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RESUMO

Soares, Camila Eleoterio Lopes. Analise da proposta de um bioprocesso para
obtencdo de um intermediario farmacéutico tendo como base a Resolucéo
da Diretoria Colegiada 17. Rio de Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado em

Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2014.

Os medicamentos apresentam uma peculiaridade na sua concepg¢éo de qualidade:
devem ser registrados e fabricados apenas por fabricantes licenciados e
autorizados, cujas atividades s&@o regularmente inspecionadas pelas autoridades
regulatorias competentes. O dispositivo para viabilizar esta particularidade séo as
normativas denominadas de Boas Préaticas de Fabricagdo (BPF), RDC 17,
aplicaveis a todas as operacfes envolvidas na fabricacdo de medicamentos,
incluindo aqueles medicamentos em desenvolvimento destinados a ensaios
clinicos. O estudo de caso foi realizado com o L- fenil acetil carbinol (L- PAC), um
intermediario na producdo de L- efedrina e pseudoefedrina, que sdo compostos
farmacéuticos utilizados como descongestionantes e anti- asmaticos. Tendo como
base a producdo do Interferon alfa que ja tem o seu processo industrial bem
definido, o objetivo deste trabalho foi projetar uma planta industrial baseando-se
nos dados experimentais obtidos em um biorreator de bancada, adotando como
base uma producéo anual de L-PAC de 150 kg e supondo o funcionamento dessa
planta por 330 dias por ano. A partir disso, foi sugerida a implementacédo da
tecnologia de sistemas de uso Unico onde séo utilizadas bolsas plasticas
descartaveis que sao fornecidos pré-esterilizados, eliminando a necessidade de
preparo e esterilizacdes prévias, bem como os procedimentos de limpezas
posteriores, reduzindo também significativamente o consumo de agua purificada.
Para realizacdo do dimensionamento dos reatores do processo foram propostos
dois cenéarios de propagacdo de células e as seguintes conclusdes foram
alcancadas: no primeiro, considerou-se que 3 biorreatores de 20L cada para
propagacdo de células (pré-fermentadores) estariam disponiveis para alimentar
um fermentador de producédo de 50 L e no segundo cenario tem-se disponivel
apenas um biorreator de propagacdo e um fermentador de producdo de 100 L.
Além disso para dar suporte a execucdo do processo produtivo, de acordo com a
RDC-17, é necessario que as areas de preparo de meios e as de processo sejam
aréas limpas grau D, por ndo possuirem um alto risco de contaminacao.

Palavras-chaves: L-efedrina, fermentagcdo, RDC 17, L-fenil-acetil-carbinol (L-PAC),
Benzaldeido e Biofarmacos
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Abstract

Soares, Camila Eleoterio Lopes. Evaluation of a proposal for a bioprocess to
obtain a pharmaceutical ingredient based on RDC 17 Rio de Janeiro, 2014.
Dissertacao (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) —

Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2014.

Medicines present particularities on their quality conception: must be registered
and produced only by licensed and authorized companies, which activities are
frequently verified by regulatory authorities. The tool that make possible these
particularities are the rules name as Good Manufacturing Practice (GMP) and a set
of rules named RDC-17, that are applicable to all steps involved in the medicines
manufacturing, ant it includes products on development and clinical trial phases.
This case of study was performed with L-phenylacetylcarbinol (L-PAC), an
intermediate on L-ephedrine and pdeudoephedrine synthesis, which are
pharmaceutical components used as decongestant and anti-asthmatic. Using as
example the alpha interferon production that has a well-established industrial
process, the aim of this work is to propose a design for an industrial site based on
experimental results obtained in a bench scale bioreactor. This work adopts as
basis a 150 kg of L-PAC/year production, and 330 working days/year. Here
wherein were suggested single-use systems technologies. These systems are
supplied ready to use, and they eliminate the need for cleaning before and after
steps, the need for space and clean water consumption. During the process of
bioreactors design two scenarios were proposed for cell propagation and it was
concluded that: on the first, were considered that three bioreactors a 20 L (pre-
fermenters) would be available to feed a 50 L production fermenter, and the
second scenario presents only one pre-fermenter, with a 100 L production
fermenter. Furthermore, according to RDC-17, to support this process this work
defines that the areas for media preparation and process should be projected in
grade D manufacturing area buy not to possess a high risk of contamination.

Keywords: L-ephedrine, Fermentation, RDC 17, L-phenyl acetyl carbinol (L-PAC),

benzaldehyde e biopharmaceuticals.
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1. Introducéo:

Biofarmacos sdo medicamentos produzidos por técnicas biotecnolégicas com a
utilizacdo de um sistema vivo. Podem ser extraidos de 6rgéos e tecidos obtidos a
partir de micro-organismo, fluidos animais ou a partir de células e micro-
organismos modificados geneticamente. S&o0 mais eficazes do que os
medicamentos convencionais obtidos por processos de origem quimica,
possibilitando o tratamento de doencas crbnicas nas quais hd a auséncia,
diminuicdo ou perda de funcdo de uma determinada proteina (CARREIRA et al.,
2013).

Os medicamentos apresentam uma peculiaridade na sua concepcao de
qualidade: devem ser registrados e produzidos apenas por fabricantes licenciados
e autorizados, cujas atividades sao regularmente inspecionadas pelas autoridades
regulatorias competentes. O dispositivo para viabilizar esta particularidade sdo as
normativas denominadas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) aplicaveis a todas
as operacdes envolvidas na fabricacdo de medicamentos, incluindo aqueles
medicamentos em desenvolvimento destinados a ensaios clinicos. As BPF séo
passiveis de atualizacdo continua, de forma a acompanhar a evolucdo de novas
tecnologias. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
responsavel pelo controle sanitario do pais, seguindo as recomendacfes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sobre Certificacdo de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos (mecanismo que permite o comeércio internacional de
medicamentos) revisou e propds um novo regulamento técnico na forma de uma
Consulta Publica em 13 de Janeiro de 2009 e apés 17 de abril de 2009 publicou a
Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) 17 de 16 de Abril de 2010.

O objeto de estudo deste trabalho é avaliar uma proposta de um processo
industrial seguindo as diretrizes impostas pela norma. O processo escolhido para
0 estudo de caso foi a produgdo de L-Fenil-acetil-carbinol (L-PAC) que é um
intermediario para a sintese de L-efedrina, pseudoefedrina, norpseudoefedrina
(ELLAIAH e KRISHNA, 1987). Estes sdo medicamentos usados como
descongestionantes e antiasmaticos. L-PAC pode ser produzido por sintese
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quimica a partir de cianohidrina, mas a rota de biotransformacdo a partir de
benzaldeido é a preferida industrialmente (KHAN e DAUGULIS., 2012).

Para apresentar uma proposta de produgcdo do L-PAC em escala industrial, €
importante que se utilize algum outro processo similar ja estabelecido na industria
como comparador das praticas, e instalacdes adotadas. O comparador adotado foi
a alfainterferona 2b, que é obtida a partir de um bioprocesso utilizando a bactéria
E. coli recombinante.

A alfainterferona pertence a uma classe de citocinas que ocorrem naturalmente
no corpo humano e por sua atividade antiviral, antitumoral e imunorreguladora,
tornou-se de grande interesse farmacéutico. E o principal medicamento contra
hepatite C, etiologia responsavel por 70% dos Obitos por hepatites no Brasil.
Atualmente € fornecido no Brasil, principalmente, pelas empresas Shering
(Pegintron), Roche (Pegasys) e pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos
(Bio-Manguinhos) (SOUZA, 2010).

A necessidade de produzir o L-PAC em escala industrial, deu a importancia
deste trabalho como fonte de informacdo ndo sé para a etapa inicial de
conservacdo das cepas, inerente a qualquer processo, como também para

implementacéo de rotinas de processo que visam aplicacao industrial.



2. Objetivo

Avaliar segundo a RDC 17, o processo de producédo de L-PAC em escala
de bancada (biorreator 1L), propor modificacBes aplicando as diretrizes previstas

na RDC 17 e propor um processo industrial.

2.1 Objetivos especificos

- Adequar as areas de producao tendo como base a RDC 17

- Identificar as qualidades e as vantagens da tecnologia de uso-unico
(single-use) onde séao utilizadas bolsas plasticas descartaveis.

- Propor um fluxograma de processo industrial segundo as diretrizes da
RDC 17, adequando os equipamentos para a producédo de L-PAC levando

em consideracao dois cendrios industriais.



3. Revisédo Bibliografica

3.1 Recomendacdes relevantes da RDC 17 para processo produtivo.

Dentro dos requisitos minimos que a RDC 17 dispde para o cumprimento
das BPF, o fabricante pode adotar alternativas para acompanhar o avanco
tecnolégico ou atender necessidades especificas de um determinado produto
desde que estes dispositivos sejam devidamente validados pelo fabricante. Esta
inclui 37 definicdes relacionadas aos fitoterapicos, validacdo e qualificacdo entre
outras. Acrescenta a implantacdo de um sistema de controle de mudancas e
revisdo periddica do desempenho do processo e da qualidade do produto dentro
do sistema de Garantia de Qualidade. Com relacao as atividades de qualificacéo e
validagéo, a RDC 17 faz uma abordagem disposta em dez artigos (art.15 ao 25).

No que se referem as auto-inspecdes sugere também que se proceda uma
auditoria interna antes de uma inspecdo de uma autoridade sanitaria (art. 61). A
RDC inclui também como itens de verificacdo os vestidrios, o armazém e o
transporte de produtos intermediarios, o gerenciamento de residuos e os sistemas
computadorizados com relevancia BPF (art. 62). A RDC 17 nédo ressalta a
necessidade de se elaborar um relatério especifico quanto as acdes corretivas,
mas dispbe que deve haver um programa eficaz de acompanhamento das a¢des
decorrentes das auto inspecdes (art. 66). Ainda sobre o tema auditoria, solicita
gue se deve implementar um programa de avaliacdo de fornecedores a serem
incluidos na lista de fornecedores qualificados levando-se em consideracdo seu
histérico e os materiais fornecidos (art. 67).

Outro fato importante a ser mencionado na norma é o Manual da Qualidade
como um documento relevante da empresa (art. 20). Esta € uma tendéncia
provavelmente advinda dos conceitos emitidos pelo guia ICH (International
Conference on for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) Q10, que
descreve um modelo para um sistema efetivo de gestdo da qualidade na industria
farmacéutica cujo instrumento para formatacdo desse processo € o Manual da

Qualidade ou outro procedimento de documentacgéo equivalente.



