéo, operacéo e qualificacdo. Tal disposig@aliz com o documento da OMS (2011) e

com a proposta da presente dissertacéo.

4.1.2.2Charles River Laboratories International, Inc

Esta empresa sediada éfassachusett$EUA) foi indicada como referéncia para o
preparo, armazenamento e caracterizacao de baelcdsres. Sua pagina eletrdonica informa
que a empresa estabelece bancos em condicoes BRfirade linhagens germinais, bem
como de mamiferos, micrébios, insetos, levedumases.

Os testes passiveis de contrato investigam a dietgj pureza e estabilidade das
culturas. A verificacdo da autenticidade englolo@nzimas, cariotipo e DNAngerprinting

A seguranca € averiguada através de testes delidetie; micoplasma, microscopia
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eletrbnica, ensaios de producdo de anticorpos,uss@or retrovirus, ensaias vitro e in
vivo, e ainda PCR para virus humanos, simios, poreitms/inos.

Através de contato por correio eletrénico, questimio sobre certificacdo quanto as
BPF, a diretora de vendas esclareceu que esta sarera sido inspecionada pela FDA com
frequéncia anual ultimamente, e que, além dissariaglisposta a receber inspecdo por outra
Autoridade Sanitaria. Adicionalmente, ela esclanepee as operacdes assepticas com bancos
de células séo realizadas sob cabine de fluxo &Emgirau A, circulado por ambiente de grau

C, o que condiz com a proposta do presente trabalho

4.1.2.3Covance

Esta empresa estéd localizada em Nova Jersey (EUdiyponibiliza o servico de
geracdo de BCMs e BCTs sob condi¢des aderenteBRsA informacdes em shamepage
afirmam que ela possui uma licenca de fabricacda peoducdo de bancos celulares sob
BPF, expedida pela Agéncia Reguladora de MedicameenProdutos para Saude. Os bancos
sao preparados em salas limpas classificadas dagak, com programas de limpeza e
monitoramento ambiental. H4 espaco para criopras@&ovdas culturas e testes de viabilidade
e estabilidade. A identidade das culturas é vexficpor sequenciamento, nimero de cépias,
mapa de restricdo, isoenzimas, RAPD e cariologia.

A pesquisa por agentes adventicios inclui estadig contaminacdo por micoplasma
e espiroplasma (para linhagens derivadas de insé&ta®ntaminacao viral é investigada por
microscopia eletronica, ensaios para virus adviestie retrovirus, bem como pelo uso de

meétodos especificos como a pesquisa por anticerpastodos moleculares.

4.1.2.4Genibet Biopharmaceuticals

Esta empresa esta localizada em Portugal e € abpada na producdo e
fornecimento de material para o desenvolvimentoneédicamentos, estudos nao-clinicos e
atividades fabris em aderéncia as BPF. Segundomiafgbes publicadas em shamepagge
uma unidade esta em instalacéo, que sera dedioguta@aro de BCMs e BCTs de células de
mamiferos, bem como de produtos para terapia gérita espaco também para

armazenamento das culturas e producao de célulasetes.
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Esta empresa executa, junto com o IBET, as atieslaconstrucdo de sistemas de

expressado, desenvolvimento de processos e desengnte analitico.

4.1.2.5 Instituto de Biologia Experimental e Tecnolgica (IBET)

Trata-se de uma instituicdo privada portuguesa, fgmea interface entre diversos
centros, academia e industria em ramos da biotegiaol As atividades realizadas com
células animais incluem o estabelecimento de liehag desenvolvimento de processo
(inclusive etapas de escalonamemownstream estabilidade e preservagédo) para obtencao
de proteinas recombinantes e vacinas virais. Al&sodtambém ha pesquisa nas areas de

terapia génica e celular.

4.1.2.6Invitrogen

Esta empresa foi apontada, durante a analise detigparios, como um importante
contato para o comércio de linhagens celularesrasilBque incluem clones da linhagem 293
e de CHO. Em particular, o clone CHO DG44 foi eskatido sob condicdes BPF e é

destinado ao crescimento em suspensao.

4.1.2.7Lonza

Apontada no retorno dos questionarios como refeaépara comércio de culturas
celulares, esta empresa desenvolve linhagens essas; especialmente para obtencao de
anticorpos monoclonais e outras proteinas recomtgaeem células de mamiferos, usando
células CHO e NSO. De acordo com as informac¢dgsodikilizadason-line os bancos

mestre e de trabalho sdo gerados em uma plantéid@REiada no Reino Unido.

4.1.2.8Perkin Elmer

Esta empresa foi apontada no retorno dos questienéwmo parceira para COmercio
de linhagens. Outras atividades anunciadas enwsésiteincluem testes de citogenética,
analise e sequenciamento de DNA, bem como uma amateedade de reagentes

laboratoriais.
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4.1.2.9Sigma-Aldrich

Também apontada como referéncia para o comércitindagens, esta empresa
trabalha junto com a ECACC e oferece culturas tldasde anfibios, humanos, de insetos,

peixes, camundongos e tumores, dentre outras.

A tabela 4.11 apresenta o resumo das atividadesndaelsidas com culturas de

células, bem como statusregulatorio, de cada uma das empresas pesquisadxsenior.

Tabela 4.11: Resumo das atividades realizadas atiivos celulares statusregulatério dos centros

internacionais investigados

Centro

BioReliance Ltd.

Charles River

Covance

Genibet

Biopharmaceuticals

IBET

Invitrogen

Lonza

Perkin Elmer

Sigma-Aldrich

Atividade

Producéo e caracterizacéo d

bancos

Producéo e caracterizacdo d

bancos

Producéo e caracterizacéo d

bancos

Pesquisa e desenvolvimento |

atividades fabris
Pesquisa, producao de banct
Pesquisa, producéo e
comercializagcdo de bancos

Pesquisa, producéo e

comercializagdo de bancos

Comeércio e caracterizagdo d

linhagens

Comércio de linhagens

Statusregulatorio

Condicdes de BPF

Condicdes de BPF

Condicdes de BPF

Aderéncia as BPF
®

Condicdes de BPF

Planta licenciada com BPF

@)

(*) Nao foi possivel detectar esta informacéo atsada pesquisa eletrbénica.

Em suma, a maioria dos centros internacionais peesdps (6 dentre 0os 9, ou 66,7%)
por via eletrbnica afirma estabelecer bancos dedaccom as Boas Praticas de Fabricagéo.
Este é um contraste com 0s centros brasileirosiigasios, que em sua maioria se dedicam a

pesquisa e desenvolvimento usando culturas deasglal ndo exibem condi¢do atual para
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estabelecer bancos celulares em aderéncia as Bfade a producdo de medicamentos

bioldgicos.

4.2 Produtos bioldgicos registrados

Conforme esperado, foram encontrados muitos exengsobiofarmacos produzidos

em células CHO (tabela 4.7); as linhagens de VeMR&E-5 (tabela 4.8) sdo usadas na

fabricacédo de algumas vacinas virais.

Tabela 4.12: Exemplos de vacinas obtidas em célldas e MRC-5 registradas no Brasil

Vacina

Triplice viral

(rubéola)

Vacina contra raiva

Vacina influenza A

(inativada)

Célula

MRC-5

Vero

Vero

Detentor do registro
(data do registro no Brasil)
Bio-Manguinhos
(16/01/04)
Instituto Butantan
(05/05/04)

Baxter Hospitalar Ltda.
(11/05/10)
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Tabela 4.13: Exemplos de biofarmacos obtidos emlalCHO registrados no Brasil

Medicamento

Advate®

Avastin®

Campath®

Enbrel®

Fabrazyme®

Gonal-F®

Herceptin®

Luveris®

Mabthera®
Myozyme®

Naglazyme®

Ovidrel®

Pulmozyme®
Rebif®

Recombinate®

Recormon®

Xolair®

Substéncia ativa
Fator VIII de coagulagéo
humano recombinante
(alfaoctocogue)
Bevacizumabe (IgG1
monoclonal humanizado
contra fator de crescimentc
de endotélio vascular)
Alemtuzumabe
(anticorpo monoclonal
humanizado)
Etanercepte (proteina de
Fuséo 1gG1 e TNFr)
a-galactosidase (agalsidgs:
ou betagalsidase)
Horménio foliculo-
estimulante (ou alfa-
folitropina)
Trastuzumabe (IgG1
monoclonal contra HER-2)
Hormonio luteinizante (ou
gonadotrdfico)
Rituximabe (IgG1 quimérici
contra CD20)
a-glucosidase acida
N-acetilgalactosamina 4-
sulfatase (ou galsulfase)

Gonadotrofina (ou
alfacoriogonadotropina)

DNase | (alfadornase)
Betainterferona 1 A

Fator VIII da coagulagéo
(recombinante)

B-epoetina

Omalizumabe (IgG1
humanizado contra IgE)

Indicacédo terapéutica

Hemofilia A

Carcinoma de colo, reto
mama e pulmao

Leucemia linfocitica cronic

Artrite reumatéide

Doenca de Fabry

Infertilidade feminina

Cancer de mama

Infertilidade feminina
Linfoma ndo-Hodgkin,
artrite reumatoéide

Doenca de Pompe

Mucopolissacaridose VI
(sindrome de Maroteaux-
Lamy)

Infertilidade feminina
Fibrose cisitca

Esclerose mltipla

Hemofilia A

Anemia

Asma

Detentor do registro
(data de registro no Brasil

20/07/2009

16/05/2005

10/04/2006

25/03/2003

19/04/2005

23/12/1996

16/09/1999

06/09/2001

29/06/1998
03/12/2007

02/02/2009

11/07/2002

25/08/1995
23/08/1996

23/12/1998
18/10/1991

07/10/2004
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4.3 Testes de caracterizacao

Ao menos um dos bancos, o BCM ou o BCT, deve sEctmizado de forma
extensiva. Geralmente isto é feito no banco mepuis, ele é representativo de todos os de
trabalho, e entdo sobre ele recai o foco das pEsgtentaminagcdes adventicias, expressao de
virus enddgenos e aspectos de estabilidade. Se bl B&o fosse caracterizado
profundamente, os lotes de BCT teriam que passarlmega bateria de testes por campanha
para cada lote do produto; mas, em vez disso, pesdé&er controles de pureza, e outros mais
limitados de identidade. De forma similar, a ceréifdo exaustiva do BCM isenta o produto
biologico terminado de passar por ensaios adicofH, 1997; FDA, 2010), como
tumorigenicidade, oncogenicidade e teste paravietr® Em vez disto, tais ensaios podem se
concentrar na identidade e atividade da molécdm os aspectos de seguranga incluindo
apenas esterilidade, endotoxinas e outras impurezas

O objetivo do programa de testagens € confirmar dantidade e pureza
(caracterizacdo), bem como a adequabilidade (tpeajdo) de um determinado substrato para
0 uso produtivo proposto. Esse programa deve s$eidbtelevando em consideracdo diversos
aspectos, como as propriedades e o historico dmsas;é as metodologias analiticas

disponiveis (ICH, 1997), mas também o processal fabr

4.3.1 Identidade das culturas

A autenticacdo de linhagens deve ser realizadeneisémente, a fim de verificar a
ocorréncia de trocas e confusfes ou contaminag@eadas entre as linhagens (OMS, 2010).
A identidade de uma cultura deve ser determinaglanimimo, com a verificagdo da espécie
de origem, sem contaminagdo interespécies, o quie per analisado pelo perfil de
isoenzimas ou citogenética (técnicas cariologicRede haver preocupacdo ainda com a
contaminagado cruzada intraespécie, um problema moem laboratorios que manipulam
varias linhagens de uma mesma espécie @ilal, 2003).

Os dados necessarios para caracterizar satisfatta uma linhagem, diferenciando-
a de outros tipos celulares, séo inicialmente desatom a origem das células (se adquiridas
de laboratoério ou colecao oficial) e a histérialidaagem, contendo informac¢des do doador
do tecido/6rgéo e seu estado de saude. Para céhildas de animais, € importante registrar

dados do animal como espécie, condigbes de criamdgem geogréfica, idade, sexo,
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presenca de agentes patogénicos e estado fisiolggial. A descricdo morfoldégica também é
um instrumento importante para tipos celulares eades (ICH, 1997). Os dados sobre a
procedéncia incluem ainda registros sobre form@saolamento, manutencéo, checagens de
contaminagao, procedimentos de descontaminacapyiguades expressas, modificacoes
genéticas, alteracdes espontaneas, observacOesmexpais e criopreservacdo (Freshney,
2010).

Durante o desenvolvimento e validacdo do processofatbricacdo, devem ser
avaliadas caracteristicas relacionas ao crescimdatocultura, a fim de assegurar a
consisténcia da producéo. Estdo incluidos nesta tentestes para viabilidade, morfologia,
tempo de duplicacdo celular, eficiéncia de clonadeen aplicavel) e homogeneidade. A
avaliacdo morfolégica deve ser realizada em todasetapas, e as caracteristicas de
crescimento e a viabilidade s6 ndo precisam sarmdetadas na semente celular, mas o

devem ser no BCM, BCT e em células pos-producdoSCd10).

4.3.1.1 Determinacédo da espécie de origem

Estudos de cariologia sdo muito Uteis para linhagdipléides, possibilitando a
visualizacdo do genoma total e a identificacédo ivelrda espécie. Algumas linhagens tém
marcadores cromossomiais especificos que permitendeatificacdo neste nivel. O
bandeamento G, por exemplo, € realizado pela andbiscariétipo apds tratamento com
Giemsa, uma técnica que requer muito trabalho #boal, mas identifica padrdes
cromossOmicos com a visualizacao de inversdesgikde translocacdes e marcadores (OMS
1998, Hayet al 2003).

Andlises padrdo de células metafasicas podem naeetssibilidade para detectar
contaminacgdo cruzada (OMS, 2010), mas podem detarmgénero, ploidia (nUmero de pares
de cromossomos homologos) e estabilidade genéécéorina ndo muito precisa (FDA,
2010). Isto € interessante para diferenciar célutamais das transformadas (imortais), pois
as ultimas tém o numero de cromossomos mais instgveshney, 2010). Para fins de
classificacdo, é necessario consultar as publisagbiternational Standard Committee on
Human Cytogenetic Nomenclatui&CN), 6érgédo que estabelece a terminologia eripéss
dos rearranjos cromossomiais.

A andlise de isoenzimas (ou isozimas) também permiitdentificacdo no nivel de

espécie, com a vantagem de fornecer o resultadoodd® poucas horas. O método requer a
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analise de um painel de 4 a 6 enzimas, geralmeal@ndo lactato desidrogenase, glicose-6-
fosfato desidrogenase, nucleosideo fosforilase datmadesidrogenase (OMS, 2010),
verificando seu padrdo de migracdo quando subnseti@aeletroforese em gel de
poliacrilamida (FDA, 2010). Trata-se de um testécapel a culturas de origem animal ou
humana (ICH, 1997), que avalia seu padrao bioqoig@iMsS, 1998).

4.3.1.2 Analises genéticas

As abordagens genéticas que empregam ferramentasldgidimolecular sdo mais
especificas e podem ser aplicadas em células hgmiavando a identificacdo no nivel do
individuo doador do tecido. Métodos de DNAofiling ou fingerprinting geram um “perfil”
ou “impressdo digital” deste acido nucléico, comaniéas que analisam polimorfismos
relacionados as repeticdes em tandem de numeravebrVariable Number of Tandem
Repeat®u VNTR), 0s quais tendem a ser Unicos para caganamo.

Os meétodos iniciais se baseavam na pesquisa pongpiismo de tamanho de
fragmentos de restricAoRéstriction Fragment Length Polymorpshisma RFLP para
fingerprinf), um teste baseado na hibridizacdo de sondasSeuthern Blotting pouco
utilizado hoje porque demanda muito trabalho lafooi@. Atualmente sédo preferiveis
protocolos que utilizam a PCR para amplificar dateadas sequéncias do DNA, como a
andlise de repeticdes pequenas em tanderShmut Tandem Repeaf(STR, um tipo de
VNTR), que constitui um teste rapido pamfiling. Podem ainda ser investigados multiplos
polimorfismos de nucleotideo Unic&ifgle Nucleotide Polymorphisime Exon Primed
Intron Crossing PCREPIC-PCR), sendo que este é um teste rapidoieaapl a células
humanas ou ndo (OMS, 2010). DNiAgerprinting ou profiling sdo considerados os melhores
métodos, visto que pesquisam marcadores Unicosé@akas para acusar contaminacdes

cruzadas (Freshney, 2010).

4.3.1.3 Outras abordagens

Ha possibilidade de realizar testes adicionais @A e RNAmM com base em
técnicas de biologia molecular, bem como a pesqpea proteinas especificas. A
hibridizacdo com sondasSquthern Blotting pode investigar a presenca de sequéncias

genéticas marcadoras especificas e de genes regpitem o auxilio ou ndo de PCR para



83

amplificagdo do material. Os transcritos podem asalisados também com o auxilio de
sondas ou com a reacdo em cadeia da polimerasmndib a enzima transcriptase reversa
(RT-PCR). Por fim, as proteinas também sao capdeeagerar uma impressao digital unica
pela analise de extratos celulares totais ou debrearas; no caso de enzimas, a atividade
catalitica particular de determinados tipos cetdalmmbém pode ser estudada para fins de
identificacdo (Freshney, 2010).
Outra possibilidade inclui a pesquisa sobre o madméunolégico, como testes de

HLA para células humanas (OMS, 1998). Esta tipafpgmece a identidade da célula (FDA,
2010), pois seu alto grau de polimorfismo constitui marcador Unico. Além da pesquisa por
esta classe de macromoléculas, uma série de ouiewsadores antigénicos pode ser
investigada por técnicas de imunofluorescénciaSBLou com acdo de enzimas (peroxidase,
fosfatase), quando esta estabelecida a relacédgpaeificidade ao tipo celular testado. Por
exemplo, métodos de imunohistoquimica, focados etigenos da superficie celular, sao
aplicaveis na individualizacéo de células hematoga® e outras, em funcédo de seu grau de
diferenciacdo. A imunocitoquimica, usando anticergontra componentes especificos do
citoesqueleto e produtos de especializados emedifes tipos celulares, pode identificar

queratina em células epiteliais e melanina em ndeltos (Freshney, 2010).

