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RESUMEN

Palabras-clave

Productos biolégicos, como proteinas recombinantes y vacunas virales, son
ampliamente usados en medicina y pueden ser obtenidos a partir de bancos de
células. Estos son sustratos empleados como plataformas biotecnoldgicas para
produccion industrial, e deben ser adecuadamente caracterizados para exhibir
autenticidad, estabilidad y pureza. Ocurrieron algunos incidentes los afos
pasados, como la contaminacién cruzada de lineas celulares y el descubrimiento
de infeccion por SV40 y retrovirus aviario. Particularmente, la descubierta de
circovirus porcino en vacunas contra retrovirus en 2010 provocd gran
preocupacion cuanto a la seguridad de bioldgicos, y las medidas para evaluar el
riesgo.

Basado en el estudio de documentos internacionales, y dada la ausencia de
regulacién Brasileiia especifica, el presente trabajo sugiere un guia para satisfacer
dicha necesidad del pais. Tal documento debe orientar la industria nacional,
afirmando que los bancos de células deben ser establecidos bajo las BPM, y
caracterizados por pruebas validadas realizadas por laboratorios aprobados. La
certificacién incluye evaluacién de identidad, manutencién de caracteristicas y
ausencia de contaminantes como microorganismos, virus y retrovirus, prions y
actividad tumorigénica u oncogénica. Estos pasos garantirdn que al final se

produzcan bioldgicos con debidas calidad, seguridad y eficacia.

productos biolégicos, certificacidn, regulacion.

! Especialista, ANVISA
? Doutor, ANVISA

* Mestre,ANVISA

* Doutora, ANVISA
*Mestre, ANVISA

® Especialista, ANVISA
7 Especialista, ANVISA
8 Especialista, ANVISA
® Mestre, ANVISA

10 Farmaceutico, ANVISA
1 Especialista, ANVISA
2 Mestre, ANVISA



INTRODUCAO

Os produtos biolégicos sdo uma classe de
medicamentos com aplicagdo em inUmeras
enfermidades do ser humano, e se diferenciam
dos sintéticos em funcdo da sua origem e dos
processos de fabricagdo empregados. Exemplos
incluem os alergénicos, probidticos e insumos
extrativos como heparina (1). O presente
trabalho esta focado, contudo, naqueles obtidos
a partir de células animais, como proteinas
recombinantes de uso terapéutico e vacinas
virais.

Produtos biotecnolédgicos sdo gerados a
partir de células modificadas geneticamente (e.g.
por transfec¢do) a fim de expressarem uma
proteina de interesse médico (2). J& o processo
fabril das vacinas virais envolve a infeccdo e
multiplicagdo de virus em células susceptiveis, a
ponto de coletar particulas que atuem como
antigeno (3). Em ambos os casos, é necessario o
estabelecimento de um banco de células’
homogéneo e bem caracterizado quanto aos seus
aspectos de autenticidade, auséncia de
contaminagoes e estabilidade (4).

Em 1967, em meio a um momento de franco
crescimento na area de cultura de células e
tecidos, ocorreu um acidente com relagdo a
identidade das culturas. Devido a erros na
manipulagdo, nas boas praticas e técnica
asséptica, células da linhagem tumoral Hela, que
possuem grande capacidade proliferativa,
contaminaram diversas outras linhagens em
diversos centros de pesquisa ao redor do mundo.
Somente em 1977 tal contaminagdo cruzada foi
confirmada, e o acidente possui capacidade de
invalidar resultados gerados nos laboratérios. A
partir deste momento, os cientistas comegaram a
se preocupar com a autenticidade das células
cultivadas em seus institutos, bem como a dar

" Exceto quando forem usadas culturas de células
primarias, que, por defini¢do, sdo mantidas apenas
em sua primeira passagem in vitro, logo ndo
podem ser estocadas como bancos nem
extensivamente certificadas, como ocorre em
algumas vacinas virais (5).

mais atencdo aos cuidados para prevenir tais
acidentes (5).