Sobre as instalacbes, a RDC 17 salienta nas operacdes que levam a
dispersédo de pds (amostragem, pesagem, mistura, processamento e embalagem)
sejam tomadas as devidas providéncias quanto a evitar a contaminacéo cruzada
provenientes dessas operacfes e garantir uma limpeza efetiva (art. 104). Indica
também que as instalacbes devem ser planejadas para garantir o fluxo l6gico de
materiais e pessoal (art. 111). Menciona explicitamente que salas de descanso e
refeitérios devem ser separadas das areas de fabricagdo e controle de qualidade
(art. 112). No armazenamento, a area de recepcdo de materiais deve ser
preferencialmente separada da expedicdo, caso isto ndo ocorra, procedimentos
para evitar misturas devem estar disponiveis e o pessoal treinado. Além disso, a
area de recebimento de materiais deve permitir a limpeza adequada dos
recipientes antes do armazenamento (art. 118). Para as matérias-primas
altamente ativas e sensibilizantes, as areas de producéo, além de contarem com
instalagcdes exclusivas e separadas, devem prever a segregacao entre estes
materiais (art. 125) e devem estar munidas de eficiente sistema de exaustdo e
tratamento do ar (art. 126).

Quanto aos equipamentos destinados a fabricacdo, a RDC 17 recomenda a
utilizacado de sistemas fechados como mais apropriado e, no caso de sistemas
abertos ou exposicdo do produto em elaboracdo durante qualquer operacéo,
devem ser tomadas as devidas precaucdes para minimizar a contaminacao, o que
implica em procedimento padronizado disponivel e pessoal operacional
devidamente treinado (art. 149). J& para os equipamentos nao dedicados, a norma
prevé limpeza conforme procedimento validado para evitar a contaminacao
cruzada (art. 150). No caso de equipamentos dedicados, devem ser utilizados
procedimentos de limpeza validados, considerando residuos de agentes de
limpeza, contaminagdo microbiolégica e produtos de degradacdo, quando
aplicavel (art. 151). Reforca também que os desenhos dos equipamentos e dos
sistemas de suporte criticos devem ser mantidos atualizados.

Em se tratando de materiais, a norma cita dois tipos basicos: o0s
relacionados com 0s processos produtivos (as matérias-primas, 0os materiais de

embalagem, os gases, 0s solventes, 0s materiais auxiliares ao processo, 0s



reagentes e os materiais de rotulagem) (art. 153) e os materiais relacionados as
operacOes paralelas aos processos produtivos tais como limpeza, lubrificacdo de
equipamentos e controle de pragas e que estes Ultimos ndo devem entrar em
contato direto com o produto (art. 154). Isto implica em um monitoramento
continuo de todos os materiais que circulam dentro das instalacdes da planta e
uma avaliacdo de risco para todas as categorias dos materiais para evidenciar um
estado de controle neste requisito. Quanto as matérias-primas, cita que os rotulos
de identificacdo interna da companhia devem ser afixados nos recipientes de
maneira que nao prejudique a identificacdo original (art. 161). Na operacao de
fracionamento das matérias-primas abre a possibilidade de conferéncia de peso
ou volume através de sistema informatizado (art. 168).

Traz recomendacdes explicitas sobre padrbes de referéncia: devem ser
utilizados padrbes de referéncia oficiais ou, na auséncia desses, padrbes de
referéncia devidamente caracterizados (art. 187); padrdao de referéncia néo
adquirido de wuma farmacopéia reconhecida deve ser cuidadosamente
caracterizado através de procedimentos analiticos qualitativos e quantitativos mais
extensos do que os utilizados para controlar o farmaco ou o medicamento a fim de
garantir sua identidade, teor, qualidade, pureza e poténcia (art. 188); devem os
padroes serem utilizados e armazenados de acordo com as recomendacdes do
fabricante (art. 190).

No critério de identificacdo dos utensilios, recipientes e salas durante as
operacoes de producao, salienta a necessidade de se registrar o nome do produto
processado anteriormente (art. 250). Na prevencédo de contaminacdo cruzada,
elege técnicas de insuflamento de ar e sistema de exaustdo e uniformes
protetores em todas as areas de manipulacdo de produtos e materiais como
exigéncia (art. 256). Faz referéncia que sejam limpos e secos os locais destinados
a armazenagem dos equipamentos limpos (art. 262), e que também sejam
definidos, com base em validacéo, os limites de tempo em que o equipamento ou
recipiente permaneca sujo antes de ser realizado o procedimento de limpeza e

apos a limpeza antes de nova utilizacdo. (art. 263).



Nas operacdoes de embalagem, determina o registro da verificacdo da
limpeza da linha de embalagem na interface entre dois processos como
obrigatério (art. 271) e estabelece que a empresa trabalhe preferivelmente com
rotulos em bobinas em detrimento dos rétulos avulsos e quando a operacdo de
rotulagem for manual o controle durante o processo seja realizado com maior
frequéncia (art. 275).

A RDC 17 passa a prever que os resultados fora de especificacao obtidos
durante os testes de materiais ou produtos (art. 292) e nos casos em gue um
produto ndo atenda as especificacdes deve ser sumariamente reprovado, ndo se
cogitando a viabilidade de reprocessamento (item 16.4.2).

A RDC 17 classifica as operacfes de fabricacdo para produtos
estéreis em duas categorias: a primeira, cujos produtos sdo esterilizados
terminalmente e a segunda, em que parte ou todas as etapas do processo sao
conduzidas assepticamente. Passa a exigir que a esterilidade dos produtos
acabados deva ser garantida pela validagao do ciclo de esterilizagdo ou por meio
de simulacdo com meios de cultura dependendo do produto a ser esterilizado
terminalmente ou fabricado assepticamente. Para a liberacdo do produto, a
documentacdo do lote e os registros de monitoramento ambiental devem ser
examinados em conjunto com os resultados dos testes de esterilidade. O
procedimento do teste de esterilidade deve ser validado para cada produto e 0s
meétodos farmacopéicos devem ser utilizados para a validacdo e desempenho do
teste de esterilidade (art. 309).

As é&reas limpas utilizadas na fabricacdo de produtos estéreis sédo
classificadas em quatro diferentes graus, sendo eles (tabelal):

| - grau A: zona de alto risco operacional, por exemplo, envase e conexdes
assepticas. Normalmente estas operacdes devem ser realizadas sob fluxo
unidirecional. Os sistemas de fluxo unidirecional devem fornecer uma velocidade
de ar homogénea de aproximadamente 0,45m/s + 20% na posic¢ao de trabalho;

Il - grau B: em &reas circundantes as de grau A para preparacdes e envase

assépticos; e



lIl - grau C e D: areas limpas onde séo realizadas etapas menos criticas na

fabricacdo de produtos estéreis (art. 319).

Tabela 1 : Classificagdo de areas limpas

Areas limpas

Grau A Zona de alto risco operacional

Grau B Areas circundantes a de grau A.

Grau C Areas menos criticas com alto risco de contaminaco.
Grau D Realizacdo de etapas menos criticas na fabricagéo.

A respeito da sanitizacdo destas areas, a RDC 17 prevé as seguintes
exigéncias: os desinfetantes e detergentes utilizados nas areas grau A e B devem
ser esterilizados antes do uso ou ter sua esterilidade comprovada (art. 316); deve
ser realizado um controle microbiol6gico das diferentes classes das areas limpas
durante a operacdo; quando forem realizadas operacdes assépticas, 0
monitoramento deve ser frequente e o0s métodos, tais como placas de
sedimentacdo, amostragem volumétrica de ar e de superficies devem ser
utilizados; as areas nao devem ser contaminadas pelos métodos de amostragem
utilizados; os resultados de monitoramento devem ser revisados para fins de
liberacdo do produto terminado; superficies e pessoal devem ser monitorados
apos a realizacao de operacdes criticas (art. 317); devem ser estabelecidos limites
de alerta e de acdo para a deteccdo de contaminagdo microbiologica, e para o
monitoramento de tendéncia da qualidade do ar nas instala¢gfes (art. 318).

Para a manufatura dos produtos esterilizados terminalmente, o ambiente
passa de grau C, exigido na RDC anterior, para grau D, com a ressalva de que
quando o produto esta sujeito a um alto risco de contaminagdo microbiana a

preparacao deve ser feita em ambiente grau C (art. 323). O envase deve ser feito



em um ambiente, no minimo, grau C, porém quando o produto esta sujeito a um
risco de contaminacdo pelo ambiente, o envase deve ser realizado em ambiente
grau A, circundado por uma éarea, no minimo, grau C (art. 324). No caso das
preparacdes assépticas, 0s materiais devem ser manuseados em um ambiente no
minimo grau D apés a lavagem (art. 326). O manuseio de matérias primas estéreis
e materiais, a ndo ser que sujeitos a esterilizagao ou filtragdo esterilizante, deve
ser realizado em um ambiente grau A circundado por um ambiente grau B (art.
327). A preparacdo de solucdes que sao esterilizadas por filtracdo durante o
processo deve ser realizada em uma area no minimo grau C e caso as solucdes
nao sejam esterilizadas por filtragéo, a preparacéo dos materiais e produtos deve
ser feita em um ambiente grau A circundado por um ambiente grau B (art. 328). O
manuseio e envase desses produtos, assim como 0 manuseio de equipamentos
previamente esterilizados, deve ser feito em um ambiente grau A, circundado por
um ambiente grau B (art. 329). A transferéncia de recipientes parcialmente
fechados, tais como os utilizados em liofilizagéo, deve ser realizada em ambiente
grau A circundado por ambiente grau B antes de completamente fechados, ou a
transferéncia deve ocorrer em bandejas fechadas, em um ambiente grau B (art.
330). A preparacdo e envase de pomadas, cremes, suspensbes e emulsdes
estéreis deve ser feita em ambiente grau A, circundado por ambiente grau B,

guando o produto é exposto e ndo € posteriormente filtrado (art. 331).

A validacdo dos processos assépticos deve incluir a simulacdo desses,
utilizando meios de cultura em que a forma do meio de cultura utilizado deve
geralmente ser equivalente a forma farmacéutica do produto, o processo de
simulagdo deve imitar as operacdes de rotina, incluindo todas as etapas criticas
subsequentes. As condi¢des de pior caso devem ser consideradas na simulacédo e
esta deve ser repetida em intervalos regulares e sempre que houver alteracao
significativa nos equipamentos e processos com um numero de recipientes
suficiente para assegurar a confiabilidade da avaliacdo, tanto que, para pequenos
lotes, 0 nimero de recipientes utilizados na simulagdo deve ser no minimo igual

ao tamanho do lote do produto (art. 334).