4.3.1.4 Células modificadas geneticamente

Linhagens manipuladas para a producdo de biotegicok) como proteinas de
interesse terapéutico, sdo usadas para o estabefdoide bancos e devem ser caracterizadas,
inclusive quanto a expressao do inserto adicionagmdem ser realizados testes adicionais
no tipo celular parental, considerado neste caswas células ainda néo transfectadas com a
sequéncia genética de interesse (ICH 1995, 199 eterrigaray e Kratje (2008), Rodrigues
e Moro (2008) e a OMS (1991, 2010) indicam a nedads por informacfes minuciosas

sobre:

» caracterizacdo da célula parental (linhagem hog@derigem, fonte, historico,
morfologia, meio de cultivo, cultivo de forma fiaitou continua, velocidade de
crescimento, fenotipo e gendétipo, método de tragsie e selecao;

» gene de interesse: origem, identidade e sequémdaguéncia de nucleotideos deve

ser confirmada no banco mestre, mas excec¢des poderrer quando ha mdltiplas
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copias do inserto integradas ao genoma do hospedefiso em que pode-se
determinar DNA celular total paBouthernBlot ou RNA porNorthern Blof com
especial atencdo a caracterizacdo da sequénciadipaptdo produto final; o
sequenciamento do inserto e o mapa de restricdndeer analisados no BCM e ao
menos uma vez nas células apés o processo fabril;

» vetor de expressao recombinante: sequéncia, ideegifisica, mapa de restricdo com
funcdo das sequéncias presentes (incluindo se@séde regulacdo, resisténcia a
antibioticos, expressdao como proteina de fusdo earemda), método de
transformacao/clonagem, localizacdo na célula diatdo ou extracromossomial),
namero de copias e de pontos de insercao, inseeqdelecoes;

» célula transfectada: estabilidade do sistema deess@o hospedeiro-vetor, percentual
de células hospedeiras retendo o sistema de edprésserto localizado fora do

cromossomo) e condigdes de armazenamento.

As linhagens modificadas geneticamente podem deredciadas das suas células
parentais, ou de outra linhagem por contaminacéeada, através d8outhern Blotting
PCR, crescimento em meio seletivo, expressdo de dgeninteresse ou de gene reporter
(FDA, 2010).

A andlise do constructo fornece informacgfes solestabilidade genética, e deve ser
realizada no BCM e em células ao fim da producadimAde obter informacdes sobre a
fidelidade translacional (sintese de RNAmM) ou tcamhal (sintese protéica) de sua
informacé&o, ou sobre a estrutura secundaria eéite@u alteracdes pos-traducionais de uma
determinada proteina recombinante, se faz necassanalise do polipeptideo sintetizado,
uma etapa fundamental para avaliar a qualidadesisténcia na producéo de um biofarmaco
(ICH, 1995). Devem ser conferidas a sequéncia igeot€aminoacidos) e o nivel de
produtividade (OMS, 2010).

4.3.1.5 Programa de testes

Com relagcéo ao programa de testagens, o ICH (I89&hde que a identificacdo pode
ser fenotipica ou genotipica. Para fins de autecéic, seria adequado comprovar a espécie de
origem ou a presenca de um marcador celular un&cdinthagem. Neste sentido, seria

suficiente a analise de isozimas, bandeamentogésitetica) ou 0 uso de anti-soro espécie-
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especifico; ou alternativamente, técnicas de citéfiga por bandeamento para demonstrar a
presenca de um marcador cromossomial Unico, ownammdlise de DNAfiqgerprinting
RFLP, repeticbes de dinucleotideos no genoma) gatactar um padréo individual de
polimorfismo.

A FDA (1993) defende que a autenticidade deve seromistrada por caracteristicas
fenotipicas (como analise morfolégica) e confirntagé espécie de origem. Freshney (2010)
relatou que o padrdo majoritario era 0 emprego o@ wécnica de analise de DNA
(fingerprinting ou profiling) junto com andlise de isoenzimas.

J4 a OMS (2010) defende que a testagem deve foridsgificacdo especifica da
linhagem. Cariologia e isoenzimas devem ser amlgsaquando ha marcadores
cromossomiais especificos em células ndo humaoas;ido, quando ha marcadores mais
especificos, testes mais aprofundados devem ssidesados. E recomendada a verificacéo
da identidade (por isoenzimas, marcadores citog®sét e imunologicos, DNA
fingerprinting) em todos os estagios pelos quais o substrattac@lassa, ou seja, as células
engquanto semente celular, BCM, BCT e ao fim daygad. J& o monitoramento do cariétipo
poderia ser realizado apenas no BCM (ou BCT, se &st escolhido como foco da
caracterizagdo) e em células no fim do cultivo gaclucdo. Linhagens dipléides que ja se
encontram satisfatoriamente estudadas, como MR@WIS38 e FRhL-2 n&o modificadas
geneticamente, sO precisariam ser cariotipadasnaad producado, a fim de verificar sua
estabilidade genética apds exposicao as condigdeglra.

No presente trabalho se defende que os bancodudascéevem ser exaustivamente
autenticados, no nivel do BCM (ou a cada BCT) éraada producédo. Isto € especialmente
aplicavel as linhagens novas, mas também vale agjgehhecidas, como no caso de Vero e
MRC-5, fornecidas pela OMS como sementes celularesy procedéncia determinada e
certificacéo.

Cada produtor deve estabelecer cuidadosamente reguama de caracterizacao,
considerando as possibilidades de contaminacaadagporém, minimamente, uma técnica
de confirmagéo de espécie deve ser realizada fipagem, isoenzimas), em especial quando
o laboratério manipular células de diferentes arsma&élulas dipldides devem ser
cariotipadas no nivel do banco e ao fim da produQéideal é que também seja realizado um
teste genético, ou teste para outro marcador dgpe@munologico, padrao cromossomial ou

outro).
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As linhagens humanas devem ser autenticadas commprego de uma técnica
genética, como DNAprofiling por STR. Os métodos cariolégicos, bioquimicos e
imunologicos ndo possuem poder discriminatorio élevado a ponto de identificar, sem
ambiguidade, um tipo celular no nivel do individ\tas, de qualquer forma, se faz necessaria
a confirmacgdo da espécie de origem, dado que ST&ngmte reconhece células humanas

apenas (Baralloat al, 2010).

4.3.2 Seguranca

Os seguintes itens podem ser avaliados acercagdaasea de uma cultura: virus e
retrovirus (inclusive sequéncias de seus genonoasg)ps contaminantes microbioldgicos
classicos (bactérias, fungos, leveduras e micoplasne seu potencial tumorigénico e
oncogénico. E recomendado o teste em amostras d@mcédlulas/mL (ou volume
correspondente de lisado/sobrenadante).

Pode ser necessario investigar a contaminacaogeotes como micobactérias (p.ex.:
Mycobacterium tuberculogi®€m células susceptiveis e espiroplasmas em sdlalinseto ou
expostas a materiais derivados de plantas (OM®)2Pbssiveis agentes adventicios incluem
aindarickettsia protozoarios e parasita®s métodos de deteccdo de agentes adventicios tém
que ser validados, no que couber, e devem se bagsa#mo de estratégias multiplas que se

sobrepdem, a fim de abranger uma ampla variedaderdaminantes.

4.3.2.1 Importancia de avaliar a pureza de cultivoselulares

A Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) destaca, itasagdes de sua pagina sobre
biolégicos na internet, que células e tecidos bemaaterizados sdo empregados como
substratos para obter produtos bioldégicos como neacie biofarmacos, e que vém
gradativamente se impondo como produtos terap&utlEmpregados como substratos para
crescimento, a uniformidade e a isencdo de agewtemnticios destes materiais € essencial.
Como produtos terapéuticos, especialmente ao usaavancos recentes da engenharia
genética, eles podem prover intervencfes muito mimexionadas e compativeis que as
técnicas quimicas e mecanicas disponiveis atuatméiste sentido, a confirmacdo da
autenticidade de uma célula, sua inocuidade e ait@rago de seus atributos sdo de vital

importancia.
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Houve um acidente desagradavel em 1967, em meimm anomento de franca
produtividade na area de cultura de células edscicbm relacéo a identidade de culturas de
células. Devido a erros na manipulacéo, nas baaas e assepsia, células tumorais Hela,
gue possuem grande capacidade proliferativa, comé@am muitas outras linhagens em
diversos centros. Apenas em 1977 se confirmou @steaminacdo cruzada, a qual pode
invalidar experimentos e resultados dos laborador® partir deste ponto, os cientistas
comecaram a se preocupar com a autenticidade tldascénantidas em seus laboratoérios,
bem como a dar mais atencdo aos cuidados paranprea¢ acidente, a saber: nao
compartilhar garrafas de meios entre diferentelsaiens; evitar contato de pipetas com
frascos de cultura e garrafas de meio; ndo cortprtmeios de cultura entre diferentes
operadores; e manusear uma linhagem por vez (Fee&@03, 2010).

Em termos historicos, contudo, a maior preocupaefiopre esteve mais centrada na
seguranca dos produtos bioldgicos, tal qual a pgesele contaminantes e dos proprios
constituintes celulares (como acidos nucléicos adepmas), e os efeitos adversos que eles
representam a saude dos individuos expostos (188%)1 Medicamentos bioldgicos podem
transmitir doencas, como ja ocorreu com infeccGesisvpor HIV e hepatite B através de
hemoderivadds e os proprios substratos celulares podem contgEntes adversos
introduzidos inadvertidamente (adventicios) ou ims&cos, como alguns retrovirus
integrados. Preocupacdes relativas a segurangandhaem a presenca de SV40 em vacinas
contra polio e retrovirus aviario enddégeno em \aximbtidas em ovos embrionados.
Questbes também sdo debatidas sobre o risco denpeede prions e da pureza de novos
substratos para vacinas, conforme consta no eraeleitonico da FDA.

A prevencdao contra o virus da poliomielite, causaldoparalisia infantil, € estimulada
pela imunizacdo com a vacina na forma atenuadde(eda o virus vivo, administrada por via
oral) ou inativada — composta pelo virus morto.r@esso fabril desta ultima inclui o uso de
formalina para inativar o patégeno, gerando um yidhjetavel. No entanto, mesmo com
esta etapa no processo, foi descoberta a contaéirgeste produto pelo SV40, um virus
simio identificado apenas em 1960, o que levanteoqupacdes sobre o risco tedrico do
desenvolvimento de cancer em humanos. Com o acdérapemto, foi visto que, embora 0s
sujeitos do ensaio clinico que receberam o prodatdaminado tenham soroconvertido ao

SV40, ndo houve evidéncias do desenvolvimento digm@dades em decorréncia desta

" A OMS relembra tais eventos em seu documento 1@, 20expressa sua preocupacio na parte sobreagieli
e seguranca de bioldgicos (em sdg).
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exposicdo — mas, mesmo assim, foi desenvolvidanowa versao da vacina, com materiais
de partida isentos desse contaminante.

Algumas vacinas obtidas através da replicacdo emalovos embrionados também
exibiram problemas relativos a pureza. Os métoduditecos usados inicialmente nédo
detectavam contaminagdes nas vacinas derivadassdestdelos animais; contudo, com o
advento de uma técnica em 1996, que pesquisa &cHigase reversa com maior
sensibilidade (PERT), foi demonstrada a presengatiovirus aviario endégeno (EAV). Os
estudos de acompanhamento demonstraram que EAV &inus defectivo produtor de
particulas ndo infecciosas em culturas de células, evidéncia confirmada pelo histérico de
seguranca do uso de vacinas geradas nesta plagaform

Outro importante exemplo sobre a importancia daatarizacéo e pureza das células
usadas na producdo de medicamentos biol6gicosencacentemente. Em fevereiro de 2010,
a empresa GlaxoSmithKline Biologicals (GSKBIo) iimiormada por um pesquisador sobre a
descoberta, usando técnicas de PCR, de sequérciB&NA do circovirus porcino tipo 1
(PCV-1) em 2 lotes de sua vacina contra o rotav(Rstarix®, atenuada e oral). Esta
descoberta inesperada causou grande preocupac@eiaaegulatério e na classe médica,
pois compromete a seguranca destas vacinas, assfisaamplamente usadas para prevenir a
infeccdo pelo maior causador de gastroenteritesremcas.

A GSKBio conduziu experimentos e confirmou a preserde PCV-1 nos
intermediarios do processo de producgdo, no bana®ldéas de trabalho (células Vero), na
semente viral que derivou a vacina e no recipiéntd. A prépria FDA conduziu ensaios e
também detectou o contaminante na vacina. Em 08/2@1 Autoridade Americana
recomendou a suspensdo temporaria do uso das yaoom#ra o rotavirus, inclusive a
Rotateq® (também atenuada e por via oral), produpela empresa Merck. Apos analises
desta empresa e da FDA, foram identificados fragosegenéticos correspondentes as cepas
PCV-1 e 2 na Rotated®

A partir deste momento, foi realizada uma grandgiagéo do risco para se chegar ao
consenso sobre o uso dessas vacinas. Ambas asségpasmpostas por virus pequenos de
DNA fita simples. O PCV-1 é comumente encontradcsamos, mas nao € patogénico a eles
nem ao homem; a cepa PCV-2 foi reconhecida em Xe®do enquadrada como causador de

doenca letal em suinos, mas nao ha evidénciasedpagsua a capacidade de infectar nem de

8 A discusséo cientifica realizada pela Autoridadeeficana esta exposta em somepage.
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causar doenca no homem. Houlaglos clinicos mostrando que estes virus ndo Beammo
intestino, nem levam a formacao de anticorpos quapticados no homem.

Uma investigacdo sobre a implicacdo do uso cordimwa vacina foi conduzida. A
avaliacdo de risco levou em consideracao os damoersaios clinicos e de farmacoviglancia
para ambas as vacinas desde seu registro, os m@@igustificaram grande preocupagéo
quanto a seguranca até o momento. Ao fim, foi cemado que os beneficios ultrapassam os
riscos relativos ao seu uso nos programas de \@onalada sua grande importancia na
reducdo de casos da doenca; mas foi exposta asismks de maior caracterizacdo dos
substratos e materiais de partida (com relacdotécgho de contaminagdo por agentes
adventicios), usando métodos emergentes e maivasns

Fazendo uma andlise laboratorial e considerandectsphistoricos, foi demonstrado
que as células Vero sdo muito susceptiveis a i@fepelo PCV-1. A descoberta de culturas
destas células contaminadas na ATCC ocorreu em, E9@diste a possibilidade de que tal
fato se deva ao uso de tripsina porcina contaminagao virus, visto que somente em 1995
Sse comecou a tratar esta enzima com radiacaoioleta

A vacina inativada, por outro lado, teria algumastagens sobre as que contém o
virus vivo. Suas etapas de inativacao, necesgaaiasgerar o principio ativo, também teriam
a possibilidade de inativar PCV ou outros agenubgeraticios, desde que devidamente
comprovado por validacdo de processo, e isto aarersieguranca do uso do produto. Os
resultados discutidos pela FDA indicam que pararadygio inativado, foram detectadas
sequéncias do virus no banco de células, na semiealte no estagio da coleta, porém ndo
no recipiente final, fortalecendo a idéia de qu®utaminante presente no inicio foi inativado
ao longo das etapas fabris.

Fica evidente, com a exposicao destes casos, gualiacdo do risco presente em um
medicamento biologico deve ser realizada levande@msideracéo a certificacdo dos bancos
de células (incluindo demais insumos, reagentesatrias biologicos de partida), e a
validacdo do processo de fabricacdo, dado que pmte conter etapas de reducédo
(remocao/inativacdo) de agentes contaminantes.ofdlugéo de novos substratos celulares
deve considerar os riscos relativos ao fendtipootigénico (em especial de linhagens
continuas), infectividade teorica (como pela comtagéo por prions) e a possibilidade de

acdo oncogénica de materiais como DNA, proteinasvious presentes nas células. A
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evolucdo dos testes para detecgdo de virus emtpsodomo vacinas evoluiu com o tempo,

aproximadamente recapitulando o préprio histériealescoberta dos virus

4.3.2.2 Virus

E comum encontrar bancos de células antigos quamfoestabelecidos sem
caracterizacao dos reagentes derivados de anicoams, aqueles de origem bovina e porcina.
Neste caso, se faz necessaria a testagem dessésmtashpara a presenca de patdgenos virais
gue reconhecidamente infectam tais espécies, levamdconta os métodos de isolamento e
deteccao disponiveis, através de testes em cdloldsn da producdo (OMS 2009, FDA
2010). Como exemplo, a tripsina derivada de pomode conter agentes adventicios e
parvovirus (Etcheverrigaray e Kratje, 2008). Coritepdes virais sdo majoritariamente
introduzidas pelo uso de soro fetal bovino, e causaudancas na taxa de crescimento das
células em cultura (Léet al, 2008). Quando necessario, como no momento dealigasa
presenca de agentes infecciosos em uma suspensfEndm o virus vacinal, deve-se
neutralizar o mesmo, por exemplo, pelo uso de @mpixs (FDA, 2010).

Os diversos tipos de células usadas apresentamerdds painéis de virus
potencialmente presentes e patogénicos a serembsjrependendo da origem e estado de
saude do organismo originario, dos eventuais uvigglos para imortalizar uma linhagem
continua, ou ainda dos reagentes e da manipulagéiodg do estabelecimento do banco
celular (ICH, 1999). Estes microorganismos podemstar como virions inteiros, particulas
visualizaveis por microscopia eletrénica, ou nanfarde sequéncias genéticas (ou partes
destas) persistentes e integradas ao genoma hospedsua expressao pode ser ativada sob
as condicdes do cultivo em biorreator. Os bancolintiagens dipldides e continuas devem,
portanto, ser bem caracterizados quanto a pressegaéncia de nucleotideos e marcadores
virais possiveis, atraves de testes em trés mediged com o uso de culturas de células, com
a inoculacdo em animais e ovos (ensaip¥ivo), e pela pesquisa por retrovirus e virus
endogenos.