A maior preocupac¢do, do ponto de vista
histdrico, sempre esteve centrada na seguranca
dos produtos bioldgicos, exemplificado na
possivel presengca de contaminantes e dos
proprios residuos das células (como proteinas e
acidos nucléicos), e os efeitos adversos potenciais
que eles impdem a saude dos pacientes (6).
Medicamentos de origem bioldgica sdo capazes
de transmitir doengas, como ja ocorreu no caso
de infecgGes virais por virus como HIV e hepatite
B através de hemoderivados (4); e os proprios
substratos celulares podem conter agentes
contaminantes intrinsecos (como retrovirus
integrados ao genoma da célula hospedeira) ou
introduzidos de forma inadvertida. Exemplos de
problemas passados com contaminagfes virais
incluem a deteccdo de SV40 em vacinas contra
pélio e retrovirus aviario endégeno em vacinas
produzidas em ovos embrionados de galinha. O
risco da presenga de prions (agentes da
encefalopatia espongiforme transmissivel) e do
grau de pureza de novos substratos para vacinas
levanta  discussdes entre  produtores e
reguladores.

A imunizagdo contra o virus da podlio,
causador da paralisia infantil, é realizada pela
aplicagdo da vacina oral na forma atenuada (que
contém o virus vidvel) ou inativada — composta
pelo virus invidvel. O processo de fabricagcdo
desta ultima inclui o uso de formaldeido para
inativar o agente infeccioso, o que gera um
produto injetdvel. No entanto, mesmo com esta
etapa no processo, foi detectada a contaminagdo
desta vacina por virus simio (SV40), um agente
identificado somente no ano de 1960, e isto
gerou preocupagdes a respeito do risco
hipotético do desenvolvimento de cancer em
humanos. Com o acompanhamento, foi visto que,
embora os sujeitos de pesquisa clinica que
receberam o produto contaminado tenham
desenvolvido anticorpos contra o SV40, ndo
houve evidéncias do desenvolvimento de
tumores em fungdo da exposicdo — mas, mesmo
assim, foi desenvolvida uma nova versdo da
vacina, usando insumos livres desse
contaminante.



Algumas vacinas obtidas através da
multiplicagdo de particulas virais em ovos
embrionados também apresentaram problemas
relativos a pureza. As metodologias analiticas
usadas no inicio ndo detectavam contaminagbes
nas vacinas derivadas destes modelos animais; no
entanto, com a criagdo de uma técnica em 1996,
gue investiga a enzima transcriptase reversa com
maior sensibilidade (PERT), foi demonstrada a
contaminagdo por retrovirus aviario enddgeno
(EAV). Os estudos aprofundados revelaram que
EAV é um virus defectivo que produz particulas
incapazes de infectar culturas de células, uma
evidéncia confirmada pelo histdrico de seguranca
do uso de vacinas geradas neste substrato.

Outro importante exemplo sobre a
importancia da caracterizagdo e pureza das
células usadas na producdo de medicamentos
bioldgicos ocorreu recentemente. Em fevereiro
de 2010, um produtor foi informado por um
pesquisador sobre a descoberta, usando técnicas
de PCR, de sequéncias de DNA do circovirus
porcino tipo 1 (PCV-1) em 2 lotes de sua vacina
(atenuada e oral) contra o rotavirus. Esta
descoberta inesperada causou grande
preocupagdo no meio regulatério e na classe
médica, pois compromete a seguranga destas
vacinas, as quais sdo adotadas de forma
disseminada para prevenir a infec¢do pelo maior
causador de gastroenterites e diarréias em
criangas.