Quanto as formas de esterilizacdo, reforca que deve ser dada atencdo
especial quando forem utilizados métodos de esterilizacdo que ndo estejam de
acordo com aqueles descritos nas farmacopeias ou outros compéndios oficiais,
bem como quando forem utilizados para a esterilizagdo de produtos que nao
sejam soluc¢des aquosas ou oleosas simples (art. 351). Estabelece que antes da
adocdo de qualquer processo de esterilizacdo, a sua eficacia e sua
adequabilidade devem ser comprovadas por meio de testes fisicos (inclusive
testes de distribuicdo e penetracdo de calor) e pelo uso de indicadores biologicos,
no sentido de que sejam atingidas as condicfes de esterilizacdo desejadas em
todos os pontos de cada tipo de carga a ser processada (art. 352).

Na esterilizacdo por calor, destaca que a temperatura deve ser conferida,
preferencialmente, contra um segundo sensor de temperatura independente,
localizado na mesma posicéo (art. 357) e que o fluido ou gas utilizado na fase de
resfriamento que entre em contato direto com o produto ou material ndo deve ser
fonte de contaminacdo microbiolégica (art. 359). Especifica que a esterilizacao por
calor seco € adequada para liquidos ndo aquosos ou produto em poé (art. 363). No
processo asseéptico e esterilizacao por filtracdo prevé a validacao dos filtros para
comprovacao efetiva da esterilizacdo nas condi¢cbes reais de processo, sem
causar alteracdes prejudiciais na composicao do produto (art. 381). Recomenda a
utilizacao de filtros esterilizantes redundantes (art. 382) e a realizacéo do teste de
integridade do filtro antes do uso e imediatamente apos o uso (art. 384, 385, 386).
Acrescenta que o mesmo filtro ndo deve ser utilizado por mais que um dia de

trabalho, a menos que tal uso tenha sido validado (art. 388).

3.2 L-Fenil-acetil-carbinol (L-PAC)

O hidrocloreto de L-efedrina € um medicamento tradicional, obtido de
extratos de plantas medicinais pertencente ao género Ephedra, tem sido usado
por milhares de anos como remédio na China para induzir transpiracdo, suavizar a
respiragao e facilitar a excregéao de urina. A efedrina foi, primeiramente, isolada em
1855, e o interesse internacional nessa droga foi estimulado pelas investigacdes

classicas da Chem&Schimidt em 1930, que publicou seus efeitos cardiovasculares
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e suas semelhancas com epinefedrina (SHUKLA et al., 2002; ROSCHE et al.,
2001).

L-Fenil-acetil-carbinol (L-PAC) é um intermediario para a sintese de L-
efedrina, pseudoefedrina, norpseudoefedrina (ELLAIAH E KRISHNA, 1987) (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.l), que sdo compostos farmacéuticos
usados como descongestionantes e antiasmaticos. L-PAC pode ser produzido por
sintese quimica a partir de cianohidrina, mas a rota de biotransformacéo a partir

de benzaldeido é preferida industrialmente.

Hy NHCH; H  NHCH,
N )]\CH@. H‘\ N "Dhc>\CH3

|I 'H
@ Inversdo
Ha /Pt -

L-(-} PAC L-(-) Efedrina D-(+) Peeudoefedrina

Figura 1 Conversao quimica do L-PAC em L-Ephedrine e D- Pseudoephedrine

A biotransformacdo de benzaldeido em L-PAC foi descrita primeiramente
em 1921 utilizando levedura de panificagdo como micro-organismo produtor
(NEUBERG E LIBERMAN, 1921).

A producdo do L-PAC por biotransformacdo tem como via metabdlica
principal a glicdlise, através do qual € gerado o piruvato (e consequentemente o
“acetaldeido ativo”) que reage com o benzaldeido, na presengca da enzima
piruvato descarboxilase (Figura 2). Uma estratégia comum nos experimentos de
producéo de L-PAC € o controle do coeficiente respiratorio (RQ, na sigla inglesa)
de modo que ele alcance valores superiores a 1 (com 1 sendo o crescimento
aerdbio usando carboidratos), como por exemplo de 4 até 7 no caso de C. utilis.
Isso é alcancado com uma baixa aeragao, embora ela ndo possa ser nula a fim de
nao comprometer a viabilidade global das células no meio(SHUKLA E KULKARNI,
2000).
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Figura 2 Reacgbes bioquimicas comuns na producdo de L-PAC (SHUKLA e
KULKARNI, 2000)

Uma comparagdo entre vinte e duas cepas de 14 espécies na producgédo de
L-PAC com uma unica adicdo de benzaldeido (1g/L) mostrou que as maiores
producdes foram obtidas com Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces.
cariocanus, Saccharomyces cerevisiae, e Saccharomyces pastorianus
respectivamente 0.74 g/L, 1,75 g/L, 0,97g/L e 0.39 g/ L de L-PAC, sugerindo que

a producdo de L-PAC depende do organismo e do seu estado metabolico
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(MIGUEZ, 2012). Com quatro adigbes de benzaldeido, S. carlsbergensis produziu
5,6 g de L-PAC/ L). Essa espécie tem sido considerada a melhor produtora (VOET
et al.,, 1973). Na literatura reporta-se que bactérias, como Zymomonas mobilis, e
fungos filamentosos, como Aspergillus niger, também sao transformadores de
benzaldeido, mas suas habilidades em produzir L-PAC sao pequenas (SHUKLA E
KULKARNI, 2000).

3.3 Banco de células

Os processos de isolamento, identificagdo, conservacédo e utilizacdo de
micro-organismos vém sendo considerados como rotina para o desenvolvimento
de pesquisas e obtencdo de produtos de interesse econémico (ABREU &
TUTUNJI, 2004).

No ambito da ciéncia, a implantacdo e manutencao de colec¢des de culturas
permitem a formacdo de estoques de cepas que podem ser utilizadas
experimentalmente em diferentes momentos (GIRAO et al., 2004).

As inlUmeras pesquisas que envolvem leveduras e bactérias em diversos
processos, desde pesquisas clinicas com espécies patogénicas até a aplicacao
biotecnoldgica, ampliaram as exigéncias por cepas que possam ser depositadas
em cole¢Bes de cultura, aumentando a demanda pela manutencdo de micro-
organismos em culturas (KAWAMURA et al., 1995).

De acordo com Oplustil (2004), estudos com finalidade clinica,
epidemioldgica ou cientifica necessitam a qualquer tempo de cepas de micro-
organismos para exames complementares e essa demanda faz com que exista a
necessidade de se manter a viabilidade dos mesmos por periodos variaveis. O
alvo de qualquer meétodo de manutencdo € preservar a Vviabilidade e
principalmente proporcionar estabilidade genética do microrganismo ao
isolamento, pelo maior tempo possivel, evitando assim a formagédo excessiva de
mutacOes que alterem suas caracteristicas. Além disso, procura-se adequar a
escolha de uma técnica de conservacdo baseando-se nas particularidades do
agente, nas caracteristicas do proprio método a ser aplicado, nos custos de
manutencdo da técnica, da importdncia do acervo e, principalmente, na
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capacidade laboratorial e disponibilidade de equipamentos (ABREU & TUTUNJI,
2004; GIRAO et al., 2004).

Diante da necessidade de preservacao de micro-organismos, muitas vezes,
busca-se conservar um agente que foi selecionado e melhorado com intuito de
manter sua nova identidade. Ainda assim, o objetivo da manutencdo de um micro-
organismo ndo é somente conservar seu estado inicial evitando mutagfes
indesejaveis, mas também garantir a0 maximo a vitalidade das células e a

guantidade de células viaveis (PAOLI, 2005; OKAFOR, 2007).

3.3.1 Técnicas de manutencdo e armazenamento de leveduras

Como sao organismos unicelulares, as leveduras podem ser manipuladas
em laboratério de forma semelhante a maioria das bactérias, mas com exigéncias
nutricionais e ambientais normalmente mais simples. Em geral, leveduras séo
micro-organismos faceis de manter, estocar, cultivar e isolar a partir de diferentes
habitats. Embora elas sejam tolerantes a condi¢cdes desfavoraveis, muitos
métodos de manutencdo, comumente utilizados, resultam em baixos niveis de
sobrevivéncia e instabilidade das suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas. A
estocagem de leveduras também apresenta algumas particularidades, como a
transicao entre forma leveduriforme e micelial, no pleomorfismo, além de risco de
contaminagcdo. Embora ndo se tenha pleno conhecimento dos fatores que afetam
a sobrevida das leveduras estocadas, a baixa viabilidade celular pode estar
relacionada, em parte, ao grande tamanho das células em relacdo as células
bacterianas e a auséncia de esporos de resisténcia dos tipos encontrados nos
fungos superiores. Entretanto, alguns métodos elementares podem ser utilizados
no dia a dia de um laboratorio de forma simples, tomando-se certas precaucdes, o
que torna possivel o alcance de altas taxas de sobrevivéncia, para manutencéo
destes micro-organismos (SPENCER & SPENCER, 1996; KIRSOP & SNELL,
1984).

Colecbes de leveduras, originalmente eram mantidas pela transferéncia
seriada de meios de cultura velhos para meios novos. Este método, embora
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simples, é trabalhoso e consome um tempo relativamente grande, além de ser
economicamente inadequado. No entanto, ele pode ser ainda muito Gtil para
culturas ndo muito numerosas, destinadas ao uso constante. Ao longo dos anos,
varios métodos de preservacado tém sido desenvolvidos visando a eliminacédo dos
problemas encontrados em transferéncias seriadas. O principal objetivo que se
busca com tais métodos, é a extensao do tempo de sobrevida das cepas mantidas
armazenadas. Os métodos que tem apresentado maior sucesso sdo aqueles que
reduzem o metabolismo a ponto de induzir laténcia artificial. (GENTLES & SCOTT,
1979; KIRSOP & SNELL, 1984).

A escolha da técnica a ser empregada deve ser definida, seguindo-se
alguns parametros. Para curtos periodos de manutencdo, quando se pretende o
uso diario, meios enriquecidos e de formulacéo indefinida, como o0 meio extrato de
levedura-peptona-dextrose (YPD) e o agar extrato de malte € comumente
utilizado. Para periodos longos de preservacdo, como em colecdes de culturas,
onde o acesso imediato € menos importante, devem-se buscar métodos que
promovam melhor manutencdo das caracteristicas das espécies e das cepas,
guando este € o objetivo primario (SPENCER & SPENCER, 1996).

Quando se objetiva armazenar leveduras por longos periodos, sugere-se a
liofilizacdo, o congelamento com meio adicionado de glicerol em freezer a -70°C
ou o uso do nitrogénio liquido. O congelamento em meio adicionado de glicerol
um método que tem sido bastante difundido, sendo considerado equivalente a
liofilizacdo e a manutencdo em nitrogénio liquido, permitindo longos periodos de
armazenagem. O glicerol funciona como crioprotetor e deve ser adicionado de
forma a se obter concentracBes finais que podem variar entre 15 e 50%
(SPENCER & SPENCER, 1996).