No primeiro caso, os lisados celulares e/ou o meioultura gasto, ou ainda as células
intactas da amostra, sdo usados para inoculacéia adiu para co-cultivo, respectivamente,

pela adicédo a culturas de células indicadorassEsta apresentadas em monocamadas (OMS

° As preocupagcdes relacionadas a pureza de matérigartida bioldgicos estédo descritas em uma amEEsD
do FDA disponivel em sua pagina na internet.
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1998, ICH 1999) de células dos bancos ou do finprdalucdo, e permitem a detecgcédo de
varias familias virais com atividade citopaticamiaglsorvente e hemaglutinante. As células

indicadoras devem contar com ao menos:

- uma cultura primaria ou continua derivada da messpécie e tecido que o substrato
usado na producao;

- uma cultura de linhagem dipléide humana, especisiengara a deteccéo do virus do
sarampo;- uma cultura de rim de macaco, para acgiiede virus simios,

especialmente se o substrato celular empregadmdagio for de origem humana;

Devem ser usadas 1@élulas (ou o volume correspondente de lisado eio,nou
ainda o volume equivalente a 500 doses ou 50 mgrael ou coleta viral) em cada cultura
indicadora, com observagdo para efeitos citopatipos a0 menos duas semanas, e,
opcionalmente, o sobrenadante pode ser inoculadanmnte em culturas frescas para
observacao adicional por outras duas semanas, tr@m mais ensaios para hemaglutinacéo e
hemadsorséo.

Os testes supracitados devem ser realizados cashrersdante das culturas apos o
periodo de observacdo dos efeitos citopaticos. eksdias usadas devem ser derivadas de
galinhas, cobaias e macacos ou humanas do tipo O.

Quando houver susceptibilidade do substrato e gasm contaminacdo por
citomegalovirus humano ou simio, as culturas imtticas de células dipldides humanas
devem ser observadas por no minimo quatro semaheamativamente, este métodovitro
pode ser substituido por PCR.

Os agentes adventicios detectaveis por esse enmsdiem 0s seguintes virus
humanos em culturas dipléides: adenovirus, alfayirtoronavirus, enterovirus (como
poliovirus, ecovirus e coxsackievirus B), flavigricertas cepas de hepatite A, herpesvirus
(como herpes simplex, varicela zoster e citomegals), ortomixovirus, paramixovirus,
raiva, reovirus, alguns rinovirus e rubéola (FDA@OOMS 2010) e SCMV. Os seguintes
agentes infecciosos humanos podem ser pesquisatda®lalas Vero: algumas cepas de
adenovirus, alfavirus, arenavirus, bunyavirus (cdlabovirus e nairovirus), enterovirus
(como polio, coxsackie B e ecovirus), filovirusavivirus, herpes simplex, influenza,
ortomixovirus, paramixovirus, poliomavirus, poxeiruaiva, reovirus, rinovirus, rotavirus,

rubéola e vesiculovirus; e herpes B simia (FDA01



92

A pesquisa por virus de insetos deve ser realieadlaadicdo aos testes anteriores,
quando esse substrato celular for adotado na piiodiRpssiveis contaminantes incluem os
arbovirus, organismos transmitidos por artrOpodesnoc 0s mosquitos, e que sao
potencialmente patogénicos ao homem.

Os protocolos disponiveis exibem algumas diferengasgéncia Americana indica a
pesquisa por diversas familias de agentes virgiscéfcas em culturas de células de insetos,
bem como BHK21, susceptivel aos arbovirus. Ja arrgcado recomenda a prévia inducao
do substrato, e o uso de trés tipos de célulagalentuma permissiva ao crescimento de
arbovirus humanos; outra permissiva ao crescinmgmta@rios tipos de virus de insetos; e uma
altima derivada da mesma espécie do substratoaceldlensaio em células BHK21 é citado
como método alternativo ao teste em células de nitossusceptiveis a arbovirus humanos.

Os testes com ceélulas indicadoras séo inespecifici&n a limitacdo de que nem
todos os agentes virais sdo cultivaveis nas céksaslhidas (OMS 1998, ICH 1999). No
entanto, o0 método pode ter sua sensibilidade aa@mtada a possibilidade de inocular uma
grande quantidade da amostra (FDA, 2010).

Animais vivos sdo excelentes para detectar a ptaséral, pois a replicacdo é facil
nesse ambiente, e um resultado positivo para gs&ipca reprova a amostra analisada. Testes
in vivo podem incluir camundongos, porquinhos-da-indidd@s) e coelhos, que devem ser
observados por algumas semanas para detectar mvdesmento de complicacbes (OMS,
1998); e ovos embrionados sao tao sensiveis &agfb viral que sdo adotados como padrédo
ouro em virologia. O lisado celular e o meio detwal inoculados permitem a deteccao de
varios patdgenos humanos, desde que 0os mesmogamnse replicar e causar doenca nos
modelos animais testados (ICH, 1999). Estes métgsdoscapazes de detectar virus que
inicialmente ndo s&o evidenciados por outros sa$emas possuem as limitacdes de'fue
(@) a sensibilidade é desconhecida com relacdepascselvagens, visto que os meétodos
foram estabelecidos com cepas adaptadas a laboyadfb) muitos virus patogénicos aos
seres humanos néo infectam nem se replicam emresee®vos.

Testes em camundongos adultos sdo usados pargadethr virus da coriomeningite
linfocitica (LCMV, da sigla em inglés), coxsackimyd (A e B), flavivirus e o virus da raiva.
Aplicaveis no banco mestre ou de trabalho, e tambéncélulas cultivadas até o fim da
producdo (ou um pouco além), para culturas prirsadéploides e continuas. E realizada

inoculagdo em camundongos pesando entre 15-20g,0¢omL pela via intraperitonial e

'° Conforme apresentacg&o do FDA sobre seu prépriq disiponivel em suaomepage
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0,03 mL pela intracerebral. Ha diferencas nos palts analisados, conforme exposto
abaixo.

Tabela 4.14: Diferencas entre os métodos da OM3leffara testes em camundongos adultos

Aspecto
considerado OMS FDA
Ao menos 10 animais sdo observados por 1 més e Ao menos 20 animais sao
investigados em caso de anormalidades. Os que  observados por 21 dias; os que
Protocolo morrem devem ser examinados por (histo)patologia morrem devem ser investigados
se for indicada infeccao viral, esta deve ser itigada para infeccao viral, e seu tecido
por cultura ou método molecular. deve ser homogeneizado e
inoculado em 5 camundongos
adicionais, que sao observados por
mais 21 dias.
80% dos camundongos dos grupos teste e controle 80% dos animais sobrevivem de
Critério de negativo ndo podem morrer por causa inespecifica, forma saudavel sem evidéncia de
aceitacao para que o ensaio seja valido. agente transmissivel ou infeccéo.

De qualquer forma, € importante que o ensaio incturoles positivo e negativo, isto
€, grupos com numero de camundongos igual ao tespadém um sendo inoculado com
padrédo de virus (controle positivo) e outro grupaculado com material sem contaminantes,
como solucao salina estéril (controle negativo).

O uso de camundongos neonat@si¢kling mice”) € de grande valia. Este ensaio
Vivo é capaz de indicar a infeccdo por coxsackieviipeqtA e B, sendo que o B também é
detectavel em cultura de células), picornavirus aapmoliovirus e ecovirus, alfavirus,
bunyavirus como flebovirus e nairovirus, arenayifilavivirus, raiva, herpesvirus como
herpes simplex, coriomeningite linfocitica e diversirus murinos.

As células devem ser inoculadas, sendo 0,1 mL no¢taintraperitonial e 0,01 mL
pela intracerebral, em filhotes com menos de 24adde vida. Devem ser usados grupos
controle para garantir a validade do ensaio. Asréifcas existentes entre 0s guias sao
resumidas abaixo.
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Tabela 4.15: Diferencas entre os métodos da OM3Aefara testes em camundongos neonatos

Aspecto
considerado OMS FDA
Ao menos 10 animais sdo observados por 1 més e Ao menos 20 animais sdo observados
investigados em caso de anormalidades. Os que por 14 dias; os que morrem devem
Protocolo morrem devem ser examinados por (histo)patologie ser investigados para infecgéo viral,
se for indicada infeccéo viral, esta deve ser itiyada e seu tecido deve ser homogeneizado e
por cultura ou método molecular. inoculado em 5 camundongos
adicionais, que sdo observados por mais
14 dias. H4 uma passagem cega
adicional, com tecido homogeneizado
dos animais sobreviventes em 5 novos
camundongos.
80% dos animais sobrevivem de
Critério de 80% dos camundongos de todos os grupos devem forma saudavel sem evidéncia de
aceitacao sobreviver, para que o ensaio seja valido. agente transmissivel ou infeccéo viral.

Ensaios em cobaias (“porquinhos-da-india) sdo cemehtares nos documentos da
OMS e FDA. Sédo empregados a fim de detectar a mgasgrincipalmente de espécies de
micobactéria (em especisllycobacterium tuberculogismas também LCMV, paramyxovirus
(como Sendai), reovirus e filovirus, a partir daules do BCM ou BCT; células do fim de
producao devem ser testadas uma vez por procesgo gcada BCT).

Cinco porquinhos-da-india por grupo (incluindo aapgs controle), pesando entre
350-450g, devem ser inoculados com células videmiss mL pela via intraperitonial e 0,1
mL pela rota intracerebral. Os animais devem semitm@dos para anormalidades
diariamente por 42 dias. Os animais que morremrdesay examinados por (histo)patologia
e, se houver indicio de infeccéo viral, é recomeeddlentificar o agente por métodos de
cultura e/ou moleculares. Para a validade do ensa#s de 20% dos animais devem
sobreviver nos grupos teste e controle negatiwwitério de aprovacdo da amostra pressupde
que 80% das cobaias sobrevivam de forma saudavgleenenhum apresente sinal de
contaminacgao por agente transmissivel ou infecgab v

Como a pesquisa por Micobacterium pode ser reaipai métodos alternativas
vitro, com o0 uso de cultura ou PCR, devidamente valgladstes testes devem ser
preferiveis, a menos que haja forte justificatimegpmanutencédo do ensaiovivo.

Os protocolos da OMS e FDA estdo harmonizados @aeate em coelhos. A fim de
detectar a presenca do herpesvirus B em cultuirags de macaco, é realizada inoculacéo
de 1 mL pela via intradérmica (multiplos locaisd@menos 2 mL pela via subcutanea, com
células divididas igualmente entre cinco coelhaw @rupo) pesando entre 1,5-2,5 Kg. Os

animais sao observados diariamente por um mésaparanalidades; os que morrem devem
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ser examinados por (histo)patologia e, se houwdicim de infeccdo viral, é recomendavel
identificar o agente por métodos de cultura e/oleocutares. Para a validade do ensaio, mais
de 20% dos animais devem sobreviver nos grupos éesbntrole; o critério de aprovacao da
amostra pressupde que 80% dos coelhos sobrevivaforage saudavel, e que nenhum
apresente sinal de contaminacao por agente tragisalisu infecgdo viral.

A Organizacdo destaca que este ensaio pode seitigdbspelo teste em cultura
celular continua de rins de coelho. Neste sentiddeteccdo do virus herpes B em células
simias primarias deve ser realizada pelo métoddtro, a ndo ser que haja forte justificativa
para o uso do ensailo vivo.

Um modelo animal muito empregado se baseia no tsteovos embrionados de
galinha. O material testado deve ser derivado ttaras primarias, diploides ou continuas de
células aviarias e de novos substratos celularssispensao é aplicada em ao menos 10 ovos
embrionados por grupo e posteriormente recolhideréicada sua atividade hemaglutinante
em hemacias de cobaia, galinha ou outra espéagiaayOMS, 2010) e tipo O humana. A
inoculacéo ocorre por duas vias a fim de detecpaesenca de virus distintos: a via alantoica
revela a infeccdo por ortomixovirus (influenza),rgmaixovirus (sarampo, caxumba e
parainfluenza como o virus Sendai), alfavirus ecuésvirus; a inje¢cdo no saco vitelinico
detecta a presenca de herpesvirus, poxvirus, rabdptaem como outros agentes adventicios
comoricketsia micoplasma e bactérias (FDA, 2010).

Os guias da FDA e da OMS sugerem diferentes métedosorme exposto a seguir

de forma comparativa.
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Tabela 4.16: Diferencas entre os métodos da OM3/4effara testes em ovos embrionados

Aspecto
considerado OMS FDA
In6culo 10° células do final da producéo (ou volume 10 mL ou volume equivalente a 100

equivalente de seu lisado), derivadas do BCM ou B doses (o que for de maior volume)

Idade dos ovos 5-7 dias para via do saco vitelinico; 9-11 diampaa  6-7 dias para via do saco vitelinico;
da cavidade alantéica 10-11 para via da cavidade

alantéica

Os ovos inoculados sdo incubados por 5 dias; @dlui Para a via alantdica, 0s ovos sdo

coletado é incubado com eritrécitos e a leitureitdf  inoculados com 0,5 mL da amostra,

apo6s 30 minutos entre 0-4°C, novamente apds 30 incubados por 3 dias a 35°C e

Protocolo minutos entre 20-25°C; e adicionalmente, para testados. O material coletado é

hemacias de macacos, ap6s 30 minutos entre 34-3 testado novamente da mesma forma
em ovos novos. Para a via do saco
vitelinico, os ovos séo incubados
por ao menos 9 dias a 35°C, e o
procedimento também é repetido
€m 0vO0S NoVos.

- 80% dos embri6es de qualquer grupo ndo podem - 80% dos embriées com aparéncia

Critério de descartados, por razées inespecificas, para qosae normal
aceitacao seja valido - sem evidéncia de agentes virais ou
- sem evidéncia de agentes virais hemaglutinantes

Conforme exposto, os critérios de aceitacdo dotmatbsavaliado diferem entre os
documentos, e apenas a OMS destaca um critériovadidade do ensaio. Neste sentido,
também é importante adotar grupos-controle coml igimmero de ovos embrionados; e é
desejavel que os ovos sejam livres daqueles paisgespecificos (SPF) investigados nesta
metodologia.

A Organizagdo ainda chama atencdo a necessidadse devestigar, por exame
patologico, a causa da morte dos embrides com mimléde infec¢do viral, e que a
identificacdo destes agentes pode envolver mémmtoscultura e/ou moleculares.

O ultimo teste em modelo animal se refere a prasldgianticorpos. Estes ensaios
vivo detectam uma ampla gama de patdégenos espéciefiesise@m especial para células de
roedores comtamsters camundongos e ratos, mas também podem ser apfica\células
de galinhas, e a culturas que possam ter sido @gpasgentes de roedores. S&o considerados
testes especificos, e devem ser realizados nodanc células ao fim da producdo de
culturas primarias, dipldides e imortalizadas, emmais SPF. Os agentes detectados pelo

ensaio incluem:
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- Producdo de anticorpos ehamster(HAP, da sigla em inglés): LCMV, virus da
pneumonia ddéamsterPVM), reovirus tipo 3 (Reo3), Sendai e virus sii(SV5)

- Producao de anticorpos em ratos (RAP): virus Hantéeus de rato Kilham (KRV),
LCMV, adenovirus murino, virus da encefalomieliterma (Theilers, GDVII), PVM,
coronavirus do rato (RCV), Reo3, virus sialodacdgméte (SDAV), Sendai e virus
Toolan (HI).

- Producéo de anticorpos em camundongos (MAP): \@ci®melia, rotavirus murino
(EDIM), virus Hantaan, LCMV, virus da desidrogen#séca (LDM), virus minuto
murino (MVM), adenovirus murino (MAV), citomegalous murino (MCMV), virus
da encefalomielite murina (Theilers, GDVII), hepatnurina (MHV), PVM, polioma,

Reo03, Sendai, virus timico e virus K.

Métodos de PCR podem ser usados, desde que dewigardemonstrada sua
sensibilidade; esforcos para desenvolver tais nétodoleculares sdo interessantes para a
reducdo do uso de animais nestes testes de cod#agialidade (OMS 1998, 2010, FDA
2010).

A microscopia eletronica de transmissdo € um métodspecifico e de baixa
sensibilidade, usado para detectar virus e retresveéndogenos, bem como particulas
semelhantes a virus e agentes adventicios de w#ass (ICH, 1999). A morfologia pode
ajudar na identificacdo do tipo de contaminantepdttanto, um método qualitativo, € um
resultado positivo leva a testes adicionais, confectividade e PCR. A microscopia de
transmissao pode também ter aplicacdo quantitatstanando a concentracdo de particulas
virais, a fim de gerar dados de suporte a validalgioeducao viral. Pode ser apropriada a
aplicacdo de um pré-tratamento nas culturas, cdrst&ocias quimicas ou indutoras, visando
estimular a producdo dos virus latentes ou endé&genoprotocolo envolve a analise por
coloracdo negativa de cortes ultrafinos (FDA, 20d®)200 células, sejam elas diploides ou
continuas. Os bancos podem ser testados, masscétufam da producédo (ou cultivadas um
pouco além) devem ser investigadas, pois estamferpostas as condi¢cdes de cultivo que
podem induzir a expressao de particulas viraisul@glde insetos podem precisar passar por
variacbes de temperatura, indugcédo quimica e ardgdiseais células para a avaliagdo por este
método (OMS, 2010).

Retrovirus, virus endégenos — aqueles com genowaletiemente integrado ao da

célula hospedeira -, virus latentes ou persistdotaao o herpesvirus em células humanas) e
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acidos nucléicos virais podem ser propagados eértente, de uma geracdo celular a outra,
tendo a chance de ser expressos de forma comnstitoti inesperada sob as condi¢cdes de
cultura (ICH, 1999). A infeccdo por retrovirus nésta obrigatoriamente relacionada ao
aparecimento de efeitos citopéaticos em célulacaultiras, logo se faz necessaria a utilizacédo
de métodos como microscopia eletrénica de tran&mjissnsaio para transcriptase reversa
aprimorada pelo produto (PERT), PCR ou outros gestevitro especificos e ensaios de
infectividade. Devem ser examinadas células do BGBCM cultivadas até o fim de sua
vida no processo fabril (OMS, 2010).