A empresa conduziu experimentos e
confirmou a presenca do contaminante viral nos
intermediarios do processo de produgdo, no
banco de células de trabalho (células Vero, uma
linhagem continua derivada de rins de macacos),
na semente de virus que derivou a vacina e no
produto terminado. A prépria FDA realizou
ensaios e também confirmou a presen¢a do
contaminante na vacina. Em marg¢o de 2010, a
Agéncia Americana recomendou a suspensdo
temporaria do uso das vacinas contra o rotavirus,
inclusive uma também atenuada e oral,
produzida por outro fabricante. Apds testes
efetuados pela empresa e FDA, foram
identificados fragmentos genéticos
correspondentes as cepas PCV-1 e 2 nesta
segunda vacina.

Deste momento em diante, foram
conduzidas uma extensiva avaliagdo do risco e
uma investigac¢do a respeito da implicagdo do uso
continuado da vacina. Considerados os dados
clinicos e de pds-comercializagdo desde seu

registro, foi considerado que os beneficios
superam o0s riscos relativos ao seu uso nos
programas de imunizagdo, tendo em vista sua
grande importancia na reducdo de casos da
doenga. Mesmo assim, foi exposta a necessidade
por maior caracterizagao dos substratos celulares
e materiais de partida usados na obtengdo de
medicamentos bioldgicos, com relagdo a
deteccdo de contaminagdo por agentes
adventicios; e que devem ser usados métodos
analiticos emergentes e mais sensiveis.

A partir de andlise laboratorial e
considerando os devidos aspectos histdricos, foi
demonstrado que as células Vero sdo muito
susceptiveis a infecgdo pelo PCV-1. A descoberta
de culturas destas células contaminadas na ATCC
ocorreu no ano de 1974, e é possivel que isto se
deva ao uso da enzima tripsina (uma protease
inespecifica derivada de porcos) contaminada
com o virus, pois somente em 1995 se comegou a
tratar este reagente com radiagdo UV.

A vacina inativada, por outro lado, poderia
apresentar algumas vantagens sobre as que
contém o virus atenuado (ainda vivo e viavel).
Suas etapas de inativagdo poderiam ser capazes
de inativar PCV ou outros agentes adventicios,
desde que devidamente demonstrado através de
estudos de validagdo de processo, o que aumenta
a seguran¢a do uso do produto. Os resultados
discutidos pela FDA indicam que para a vacina
inativada, foram encontradas sequéncias do virus
no banco de células, na semente do virus e na
etapa da coleta, porém ndo no frasco final,
fortalecendo a idéia de que o contaminante
presente no inicio foi inativado ao longo das
etapas de fabricagao.

Fica claro, com a exposi¢dao destes exemplos,
gue a avaliagdo do risco potencial em um produto
biolégico deve ser realizada considerando a
certificagdo dos bancos de células (e que também
inclui os demais reagentes, insumos e matérias
bioldgicos de partida), bem como a validagdo do
processo de fabricagdo, dado que este pode
conter etapas de redu¢do (remogdo/inativacdo)
de agentes contaminantes. A produgdo de novos
substratos celulares deve considerar os riscos
relativos ao fendtipo tumorigénico (em especial
de linhagens estabelecidas), infectividade tedrica
(como pela contaminagdo por prions) e a
possibilidade de agdo oncogénica de materiais
como DNA, proteinas ou virus presentes nas
células (4). A evolugdo dos testes para detecgdo
de virus em produtos como vacinas evoluiu com



o tempo, aproximadamente recapitulando o
proprio histérico de descoberta dos virus.

METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento bibliografico
das regulamentagGes publicadas no cenario
internacional a respeito da geracao de bancos de
células e os testes necessarios para sua
certificagdo. Os documentos disponiveis constam
nos enderegos eletrOnicos das seguintes
autoridades e grupos:

» Organizagdo Mundial da Saude

» Food and Drug Administration

» The |International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use

Estes guias e orientagGes foram analisados e
confrontados a fim de suprir a lacuna legislativa
gue existe no Brasil a respeito do tema.