O processo de liofilizacdo de micro-organismos envolve seu congelamento
prévio a baixissimas temperaturas seguido da secagem da amostra a Vvacuo.
Tanto o congelamento como a liofilizagdo séo técnicas frequentemente utilizadas
para preservacdo e estocagem de material biolégico. Para se obter bons

resultados com a liofilizagdo, alguns fatores devem ser observados, como a

15



escolha do meio de crescimento da cultura inicial, do meio de reativacdo e a
temperatura de pré-congelamento, entre outros (ROSE, 1970).

Este processo é bastante agressivo e apresenta alguns efeitos
indesejaveis, tais como a desnaturacéo de proteinas e o decréscimo da viabilidade
de diversos tipos celulares. Para se prevenir e reduzir estes efeitos adversos,
substancias protetoras tais como leite desnatado, sacarose, glicerol,
dimetilsulfoxido, entre outras, s&o comumente adicionados as amostras antes de
serem congeladas ou liofilizadas (DINIZ-MENDES et al., 1999). O dissacarideo
trealose foi mencionado como uma substancia que apresenta um papel de reserva
de carboidrato e como protetor da membrana citoplasmatica contra secagem,
congelamento e tenséo de calor. Este carboidrato tem sido utilizado com sucesso
na preservacao de diferentes tipos celulares ao serem submetidos a tratamentos
em baixas temperaturas. Hirasawa et al. (2001) demonstraram que o indice de
tolerancia ao congelamento entre leveduras de panificagdo aumentou quando
estas foram saturadas com trealose exdégena. Como é um crioprotetor natural que
pode ser encontrado intracelularmente em muitas espécies de organismos, tais
como leveduras e esporos de fungos, algumas cepas de leveduras apresentam
producéo de trealose em niveis elevados e, portanto, sdo naturalmente tolerantes
ao congelamento. Esta caracteristica é explorada na obtencdo de produtos de
panificacdo congelados, em que se utilizam leveduras tolerantes ao congelamento
(HINO et al., 1990; LESLIE et al., 1995; TAKAGI et al., 1997).

Foi demonstrado que, a utilizacdo da liofilizacdo para armazenamento de
leveduras pode ser de grande utilidade, pois geralmente esses organismos se
mantém inalterados morfologicamente e fisiologicamente e fiéis as propriedades
industriais, embora outros autores tenham citado que mudancas genéticas podem
ocorrer (SOUZU, 1973; KIRSOP & SNELL, 1984). No processo de liofilizacao, é
essencial que se dé atencdo ao emprego do meio adequado, sendo que alguns
autores sugerem o “skin milk” (leite desnatado) para protegéao das culturas (ELLIS
& ROBERSON, 1968; QIANGQIANG et al., 1998). O meio com leite desnatado
pode ser utilizado como agente protetor e também na re-hidratacdo das células,

com significativa melhora dos resultados.
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Para manutencdo de leveduras por periodos medianos de tempo, sao
sugeridos a estocagem em meio inclinado sob 6leo mineral, ou impregnacdo em
papel de filtro, seguida de secagem do mesmo. A secagem sem congelamento
pode também ser um recurso muito Gtil. O método mais simples é a secagem em
papel de filtro, porém com restricbes para alguns géneros de micro-organismos
(ANTHEUNISSE et al., 1981). A secagem em silica gel pode ser considerada uma
técnica mais conveniente e menos onerosa em relagédo a liofilizacdo, com bons
resultados.

A adicao de 6leo mineral ao cultivo em meios convencionais, crescido em
temperaturas normais de incubac&o, proporciona uma atmosfera com baixos
niveis de oxigénio. Este método esta sujeito a alguns problemas encontrados nas
transferéncias seriadas, e apresentam a desvantagem de serem facilmente
contaminados. (KIRSOP & SNELL, 1984).

Como sdo véarios os métodos de armazenamento que se destinam a
preservacao de uma infinidade de grupos de micro-organismos, quando se deseja
a manutencdo de uma dada caracteristica especifica, variacbes na forma de
armazenamento devem ser testadas para a obtencdo de melhores resultados.
Com o objetivo de manter a habilidade de cepas de Schizosaccharomyces pombe
e de Saccharomyces cerevisiae para transformacdo, Suga et al. (2000)
desenvolveram um método de criopreservacdo destes organismos utilizando
sorbitol como protetor ao invés de glicerol ou dimetilsulféxido, conseguindo células
vidveis por até 9 meses.

E mencionado na literatura que o método de escolha para o
armazenamento de cepas de micro-organismos tem influéncia direta na expressao
de suas propriedades fisiolégicas e bioquimicas, e pode, inclusive, promover
alteracbes genéticas (KIRSOP & SNELL, 1984; ABADIAS et al.,, 2001). A
manutencdo das caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas das cepas, bem como
a preservacéo de suas propriedades, sdo atualmente alvos de preocupacao por
parte dos pesquisadores, a0 se empregar 0 armazenamento de cepas para

diferentes finalidades, desde colecbes de culturas, pesquisas, estudos
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taxondmicos e uso industrial. Entretanto, informacdes cientificas precisas neste

sentido ainda sdo escassas.

3.3.2 — Técnicas de manutencdo e armazenamento de bactérias

A técnica de repique continuo, também chamado de subcultivo ou
repicagem periodica, € um meétodo simples e tradicional de manutencdo de
culturas em laboratério. Por ser uma das mais antigas técnicas de conservacao,
tem sido bastante utilizada para se obter a viabilidade de microrganismos,
principalmente de bactérias (COSTA & FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006).

O método consiste na inoculacdo do microrganismo em meio adequado,
incubacdo em ambiente favoravel a multiplicacdo e estocagem em baixas
temperaturas, apds sua multiplicacdo. Nesta situacdo, é aconselhavel o
armazenamento de culturas sob refrigeracao (5 a 8°C), em busca da reducao do
metabolismo dos microrganismos e 0 aumento entre os intervalos de repiques das
culturas, proporcionando a conservacdo de leveduras em média de um a trés
meses e de bactérias em torno de cinco a doze meses (COSTA & FERREIRA,
1991;GREEN, 2008).

Canhos et al. (2004) e Costa et al. (2009) afirmaram que a técnica de
manutencdo em 6leo mineral proporciona uma maior longevidade as estirpes,
guando comparada a repicagem periodica, bem como reducdo da velocidade de
desidratacdo do meio de cultura, em consequéncia da diminuicdo de oxigénio.
Diversas bactérias podem ser conservadas por esta técnica, sendo armazenados
com sucesso por dois a trés anos, visto a reducédo na atividade metabdlica e nas
transferéncias para outros meios de cultura. Entretanto, comparando com outros
métodos, apresenta desvantagens equivalentes a técnica de subcultivo, como a
possibilidade de contaminacdes, instabilidade genética e dificuldades com a
utilizac&o do Oleo (esterilizagdo e manuseio).

Considerando a manutencéo de bactérias por liofilizacéo, verifica-se que a
viabilidade relativa apos a liofilizacdo decresce entre as bactérias formadoras de
esporos, Gram positivas e Gram negativas, algas fato facilmente explicado pelas
diferencas na morfologia. Miyamto-Shinohara (2008) ao avaliarem a taxa de
sobrevivéncia das bactérias Gram positivas imediatamente ap0s a execucdo da
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liofilizacdo, verificaram maiores indices, quando comparado as Gram negativas,
sobas mesmas condi¢des, sugerindo desta forma maior resisténcia a desidratacéo
pelas Gram positivas, provavelmente pela sua estrutura celular diferenciada.
Quanto a avaliacdo durante o periodo de estocagem, observaram também que a
taxa de sobrevivéncia de algumas espécies se mantém fixa com o passar do
tempo, enquanto a de outras espécies apresentam um declinio durante os
primeiros cinco anos, tendendo a estabilizar por volta dos 15 anos.

O indice de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae reduziu
cerca de 10% imediatamente apds a liofilizagdo. No entanto, os indices de
sobrevivéncia ndo diminuiram muito durante o periodo de armazenamento por 10
anos. As bactérias Gram positivas apresentaram maiores indices de sobrevivéncia
que as Gram negativas. Para as bactérias Gram negativas, a sobrevida de
Escherichia coli, Pseudomonas putida, Serratia marcescens e Alcaligenes faecalis,
foi cerca de 50%, onde a reducdo ocorreu nos primeiros cinco anos e
posteriormente se estabilizou em cerca de 10% (MIYAMOTO-SHINOHARA et al.,
2000).

Dentre as espécies avaliadas, pelos autores supra mencionados, a levedura
Saccharomyces cerevisiae, ap0s recuperacdo da desidratacdo, apresentou
apenas 8% de sobrevivéncia. Quando avaliada posteriormente, apresentou 0s
melhores indices dentre todos os microrganismos testados, alcangcando uma taxa
de sobrevivéncia de 97,7% por ano. Quanto as bactérias Gram negativas, na
avaliacdo feita apos a liofilizacdo, as espécies Escherichia coli, apresentaram
sobrevida de 42,6%, revelando indices maiores que o observado para S.
cerevisiae, contudo a perda subsequente a estocagem foi superior a encontrada
para S. cerevisiae, com taxas de sobrevivéncia anual correspondendo a 91%.

Considerando a manutencéo de bactérias por criopreservacéo levou—-se em
consideracdo que diante da forte influéncia que a taxa de resfriamento exerce
sobre a viabilidade celular, DUMONT et al., (2004) verificaram em seu estudo a
viabilidade de cinco tipos celulares (Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis,
Escherichia coli, Lactobacillus plantarum e uma célula humana da linhagem

leucocitaria K562) frente a diferentes taxas de resfriamento, durante a
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criopreservacdo. Classificaram a viabilidade celular em trés escalas: alta
viabilidade para baixas taxas de resfriamento (5 a 180°C/min), permitindo o fluxo
do conteado de &gua celular, prevenindo a cristalizacdo intracelular; baixa
viabilidade para taxas intermediarias de resfriamento (180 a 5.000°C/min), levando
a prevaléncia do fluxo de calor sobre o fluxo de agua e a consequente
cristalizacdo (onde o fluxo de 4gua esta em direcdo ao meio externo); e alta
viabilidade para taxas de resfriamento muito altas, onde ha inducdo de um rapido
fluxo de calor com consequente vitrificacao intracelular, antes mesmo do fluxo de
agua.