Ensaios para transcriptase reversa podem seragadizom células de animais (como
mamiferos) e insetos, obtidas do BCM ou BCT cultivaaté o fim de producdo (ou o
sobrenadante destas culturas), devem ser testad®CR ou PERT. E possivel adotar uma
etapa de estresse para induzir a transcricdo daérsgas retrovirais integradas ao genoma da
célula hospedeira. Por se tratar de um método dtarsensibilidade, ha chance de serem
gerados resultados falso-positivos; neste sentigo, resultado positivo pode ndo ser
conclusivo, sendo importante adotar controles (posie negativo), bem como avaliar a
performance (pelos parametros de limite de quaatgéio, especificidade e reprodutibilidade)
para a validade do ensaio. O método para tranasepteversa e o de infectividade se
complementam, dado que os resultados (possivelnfig@istes) positivos do primeiro podem
ser confirmados pelo segundo (FDA 2010, OMS 2010).

A infecciosidade (ou “testes de infectividade”) darovirus deve ser investigada
usando-se células viaveis do banco, cultivadassaté limite maximoin vitro, ou 0
sobrenadante. Isto € especialmente aplicavel distratos de roedores, humanos e primatas
nao-humanos.

A amostra deve ser inoculada em culturas de &lnldicadoras apropriadas, que
devem permitir o crescimento de uma ampla variedgdagentes virais. O protocolo pode
prever ainda uma nova inoculacdo em culturas fseacéim de aumentar sua sensibilidade
(FDA 2010, OMS 2010).

Este ensaio detecta apenas os contaminantes o¥esgiogo, um resultado negativo
também pode ser complementado através da pesalésanzima transcriptase reversa, pois
tal ensaio detecta a presenca dos retrovirus féaxiaosos (ICH, 1999).

Os meétodos moleculares estdo em constante evolAgdcontrario dos ensaids
vivo, que detectam uma ampla variedade de contamingogsiveis, métodos de PCR,

acoplados ou nao &outhern Blgtsdo capazes de identificar especificamente agemtas
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conhecidos, em especial aqueles dificimente cutis e os sem efeito citopatogénico.
Também podem ser encontrados virus com genoma de &hNwvés de PCR com a enzima
transcriptase reversa; e técnicas de ELISA e imuoscéncia podem esclarecer resultados
incertos obtidos por PERT. Podem ser detectadowsvirus humanos e simios, bem como
0s virus de inseto quando células desta origemmfarélizadas, desde que o método seja
devidamente validado (FDA 2010, OMS 2010).
Os testes supracitados séo apresentados pela C3@8, (2010), pelo ICH (1999) e

FDA (2010) como uma lista sugerida, que nao nedessante deve englobar todos os
procedimentos, e que deve ser revista a medidanétedos novos e alternativos surjam com

os devidos dados de suporte, como a implementagaeetbdos mais sensiveis.

4.3.2.3 Bactérias e fungos

Amostras do fluido sobrenadante dos bancos medieeteabalho devem passar por
testes de esterilidade para detectar a presengasgéveis microorganismos como bactérias,
fungos e leveduras (OMS, 1998). Contaminacdes tmignas desses tipos causam aumento
na turbidez e queda do pH do meio de cultivo. Aslag cultivadas morrem rapidamente,
visto que estes organismos adventicios crescemitemo mais acelerado, depletando os
nutrientes em solucéo (L& al, 2008).

A esterilidade deve ser testada em 1% dos fragmoém em ndo menos que dois
frascos do BCM e BCT (Rodrigues e Moro, 2008). Atdgem em diversas etapas do
processo fabril condiz com a estratégia de que M BEve ser exaustivamente testado para
identidade, e que os demais ensaios podem focgrosasveis contaminacdes introduzidas de
forma inadvertida durante a producédo, derivadasodees como o0 ambiente, materiais ou
pessoal. E além dos bancos, devem ser testaddascatufim do cultivo, sendo apenas uma
corrida para cada processo comercial ou produtavago (OMS, 2010).

Diversas farmacopéias descrevem os testes, e d1€3¥) considera apropriados os
métodos e limites adotados pelas monografias de 8é@s integrantes — Farmacopéias
Européia, Norte-Americana e Japonesa —, e estadasdioém reconhecidas pelo Brasil
conforme exposto na RDC 37/2009 (Brasil, 2009b).

O soro bovino, usado para suplementacdo de meiosultira basicos, pode ser
contaminado por bactérias, fungos e micobactélate Ultimo microorganismo pode ser

detectado pela cultura de uma amostra em meio ifispee fértil, por seis semanas; também
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estdo disponiveis protocolos com o uso de cobaRGR (FDA, 2010). Devem ser testadas
células susceptiveisMycobacterium tuberculoses culturas primarias (OMS, 2010).

A presenca de agentes microbianos em produtosgmol e bancos celulares é
testada em sistemas vitro e in vivo pelos fabricantes. Embora os resultados com alguns
substratos, como as células CHO, ndo tenham luatoente revelado diferencas quanto a
deteccao de contaminacdes entre os dois métodaosh@ra ensaias vivodevam aos poucos
ser substituidos por modelos em culturas de ceélplais tais testes devem ser reduzidos
unicamente aos necessarios a comprovacao da segueses ainda sdo os que exibem maior
sensibilidade (mensurada como limite de deteccdamplitude na descoberta de varios
agentes contaminantes. Felizmente, BCMs derivades sementes bem qualificadas
previamente, como aqueles originados de células darOrganizacdo Mundial de Saude,

ndo necessitam de testes repetidos em animaiba®@iério (OMS, 2009).

4.3.2.4 Micoplasma

Estas bactérias diminutas e desprovidas de pasddiarcpodem contaminar culturas
de células e os materiais com 0s quais elas emmarrontato, como soro fetal bovino (FDA,
2010), meios de cultura e outros reagentes queisprecser estéreis, como a tripsina
(Freshney, 2003).

Estes contaminantes sdo geralmente originadosogaigomicrobiota oral humana (do
manipulador) e do soro bovino (Rodrigues e Mor@80 Apenas no fim da década de 50 se
reconheceu esta contaminacdo como um problemaabalto com cultivos celulares em
laboratorio (Freshney, 2010). A contaminacdo édinsa porque ndo é tdo facilmente
detectavel como aquela causada por bactérias eduagode ter consequéncias drasticas. As
células podem sofrer alteragbes na taxa de cres®meiabilidade, morfologia, nos
cromossomos e metabolismo (Létoal, 2008). Mesmo sem efeitos degenerativos, a infecca
por algumas espécies de micoplasma pode ser siganenas 0s microorganismos continuam
metabolizando e proliferando ativamente em cultargue pode invalidar estudos celulares
relacionados as vias metabdlicas, receptores derfguip, interagdo virus-hospedeiro e
antigenicidade (Freshney, 2003; Hayal, 2003; Rodrigues e Moro, 2008).

Devem ser testadas as células derivadas de ao menéssco do BCM, e em cada
ampola do BCT, seguindo-se os métodos de culturagame em “meio-caldo” e o ensaio em

células indicadoras (ICH, 1997) para pesquisar piésmas cultivaveis e nao-cultivaveis.
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Sua detecgcdo deve ser realizada nas linhagensn@oagrecisa ser efetuada em estagios
anteriores de desenvolvimento, como nos orgaogdegarentais ou em culturas primarias
(Hartunget al., 2005).

Os métodos de cultivo devem usar agar e caldo amragamente férteis, ou seja, que
suportem o crescimento de indculos do microorgamighvalidacdo do método requer 0 uso
de controles positivos (crescimento de micoplaspaasonizados) e um negativo, que seria o
proprio meio ndo inoculado (FDA, 2010). Este métodicrobiologico é muito sensivel e
empregado no controle de qualidade e em procedmmed¢ validacdo, e permitem a
identificacdo até o nivel de espécie do micopla@meshney, 2010).

O uso de células indicadoras, como Vero ou outvaldmente qualificada, é aplicavel
a deteccdo de espécies do microorganismo dificeiscudtivar. Os micoplasmas sao
detectados através de microscopia de epifluorescénm o uso de um fluorocromo corante
de DNA. De forma similar, o0 método precisa de auef positivos e negativo para ser
considerado valido (FDA, 2010). Outras célulasdadoras apropriadas incluem 3T6, NRK e
A549; elas sdo importantes porque evitam os remgdtdalso-positivos que podem ser
gerados pelo método da coloracdo de DNA, quandonhifos restos celulares no meio
(Freshney, 2010).

Para os casos em que a presenca de virus intedeealiacdo, como quando os virus
vacinais causam efeitos citopaticos ou fragmentag&mromatina das células testadas, podem
ser adotadas algumas estratégias: neutralizacdweidsscom anti-soro, uso de culturas de
células ndo permissivas ao virus para o ensaio,usn de células controle. Estas séo células
separadas do indculo da producédo, que sdo mamnkdiiema semelhante e paralela aquelas
destinadas a producdo, porém nao infectadas; w#tisras podem ser usadas para simular
Vero e MRC-5, que séo infectadas e lisadas duameoducdo, ndo fornecendo células ao
fim da producéo para testes (FDA, 2010).

Ha procedimentos para pesquisar a contaminacamipoplasmas descritos em guias,
monografias farmacopéicas e em documentos do FBA3(12010). Atualmente existe uma
busca pelo desenvolvimento de testes de acidoiocosIl@PCR ou NAT) como alternativas
mais rapidas e sensiveis a cultura, conforme fobdinizido em monografia da Farmacopéia
Européia de 2007. No entanto, ainda ndo houve soi@®s sua implementacdo, em funcéo
das dificuldades para a padronizacao e interpretdgé resultados gerados (OMS, 2009). Os
meétodos de PCR devem se demonstrar comparaveideaogltura e célula indicadora, ou

podem ser usados em combinagdo com um de cultird, (F010). Estudos de validagéo
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devem comparar métodos de PCR com os oficiaisnalé serem considerados apropriados
para o uso alternativo de forma isolada ou comBi@Ms, 2010). Uma vez demonstrados
aspectos como especificidade (painel de deteccatuegdo de possiveis resultados falso-
positivos) e sensibilidade, de forma comparavel métdos aprovados atualmente, ndo ha
motivo para impedir o uso dessa metodologia corgéieam cadeia de polimerase.

Ha diversas outras técnicas para deteccdo destedéipcontaminacdo, geralmente
aplicadas em laboratorios de pesquisa. Este mé&edmloracdo de DNA usa um reagente
fluorescente (DAPI) que se liga de forma espec#icacido dexorribonucléico. A técnica é
facil e confiavel (pelo menos para a pesquisa Basicevidencia as moléculas de DNA
presentes na cultura, de forma a visualizar os pfasmas como um padrao particulado fino
ou filamentoso, na superficie celular (ao longaidoplasma, na membrana plasmatica) ou ao
seu redor.

Pode-se pesquisar a infecgdo através da hibridizdedsondas especificas para o
DNA de micoplasma e analise p&outhern Blotting pesquisa por auto-radiografia da
incorporacdo de timidina radioativa; e ELISA comti@rpo monoclonal especifico
(Freshney, 2010).

Existe ainda um kit para detec¢cdo de micoplasmevédrda pesquisa pela sua acao
enzimatica. Neste método, as células lisadas dmarganismo liberam enzimas metabdlicas
que convertem ADP em ATP; o aumento na concentrdeéte ultimo é detectado por uma
reacdo luminescente com a enzima luciferase, deaf@ estabelecer uma relacdo entre a
molécula e a presenca do contaminante no’theio

Outros contaminantes relacionados sao espiroplasntamoplasma e mesoplasma,;
sua deteccdo deve ser feita por cultura e colordedDNA, quando for apropriado (FDA,
2010).

4.3.2.5 Prions

A encefalopatia espongiforme transmissivel € umend® de incubacdo demorada,
porém fatal, que pode decorrer do contato do horm@m materiais derivados de animais
ruminantes infectados com prions, 0s quais séeipad infecciosas com capacidade de auto-
replicacdo. Em 2004, a EMA relatou casos de trassini desta doenca em humanos,

atribuidas a administracdo parenteral de hormomioréscimento e gonadotropina derivados

1 protocolo disponivel no endereco eletronico daresglonza.
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de glandulas de cadaveres; portanto, existe o temico de contaminacdo com 0 uso de
biomedicamentos como vacinas, hemoderivados esoptoalutos farmacéuticos.

Detalhamentos sdo encontrados em um guia do EM@4j28specifico sobre o tema.
O foco € na minimizacdo — e ndo na eliminacdo #sto presente no preparo de substancias
ativas, excipientes, materiais de partida e reagamtados na producéo de medicamentos. No
caso de bancos celulares, ha preocupacéo de gue isseridos prions pelo uso de produtos
como tripsina, ou ainda soro bovino, extratos dmesainsulina e primatona, que séo
acrescentados aos meios de cultura para otimizaestimento de células. O documento
citado e uma declaragéo oficial (EMA, 2002c) coaniuque todos os bancos celulares e
sementes ja estabelecidos (& época da publicacdie geia), a partir dos quais se obtém
produtos medicinais ja registrados e em uso nosepanembro europeus, e que tenham
passado por andlise de risco das agéncias regatadefio aceitdveis, mesmo que nao
possuam toda a documentacdo exigida para comparadequacdo a Farmacopéia
Européia. No entanto, os fabricantes devem compmeeumentalmente tal adequacao para
0S materiais usados ao estabelecer novos bant¢@hdto e ao restabelecer BCMs.

O Brasil acompanhou a regulamentacdo internaciengiiblicou as Resolucdes da
Diretoria Colegiada n° 305/2002 (Brasil, 2002) &&2003 (Brasil, 2003a). S&o levados em
consideracdo o enquadramento de risco geograficoada pais, definido pelo Escritorio
Internacional de Epizootias e pelo Codigo Zoos&anit Internacional; e o grau de
infectividade de cada tecido, de acordo com a Feop®a Européia. Para os produtos
derivados de ruminantes, sdo requeridos documentos o Certificado de Boas Praticas de
Fabricacdo, Certificado Veterinario InternacionaCertificado de Conformidade a
Farmacopéia Européia, laudo analitico de contrelegulalidade do produto acabado e/ou
documento oficial da Autoridade Sanitaria localsttedo a origem da matéria-prima. Em
suma, a reducédo do risco da contaminacéo por pegiafocada no controle dos materiais de
partida; com estas medidas e a tendéncia em substgumos de origem animal por outros
(sintéticos ou obtidos a partir de vegetais), esgerevitar o risco hipotético do contagio

humano pelo uso de insumos derivados de ruminarfextados.

4.3.2.6 Tumorigenicidade e oncogenicidade

Como linhagens continuas passaram por processissdegulacdo dos genes ligados

ao crescimento e a proliferacdo celular, elas potema capacidade de formar tumores
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guando injetadas em cobaias, i.e., podem exibiptigmnicidade, uma caracteristica propria
da célula analisada. Consequentemente, existgaitsuée o risco tedrico) de que tais células
possam levar ao aparecimento de displasias em lsemesnos saudaveis. De forma similar,
considera-se que alguns de seus residuos posspagidzale oncogénica: o DNA derivado
destas células hospedeiras pode ter a habilidadausar transformacdes, devido a atividade
relacionada aos seus oncogenes mutados e atiatosp53, brc-abl, myce ras. Este acido
nucléico pode ser considerado infectante, devigmssiveis virus (latentes ou retrovirus)
integrados ao seu genoma ou extracromossomiai€npasbtar presentes também apenas
sequéncias dos genomas virais. E, em menor e$@alareocupacdes relativas as proteinas
codificadas pelos genes de tais células, que tangm&tariam ter a capacidade de conferir
potencial oncogénico (EMA, 2001; OMS, 2009; 201@s ensaiosin vivo de
tumorigenicidade e oncogenicidade sdo um requetortambém para as BPL (FDA, 2010),
e ha particular importancia quando se trata de linfeagem eucaridtica derivada de
mamifero (Etcheverrigaray e Kratje, 2008).

A OMS (1998; 2010) recomenda que os testes de tgemicidade sejam realizados
uma vez no banco mestre ou no primeiro BCT, edpaniente em suas células subcultivadas
até o limite de idadeén vitro ou preferencialmente além (trés duplicacdes popmiiais
adicionais, a fim de simular um cenario de piorocdgrante a producéo), visto que culturas
mais velhas tém maior probabilidade de exibir fgrotumorigénico e oncogénico.

E necessario testar linhagens dipléides novas eardigas ndo caracterizadas
previamente; células epiteliais humanas; e linhagesadas na producdo de vacinas virais
atenuadas (com virus vivo), as quais ndo passamupidicacdo extensiva. Nao é necessario
realizar os ensaios em linhagens dipldides bentaizadas, como MRC-5, WI-38 e FRhL-
2, as quais podem inclusive ser empregadas comwol®megativo nos protocolos. As
culturas continuas novas devem ser consideradasrigémicas até que se comprove 0
contrario, e s6 ndo devem ser testadas quando fdezivadas de células ja sabidamente
tumorigénicas, como os hibridomas e linhagens ddas de roedores (Dusing, 2000), como
CHO.

A fim de investigar o potencial tumorigénico de uhmhagem nova, os produtores
devem realizar estudos em modelos animais imunossdps e sem contaminacdes
microbianas. As células usadas como o controletivega o positivo (p.ex.: HelLa,, com
grande capacidade tumorigénica) devem ser subreet@® mesmas condicdes e

procedimentos que as amostras investigadas. Dseeinjetadas T(células em dez animais
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por grupo, com monitoramento por ao menos trés snésas por até sete meses) para
pesquisar a formacdo de tumores e metastases EILLA), com analise histologica da area
injetada e de tecidos imunes proximais como nodiréaicos e baco, mas também pulmdes,
rins, cérebro e figado (OMS, 2010).