RESULTADOS

O arcabougo juridico Brasileiro acerca do
tema abordado inclui duas regulagbes
importantes. A Lei 6360/1976, também
conhecida por “Lei da Vigilancia Sanitaria” (7),
define que os medicamentos devem possuir
identidade, atividade, qualidade, pureza e
inocuidade determinadas por comprovagdo
cientifica e analitica.

A Resolugdo 55/2010 expde, de forma mais
detalhada, os requisitos para o registro de
produtos biolégicos no pais. Ela solicita
informacgdes sobre o substrato celular usado para
produzir vacinas e proteinas recombinantes,
dados da procedéncia, identidade, pureza e
estabilidade deste banco, bem como a
caracterizagdo da informagdo genética em
linhagens modificadas (1).

No entanto, existe uma lacuna regulatéria
guanto ao racional e procedimentos necessarios
a fim de estabelecer bancos de células, bem
como caracteriza-los, a fim de servirem como
plataforma tecnoldgica para a produgdo de
bioldgicos. Neste sentido, é proposto um guia
com base nos documentos da OMS (4), FDA (8) e
ICH (6), com os detalhamentos expostos a seguir,

dentre os quais alguns pontos foram
pormenorizados.

A geracdo de um banco a partir de uma
semente celular deve ser realizada em adesado as
Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), o que inclui as
validagGes, qualificagOes e calibragdes
necessarias (9). A manipulagdo deve ocorrer em
fluxo laminar grau A, dentro de uma sala limpa
classificada de grau C, no minimo (10). Vdrios
outros aspectos devem ser observados, como
rastreabilidade dos reagentes e registro dos
procedimentos; a adesdo as BPF deve ser
verificada por inspecdo pela Autoridade Sanitaria.

Os testes de caracterizacdo devem seguir
metodologias validadas, quando aplicavel (11). Os
laboratdrios devem possuir um Sistema de
Qualidade operante, avaliado mediante
acreditacdo ou reconhecimento quanto as Boas
Praticas Laboratoriais por Autoridade
Competente.

Os diversos testes aplicaveis incluem a
determinagdo da identidade, estabilidade e
pureza. A autenticidade de uma linhagem celular
pode ser verificada no nivel de espécie por
cariologia e anadlise de isoenzimas; e no nivel de
individuo por testes genéticos como DNA
fingerprinting  ou  profiling, ou  ensaios
imunoldgicos como HLA (4, 6, 8). Células
modificadas geneticamente para a producgdo de
biofarmacos devem adicionalmente ser
caracterizadas quanto a estrutura do inserto e
propriedades da expressdo protéica (12). A
estabilidade consiste em avaliar a manutengao
das caracteristicas de identidade de uma célula
apdés seu descongelamento e ao fim da
fermentacdo (4, 8).

A avaliacdo da pureza inclui testes de
esterilidade quanto aos agentes microbianos e
micoplasma. A redug¢do do risco da presencga de
prions estd focada no controle dos reagentes
derivados de ruminantes. J4 a contaminagdo viral
pode ser extensivamente investigada por
métodos in vitro, in vivo, bioquimicos,
moleculares e por microscopia eletronica. Por
fim, o estudo do potencial tumorigénico das
células e oncogénico de seus residuos também é
importante (4, 6, 8).

DISCUSSAO
O guia proposto deve ser debatido com os

setores interessados, como representantes da
indUstria e academia. Sua publicagdo deve



ocorrer através de uma Instrugdo Normativa (IN),
de acordo com o disposto no Regimento Interno
da Anvisa® e as Boas Praticas Regulatdrias (13). A
IN é uma peca regulatéria util para
operacionalizar detalhes técnicos e
metodoldgicos de um assunto; e tem carater
normativo a fim de orientar o setor regulado.

A implementagdo das BPF ao se estabelecer
um banco de células, bem como sua certificagdo
de forma confidvel, irdo proporcionar substratos
qualificados em termos de identidade, pureza e
estabilidade, capazes de produzir biolégicos com
qualidade, eficacia e seguranga para uso humano.
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