Os referidos autores verificaram que para os tipos celulares investigados a
viabilidade mostrou-se maior nas taxas de resfriamento baixas e muito alta. Nos
casos de taxas mais baixas de resfriamento, o calor latente de congelamento da
agua celular permitiu a saida de agua e preveniu desta forma, a formacdo de
cristais de gelo no espaco intracelular. As taxas intermediarias de resfriamento
conferiram um retardo na vitrificacdo intracelular, e se caracterizaram fator
negativo para a viabilidade do espécime, levando a morte celular decorrente aos
danos pela cristalizacdo durante o fluxo de agua pela membrana plasmatica. Ja
nas altas taxas de resfriamento, as células foram capazes de se congelar, sem
qualquer alteracdo no volume celular e apresentaram viabilidade consideravel
apo0s descongelamento. Apesar do comportamento geral dos espécimes
envolvidos, os resultados podem ser alterados por influéncia do tamanho da
célula, presenca de parede celular e permeabilidade a 4gua (DUMONT et al.,
2004).

Atualmente, crioprotetores como a sacarose, trealose, (glicerol e
dimetilsulféxido (DMSO), vem sendo utilizados na criopreservacdo de micro-
organismos, nas concentracdes de 10% a 15%, garantindo a viabilidade de
agentes como Escherichia coli (BAATI et al., 2000).

3.4 — Processos industriais para producao de biofarmacos

Os biofarmacos sdo muito similares ou idénticos as proteinas humanas

sendo utilizados para reposi¢cdo destas proteinas no paciente. Uma das principais
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vantagens do uso de biofarmacos em relacdo ao uso de proteinas purificadas a
partir de amostras biolégicas humanas, como ocorre no caso de fatores
sanguineos de coagulacdo usados para hemofilicos, € que estes medicamentos
sdo muito mais homogéneos e seguros, ndo apresentando o risco de possuir
algum virus ainda desconhecido, e que néo foi detectado pelos testes disponiveis
atualmente. A vantagem se deve ao fato destas proteinas serem produzidas
dentro de um processo rigidamente controlado e com o minimo de variabilidade
entre os lotes, de forma a gerar estruturas proteicas completas e homogéneas,
gue minimizam ao maximo possiveis reacdes imunoldgicas nos pacientes. O
primeirobiofarmaco desenvolvido para uso humano foi a insulina, produzida na
bactéria Escherichia coli e aprovado para comercializacdo nos Estados Unidos em
1982(CARREIRA et al.,2013).

Os biofarmacos podem ser produzidos por inser¢do do DNA recombinante
na célula ou por estimulos para producdo de substancias contidas na propria
célula como mostra a Tabela 2e cada uma tem as suas vantagens e desvantagens
(CARREIRA et al., 2013).
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Tabela 2 Sistemas de expressao para biofarmacos: Vantagens e Desvantagens

SISTEMAS

BACTERIAS

LEVEDURAS E FUNGOS

CELULAS DE INSETO

CELULAS DE
MAMIFEROS

PLANTAS
TRANSGENICAS

ANIMAIS
TRANGENICOS

VANTAGENS

- Genética e fisiologicamente bem caracterizadas

- Réapido crescimento in vitro.

-Processos fermentativos bem descritos e controlados
- Facilidade de manipulacdo genética.

- Custo de producéo baixo.

- Meio de cultivo simples e barato.

- Rapido crescimento in vitro.

- Livre de endotoxinas oncogéncas e particulas virais.

- Bem caracterizado geneticamente.

- Alta eficiéncia de producéo.

- Facilidade de manutenc¢do das células.

- Rapida obtencéo da proteina de interesse.

- Livre de endotoxinas oncogéncas e particulas virais.

- Modificagbes pos traducionais e desdobramento
proteico mais complexos.

- Facilidade de purificacéo.

- Permite a expressédo de proteinas complexas e com alta
massa molecular.

- Padréo de glicosilacéo idéntico ou muito similar ao das
proteinas humana.

- Correto dobramento e processamento da proteina.

- Baixa imunogenicidade da proteina produzida.

- Maior economia e biosseguranca.

- Escalonamento bastante viavel

- Padrao de glicosilacédo similar ao das proteinas humana.

- Produto livre de pirégenos, endotoxinas e prions.
- Maior estabilidade das proteinas produzidas

- Maior produtividade em comparac¢do a expressao de
células de mamiferos.

- Padréo de glicosilagéo similar ao das proteinas humana.

Fonte: CARREIRA et al., 2013.

DESVANTAGENS

- Auséncia de maquinaria para adicdo de modificacdo pos-
traducionais.

- Deficiéncia no dobramento proteico.

- Necessidade de eliminagéo de toxinas e de pirdgenos
durante o processo de purificagdo.

- Possibilidade de agregacéo proteica.

- Padréo de glicosilagéo diferente do esperado podendo
tornar a proteina nao funcional.

- Alta degradacéo proteolitica.

- Processo de escalonamento para produgéo industrial ainda
desconhecido em fungos.

- Padréo de glicosilagéo diferente de proteina de mamifero
podendo tornar a proteina pouco funcional.

- Expressao transitéria da proteina.

- Degradacéo proteica.

- Proteinas processadas incorretamente.

- Longo periodo para selecao de células superprodutoras.
- Cultivo de alto custo e trabalhoso.

- Necessidade de equipamentos dispendiosos.

- Rendimento modesto.

- Possibilidade de contaminacéo viral.

- Longo periodo para selegdo de células transgénicas.

- Baixo nivel de expressao.

- Cultivo dificil e trabalhoso.

- Variabilidade na expressao.

- Tecnologia pouco estudada

- Longo periodo para selecao de animais transgénicas

- Altos custos com a manutencdo dos animais.

- Purificacdo da proteina é complicada devido a presenca de
outras proteinas do animal.

- Questdes éticas (bem estar do animal) e de biosseguranga
(transmissao de patdgenos) sao entraves.
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3.5 — Interferon

A Sociedade Internacional para Pesquisa de Interferon e Citocinas dividiu
os interferons em trés classes principais, de acordo com sua origem e o tipo de
receptor com o qual interagem. Tipo | formam uma superfamilia de citocinas
produzidas pelo sistema imune inato. Pertencem a este tipo o IFN-a (com 13
subtipos) entre outros, tais como o IFN-B.Todos os subtipos de IFN-a sao
secretados por leucdcitos, enquanto que IFN-B é também produzido por
fibroblastos. Tipo Il, o Unico descrito até o momento € o IFN-y, descoberto em
1965 e é produzido exclusivamente por células do sistema imune adaptativo, tais
como células T e natural killers (NK), apds estimulos ocorridos nas respostas
iniciais do sistema imune inato (CHEVALIEZ e PAWLOTSKI, 2007).0 tipo Il
classificado e também denominado como interleucina 28/29 e como IFN-A,
apresenta atividades similares ao IFN, porém exerce sua atividade atraves de
receptores mais complexos e distintos do IFN tipo I. Seus mecanismos de acao
antiviral ndo estdo completamente descritos, mas estudos observaram que pode
ser produzido por mondcitos macréfagos, células dendriticas e que sua producao

é também estimulada pela acdo de IFN-a. (ANK et al., 2006).

3.5.1 — Interferon alfa (IFN-a)

O IFN-a humano, além do amplo espectro de acéo antiviral, possuem
também acao antiproliferativa e imunomodulatéria sobre diversos tipos de células.
Embora descobertos no final da década de 1950, tornaram-se disponiveis para
obtencdo em grande escala somente mais de duas décadas depois, com a
expressdo do IFN-a-2b humano recombinante em Escherichia coli a partir da
tecnologia de DNA recombinante, com alto nivel de pureza, permitindo sua
aplicacdo de maneira eficaz contra diversas enfermidades. Diversos subtipos de
IFN-a foram clonados, mas somente IFN-a-2a e 2b foram comercializados
(CINDRIC et al.,2006; HERNANDEZ, et al, 1998; RADHAKRISHNAN et al., 1996).

O IFN-a ativa genes celulares que resultam na producédo de proteinas que

conferem as células uma condi¢do antiviral. De um modo geral, 0 mecanismo do
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sistema interferon é composto de duas etapas: a “inducao/producao” e a “acao”.
Ao entrar na célula, o virus expde seu material genético. No caso do virus da
hepatite C (VHC), o RNA segue para replicacédo e construcdo de novas particulas
virais que deixam a célula. O novo material genético formado envia um sinal para
0 nucleo da célula, levando ao processamento de genes de interferon e sua
producdo. O interferon produzido € eliminado pela célula e alcanga a célula
vizinha, onde é internalizado e inicia a sinalizagdo para a producdo de proteinas
antivirais, paralisando a replicacéo do virus (BILLIAU, 2006; KAYSER et al. ,2005).
Uma vez que sdo degradados pelo acido gastrico e enzimas proteoliticas, os
interferons devem ser administrados por via intramuscular ou subcutanea. Sao
amplamente e rapidamente distribuidos pelos tecidos do corpo, com
concentracfes mais elevadas ocorrendo nas células esplénicas, nos rins, figado e
pulmbes. Entretanto, estudos apresentam o0s rins como principal sitio de
metabolismo do IFN, sendo esta a sua principal rota de eliminacdo. Uma
quantidade consideravel de IFN é eliminada pela urina, enquanto os metabolismos
de excrecdo hepatica e biliar sdo rotas minoritarias de eliminacdo.Com isso, a
meia-vida do interferon no organismo € de 3 a 8 horas apos a aplicacdo no
paciente (THITINAN e McCONVILLE, 2009). Existem 11 interferons aprovados
pela ANVISA conforme descrito na tabela 3.

Tabela 3 :Interferons aprovados pela ANVISA para o mercado brasileiro

Nome Ingrediente Empresa Fabricante
Roferon A IEN alfa 2a Produto§ R_oche Quimicos e F. I-!offman La Roche
Farmacéuticos SA (Suica)

Interferon alfa

2a
Heberon Alfa R | IFN alfa 2b Cubanac;an Comercio CIGB (Cuba)
Internacional

Ind Quimica e

IFN alfa 2a Blausiegellnd e Comércio LTDA  Shenyang Sunshine (China)

Intron A IFN alfa 2b FarmacéuticaScheringPloug AS Schering Plough (Irlanda)
Iznéeg Sr%n alfa IFN alfa 2b Biosintética Farmacéutica LTDA  Biosidus (Argentina)

. Lab Quimico Farmacéutico Dong A Pharmaceutical
Kinnoferon 2 A IFN alfa 2a Bergamo LTDA (Coréia)

Laboratérios Pablo Cassara
SRL (Argentina)

Blauferon-B IFN alfa 2b Blausiegellnd e Comércio LTDA
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Interferon Alfa ChronEpigenind e Comércio Shenyang Sunshine
2a Humano IFN alfa 2a P19 Pharmaceutical Co., LTD

Recombinante LTDA (China)

Pegasys IFN alfa 2a Produto:% R_oche Quimicos e E. Hoffman La Roche
peguilado Farmacéuticos SA
IFN alfa 2b Ind Quimica e Farmacéutica .