E possivel, adicionalmente, efetuar tesies vitro para melhor qualificar o
comportamento das células em teste, com a formdeacolbnias em agar e crescimento
invasivo em culturas de 6rgados (musculo). No entaggtes testes ndo sdo o padrao porque
seus resultados nédo podem ser diretamente cooedalns aos dados gerados/ivo (OMS
1998, 2009, 2010).

Com relacdo aos residuos do substrato celular, nposier realizados testes de
oncogenicidade, a fim de assegurar a auséncia tndeados agentes que poderiam
imortalizar células e torna-las tumorigénicas. Rakaé necessario testar o lisado de células e
investigar o desenvolvimento de tumores em modeimal (FDA, 2010). Este teste ndo é
aplicavel a BCMs bem caracterizados dipléides comie38, MRC-5 e FRhL-2, nem a
bancos de linhagens continuas como CHO, NSO, 0240 em passagens baixas. O ensaio
€ particularmente aplicavel as linhagens novas, postas por células imortalizadas e
identificadas como tumorigénicas, em especial aguehndidatas a producdo de vacinas
atenuadas, pois estas contém virus viaveis (OMH))20

Os meétodosn vivo para oncogenicidade exibem dificuldades para aopacao,
adocéao de controles (positivo e negativo) e ingggpao dos resultados. O protocolo inclui a
inoculacdo do lisado de células ao fim de produgdio, preferencialmente com trés
duplicacbes populacionais extras. E inoculado aimel correspondente a “1€élulas em
camundongosiude ratos ehamstersrecém-nascidos, com mais de dez animais por grupo,
gue sao monitorados por ao menos seis meses paseovolvimento de nddulos no local de
injecdo e metéstases. Deve-se avaliar a relag&salcantre os nodulos surgidos com o
material injetado, como base em exames histolodjpois a malignidade formada deve ser
derivada de tecido do animal em teste) e consideraos tumores que ocorrem
espontaneamente em cada espécie, especialmenta iclamie avancada dos animais (OMS,
2010).

As proteinas de uma linhagem tumorigénica, taisocdatores de crescimento e
demais mitdgenos, podem possuir a capacidade degdés o ciclo celular; no entanto, elas
tém acao limitada e reversivel, visto que néo gkceem e podem ser inativadiasvivo (OMS
1998, 2010).
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Outra preocupacdo seria relativa a tolerancia degainl seu potencial imunogénico

guando administradas ao organismo (EMA, 1997).

4.3.2.7 Validacao da redugéo de contaminantes

A selecdo de um substrato celular esta diretametdeionada a seguranca e pureza
do produto biolégico que sera gerado. Neste serdifiendamental definir programa de testes
de controle de qualidade que sera aplicado, levandoonsideragéo a origem do substrato, a
natureza e uso pretendido do produto, bem comoaepso de fabricagdo empregado (FDA,
2010) para obter o medicamento final.

Essas consideracbes implicam que o0s contaminanspeciécos devem ser
pesquisados quando for relevante, por exemplo, @egalicacdo de testes para virus simios
em bancos de Vero, mas nio obrigatoriamente em GH®RC-5. E esperado que um
medicamento de uso continuo tenha maior preocupa@ica pureza, visto que a exposicao
do paciente serda maior e prolongada, quando seazamap uso de um medicamento de forma
eventual. Além disso, a via de administracdo tamlgode ser importante, conforme
afirmacao da OMS (2010) sobre a auséncia de infdatle, por parte do DNA presente em
vacina, quando adotada a via oral. Por fim, estuti®svalidacdo do processo podem
demonstrar sua capacidade de reduzir os contaragiaatproduto final.

A reducdo de contaminantes — representados aquagmntes virais e residuos da
célula hospedeira - pode ser alcancada pela suac&me/ou inativagdo. O estudo de
validacdo deve ser desenhado com virus reconheoidosuspeitos de infectarem o tipo
celular de interesse, ou virus modelos (envelopaglordo envelopados), em escala
equivalente a industrial, determinando-se a cangéd de cada etapa individualmente e seu
somatorio na reducdo do titulo, em unidades lagacias (OMS, 1998).

Contaminantes virais podem ser removidos atravédsadenamentos com solventes,
filtracOes esterilizantes e etapas cromatografa@atongo do processo de purificacdo. Estas
colunas de cromatografia, presentes nas etapaowastream podem também eliminar
residuos como proteinas da célula hospedeira e @\¢Agénico ou infectivo. J4 a inativacdo
€ observada em passos com o0 uso de tratamentdsdgrende solventes e/ou detergentes
para virus; e agentes quimicos como endonucleasesstticido e betapropiolactona, uma
substancia capaz de inativar virus e destruir avidatle biolégica do acido

desoxirribonucléico.
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Produtos altamente purificados, como as glicopnatefecombinantes sintetizadas por
células transfectadas (p.ex.: CHO), passam pomete podem ser validadas a fim de
demonstrar a eliminacdo e inativacdo de eventuaidaminantes presentes no inicio da
cultura. O mesmo se aplica a outros produtos abtmmy métodos biotecnolégicos, como
vacinas compostas por subunidades ou particulazlsames a virus (FDA, 2010).
Consequentemente, produtos obtidos por tais prosgeslem se apoiar mais em estudos de
validacdo de processo do que na caracterizacaaldtrato inicial com relacdo a seguranca
do medicamento terminado.

O ICH (1997) pondera que, mesmo para novos substcaiulares, quando o produto
final é altamente purificado, sem indicios da pmeae de células, os testes de
tumorigenicidade (bem como os de cariologia, espraeinte para culturas dipléides) ndo séo
necessarios, assegurado que a reducdo na quardieldeA residual seja demonstrada por
estudos de validag&o ou testes de controle dedqadalina liberacdo de cada lote.

Oncogenes tipicos podem medir entre 3-30 xpHbes de bases, mas o DNA residual
em fluidos das culturas é encontrado majoritaridenera forma de pequenos fragmentos,
improvaveis de comporem uma sequéncia genéticaohmicque codifique para proteinas
tumorais, e esta sequéncia ainda teria que seaantem locais especificos do genoma a fim
de causar mutagénese. E importante que o proces$abdcacdo disponha de etapas que
inativem e removam o0 acido nucléico até uma quadédnaxima de 10 nanogramas por dose
humana, como o uso de enzimas como DNase, filtsagdretapropiolactona. Desta forma, a
andlise de risco recai sobre a reducdo (de quaetidatamanho) do acido nucléico em
vacinas, e na validacdo da sua reducdo para biatéasn(OMS 2009, 2010). Se as células
imortalizadas foram desenvolvidas pelo uso de sema® virais ou de oncogenes, estes
elementos devem estar ausentes no produto fina,(EQL0).

A fabricagdo de vacinas inativadas, como a obtemganfluenzavirus em Vero,
também permite estudos de validacdo para demorsitapacidade das diversas etapas de
producdo, em especial para os passos de tratamgeimoco e purificacdo, de remover ou
inativar diversos agentes contaminantes (FDA, 20€0)n relagdo a tumorigenicidade, e de
forma semelhante aos biofarmacos, vacinas fabcada um substrato tumorigénico, mas
nas quais se demonstre a auséncia de células dot@r@rminado, ndo precisariam passar
por teste de tumorigenicidade.

No entanto, a producéo de vacinas atenuadas géoa pn@ocupacao quanto a pureza

do material de partida, visto que ndo ha etapdesalwacao, e as etapas dewnstreansdo
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minimas. Para o exemplo da triplice viral, cujo pomente sarampo € proliferado em células
MRC-5, o medicamento é composto justamente peldicpas virais viaveis, e o meio (que
irhA compor o medicamento) ainda contém componenteascelulares do substrato lisado.
Desta forma, os bancos destinados a producgéo deasate virus vivos ndo podem contar
muito com estudos de validag&o do processo falhmh @le demonstrar a reducédo de agentes
adventicios; eles devem, portanto, ser exaustiviarggralificados antes do uso na producéao
(FDA, 2010).

Preocupada na época com a crescente considerdy&oososo de linhagens humanas
tumorigénicas para a obtencdo de produtos biolége&MA (2001) se posicionou de forma
cautelosa. A Agéncia ressaltou que linhagens husna&oatinuas podem, teoricamente,
representar um risco maior pela inexisténcia deelvas inter-espécies. A concentracao de
DNA residual e a andlise de risco para este casenudevar em conta aspectos como a
posologia do produto (que reflete a exposicdo asgduos), tamanho dos fragmentos de
acidos nucléicos e capacidade do processo em reumnpurezas.

Quanto a validacéo da reducéo de proteinas ao ldmgwocesso, ha dificuldades na
padronizacdo, pois seria necessario identificartepmas representativas a serem
acompanhadas ao longo das etapas, e ainda sejuerievar em consideragdo 0os muitos
protocolos, equipamentos e reagentes do procespardieacédo. Logo, uma abordagem de
analise rotineira das proteinas da célula hospedeara a liberacdo de um medicamento a
granel, é preferivel (EMA, 1997).

4.3.3 Estabilidade

E vital que se demonstre a manutencdo estavelrrdateestica “normal” de células
dipldides, pela cariologia de amostras retiradaf®ea intervalada durante o processo fabril,
a fim de pesquisar a presenca de hiperploidia,plpidia e anormalidades estruturais nos
cromossomos. E a fim de demonstrar a ausénciardarnsmacao de um banco dipléide por
células continuas, deve-se ainda realizar testasnparcadores genéticos (OMS, 1998).

Quando mantidas em cultura, células normais irdaaptar ao microambiente ao seu
redor e, em funcdo da fase do ciclo de crescimesi&s, irdo apresentar comportamentos
diferentes no que tange a atividade proliferataggo enzimatica, metabolismo e sintese de

produtos especializados. E importante que se detera curva de crescimento de uma
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cultura celular, a fim de avaliar suas caractedstiespecificas. As fases de crescimento sao

semelhantes as de microorganismos e passam pglostes estagios:

(a) lag: iniciada com o in6culo, esta fase tem taxamscimento minima, enquanto as
células secretam moléculas de glicocalix e rearargeu citoesqueleto para aderirem
e se espraiarem pelo suporte;

(b) log: momento de proliferacdo ativa no qual as edl@stdo no auge de seu estado
fisiologico, e, desta forma, ideais para o estumfdngdes celulares;

(c) platé: durante a fase estacionaria, a taxa de ioresto decai drasticamente em
funcdo da deplecdo de nutrientes e acumulo de oigteh Pode haver um aumento
relativo na producéo de proteinas especializadageemndas estruturais;

(d) morte celular, por necrose ou apoptose.

Quando as células sao cultivadas sequencialmentenpdo tempo, elas podem
apresentar instabilidade e alteracbes na morfglogiduncionamento, em seu cariotipo e no
padrdo de crescimento. As linhagens mostram aftesague estdo associadas a sua idade
vitro, podendo ocorrer transformacfes espontaneas étéal, 2008). O aumento das
duplicacdes populacionais pode levar a uma quedapmautividade de proteinas
recombinantes, como anticorpos monoclonais siagbg em linhagens GS-CHO. Este
fenbmeno € parcialmente devido ao super crescinamtoma subpopulacdo composta por
células com pouca ou nenhuma capacidade prodUtalasubpopulacdo pode ter vantagens
metabolicas e se estabelecer como dominante negsmcde cultivo, com impactos no
rendimento do cultivo (Portat al, 2007). No entanto, outros autores (Deroeaal, 2007)
pensam que esta reducdo na produtividade protéicdewe a mudancas na regulacdo da
expressao transgénica.

A validacao do processo de fabricacdo de um damlodico deve conter informacdes
sobre 0 niumero maximo de passagens que uma linhdgeensofrer em producao, contado
desde o descongelamento de um frasco do BCM atéeta@o produto medicamentoso. O
tempo pelo qual um cultivo celular € mantigovitro é chamada de idade ou duracédo da

cultura, a qual pode ser contada pelo (OMS 1998020

(a) numero de passagens (repiques ou subcultivos usapsiaa, ou diluicdes no caso de

células nao-aderentes);
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(b) nivel (ou numero) de duplicacdes populacionais; ou
(c) tempo cronoldgico decorrido em cultura (medido @mas, dias, etc.).

Este dado é importante especialmente ao se trabadina linhagens imortalizadas,
para assegurar gue até certo ponto de cultivogxemplo, em biorreatores industriais, elas
nao expressem seu potencial tumorigénico. Nestalseg vital que se testem células usadas
no cultivo, ao fim de seu niumero maximo de passag@enum pouco além (denominadas
“células ao fim da producédo”), ou ainda célulasdugss presentes apos a coleta do produto.
Essas amostras fornecem informacdes valiosas sobstabilidade da célula e expressao de
genes, bem como a reativacdo de possiveis retsogikirus latentes integrados ao genoma
hospedeiro. No entanto, em processos de vaciras,\iomo na producéo de vacina contra a
febre amarela ou influenza em células Vero, o satustcelular é rompido ao permitir a
replicacdo dos virus em ciclo litico; nestes cadesge-se conduzir os testes necesséarios em
células do BCM ou BCT, cultivadas em paralelo sefresem infeccdo, as células-controle
(OMS, 2009).

Outro objetivo no estudo da estabilidade é avalieonveniéncia e adequacédo de uma
dada linhagem celular para o fim produtivo a quespde, 0 que pode ser avaliado em
termos de consisténcia na producdo e retencdo @acidade produtiva durante o
armazenamento sob condicbes definidas. Para tatndser realizadas comparacdes entre
células do BCM ou células no inicio do cultivo coélulas de producao ao final de sua idade
in vitro ou além, incluindo andlises das caracteristicasfaldgicas e de crescimento,
marcadores bioquimicos e imunologicos, produtividaou qualquer outro marcador
genotipico ou fenotipico; podem-se ainda realinanmaracdes quanto as taxas de consumo
de oxigénio ou glicose, ou ainda de producdo dersdiotos metabdlicos como amobnia e
lactato (ICH, 1997). A estabilidade genética dexecenfirmada por métodos como caribtipo
ou DNA fingerprinting.As células dipléides devem continuar como tal aoda sua vida em
laboratorio ou na producdo (FDA, 2010). Eventu#tsracOes do processo fabril devem ser
validadas em escala piloto ou maior, usando céhddsnite de sua vida vitro ou além.

Com relagdo as linhagens transformadas para proddedproteinas terapéuticas
recombinantes, ha preocupacdes adicionais quadtabilidade do sistema de expresséao, que
€ composto pela célula hospedeira e o vetor coatarsgquéncia genética de interesse. A fim
de assegurar consisténcia do cultivo, crescimeatouttura e producédo das moléculas-alvo,

deve ser definido o numero méaximo de duplicaco@sijacionais ou nivel de passagem, com
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base em informagbes de estabilidade do sistemaptessdo quando exposto a subcultivos
seriais. Para ao menos um lote derivado de cada, RieiMem ser monitorados os seguintes
parametros ao fim da cultura (ou além): numero @s@as do gene, retencdo do vetor na
célula hospedeira, mapa de restricdo e sequendiardeninserto (OMS, 1991); e ainda a
integridade do inserto e seu nivel de expressdé(2D10). Com relacdo ao cronograma de
testes, a estabilidade genética de linhagens eagadas deve ser verificada no BCM e em
células ao fim da producédo (OMS, 2010).

Os resultados gerados ajudam a definir o periodaomoade manutencao das células
em cultura, garantindo a estabilidade do sistemaxgeessdo e consisténcia do produto
(OMS, 1991). O ICH (1995) recomenda avaliar a esgie do inserto através da analise dos
acidos nucléicos, que pode ser feita em célulagro@ucdo em escala piloto ou industrial,
expandidas até seu limite de vidavitro ou além; ou ao mapeamento peptidico do produto de
interesse. Por fim, Etcheverrigaray e Kratje (20@8pbém alertam para a avaliagdo da
viabilidade como medida de estabilidade das célalmdongo do tempo. Além disto, a
avaliacao e definicdo do tempo maximovitro para determinada linhagem celular faz parte
de uma satisfatoria validagdo de processo de #ajda; exigida tanto por regulamentos
internacionais quanto pelos nacionais, como as BBR010 (registro de medicamentos
bioldgicos) e 17/2010 (BPF para industrias de nadentos).

4.3.4 Certificagcdo de células de interesse para Bidanguinhos

A seguir sdo resumidos 0s requisitos para a caizatéo de bancos de células Vero,
MRC-5 e CHO, tendo em mente que as duas primeeaans destinadas a producdo de
vacinas virais, e a Ultima, de proteinas recomb@san
Os testes de esterilidade, incluindo bactériagdsfleveduras e micoplasma, sdo iguais para
todos, devendo ser realizados no BCM, em cada BClima vez nas ceélulas ao fim de
producao para cada processo ou produto aprovado. &acélulas tenham sido cultivadas em
meio suplementado com soro fetal bovino (em vemeéi® definido), € necessario pesquisar a

presenca de virus bovinos.

Vero
- Micoplasma no BCT e nas células ao fim de prodedtas podem ser representadas

por células-controle, visto que ocorre lise duranpgocesso).
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Identidade: a cariotipagem desta linhagem contéaua interessante caso haja algum
cromossomo marcador; caso contrario, pode ser uaadise de isozima para
confirmar a espécie de origem, dado que linhagemstalizadas, propagadas por
muito tempan vitro, estdo mais propensas a contaminacao cruzada.diésm, deve
ser realizado teste genético (DNiAgerprinting ou profiling).

Estabilidade: cariotipagem de cromossomo marcasraplicavel, para assegurar
estabilidade genética.

Virus e retrovirus: testes para deteccdo de PC\21lséo fundamentais porque 0s
BCTs para producdo de vacina contra rotavirus gstéencialmente contaminados;
virus simios devido a origem da célula.