Peglntron peguilado ScheringPlougS.A. Schering Plough

Alfainterferona
2b humana IFN alfa 2b Bio-Manguinhos/FIOCRUZ Bio-Manguinhos/FIOCRUZ
recombinante

Fonte: Souza, 2010

4—- Metodologia

A metodologia de pesquisa utilizada é quanto ao fim, descritiva e quanto

aos meios, comparativa e estudo de caso.

4.1 — Estudo de Caso

4.1.1 Desenvolvimento da Producdo do L-PAC utilizando a levedura

Saccharomyces cerevisiae.

Sera descrito o processo de producdo de L-PAC em escala de bancada
(biorreator 1L) realizado atualmente pelo grupo de engenharia de sistemas
biolégicos da Escola de Quimica na UFRJ. A partir desse processo sera sugerido
um processo industrial tendo como base a RDC 17.

4.1.1.1 Meios utilizados na producéo

YPD: meio de crescimento rapido - 1% de extrato de levedo, 2% de
peptona, 2% de glicose — crescimento celular é limitado pela exaustdo da fonte
carbono.

GYMP: meio de estocagem e plaqueamento - 2% Glicose, 0,5% Extrato de
Levedo, 0,3% Extrato de Malte, 0,5% de Fosfato de Sodio monobasico, 2% Agar.

Meio de Producéo de L-PAC: O meio de producéao foi formulado segundo
Zhang et al (2008). Composicdo: Glicose 25 g/L; Peptona 20 g/L; Extrato de
Levedo 10 g/L; MgS0,4.7H,0 1 g/L; CaCl,.2H,0 0,05 g/L; Na,HPO4 35 g/L, Acido
Citrico 10,7 g/L e Benzaldeido 1 g/L.
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4.1.1.2 Preparos do pré-Inéculo (proliferacdo das células)

A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio sélido GYMP
inocula-se, de forma estéril com uma al¢ca de platina, 100 mL de meio de cultivo
YPD em frascos Erlenmeyers de 500 mL. AplOs cerca de 24 horas em um
incubador rotatério a 30°C, 200 rpm, a absorbancia (570 nm) de uma amostra
deste cultivo é determinada e, em seguida as células sdo centrifugadas de forma
estéril a 3.000 g por 7 minutos e ressuspensas em meio de cultivo YPD servindo
de inoculo para a producdo do L-PAC. O volume centrifugado desse pré-indculo
era suficiente para se obter uma concentracdo inicial de células de,
aproximadamente, 30,0 + 0,1 mg m.s. cel/ mL nos meios de cultivo. (Miguez,
2013)

4.1.1.3 Inoculacdes no Biorreator de 1L

Biorreator (Tecnal, TEC-BIO-C) com capacidade de 1 L contendo sistema de
aeracao, agitacdo e controle de temperatura era provido de sistema contendo uma
turbina do tipo Rusthon e outra do tipo Smith. O monitoramento e aquisicao de
dados de velocidade, pH, temperatura e oxigénio foi feito com auxilio do Software
TEC-BIO-C. O suprimento de oxigénio foi realizado com ar atmosférico com
auxilio de um sistema de aeracdo submerso através de 14 orificios na haste de
agitacdo. Antes de entrar no biorreator, o ar atravessava um filtro (HEPA-VENT,
Whatman) com porosidade de 0,45um para evitar a contaminagao do meio.

Para producdo de L-PAC no biorreator foram inoculados 750 mL da
suspensao celular em meio de producdo com 1 mL de anti espumante antifoam
204 (Miguez 2013). As condi¢cdes de operacdo sédo aeracao 2 vvm por 1 hora,
agitacdo 350 rpm, e alimentacdo de glicose e benzaldeido (monitoradas através

das analises enzimatica e cromatografica, respectivamente).

4.1.1.4 Extracao de L-PAC do meio fermentado

O L-PAC é extraido utilizando uma modificagdo dos métodos de Smith e

Hendlin (1953) e Long et al. (1989). O meio fermentado (45 mL) é extraido com a
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metade do volume de solvente tolueno (22,5 mL) e a fracdo do solvente &
separada. Este processo € repetido por quatro vezes. As quatro fracdes de
solventes separadas sdo misturadas e evaporadas a vacuo a 90°C para um

volume menor que 10 mL.

4.1.1.5 Quantificacdes celular

As suspensfes celulares sdo quantificadas através de leituras das
absorbancias em espectrofotbmetro, a 570nm, e transformadas em massa de
células secas através de um fator de conversao, obtido pelo método Peso Seco
(OLIVEIRA et al., 2010).

4.1.1.6 Analises de Glicose

A glicose € analisada pelo método de glicose oxidase (RAABO E
TERKILDSEN,1960).

4.1.1.7 Anélises L-PAC

O substrato, o produto e os sub-produtos sao analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Figura 3) em coluna ODS Hipersil C18 (5 uym, 250x% 4.6
mm) conforme descrito por Roche et al. (2001). A fase movel consiste numa
mistura de acetonitrila e tampéo de fosfato numa proporcdo de 70:30 (v / v)
segundo metodologia descrita por Zhang et al. (2008).A concentragéo de substrato
e a concentracdo de subprodutos foram determinadas por comparacdo com uma

amostra padréo.
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Figura 3- Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia. a) reservatério da fase
movel; b) bomba de alta presséo; c) valvula de injecdo; d) coluna; e) detector e f)
registrador. Fonte: http://gnint.sbq.org.br

A validacdo do método cromatografico para a quantificacdo do L-PAC, do
Benzaldeido e dos Subprodutos da Reacéo de Biotransformacéo é feita da a partir
da preparacdo de padrdes de benzaldeido, L-PAC, benzil Alcool, e &cido
benzdico, nas concentracfes iniciais de 0,1g/L, 0,25g/L, 0,5g/L e 1,0g/L para ser

executado a cromatografia por trés operadores para se ter a robustez do método.
4.1.2 Producdao do biofarmaco alfainterferona 2b em Escherichia coli.

4.1.2.1 Biorreagao

As areas de biorreacdo sao classificadas segundo a BPF como classe C
por se trabalhar nas mesmas com micro-organismos Vivos.
4.1.2.1.1 Multiplicacao

A multiplicagdo das células de E-coli na producdo do interferon alfa 2b tem
uma duracdo de 30 horas que se dividem em duas etapas: semeadura em placa
que € realizada a partir do banco de células de trabalho e na inoculag&o posterior

ao crescimento das colénias em Erlenmeyer.
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41.2.1.2 Pré -inoculo

A transferéncia da multiplicacdo de células €é feita através de bolsas
descartaveis e estéreis (Sartorius) para o fermentador de 60L sendo a duracao do

cultivo de 4 horas.

4.1.2.1.3 Fermentacao

A transferéncia do pré-inoculo para o fermentador de 400L é feita através de
tubulag&o de aco inox e o cultivo dura 14 horas.

4.1.2.2 Centrifugacéo

A transferéncia do fermentador para a centrifuga é feita através de tubulacéo
de aco inox e a centrifugacdo do cultivo ocorre a 15000 rpm em uma centrifuga
semicontinua, apos 4 horas retira-se o rotor e em baixo de fluxo laminar retira-se a
biomassa do rotor e coloca em uma bolsa estéril que sera armazenada em um

freezer a menos 20, conforme esquema da figura 4.

0 |

w Centrifuga Semicontinua Eiop Leninar(Teo)
Retirada da biomassa do Rotor
v 15 000 rpm

Descarte Bolsa de plagico
Becker Plagtico

Freezer
Balanga

+
A Bolsade plastico

Biomassa da Fermentagéo de 400 L
T:-20%C

Figura 4 Processo de centrifugacédo do interferon alfa 2b
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4.1.2.3 Ruptura Celular

A ruptura celular ocorre através do auxilio de um homogeneizador de alta
pressdo com uma duracao de 20min. ApoOs a ruptura sao realizadas 3 processos

de lavagem com tampéo e ap0s cada lavagem ocorre uma nova centrifugacao.

4.1.2.4 Ressupencao celular

Ressuspencdo da proteina em tampdo e transferéncia das mesmas em

bolsas descartaveis e estéreis (Sartorius) para a desnaturacao.

4.1.2.5 Desnaturacdao e centrifugacao

A desnaturacdo tem uma duracdo de 4horas e 30 minutos que séo
distribuidos no descongelamento da biomassa (800g), na adicdo de tampéao e de
ditiotreitol (DTT) e agitacdo por 2 horas. ApOS esse processo ocorre uma

centrifugagéo que dura 4 horas onde é coletado o sobrenadante.

4.1.2.6 Renaturacao

Transferéncia do sobrenadante para um tanque de 44 litros onde ocorre o
bombeamento do tampao de renaturacdo por um periodo de 12 horas, apds esse

processo ocorre uma filtracdo em cartucho de 0,45um.
4.1.2.7 Purificacéo

4.1.2.7.1 Cromatografia de afinidade por ions metélicos(IMAC)

A IMAC neste processo tem uma duracao de 15 horas.

4.1.2.7.2 Cromatografia de fase reversa(RPC)

Esse processo tem uma duragdo de 09 horas e tem como solvente organico

a acetonitrila + TFA (trifluoracetico) 0,05%.

4.1.2.7.3 Cromatografia de Troca ionica(lEX)

A troca ibnica no processo € utilizada para troca de tampao e sua duracéo é
de 10 horas.
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4.1.2.7.4 Cromatografia de gel filtracdo (GF) e Filtracdo esterilizante.

Essa cromatografia também é utilizada no processo para a troca de tampao
e sua duracdo é de 14 horas. Logo apos a gel filtracdo ocorre a filtracdo

esterilizante.

4.2 Calculos para a previsdo de uma planta industrial

Como o tempo para propagacdo das células no pré-fermentador (24 h) é
superior ao tempo do bioprocesso de producdo do L-PAC (6,5 h), dois cenérios
foram considerados. (1) No primeiro (cl), considerou-se que 3 biorreatores de
propagacdo de células (pré-fermentadores) estariam disponiveis para que fosse
possivel ter a cada 10,5 horas o que corresponde a soma dos tempos de carga,
de producdo e de descarga do biorreator e células suficientes para o bioprocesso
(biorreator de producao). (2) No segundo cenario (c2), tem-se disponivel apenas
um biorreator de propagacéao (pré-inéculo) e, por isso, o tempo considerado para o
processo € o do reator de propagacdo (24 h) somado ao tempo de carga e
descarga.

Os célculos realizados neste estudo foram baseados em Sato (2001).