Tumorigenicidade e oncogenicidade: estes testesrs@ecessarios, em principio, por
se tratar de uma linhagem imortalizada. Contudmrientagdo mais recente da OMS
(2010) recomenda que nao sejam realizados testesnente nos bancos, visto que
Vero ja foi bem caracterizada como tumorigénicaadias duplicacées populacionais.
Neste sentido, o cuidado recai sobre o desenhaoab@gso com limite maximo bem

definido para manutencao da cultura em biorreatores

MRC-52

Micoplasma semelhante a Vero.

Identidade: seu caribtipo dipldide ndo precisa @erferido nos bancos, dada sua
extensiva caracterizacdo publicada; mas sim enfasétontrole (simulando aquelas
ao fim de producéo), para assegurar sua estaleligetética apds exposicao as
condicBes do processo de fabricacdo, tais como deicultura, reagentes e outras
variaveis. Este método j& confirma a espécie dgeori(humana), e a autenticacédo
deve ser complementada por um teste genético cawdoofiling.

Estabilidade: manutencéo do caridtipo dipldide, atim da producédo, pelo uso de
células-controle, dado que ocorre lise durantekcedo viral.

Virus e retrovirus: pela origem da cultura, devesn iavestigados virus humanos
(como HIV1/2, HCV e HBC) por métodas vivo e in vitro. Virus bovinos relativos

ao uso de soro fetal bovino, e porcinos devidosmode tripsina

12| inhagem atualmente usada para a producédo do cmmfrubéola da vacina triplice viral em Bio-
Manguinhos conforme seu portfolio.
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Tumorigenicidade e oncogenicidade: ndo necessg@aosserem células diploides,
sabidamente nado tumorigéncias, de acordo com éxemiblicacdo sobre sua
certificacdo. Na verdade, estas células podem sadas como controle negativo

guando o potencial tumorigénico for investigadorewas linhagens.

Micoplasma em células ao fim de producéo (ou aj@ongue ndo ha lise (ndo precisa
usar células-controle); pesquisa também em cobitagroduto durante o processo,
especialmente em pontos onde o liquido estd camackent O produto pode ser
altamente purificado e passar por etapas de redleggdontaminantes.

Autenticidade: deve ser confirmada a espécie dgewri(cariologia ou isoenzimas).
Além disso, por se tratar de uma linhagem modificgdneticamente, ela deve ser
autenticada quanto a sequéncia do DNA, vetor ers&éstde expressdo e produtividade
especifica.

A estabilidade genética desta linhagem modificaelee der investigada no BCM e em
células ao fim da producdo, uma vez por BCT. A iagdb deve considerar a
manutenc¢do do gene inserido, do vetor, da exprespéndutividade; adicionalmente,
deve ser verificada a integridade da proteina gerad

Virus e retrovirus: teste HAPhdmster antibody productidn retrovirus (porque
linhagens de roedores podem produzi-los), avaliangoantidade e tipo de retrovirus
produzidos; também é recomendéavel teste de infdatle para este agente. Virus
bovinos relativos ao uso de soro fetal bovino, ecipos caso as células sejam
cultivadas de forma aderente e se use tripsina.

Tumorigenicidade e oncogenicidade: estes testésrsarecessarios por se tratar de
uma linhagem imortalizada derivada de tumor. Namot a orientacdo mais recente
da OMS (2010) defende que estas ceélulas, como jamfoexaustivamente
caracterizadas como tumorigénicas, nao devem ppesastes testes novamente. O
foco deste aspecto de seguranca recai sobre agétidias etapas de purificacdo, que
devem ser validadas para demonstrar a ausénci@ludlasce a reducdo de DNA e

proteinas de CHO no produto biologico terminado.

'3 Linhagem atualmente usada para producéo de aftiepe@m Bio-Manguinhos, conforme seu portfélio.



114

4.4 Aplicagéo das Boas Praticas

As Boas Praticas em Cultura de Células estdo ddadoas Praticas de Laboratorio
(guia da OECD), pois sdo uma versdo adaptada desiaslaboratérios de menor
complexidade, como os de pesquisa basica. Os seafpps sdo contemplados também nas
BPF, e sdo necessarios para atender os requerswegtdatorios de varios tipos de produtos,
diagndstico médico e aplicacbes terapéuticas congendaria de tecidos, bem como as

terapias celular e génica (Coeakal, 2005).

4.4.1 Areas limpas

A qualificacdo do sistema de ar das salas limpasecreespecial atencéo. Estes
ambientes abrigam operagfes importantes, como osegimentos assépticos, logo a
qualidade do ar deve ser garantida atraves dossfitte entrada (e os de saida podem estar
relacionados a biosseguranca, retendo patdgenos)pretorada pela velocidade do ar,
contagem de particulas viaveis (por controle antbiee ndo viaveis. As BPF definem que
operagdes criticas, como envase asséptico, devamatigadas com maior rigor em ambiente
grau A (sob cabine de fluxo laminar classe Il obmsseguranca), rodeado por ambiente de
grau B. Ja o envase de um produto a ser estedliwdinalmente pode ocorrer em cabine
grau A, dentro de uma sala limpa grau C.

No presente trabalho, é defendido que as manipedagg€sépticas de culturas, a fim de
gerar os bancos de células, podem ser efetuadastame classe Il (grau A) circundada por
ambiente grau C. Esta configuracdo é aceitavetdela com o documento da OMS (2011) a
respeito do monitoramento ambiental das salas Bngaaa a producdo de vacinas, para a
atividade de geracdo de sementes mestre e dehtmakata disposicdo foi verificada também
em duas empresas no exterior que estabelecem baeldares (conforme resultados na
secao 4.1.2). O documento citado expde ainda maliea de efetuar tais manipulacées em
sistema fechado (cabine classe lll, com isoladatinkdo ao trabalho com patdgenos)
circundado por ambiente grau D, com reduc¢ao no dgdimpeza da sala.

Dada a restricdo exposta no escopo das normassgecéo (Brasil, 2010b) e de
acreditacdo (ABNT, 2005), € provavel que o tOpidmo$seguranca” seja atualmente

negligenciado durante as inspecdes sanitarias kagdes. No entanto, como exposto
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anteriormente, este deve prevalecer sobre as BB& baja divergéncias quanto aos

diferenciais de pressao em salas classificadas.

4.4.2 Producéo de bioldgicos

Na presente dissertacdo (e na proposta de guiamexo)a é defendida a idéia de que
as Boas Préticas de Fabricacdo sdo fundamentaissggem relacionadas a produtos
destinados ao uso humano. Neste sentido, a Autierianitéria (VISA local e Anvisa) deve
conduzir inspecdes para certificacdo BPF nos cerque estabelecem bancos de células
visando a fabricacdo de medicamentos biolégicos.

Uma empresa, industria ou laboratorio que estabdiagcos de células, sejam mestre ou de
trabalho, esta executando atividade produtiva,ngleraubstrato celular ou material de partida
destinado a producédo de medicamentos biolégicosup industria — devendo, portanto,
passar igualmente por inspecdo e certificacdo. €epte estudo ajudou a identificar,
conforme apontado na tabela 4.11, que a maioriaedtabelecimentos internacionais ja se
encontra preocupada com a geragdo destes bancosnéonmidade as BPF; tal busca pela
exceléncia é vital para a obtencdo consistentaistraitos bioldégicos bem caracterizados e
uniformes.

Se os laboratérios que estabelecem bancos de céttdgrarem uma inddstria, e se
eles também forem responsaveis pelos testes deter@&racdo das linhagens, uma mesma
inspecdo sanitaria poderia certificar que a criad@® bancos ocorreu em adesédo as BPF, e
gue os métodos analiticos empregados foram validos.

Os seguintes principios das BPF sdo especificamegriteaveis a geracdo de substratos

celulares:

» descricdo do historico de obtencdo, desenvolvimentomanutencdo da cultura de
células, como parte da identidade;

» manutencdo dos bancos de células: procedimentgistros sobre 0 armazenamento
das ampolas (em nitrogénio liquido freezej, bem como o acesso aos bancos de
células por pessoal autorizado; detalhes do cultemo os meios e reagentes
utilizados, rotina de testes e de repiques, deniir®s;

» POPs escritos e aprovados para todos os procedisnewiperacoes;

» registros: documentacdo disponivel para permisitreabilidade e comprovar que 0s

procedimentos aprovados foram seguidos, bem comesaltados dos testes;
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pessoal: treinamento, vestuario e fluxo de pegselas areas produtivas;

instalacbes: areas adequadas e faceis de limparaanenor quantidade possivel de
objetos; acesso as areas classificadas por aate-gallocks); procedimentos e
registros de limpeza e descontaminagao;

monitoramento ambiental: avaliacdo de particulaseis e ndo viaveis nas condicbes
“em repouso” e “em operacgao”;

classificacdo do sistema de ar, necessaria palassifitacdo das salas limpas onde
ocorrem manipulacdes assépticas; as operacdedelargeracdo de um banco celular
podem ser realizadas em cabine de fluxo laminar 4ranserido em sala de grau C
(no minimo);

prevencdo de contaminacdes (inclusive cruzadas)ipoiacao de outras linhagens ou
virus em momento diferente daguele em que se éstebem banco de células; fluxo
adequado de materiais limpos e contaminados;

validacdo do sistema de agua para assegurar sagigesom a qualidade exigida em
cada operacao, como a formulacdo de meios de aultur

calibragdes de instrumentos como termdmetros eadaudraria;

qualificagOes para assegurar 0 correto desempenlegupamentos, como autoclave
e as cabines de fluxo laminar;

validacdo de limpeza, incluindo os procedimentodatrontaminacédo e fumigacao, a
fim de evitar contaminag&o cruzada e microbiana;

controles em processo;

validacdo do processo assépticoétlia fill'): a etapa mais critica deve ser desafiada,
pela simulacdo do preparo de suspensao celularcpa@eservacédo, porém usando
meio de cultura para testar a integridade do fraseotécnica asséptica (Doyle e
Griffiths, 1999).

4.4.3 Produgao de insumos

Contrastando com o0s medicamentos sintéticos, o-ufm® bioldégicos sao

diferenciados em funcé&o da origem bioldgica de geuipios ativos e a diversidade dos
processos tecnoldgicos utilizados na sua obterRBE (55/2010). A OMS (1992) afirma que

devido a esta maior variabilidade relativa a origeprocesso fabril, os biol6gicos devem ser

fabricados em conformidade as BPF em todas assefapdutivas, desde a producdo dos

ingredientes ativos. Em outro documento (OMS, 1988prganizacédo define que as BPF
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para produtos farmacéuticos e produtos biol6gievmh ser aplicadas no preparo de bancos
de células. Esta linha de raciocinio é seguida emdocumento de 2010, no qual segue
afirmando que os principios gerais das BPF patladicns devem ser aplicados.

De forma semelhante, a Agéncia Americana defendeoguconceitos ddesignde
qualidade consistentes com as BPF sao relevantssagio e desenvolvimento de substratos
celulares. Afirma ainda que se tal substrato naddésenvolvido sob tais Boas Praticas, pode
ser necessaria testagem adicional ou até novaagéowde banco de células (FDA, 2010).

Na verdade, o banco de células ndo deve ser ergicadomo mero insumo ou
material de partida; os substratos celulares sda plataforma (bio)tecnoldgica para a
obtencdo de produtos biolégicos, tal qual a sintpsenica o € para os medicamentos
sintéticos, e 0s processos extrativos para osefépicos. Acreditamos que estes bancos
devem ser estabelecidos, a partir da semente cetidh condicbes BPF a fim de gerar
proteinas ou particulas virais que comporao bicd&os ou vacinas, respectivamente, com 0s
devidos atributos de qualidade, eficacia e segaranopforme se espera de um medicamento.

Outros autores também defendem que os bancos dlescélevem ser gerados em
condicbes BPF. Doyle e Griffiths (1998) entendeme gas BPF sdo aplicaveis ao
estabelecimento de bancos porque a intencdo éuaasege os produtos sejam fabricados de
forma consistente, no grau de qualidade requerdio geu uso desejado. Tais requerimentos
incluiriam documentacao detalhada, monitoramentoiemtal, manipulacdo de uma linhagem
por vez no laboratorio e validagédo de processolenpeza.

O assunto é abordado ainda por Dusing (2000), ass qafirmam que tais bancos
devem ser produzidos usando as regulacbes de BRfrtia de uma semente celular
controlada e gerando um banco padronizado. Rodrigugloro (2008), por fim, defendem
gue os bancos de células devem ser gerados emraenbadequadamente controlado, e com
estrita adesédo as BPF.

4.4.4 Métodos analiticos e laboratérios para cerifacdo de bancos

Com relacdo aos métodos analiticos, o controleudédade dos produtos bioldgicos,
seja nos controles em processo ou na liberacapdntemente emprega testes (como ensaios
em sistemas bioldgicos) que exibem uma variabiédadior do que as determinacdes fisico-
quimicas tradicionais, conforme disposto nha RDQGH) e RE 899/2003 (Brasil 2010c,
2003c). Estes documentos referentes a validaca@ieamdoram desenvolvidos visando os

meétodos cromatograficos, para os quais se destgardear atributos como especificidade,
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limite de deteccéo e quantificacao, linearidaderedgposta, dentre outros. Contudo, certas
metodologias utilizadas n&o sdo consideradas #segelo ICH (2005), como os
imunoensaios. De forma similar, a maioria dos testressarios a certificacdo de linhagens
celulares ndo seguem prontamente tais atributaspo cos protocolos para cariotipagem.
Muitos testes devem sdo validaveis apenas com oegmpule controles positivo e negativo,
COmo 0s ensaids vivo para deteccdo de contaminantes em ovos e animais.

Um laboratério que conduza os testes de controlequidade, necessarios a
certificacdo de bancos de células (identidade, zaurestabilidade) deve ser auditado por
alguma autoridade. Neste sentido, poderiam setaaciacreditacdo quanto a ISO 17025 para
cada ensaio realizado; e/ou reconhecimento BPL gmmensaios de seguranca enquadrados
naquela area de conhecimento pelo Inmetro. Altearaente, se defende nesta dissertacéo
gue um laboratério deste tipo, caso esteja loaddizédentro de uma industria, podera ser
auditado quanto as Boas Praticas em Controle déd@dea durante uma inspe¢édo sanitaria
para fins de certificacdo BPF.

Por mais que haja diferencas entre os trés casosp@os ocorre a verificacdo por
parte de uma autoridade que averigua a existémciand sistema da qualidade dentro do
laboratoério, e que 0 mesmo é seguido; isto acrésaadibilidade aos resultados analiticos

para fins de caracterizacédo de bancos de céldas@s tipos de analises.

4.5 Lacunas na regulamentacao e proposta de guia

Apesar da maior especificidade introduzida por ra@eomo a RDC 55/2010 (Brasil,
2010c), RDC 17/2010 (Brasil, 2010b), e a futura R@&inida pela CP 70/2009 (Brasil,
2009a), a lacuna na regulamentacdo nacional guamtestabelecimento e certificacdo de
bancos celulares deve ser sanada. Ha espaco matracducado de um guia especifico que
detalhe o disposto nas Resolu¢des. Uma propostatphidocumento foi desenvolvida e

consta como anexo, seguindo as seguintes consigsrac

v/ a proposta de guia esta baseada no documento da(@IM8), visto que o Brasil é
pais-membro desta; outras fontes a serem consaferaoh seguida, sdo documentos
de outras autoridades como ICH, EMA e FDA, bem cdammacopéias, pois estas

publicacbes tém mais poder regulatorio do queastigentificos isolados;
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v/ 0 texto deve conter as tabelas com sugestdo dejataento e cronograma dos testes
para caracterizacdo de BCM e BCT (OMS, 2010), dsdornecer as diretrizes para
ajudar os produtores nacionais (como Bio-Manguipl@osrabalharem seus pontos
fracos. No entanto, a estratégia final deve sawutlida com o fabricante envolvido,
levando em consideracao fatores como a naturezaratfuto, seu uso pretendido,
processo fabril, reagentes e materiais de partida;

v' produtores de bancos de células devem ser cettificquanto as BPF pela Autoridade
Sanitaria,;

v’ laboratérios que realizam testes de caracterizali@m validar seus métodos
analiticos (no que for aplicavel) e possuir aceegdiv ISO, reconhecimento BPL ou
certificacdo BPF (caso estejam dentro de uma indjisA acreditacdo para os ensaios
realizados é especialmente importante porque algoé®dos analiticos ndo sao
passiveis de validagéo (da forma como se enterrdeupamétodo cromatogréfico);

v' 0s bancos de células devem ser caracterizadosliicadas para o uso pretendido,
com relacdo a autenticidade, seguranca e estat@liégafundamental avaliar a reducao
de contaminantes, bem como definir e controlamadedcelulain vitro, como parte da
validacéo do processo fabril;

v' 0 desenvolvimento de linhagens novas deve ser atmago por registros detalhados
sobre o processo de derivacéo, reagentes e maaesiailos, ja que as células podem
culminar por serem usadas em aplicagbes ndo ptEsejmicialmente, como sua
aplicacdo na clinica (Coecke al, 2005). No entanto, todas as linhagens usadas com
substratos devem ser extensivamente caracterizag@a@s que se conhecam suas
propriedades.

v' 0 texto deve ser atualizado em funcao das pubksagfie foram utilizadas como
base, porém se encontram em consulta publica aangmTais documentos englobam
0 guia da OMS (2010) e as normas para BPF de irsenhabilitacdo de laboratérios

analiticos junto a GGLAS.
4.6 Boas Praticas Regulatorias
A legislacdo na area da saude esta primeirameptesentada por leis, decretos-leis,

decretos (Poder Legislativo) e Portarias do Ministda Saude (Poder Executivo), que sdo

pecas frequentemente amplas e necessitam de maetadisamentos. A atuagdo da Anvisa na
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producdo normativa, através de Resolu¢gbes da Daetoolegiada (RDCs), aborda os
produtos e servigos sujeitos ao regime de VigiEsanitaria.

A Agéncia Reguladora, através de seu Programa déokk do Processo de
Regulamentacéo e do Guia de Boas Préaticas Regdata{@rasil, 2008), almeja aprimorar o
sistema regulatério de forma a garantir maior giaalé e efetividade da regulacao sanitéria na
prevencdo de riscos a saude da populacdo. Esseieo¢em como um de seus objetivos a
geracdo de atos normativos ordenados, clarosmsisEados, técnicos e satisfatorios. A
elaboracdo das RDCs deve ocorrer com transparétmeizes de mecanismos de participacao
da sociedade, i.e., através de consultas publieagli€ncias publicas, momentos em que 0s
interessados podem participar — produtores, pesdpries e académicos, conselhos de classe,
associacoes e todo cidadado em geral.

Os procedimentos de elaboracdo de atos normativela p\géncia foram
sistematizados e seguem uma agenda contemplandss testratégicos. O fluxo comeca
quando ha uma iniciativa formal do Diretor e a amesponsavel elabora uma proposta de
regulamentacdo. Apds eventuais ajustes, € realezadalise do impacto regulatorio e analise
juridica; a proposta pode ser arquivada, sofreroscajustes ou seguir diretamente para
apreciacdo pela Diretoria Colegiada. Neste pontpraposta de RDC pode passar pelo
procedimento de consulta publica e/ou de audiénmiblica. As contribuicbes sao
consolidadas, o texto passa por deliberacdo petaddia e entdo segue para a publicacdo no
Diério Oficial da Unido; s6 entdo passa a vigorarser acompanhada para futura compilagéo
ou revisdo. As etapas de consulta e audiéncia gasbhdo sédo obrigatérias e podem ser
excepcionalmente suprimidas em casos de urgéngaaado o conteludo é meramente
administrativo. As consultas objetivam obter suiosi@ informacdes para ajudar no processo
de tomada de decisdes de uma forma transpareet@@cdhitica; jA os temas mais complexos
e de maior repercussdo sado tratados por meio deedebrais com 0s setores envolvidos,
através das audiéncias.

Apesar de sua maior especificidade com relacdoe@s d. Portarias, as RDCs ainda
podem ser atos normativos gerais e abstratos.t@&®aleca legislativa, ela pode, entdo, prever
a publicacdo de uma Instrucdo Normativa (IN) cahdemm guia, que enfim ajude na
operacionalizacdo técnica e metodolégica de detawhoi topico. Conforme disposto no

Regimento Interno da Anviaa IN é um ato expedido pelo Diretor-President@auoutro

1% Disponivel em: kttp://www.anvisa.gov.br/institucional/anvisa/regimto_interno/Portaria354_010410.pdf
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Diretor da casa, que expressa uma decisdo de rcaddeativo, visando detalhar ou orientar
procedimentos de alcance externo, ou seja, retativcsetor regulado.

ApoOs a pesquisa envolvendo os atos legais Brasslefrcou evidenciada a falta de
regulamentacdo especifica capaz de orientar a tmalUsarmacéutica quanto ao
estabelecimento de um banco de células, bem comeahaacdo de um programa de testes
de controle de qualidade necessarios para sudiczedio, de forma a garantir sua
autenticidade, pureza e estabilidade. A melhorcéaludentificada seria a confeccéo de uma
proposta para guia nesta area, pormenorizandopodis nas Leis e Resolucgdes. A idéia é
gue tal guia seja publicado através de uma IN,ah @mbora ndo pressuponha consultas nem
audiéncias publicas, pode ser debatida em reuté@escas com o0s setores interessados da
sociedade, desta forma assegurando a participagéoctatica e transparente na construcao

de um novo marco normativo.



5 CONCLUSOES

foi identificado que alguns centros estrangeiros fjabalham com culturas de células ja estao
conscientes da necessidade de gerar bancos eno adedBRF

foi identificado que os varios centros nacionaambathando com substratos celulares para
pesquisa, desenvolvimento, controle de qualidaoi®@ucédo buscam se adequar, mas carecem
de orientacao clara

nao foi identificado centro nacional capaz deifteat bancos de células; esta capacidade foi

identificada apenas em empresas no exterior

foram verificadas vacinas e biofarmacos, produiem células CHO, MRC-5 e Vero, com

registro valido no Brasil

foi elaborada uma proposta de guia, com basegudaraentacdo consultada, a fim de orientar
os produtores e reguladores nacionais a respeitstabelecimento e certificacao de substratos

celulares visando a producédo de medicamentos lokog
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ANEXOS

Anexo 1 - Questionario

Ministério da Saude
Pt de Tecnologis
O o Irunooitgos
FIOCRUZ j Bio-Manguinhos

Fundacao O Ido Cruz

Mestrado Profissionalizante em Tecnologia de Imioidgicos (MPTI)
Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Mamhos/Fiocruz - RJ)
Questionario de dissertacdo — aluno: Rodrigo MsulBiretas

Dados Gerais:

1. Nome da Instituicao:

2. Nome do Diretor:

3. Nome do responsavel, cargo e Departamento (gigéib opcional conforme
TCLE):

4. Em que categoria sua Instituicdo esta incluida?

a. Publica

() Federal () Empresa Publica
() Estadual () Fundacéo Publica
() Municipal () Sociedade de Economia Mista

() Universidade
() Outros — especificar:

b. Privada
() Nacional () Multinacional
() Universidade
() Outros — especificar:
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Dados especificos:

5. Quais atividades abaixo sua Instituicdo reaara culturas de células de mamiferos:

a. () pesquisa — descricao:

b. () estabelecimento de bancos: banco mestrex banco de trabalho
C. () testes de caracterizacdo (identidade, segu@neatabilidade)
d. () producéo

e. () comercializacao

f. () outros — especificar:

Tipo celular Origem (colecao) Atividade Pramlou Servigo

Comentarios:

6. Quais os testes de identidade realizados nasoban qual a metodologia (p.ex.: método
farmacopéico, validacda housé:

Teste Tipos celulares testados Metodologia

Andlise de isozimas

Andlise citogenética

Antissoro

Analise de DNA

Cariotipo

HLA

Outros:
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7. Quais os testes de seguranca realizados nosshamgial a metodologia:

Teste Tipos celulares testados Metodologia

Virus — especificar:

Esterilidade (bactérias e
fungos)

Micoplasma

DNA residual

Proteinas da célula
hospedeira

Tumorigenicidade

Prions

Outros:

8. Sao realizados testes de estabilidade nos BandosSim () Nao
De que forma?

9. Sua Instituicdo possui alguma qualificacéo,d&glio ou certificacdo para as atividades
envolvendo culturas de células? () Sim () Nao
Caso afirmativo, especificar:

10. Vocé conhece algum outro Instituto de pequisaenvolvimento ou producéo, nacional
ou estrangeiro, envolvido com a obteng&do, comeézaigdo ou caracterizagdo de culturas de
células animais?

Instituto - pais Atividades realizadas
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Observacéao: este questionario é aplicado acompardedm termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) para uso da informagéao.

(local) (data)

Rodrigo Matrtins Bretas (assinatura do entrevistado)
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecid

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundacao O Ido Cruz

&

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do projetorAvaliacdo da capacidade instalada para producéaoegtificacdo de
células animais”.

Vocé estd sendo convidado(a) para participar de pesguisa sobre culturas de
células de mamiferos, desenvolvida pelo aluno Rodvliartins Bretas, sob orientacéo do Dr.
Marcos da Silva Freire e Dra. Luciane Pinto Gaspamo parte do curso de Mestrado
Profissionalizante em Tecnologia de Imunobioldgiaderecido pelo Instituto de Tecnologia
em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos/Fiocruz).

, vocé foi selecionado(a) pelonotdrio saber em relacéo
ao tema da pesquisa e sua participacdo nao é winiggaA qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar seu consentimes¢mn a necessidade de esclarecimentos ou
explicacbes. Sua recusa nédo trara nenhum prejoizua relacdo com o pesquisador ou com
a instituicdo. Este estudo integra a metodologiarda dissertacdo de mestrado, a qual tem
como objetivo levantar a capacidade instalada m® para atividades que envolvam cultura
de células de mamiferos, como pesquisa, producédiéicacao de bancos.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em nmdspoas perguntas de um
guestionario semi-aberto e emitir seus préprioseos relacionados ao tema da pesquisa.

Os beneficios relacionados a sua participacdo sagrande relevancia devido ao
aporte de conhecimentos a serem utilizados no a@mhitional de pesquisa e produ¢cao com
culturas de células. Com o uso da informacéo abdetd esperado mapear o cenario nacional
e o internacional para possiveis parcerias ensquieadores, produtores e laboratérios no
gue concerne aos produtos e servi¢os envolvendtas@&e mamiferos.

Os riscos e incOmodos que poderdo advir da sugipagdo sao reduzidos, tendo em
vista que serdo divulgadas apenas as informacdesogé autorizadas. Este documento é
elaborado em duas vias de igual teor, a serem aassine mantidas pelo pesquisador
(entrevistador e autor da dissertacao) e peloteujei pesquisa (o entrevistado). Vocé pode se
recusar a responder quaisquer perguntas que oeasmnstrangimentos. Vocé recebera uma
copia do questionario, bem como uma coépia destendaro qual consta o telefone e o
endereco do pesquisador principal, podendo tiras sdividas sobre o projeto e sua
participacdo, agora ou a qualquer momento. O psadoi irAd assegurar sigilo e ndo ir4
divulgar os dados de forma que possibilite a saeatificacdo; no entanto, vale explicitar que,
dada a natureza do projeto, o numero relativampeatgieno de sujeitos de pesquisa e a
posicdo que estes ocupam nas instituicdes, podpossivel a identificacdo dos referidos
cientistas.
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Local e Data Local e Data

Pesquisador Sujeito de pesquisa

Pesquisador: Rodrigo Martins Bretas - Farmacéutico

Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos — Bio+Mainhos (Fiocruz)
Av Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro

CEP: 21045-900

Tel: (21) 3882-9317/9381,; (61) 3462-5591

e-mail: rodrigo.martins@bio.fiocruz.br
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Anexo 3 — Proposta de guia

GUIA PARA ESTABELECIMENTO E AVALIACAO DE
SUBSTRATOS CELULARES VISANDO A PRODUCAO DE
MEDICAMENTOS BIOLOGICOS

Geréncia de Avaliacdo de Seguranca e Eficacia - GEB

Brasilia, XX de XXXX de 20XX
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Diretor-Presidente

Nome

Adjunto de Diretor-Presidente

Nome

Diretores
Nome 1
Nome 2

Nome 3

Chefe de Gabinete

Nome

Geréncia Geral de Medicamentos

Nome

Geréncia de Avaliacdo de Seguranca e Eficacia
Nome

Participacao direta:

Coordenacéo de Produtos Biol6gicos e Hemoterap@ieBIH)
Colaboracao

Citar centros, institutos, universidades e empresaslvidas nas discussdes



143

Sumario

Lista de abreviaturas
1. Introducéo

2. Consideracdes sobre produtos DIOIOQICOS. oo i

2.1.Vacinas

2.2 Biofarmacos
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3.2. Boas Praticas de Fabricacéo
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4.1. Identidade

4.1.1 Cariologia

4.1.2 Analise de isoenzimas

4.1.3 Perfil genético

4.1.4 Outros testes

4.2 Seguranca

4.2.1 Bactérias, fungos e micoplasma

4.2.2 Virus e retrovirus

4.2.3 Prions

4.2.4 Tumorigenicidade e Oncogenicidade
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4.3 Estabilidade

4.4 Boas Préticas de Laboratério e Acreditacao

5. Referéncias bibliOgrafiCas..........uuuiitcceeieiiiee et ee e e e e e

Lista de Abreviaturas

ANVISA

BCM

BCT

BPF

BPL

FDA

HLA

ICH

DNA

EMA

MHC

OMS

PCR

RAPD

RFLP

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Banco de Células Mestre

Banco de Células de Trabalho

Boas Praticas de Fabricacéo

Boas Préticas de Laboratério

Agéncia Americana de Alimentos e Drogas
Antigeno de leucocito humano

Conférencia Internacional sobre Harmonizagcdo doguReimentos Técnicos para

0 Registro de Produtos Farmacéuticos de Uso Humano

Acido desoxirribonucléico

Agéncia Européia de Medicamentos

Major histocompatibilitu complex — complexo maiertdstocompatibilidade
Organizagdo Mundial da Saude

Polymerase Chain Reaction — Reacdo em cadeia dia@alse

Random amplified polymorphic DNA - DNA polimoérfiamplificado de forma

randdmica

Restriction fragment lengh polymorphsim - polinewfo de tamanho de

fragmento de restricdo
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SNP Single nucleotide polymorphism - polimorfismo nati#eo Unico
SPF Specific pathogen free- livre de patdégeno especific

STR Small tandem repeat - repeticdo pequena em tandem

TR Transcriptase reversa

1. INTRODUCAO

Atualmente a biotecnologia esta representada mad@resadde humana na forma de processos
e produtos de alta complexidade. A cultura de miganismos procariotos e eucariotos, de células de
animais incluindo roedores, outros mamiferos e masae ainda células de aves e insetos, tem sido a
base tecnolégica para obtencao de inUmeros meditasnigioldgicos.

Substratos celulares sdo células empregadas naicamdle medicamentos bioldgicos, e
incluem as culturas de células primarias, as sersa@ulares e os bancos de células mestre (BCM) e
de trabalho (BCT).

A caracterizac@o(ou certificacdo) é a determinacdo das propriesiate um determinado
substrato celular, incluindo aspectosidientidade segurancae estabilidade Ela deve ser exaustiva
para substratos novos, desenvolvidos como candidat@bricacdo de bioldgicos; culturas jA& bem
caracterizadas podem passar por um programa reddeidestes. Com base nessa caracterizagao, os
substratos podem sgualificadoscomo adequados a producédo de um medicamento lgi@log

Y

Este documento visa orientar os produtores nadow@ianto ao estabelecimento e a
certificacdo de substratos celulares visando aickatfio de medicamentos bioldgicos para uso
humano, com atencdo aos atributos de qualidadeacedi e seguranca. As recomendacfes estao
baseadas na legislacdo sanitaria Brasileira vigdrma como no entendimento cientifico atual da
Anvisa, o qual se encontra em harmonia com os dectos relevantes publicados e de projecéo
internacional no ambito regulatério. Abordagensemifites daquelas propostas aqui podem ser
adotadas, desde que devidamente justificadasdadak.

O guia esté especialmente focado nos requisit@shzarcos mestre e de trabalho derivados de
animais, como linhagens de mamiferos e de insegifo excluidas do escopo as células originadas
de plantas e microorganismos procariotos ou euoar{@omce. coli, fungos e leveduras).

2. CONSIDERACOES SOBRE PRODUTOS BIOLOGICOS

Os produtos bioldgicos incluidos na RDC 55/2010doas posteriores revisdes) sdo: vacinas,
anticorpos monoclonais, biomedicamentos (extratiegodiotecnoldgicos), hemoderivados, soros
hiperimunes e medicamentos contendo microorganisimos, atenuados ou mortos. Os alergénicos e
probiéticos também sé&o biolégicos, porém possuguiamento proprio.

Apesar das diversas categorias de bioldgicos des@ctima, os medicamentos provaveis de
serem obtidos por esta plataforma biotecnol6gioaasd/acinas virais e as proteinas recombinantes. A
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estratégia para caracterizacao deve ter abordageecibca em funcéo do produto final, seu grau de
pureza e uso — como via de administracao e graxmlesicao (p.ex.: regime posoldgico).

2.1 Vacinas

As vacinas virais sdo geralmente obtidas pelafpratjdo de virus em células susceptiveis. Se
houver lise, ndo havera células ao fim da prodwi@eeis para alguns testes, logo devem ser usadas
células (ou culturas) controle para estes finss Télulas sdo cultivadas expostas as mesmas ceadi¢cd
(como meios e reagentes) das células de produgB&oansem sofrerem infeccéo pelo virus vacinal.

Como o processo fabril desta categoria de prodotmamente nédo inclui muitas etapas de
purificacdo e reducdo de contaminantes, deve sler laior atencdo a uma exaustiva certificacdo dos
materiais bioldgicos de partida, incluindo os prdpisubstratos celulares, mas também os meios de
cultivo, materiais derivados de animais como tnps soro, bem como os demais reagentes.

2.2 Biofarmacos

Esta classe é representada pelas proteinas re@mdsnproduzidas em células modificadas
geneticamente com a sequéncia de interesse. Estélaidos os anticorpos monoclonais
(biotecnolodgicos ou gerados pela técnica do hibmeoe também os antigenos assim obtidos para
comporem vacinas recombinantes.

O processo de fabricacdo dessas proteinas geralmpadiui etapas de redugdo dos
contaminantes advindos das células e do processmdp um produto biolégico terminado com alto
grau de pureza. Consequentemente, a caracterizhggicaspectos de seguranca pode ser mais
direcionada a validacé@o das etapas de purificag&@me aos substratos celulares.

3. ESTABELECIMENTO DE BANCOS DE CELULAS

3.1 Sistemas de bancos de células mestre e deltraba

Todas as manipulacdes devem ser realizadas devamomta técnica asséptica e conforme as
Boas Praticas em Cultura de Células, a fim de reeitataminacfes adventicias e cruzadas.

Em geral, células parentais séo pesquisadas condidetas ao processo fabril e geram uma
semente celular. Esta é expandida e da origem &b BGe é ampliado por passagens seriais a fim de
obter ampolas do BCT. As células deste banco pagenmoculadas diretamente em biorreatores para
a producéo, ou podem ser subcultivadas para faroétidas de producéo.

Devem ser definidos e documentados os reagente®cedimentos realizados em cada
estagio, bem como os detalhes para criopresenggioulturas.

3.2 Boas Praticas de Fabricacéo

O estabelecimento de um BCM a partir de certa serrestular, bem como do BCT a partir
do BCM, deve ser realizado de acordo com as Boatsc® de Fabricacdo (BPF), e tal verificacéo
deve ser efetuada por inspecédo por parte da AattgicGanitaria competente (Vigilancia Sanitaria
local e/ou Anvisa). O fabricante deve seguir a RID010 (ou suaatualizagbes posteriores), com
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especial atencdo aos seguintes topicos: registiac@mentacdo; procedimentos operacionais padrao
(POPs); calibracbes de equipamentos; qualificagiesequipamentos; validagcdes de processo
asseéptico, limpeza e sistema de agua.