O célculo do numero de bateladas anuais (B) é feito através dos dias de
funcionamento da planta (Df) por ano multiplicado por 24 que € o niumero de horas
que tem um dia dividido pelo tempo de producédo (tp), que foi determinado
conforme descrito anteriormente, somado ao tempo de carga (tc) que € um tempo
estimado de 1,5 h, e descarga (td) que € 2,5 h levando em consideracdo a

sanitizacdo do equipamento, segundo a equacao:

Df x 24
t, + (tc + td)

(B) = (1)

Para calcular o volume do reator para a producéao (Vi) de L- PAC é necessario
dividir a quantidade da producao anual de L-PAC (Mp) pelo nimero de bateladas
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anuais multiplicado por 1000 dividido pela concentracdo de L-PAC (P) multiplicado

pelo nimero de bateladas (B) segundo a equacéao:

Mp x 1000

(Vl): B x P

(2)

Para calcular o volume do reator de propagacédo (V) anterior ao
bioprocesso é necessario multiplicar o volume do reator de producéo (V1) por 40 e

dividi-lo por 100 para se obter 40% do volume total do reator de producéo.

V; X 40
V2) = =55

(3)

Para calcular o volume do Erlenmeyer ou reator de inoculo (V3) é
necessario multiplicar o volume do reator de propagacéo (V2) por 25 e dividir por

100 para obter 25% do volume do reator de propagacéo.

V, X 25

2) =700

(4)

Para calcular o volume do Erlenmeyer de reativacdo (V4) das células é
necessario multiplicar o volume do Erlenmeyer de inoculo (V3) por 10 e dividir por

100 para obter 10% do volume do Erlenmeyer de inoculo.

V3 x 10
100

(Va) = (5)

5 Resultados e Discussdes

Quando o objetivo € um aumento de escala devemos saber que as condicdes
em escala industrial sdo diferentes das condicbes encontradas no laboratorio.
(BOMMARIUS, 2004).

32



- Tendo como base a producéo de Alfainterferona 2b resumidamente descrita no
estudo de caso foram sugeridas as adequacgOes para a producdo de L-PAC
descritas a seguir.

5.1 Estudos de estabilidade dos meios

Alguns testes sdo necessarios para se utilizar determinados meios de
cultura em processos industriais. Estes testes sdo englobados no chamado estudo
de estabilidade.

Chama-se estabilidade a capacidade de um composto em manter suas
propriedades quimicas, fisicas, biologicas e microbioldgicas dentro dos
parametros especificados durante seu prazo de validade. A estabilidade de todos
0S compostos envolvidos nos processos produtivos, desta forma, verifica-se que a
avaliacdo da estabilidade é essencial para garantir a qualidade e eficacia de todos
os produtos farmacéuticos (REISDORFER, 2011).

Considera-se estudo de estabilidade (EE) o conjunto de testes realizados
para adquirir informacdes sobre a estabilidade de produtos quanto aos limites
previamente especificados, visando definir seu prazo de validade e periodo de
utilizacdo em embalagem e condicbes de estocagem determinadas (RDC 59,
2010).

Os EE sédo fatores indispensaveis na etapa de registro de produtos
biolégicos além de serem parte integrante das BPF. Como legislacdo nacional
sobre EE tem-se a RE 1/2005, que publicou o guia para a realizagcdao de EE
(BRASIL 20052 apud REISDORFER, 2011) e que revogou a RE 398/2004.

Os critérios internacionalmente estabelecidos pelo Mercosul e pela OMS
também sdo utilizados pela ANVISA. Consideram-se referéncias complementares,
os critérios estabelecidos pela European Medicines Agency (EMA), International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) e Food and Drug Administration (FDA)
conforme tabela 4(REISDORFER, 2011).
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Tabela 4 Legislac¢fes internacionais sobre estudo de estabilidade (EE)

LEGISLACOES INTERNACIONAIS SOBRE ESTUDO DE ESTABILIDADE

1. ICH Q1A (R2): "Stability Testing of New Drug Substances and Products"

(ICH 2003a)

2. ICH Q1B: "Stability Testing: Photostability of New Drug Substances and
Products" (ICH 1996a)

3. ICH Q1C: "Stability Testing for New Dosage Forms" (ICH 1996b)

4. ICH Q1D: "Bracketing and MatrixingDesings for Stability Testing of New
Drugs Substances and Products” (ICH 2002)

5. ICH Q1E: "Evaluation of Stability Data" (ICH 2003b)

6. ICH Q1F: "Stability Data Package for Registration Applications in Climatic
Zones lll and IV" (ICH 2003c)

7. ICH Q5C: "Quality of Biotechnological Products: Stability Testing of
Biotechnological/Biological Products” (ICH 1995)

8. "Guidelines on Stability Evaluation of Vaccines" (WHO 2006a)

Fonte: Reisdorfer, 2011.

Os testes sugeridos para 0 processo sao:

v

v

pH (potencial hidrogenidnico): indica a acidez, neutralidade ou
alcalinidade das amostras de meio de cultura.

Esterilidade: objetiva verificar a presenca ou auséncia de
contaminacao bacteriana e fungica nas amostras de meio de cultura
(tabela 5).

Promocdo de crescimento: Os meios de cultura possuem em sua
composicdo uma reunido de componentes que sdo capazes de
proporcionar o desenvolvimento da maioria dos contaminantes. No
entanto, estas propriedades inerentes ao meio de cultura poderao
sofrer alteracbes devido ao aquecimento excessivo, longas
estocagens ou transporte. Para a determinacdo dessas possiveis
alteracoes, é realizado o teste de promocéao de crescimento que visa
verificar as propriedades promotoras do crescimento microbiano, dos

meios de cultura.
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Tabela 5 Teste de esterilidade

MEIO DE TEMPERATURA ~
MICRORGANISMO CULTIVO DE INCUBA(;AO TEMPO DE INCUBACAO
Bactérias aerdbicas, THI 14 dias
microaerofilas e 30-35°C

(Tioglicolato)

anaerobicas Leituras: 3°, 7° e 14° dias

Bactérias e fungos TsB 14 dias

(meio de amplo (Caldo caseina) 20-22°C Leituras: 3°, 7° e 14° dias
espectro)

Os testes, em cada meio de cultivo, devem ser realizados segundo a Figura 6,
onde mostra que no meio de producdo de L-PAC nado é feita a promocao de
crescimento devido ao mesmo ser utilizado somente para estimular a producao do
L-PAC e as células no decorrer do processo acabam morrendo e no meio GYMP

nao foi feito o pH devido a ser um meio solido.

Tabela 6 Teste de estabilidade meio rico YPD, meio de Producdo de L-PAC e meio
s6lido GYMP

Meio YPD Meio de Meio GYMP

Tempo(dias) Producéo de

(3 lotes) L-PAC (3 lotes) (3 lotes)
0
15 Esterilidade, Esterilidade,
o Promosdode  pyppijgage,  PrOMOSE0
45 Aspecto e ' Aspecto e pH. crescimento
60 pH. e Aspecto.
90

5.2 Processo ideal segundo a BPF

Todos o0s equipamentos e processos executados dentro de uma area produtiva
tém que ser validados, inclusive os softwares utilizados, segundo a RDC 17. Os
dispositivos devem atender as BPF, que no mundo €& chamada de good

manufacturing practice(GMP).
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5.2.1 Preparo de meios

O preparo dos meios ocorrerd em uma sala com grau D. Segundo a RDC
17 estas sao areas onde sédo realizadas as etapas menos criticas na fabricacao de
produtos estéreis, por isso a classificagdo das areas de produgcdo de um insumo
farmacéutico deverdo ter essa classificacdo e, na area de entrada e saida de
material devera ter uma autoclave validada. Todo o material para uso dentro da
area tem que ser estéril para alcancar o grau D e 0 nimero de trocas de ar deve
ser apropriado ao tamanho da sala, aos equipamentos nela existentes e ao
namero de pessoas que nela trabalhem.

Para volumes inferiores a 30L, os reagentes serao dissolvidos com o auxilio
de uma barra magnética em frascos ou garrafdes, fechados e colocados para
agitar sobre agitador magnético e para volumes de até 200 L serdo preparados em
tanques de polipropileno com bolsas plasticas descartaveis e estéreis e 0s
reagentes serdo dissolvidos com a ajuda de agitador mecéanico de hélice.

As solucdes e meios de culturas serdo esterilizados por filtracédo. A filtracado
estéril ocorre sob um fluxo unidirecional, utilizando um sistema de filtracdo
(mangueiras e capsulas filtrantes). O liquido sera recolhido em bolsas
apirogénicas providas de mangueiras para volumes maiores de 50L (neste caso
serdo utilizados carrinhos de transporte para bolsas (palletank) e as saidas das

bolsas serao seladas em seladora.

5.2.2 Multiplicacao

Tendo como base a RDC 17, a sala para a preparacdo do pré-indculo e do
in6culo devem conter uma cabine de seguranca biolégica classe Il tipo A. Este
equipamento € projetado com o fluxo de ar interior com uma velocidade (75-100
ifpm) para proteger os funcionarios, um fluxo de ar laminar vertical filtrado pelo
sistema HEPA (hight efficiency particule air) para a protecao do produto e com o ar
de saida, exaustao, filtrado pelo sistema HEPA para protecdo do meio ambiente.
As cabines sao classificadas em dois tipos A e B baseadas na construgao,
velocidades e padrdes de fluxo de ar e nos sistemas de exaustdo. Basicamente as

cabines do tipo A sdo adequadas para as pesquisas microbioldgicas na auséncia
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de substancias quimicas volateis ou téxicas e de radio nucleotideos, uma vez que
o0 ar é recirculado dentro da cabina.

As roupas utilizadas na producdo devem ser apropriadas ao processo e a
classificacdo da area limpa onde os funcionarios estiverem trabalhando, no caso
grau D: o cabelo, a barba e o bigode devem estar cobertos. Devem ser usadas
vestimentas protetoras e sapatos fechados préprios para a area ou protetores de
calcados.

5.2.3 Centrifugacéo

O processo de centrifugacao terd que ser realizado sob fluxo laminar para
nao ter o risco de lancar aerossois no ambiente tendo como base o processo

utilizado na producéo do Interferon.