As manipulacfes assépticas para estabelecimeitandes celulares devem ser realizadas em
ambiente classe A (cabine de fluxo laminar ou dedgguranca classe Il) localizada em sala limpa de
grau C. Alternativamente, se a manipulacdo forizadh em cabine classe Il (isolador, sistema
fechado), o0 ambiente circundante pode ser de dasse

4. CARACTERIZACAO DE SUBSTRATOS CELULARES

Este guia apresenta as orienta¢des sobre os dégtesiveis e recomendados a fim de avaliar
0s aspectos de identidade, seguranca e estabildtalsubstratos celulares derivados de animais,
usados na producdo de medicamentos bioldgicosiimaa culturas primarias, linhagens dipléides e
continuas (modificadas geneticamente ou nado). Edtdsitos devem ser avaliados como parte da
garantia de que o medicamento terminado possualade] eficicia e seguranta

Com base no tipo de substrato escolhido e no mocde fabricacdo, o produtor deve
estabelecer um programa de testagens a ser aphoaddiferentes estdgios de produgdo — semente
celular, BCM, BCT e células do fim de producdo @uitivadas um pouco além). Os métodos
analiticos devem ser validados, quando aplicAwelcamtar com controles a fim de demonstrar sua
adequabilidade aos fins propostos. Os protocolpso#ficos podem ser adotados da Farmacopéia
Brasileira, de outros compéndios reconhecidos pelaisa® ou de documentos de projecéo
internacional, como os publicados pela OMS, ICHAMFDA.

Em geral, os testes estdo focados no BCM, que resepativo de todos os BCTs dele
derivados. No entanto, o programa de qualificagddepser concentrado em cada BCT, quando
justificavel (p.ex.: quando as reservas do BCMvestim se esgotando).

4.1 ldentidade

Culturas novas devem ser exaustivamente caracteszao longo dos diversos estagios
(semente celular, BCM, BCT, fim da producado). Jalinkagens bem caracterizadas e com
procedéncia oficial podem passar por testes redsizd fim da cultura.

Linhagens dipldides devem ser cariotipadas pardgase sua estabilidade; devem ainda ser
estudadas por algum método genético.

Linhagens continuas e as humanas devem ter aiaigtedé confirmada pela demonstracéo
da espécie de origem e perfil genético.

15 A Lei 6360/76 define que um medicamento deve poatentidade, atividade, qualidade, pureza e iz,
determinadas por comprovacao cientifica e analitica

'8 Estdo incluidas as Farmacopéias Alema, Americamgntina, Britanica, Européia, Francesa, Inteaai
(OMS), Japonesa, Mexicana e Portuguesa, conforn@ HRi2009 e suas atualizacdes.
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Observagfes morfologicas e relativas as caradtadgstie crescimento das células devem ser
realizadas em todos os estagios.

4.1.1 Cariologia

O cariotipo determina a identidade no nivel da @spde origem, e é especialmente aplicavel
as linhagens dipléides novas. Contudo, a deterr@mneg perfil citogenético pode ser empregada para
avaliar possiveis marcadores especificos e acorapanéstabilidade genética de linhagens continuas
(imortalizadas), pelo uso de técnicas como bandet@nt.

4.1.2 Andlise de isoenzimas

Este teste fornece o perfil bioquimico e a idewtdao nivel de espécie de origem, com base
no padréo eletroforético de formas variantes deav&sz(uso de 4 a 6 enzimas).

4.1.3 Perfil genético

Testes de DNAprofiling ou fingerprinting sdo os mais especificos, fornecendo identidade no
nivel do individuo doador do tecido de origem. ERbra de métodos incluem SNP, RAPD, RFLP e
protocolos com PCR; técnicas com STR sao especitdnigeis a autenticacdo de linhagens de células
humanas.

4.1.4 Outros testes

Podem ser utilizados outros tipos de marcadorgsece&smente para linhagens novas.
Exemplos incluem o perfil imunolégico de célulasmamas (HLA) e murinas (MHC); perfil
antigénico por imunohistoquimica e imunocitoquimersaios de hibridizacdo de DNA e RNAm para
detectar determinadas sequéncias especificas;ip@gupr proteinas caracteristicas ou por atividade
catalitica de enzimas particulares de determinecidd.

4.2 Seguranca

Deve ser investigada a presenca de contaminarigemos (agentes adventicios) e enddgenos
(virus e retrovirus), bem como a presenca de residla célula hospedeira com capacidade
tumorigénica e oncogénica. Todas estas impurezdenpcser sujeitas a passos de reducdo, por
inativacdo e/ou remocao, através do processo faiag tais etapas devem ser validadas.

4.2.1 Bactérias, fungos e micoplasma

Os métodos microbiol6gicos devem ser empregaddsrayp de todas as etapas (semente
celular, BCM, BCT, fim da producéo), e para todedipos de culturas (células primarias, linhagens
dipléides e continuas). Podem ser empregados asdo®bficiais que constam em farmacopéias e
guias aceitos internacionalmente.

A pesquisa por Micobacterium pode ser realizadarggiodos alternativas vitro, com 0 uso
de cultura ou PCR, devidamente validados. Estéssteevem, portanto, ser preferiveis, a menos que
haja forte justificativa para manutenc&o do ensauvo.
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4.2.2 Virus e retrovirus
Testes em camundongos adultos e neonatos

Podem ser adotadas as metodologias publicadas omhesidas internacionalmente; no
entanto, devem ser adotados grupos controle peaatgea validade do ensaio.

Testes em cobaias

Estes ensaios sdo empregados a fim de detectasanga principalmente de espécies de
micobactéria (em especilycobacterium tuberculogismas também LCMV, paramyxovirus (como
Sendai), reovirus e filovirus, a partir de céludasBCM ou BCT; células do fim de producdo devem
ser testados uma vez por processo (e ndo a cada BCT

Cinco porquinhos-da-india por grupo (incluindo ospgs controle), pesando entre 350-450g,
devem ser inoculados com “1€lulas viaveis em 5 mL pela via intraperitoniad,& mL pela rota
intracerebral. Os animais devem ser monitoradoa paprmalidades diariamente por 42 dias. Os
animais que morrem devem ser examinados por (patupgia e, se houver indicio de infec¢ao viral,
€ recomendavel identificar o agente por métodosuleira e/ou moleculares. Para a validade do
ensaio, mais de 20% dos animais devem sobrevivergnopos teste e controle; o critério de
aprovacao da amostra pressupde que 80% das csbai@vivam de forma saudavel, e que nenhum
apresente sinal de contaminacao por agente tresisglisu infeccao viral.

Testes em coelhos

A fim de detectar a presenca do herpesvirus B dturas primarias de macaco, € realizada
inoculagéo de 1 mL pela via intradérmica (multiplosais) e ao menos 2 mL pela via subcutanea,
contando com ao menos ‘1€élulas divididas igualmente entre cinco coelhosr (grupo) pesando
entre 1,5-2,5 Kg. Os animais séo observados diarisenpor um més para anormalidades; os que
morrem devem ser examinados por (histo)patologiasee,houver indicio de infecgcdo viral, é
recomendavel identificar o agente por métodos ttaraue/ou moleculares. O ensaio deve contar com
controles positivo e negativo, e mais de 20% damars devem sobreviver nos grupos teste e
controle. Para a aprovagcdo de uma amostra, 80%astisos devem sobreviver de forma saudavel, e
nenhum deve apresentar sinal de contaminacao poteagansmissivel ou infeccao viral.

Este ensaion vivo deve ser realizado apenas quando houver fortifigastva para tal;, caso
contrério, deve ser substituido pelo teste em iuttalular continua de rins de coelho.

Testes em ovos embrionados de galinha

Podem ser adotados os protocolos publicados e hecmos internacionalmente (OMS,
FDA), os guais apresentam algumas diferencas. @iedsve ser realizado com 10 ovos por grupo,
incluindo os que serdo inoculados pela via alaatdita do saco vitelinico e controles positivo e
negativo. Ndo pode haver 20% de descarte em algsngripos (incluindo o controle negativo) por
causa inespecifica, para fins de validade do enBa&weem ser usados, preferencialmente, ovos livres
dos patogenos especificos (SPF) investigados gstie. t

Testes para producéo de anticorpos

Estes ensaids vivodetectam uma ampla gama de patdégenos espéciefeggeam especial
para células de roedores cofmamsters camundongos e ratos, mas também podem ser agticaév
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células de galinhas, e a culturas que possam der esipostas a agentes de roedores. Devem ser
testados os bancos ou células ao fim da produgderentes a um BCT, de culturas priméarias,
diploides e imortalizadas, em animais SPF. E deskjjue sejam desenvolvidos métodos de PCR
para detecgdo dos virus pesquisados, com a dewdtidagéo incluindo pardmetros como a
sensibilidade, a fim de reduzir o uso de animasteneste de controle de qualidade.

Testes em culturas de células indicadoras

Os lisados celulares e/ou 0 meio de cultura gast@inda as células intactas da amostra, séo
usados para inoculacdo direta ou para co-cultespactivamente, pela inoculagdo em culturas de
células indicadoras. Estas sdo apresentadas emcamadas de células dos bancos ou do fim da
producdo, e permitem a deteccdo de varias fanvilias com atividade citopéatica, hemadsorvente e
hemaglutinante. As células indicadoras devem caatiarao menos:

- uma cultura priméaria ou continua derivada da messpacie e tecido que o substrato usado na
producao;

- uma cultura de linhagem diploide humana, especigengara a detec¢cdo do virus do
sarampo;

- uma cultura de rim de macaco, para a deteccaordg simios, especialmente se o0 substrato
celular empregado na produgéo for de origem humana,;

Devem ser usadas 16élulas (ou o volume correspondente de lisado eio,nou ainda o
volume equivalente a 500 doses ou 50 mL do gramebteta viral) em cada cultura indicadora, com
observacao para efeitos citopaticos por ao mersmanas, e, opcionalmente, o sobrenadante pode
ser inoculado novamente em culturas frescas paeradg&do adicional por outras duas semanas, bem
como mais ensaios para hemaglutinacdo e hemadsorsao

Estes testes supracitados devem ser realizados sobrenadante das culturas apos o periodo
de observacdo dos efeitos citopéaticos. As hemasiagas devem ser derivadas de galinhas, cobaias e
macacos ou humanas do tipo O.

Quando houver susceptibilidade do substrato e gagpe contaminacdo por citomegalovirus
humano ou simio, as culturas indicadoras de cétlifdides humanas devem ser observadas por no
minimo quatro semanas. Alternativamente, este raétodtro pode ser substituido por PCR.

A pesquisa por virus de insetos deve ser realieadadicdo aos testes anteriores, quando esse
substrato celular for usado na producdo. Posstmitaminantes incluem os arbovirus, organismos
transmitidos por artropodes como 0s mosquitos, ee S§io potencialmente patogénicos ao homem.
Podem ser adotados os protocolos publicados eeitagio internacional.

Microscopia eletrénica de transmissao

Devem ser analisadas 200 células derivadas do B®IB, ou do final de producéo, de
linhagens diploides e continuas, por coloragdo tivegde cortes ultrafinos. Pode ser apropriado um
pré-tratamento das culturas com agentes quimiquazea de estressar e induzir a producao de virus
endogenos e latentes. Células de insetos, alénasianmem por esta inducdo, devem ser expostas a
variagdes de temperatura e ser contadas em um oimnagor.
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Retrovirus
() Ensaios para transcriptase reversa (TR)

Células de animais (como mamiferos) e insetosgdabtiio BCM ou BCT cultivado até o fim
de producéo (ou o sobrenadante destas culturasymdser testadas por PCR ou PERT. E possivel
adotar uma etapa de estresse para induzir a tigAisalas sequéncias retrovirais integradas ao
genoma da célula hospedeira. Por ser tratar de étmdim com alta sensibilidade, ha chance de serem
gerados resultados falso-positivos; neste sentiaesultado positivo pode ndo ser conclusivo, @end
importante adotar controles (positivo e negatib@m como avaliar a performance (pelos parametros
de limite de quantificacdo, especificidade e reptibididade) para a validade do ensaio. Um método
para TR e o de infectividade se complementam, dag® os resultados (possivelmente falsos)
positivos do primeiro podem ser confirmados petuaeo.

(b) Testes de infectividade

A infecciosidade de retrovirus deve ser investigadando-se células viaveis do banco,

cultivadas até seu limite maxima vitro, ou o sobrenadante. Isto é especialmente apliGo®!
substratos de roedores, humanos e primatas ndabsma

A amostra deve ser inoculada em culturas de &lindicadoras apropriadas, a quais
permitam o crescimento de uma ampla variedade dpteg) virais. O protocolo pode prever ainda
uma nova inoculacdo em culturas novas a fim de atansua sensibilidade.

Este ensaio detecta apenas os contaminantes ogesciogo, um resultado negativo também
pode ser complementado através da pesquisa péhazetnanscriptase reversa, pois tal ensaio detecta
a presenca dos retrovirus nao infecciosos.

(c) Métodos moleculares

Métodos de PCR, acoplados ou nd8aaithern Blgtséo aplicaveis a identificagdo especifica
de agentes virais conhecidos, em especial aquéfesingnte cultivaveis e os sem efeito
citopatogénico; virus com genoma de RNA, atravéB@R com a enzima TR; e técnicas de ELISA e
imunofluorescéncia podem esclarecer resultadostoxebtidos por PERT. Podem ser detectados
muitos virus humanos e simios, bem como os virumskto quando células desta origem forem
utilizadas. O método deve ser validado.

4.2.3 Prions

O controle da encefalopatia espongiforme transu@ksieve estar baseado no controle dos
materiais de partida derivados de animais rumisamepregados no estabelecimento e manutencéo
das culturas de células. Exemplos de reagenteplensentos incluem polissorbato, estearato, soro
bovino e tripsina, para os quais toda documentdeéie ser fornecida em conformidade a legislacdo
vigente (RDC 305/2002, RDC 68/2003 e suas post=iatualizagdes). Deve haver esforgo para
substituicdo das matérias-primas animais por odgagigem vegetal ou sintética.

4.2.4 Tumorigenicidade e Oncogenicidade

7

Este teste é especialmente aplicavel a linhagemsincas, a fim de investigar se a
desregulacdo genética que sofreram a ponto de-lasniénortais tem a potencialidade de formar
tumoresin vivo. Tais linhagens devem ser consideradas tumorigérité que se prove o contrario;
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ndo precisam ser testadas, no entanto, culturedasadnte tumorigénicas, como hibridomas e aquelas
derivadas de roedores. Devem ser usadas células de producdo (ou cultivadas por 3 duplicagbes
populacionais adicionais).

Devem ser testadas células epiteliais humanasaderts dipldides novas e aquelas nao
caracterizadas previamente; e células em gerahssslfabricacdo de bioldgicos pouco purificados,
como vacinas de virus vivos (atenuados).

Os estudos devem ser realizados em modelos annmai®ssuprimidos e sem contaminagoes
microbianas. As células usadas como o controle tivegdp.ex.. uma linhagem dilpdide bem
caracterizada como MRC-5, WI-38) e o positivo (p.éleLa, com grande capacidade tumorigénica)
devem ser submetidas as mesmas condi¢fes e prectaingue as amostras investigadas. Devem ser
injetadas 10células em dez animais por grupo, com monitoramgot ao menos trés meses (mas por
até sete meses) para pesquisar a formacado de sumonetastases, com andlise histolégica da area
injetada e de tecidos imunes proximais como noduiéicos e baco, e ainda pulmdes, rins, cérebro
e figado.

Linhagens identificadas como tumorigénicas devemimeestigadas quanto ao potencial
oncogénico de suas substancias intracelulares, dN® (derivado da célula hospedeira ou de
eventual virus enddgeno, latente ou retrovirus, t@mo suas sequéncias genéticas) ou proteinas com
atividade mitatica.

O protocolo inclui a inoculag&o do lisado de c&wda fim de producéo, ou preferencialmente
com trés duplicacbes populacionais extras. E imoulo volume correspondente & &8lulas em
camundongosiude ratos ehamstersrecém-nascidos, com mais de dez animais por g sao
monitorados por ao menos seis meses para o degemeoto de nodulos no local de injecédo e
metéstases. Deve-se avaliar a relagdo causalantrédulos surgidos com o material injetado, como
base em exames histolégicos (pois a malignidadedda deve ser derivada de tecido do animal em
teste) e descontando os tumores que ocorrem espantante em cada espécie, especialmente com a
idade avancada dos animais.

4.3 Estabilidade

Devem-se caracterizar as células ao fim de prod(g@cultivadas um pouco além, a fim de
representar o pior cendrio possivel) uma vez pda processo ou produto. O objetivo da estabilidade
€ demonstrar a manutencao das caracteristicas (demidade e estabilidade genética) e auséncia de
introducéo de agentes adventicios ao longo do gsodabril.

E fundamental que se defina e controle a idadem@ixi vitro para cada cultura, como parte
da qualificacdo de um determinado substrato celblam como da validagéo do seu processo de
fabricacdo. Esta idade pode ser medida atravégallemimero de duplicacdes populacionais; (b)
numero de passagens (tripsinizagdo de células radsreu diluicAo para as que crescem em
suspensdao); ou (c) tempo decorrido em cultura (amads em horas, dias, etc.).

4.4 Boas Praticas de Laboratoério e Acreditacéo

Os laboratorios responsaveis pelos testes deicatb de substratos celulares devem ser
auditados a fim de comprovar a existéncia e adas@im programa de qualidade. Podem ser aceitas
avaliagbes como o reconhecimento em BPL para osicsnsle seguranca realizados por area de
conhecimento; acreditacdo ISO 17025:2005 pelotinstiNacional de Metrologia, Normalizacao e
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Qualidade Industrial (Inmetro) para cada ensaiditiotaou calibragdo; e certificagdo quanto as BPF
pela GGIMP/Anvisa, para laboratério analitico imderem inddstria.
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