5.2.4 Producéao de L-PAC

O biorreator mais indicado, do ponto de vista da BPF, para o processo em
questao € um biorreator que utiliza bolsa flexivel, por ser um biorreator descartavel
que tem como principal objetivo minimizar o risco de contaminac¢do. Contém
grande variedade de portas para alimentacdo, colheita e amostragem, além de
economizar bastante tempo de sanitizacdo do seu processo. A camisa do
biorreator € de aco inox e o usuario so realiza a troca das bolsas, os volumes
dessas bolsas flexiveis podem variar de 12,5 a 1000L. Como exemplo comercial
tem-se 0 BIOSTAT® STR da empresa Sartorius, como mostra a Figura 5. Neste
caso, a bolsa flexivel que representa o vaso reacional, chamado CultiBag STR,
tem um desenho classico de um biorreator, e contém um agitador pré-instalado
com possibilidade de se utilizar turbina com trés laminas ou turbina a disco com 6

[aminas.
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Figura 5: Biorretor com o vaso de utilizacdo Unica BIOSTAT® STR da empresa
Sartorius. (A) biorreator fechado e (B)  Dbiorreator em corte. Fonte:

http://lwww.sartorius.com/pt/produtos/bioreactores-fermentadores/utilizacao-unica/biostat-

str/

As funcionalidades principais desse equipamento, segundo o fabricante,
englobam:

- Sensores de pH e a densidade 6tica (DO) de utilizac&do Unica.

- Sistema de aeragdo composto por 6 linhas de gaseificacdo independentes.

- Até 6 controladores de fluxo de massa

- Visualizagéo do processo através do visor de tendéncias de 6 parametros.

- Alarme de seguranca para superaquecimento e alta pressao.

- Medicao direta de pressao no interior do saco de utilizagédo Unica

- Possivel comunicacdo com computador de supervisao e controle.

5.2.5 Recuperacéo do L-PAC

Para a recuperacao do L-PAC produzido por fermentacdo recomenda-se a
utilizacdo de aldeidos arométicos, como p-anisaldeido, m-tolualdeido e p-
hidroxibenzaldeido. Long e Ward (1989) recuperaram o L-PAC através de uma
extracdo do meio com éter, remoc¢éao de acido com NaHCO3; aquoso, formacao do
complexo carbinol e aldeido com metabissulfito de sédio; producéo de aldeido e
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carbinol livres pela adicdo de NaHCO3 solido e separacdo em uma coluna de silica
gel. Para a realizacdo deste processo em escala industrial € necessario se ter na
sala de extragdo uma capela quimica, dependendo do volume manuseado
instalacdes a prova de ignicéo.

Outro protocolo de purificacdo de L-PAC envolve a extracdo com dietil éter
seguido de pré-tratamento em resina de troca idnica para recuperacdo de L-PAC
em condicoes frias (SHUKLA e KULKARNI, 1999). Para esta purificacdo ser
realizada em condicao fria serd necessario a construcdo de uma camera fria para
a realizacdo deste processo dentro da mesma e os funcionarios deveram utilizar
EPI’s especificos para trabalho em baixas temperaturas, tais como casacos.

Khan et al. (2012) extrairam o L-PAC do meio fermentado utilizando tolueno
(proporcdo 1:2 amostra: tolueno) em funil de separacdo. Para a realizacdo deste
processo em escala industrial € necessario se ter na sala de extracdo uma capela

quimica e dependendo do volume manuseado instalacdes a prova de ignigao.
5.3 Controles do processo

5.3.1 Determinacdes da concentracdo do L-PAC e de glicose

Para a determinac¢do da concentracao de L-PAC e dos seus sub-produtos é
necessario realizar uma purificacdo. Antes de aplicar qualquer amostra no HPLC

tem que filtrar a mesma em filtro de 0,45 pum.

5.3.1.1 Cromatografias de Fase Reversa (RPC)

A cromatografia de fase reversa é uma cromatografia liquida onde o suporte
ou a fase estacionaria é formada por particulas de silica ou resinas orgéanicas as
quais se prendem um significativo numero de grupamentos apolares do tipo fenil,
butil, octanoil ou octadecil. O objetivo € adsorver com forcas diferenciadas uma
populacdo de peptideos ou proteinas dessorvidos, seletivamente, quando da
eluicdo, em uma coluna de fase reversa ocorre por um gradiente crescente de
concentragdo de um solvente orgénico tais como, acetonitrila, iso-propanol,

metanol e outros (Silva Janior, 2004).
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No caso do processo em questdo a sugestado é utilizar a acetonitrila como
solvente (Zang et al., 2008) e para isso é necessario que a sala aonde sera
realizada essa purificacdo tenha as tomadas, que iram conectar o HPLC, a prova
de explosao e que tenha uma capela de exaustao para a manipulacao do solvente
e um detector de concentracdo de acetonitrila no ambiente. A coluna mais

indicada é a C8 e o volume de injecéo é de 20 pL..

5.3.1.2 Andlises de glicose

A glicose é analisada pelo método de glicose oxidase (Figura 6) (RAABO E
TERKILDSEN,1960).

| 15uLdem

amostra
/padrdo g—
UV ¥ — &
' Homogeneiza-se e 500nm
= 1500 pL de incuba-se 20 min a
L) ReOg?hTe 20-25° C T 20-25°C
B Enzimdtico '

Figura 6 Método de glicose oxidase

Esse método foi o escolhido devido a ser um método barato e que tem uma

resposta rapida.

5.4 Previsao de uma planta industrial

De forma a projetar uma planta industrial baseando-se nos dados
experimentais obtidos em um biorreator de bancada (Miguez et al. 2014) tomou-se
como base uma producéao anual de L-PAC de 150 kg e supds-se o funcionamento
dessa planta por 330 dias por ano.

Miguez et al. (2014) reportaram uma producao de 6,9 g/L de L-PAC em
biorreator de 1L apds 6,5 h de fermentacédo utilizando o meio descrito por Zang et

al. (2008) tendo uma concentracao inicial de células de 30 g/L e alimentacéo de
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glicose e benzaldeido é realizada apos 1,5 h e 3 h do inicio do cultivo. Essas
alimentagdes sao feitas de forma intermitente com uma solugéo concentrada de
glicose (previamente esterilizada) e de benzaldeido em quantidade suficiente para
se elevar a concentracdes de benzaldeido e glicose, respectivamente para 3,5 g/L
e 30 g/L apds 5 h de cultivo para 3,5 g/L e 12 g/L.

Segundo Miguez et al. (2014) os sub-produtos gerados ao final do
bioprocesso sao benzaldeido (2,53 g/L), biocatalizador (36,44 g/L), &cido benzoico
(3,99 g/L) e benzil alcool (0,18 g/L).

5.4.1 Esquema de propagacao de células

Baseando-se em dados experimentais do cultivo da cepa em questao
foram propostos dois esquemas para a propagacdo de células um para cada
cenario proposto anteriormente (MIGUEZ et al.,2014). Para determinar o numero
de bateladas anuais da producdo foi utilizada a equacdo (Egq. 1) descrita

anteriormente.

Considerando o cenério 1:

330 x 24
6,5+ (1,5+2,5)

(Bc1) = = 754,3 bateladas

Para determinar o volume minimo do reator de produgcdo do L-PAC foi

utilizada a equacéo (Eq 2) descrita anteriormente.

- _150 x1000 _
VA =43 x69 Y

Como os volumes de bolsas flexiveis com certificado GMP disponiveis no
mercado é restrito, para esse caso o volume indicado é de uma bolsa de 50L.

Segundo os dados de laboratério (ndo publicados) é possivel obter 75 g/L
de células no pré-fermentador. Portanto para se obter 30 g/L de células em um

biorreator de 10 L é necessario um pré-fermentador de 4 L, ou seja 40% do
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volume do biorreator de producédo. A partir disso, o volume do biorreator de
processo sendo de 28,8 L o volume do reator de propagacgdo anterior ao
bioprocesso, utilizando a Eq. 3, deve ser:

- _288x40
e T T

Para se obter 5 g/L no inicio da batelada alimentada no pré-fermentador
contendo 2 L inicialmente é necessério 1L de pré-inéculo com 10 g/L de células
portanto o pré-indculo deve ter 25% do reator de propagacao.

O volume do reator de propagacédo anterior ao bioprocesso sendo de 11,5L

o volume do Erlenmeyer de inoculo, utilizando a Eq. 4, deve ser:

- _15x2s o
S T T

O volume do Erlenmeyer de inoculo sendo de 2,9L o volume do Erlenmeyer

de reativacéo, utilizando a Eq.5, deve ser:

W _29x10_ o
YT 900

O processo de propagacao de células consiste em uma reativacdo das
células em um Erlenmeyer de 1 L com 290 mL de meio por 6 horas em shaker.
Depois esse volume sera dividido em propor¢ces iguais em 3 Erlenmeyer de
2Lcom um volume total (em cada um) de 0,822 L (inéculo + meio YPD). Esse
processo é realizado por 24 h através de uma batelada alimentada intermitente
com alimentacdo de uma solugcéo de glicose (400 g/L) para uma concentragao
final de 20 g/L a cada 6 horas, obtendo-se um volume final em cada Erlenmeyer
de 0,967 L. Em seguida, o ultimo biorreator de propagacao de células (biorreator
de bancada) deve ser inoculado com o volume total da etapa anterior (2,9 L

completando-se o volume até 5,75 L com meio YPD. Esse processo consiste em
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uma batelada alimentada com vazao constante de 400 g/L de glicose, 40 g/L de

peptona e 20 g/L de extrato de Iévedo apdés uma batelada simples inicial de 2

horas. O processo tem duracgdo total de 24 horas, obtendo-se o volume final de

11,5 L. O cultivo é entdo centrifugado por 4 horas e logo apos o sobrenadante é

descartado e o rotor levado a um fluxo laminar para ser retirada a biomassa e a

mesma ser colocada em uma bolsa estéril de 50L aonde sera adicionado 28,8L de

meio de producdo e que serd conectada ao biorreator de producdo que tem

duracéo de 6h e 30min, segundo o esquema da Figura Erro! Fonte de referéncia

nao encontrada.?.

Etapa 1: 6h Etapa 2: 24h Etapa 3: 24h
~ Volume: 11,5L
— — p— o A0 de
— e — - Glicose (400gL)
- Peptona (40gL);
i - Extrato de Levedura (20g/1).
BCT Volume: 290mL Volume: Volume:  Volume:

0,967L 0,967L 0,967L

Bolsa de 50L

Etapa 4: 4h

Coleta da Biomassa

Etapa 6: 6h 30m

Biorreator
de
utilizagao
Unica
Volume: 28,8L

Figura 7 Esquema de propagacdo das células para a producdo de L-PAC

considerando o cenério 1
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Considerando o cenério 2:

Para determinar o numero de bateladas anuais da producéo foi utilizada a

equacao (Eq. 1).

330 x 24
24+ (1,54 2,5)

(Be2) = = 282,9 bateladas

O volume do biorreator para a produgéo de L-PAC foi calculado utilizando a
Eq. 2.

s, _ 1s0x1000
Ve =5 9%60 = /&

Como os volumes de bolsas flexiveis com certificado GMP disponiveis no
mercado é restrito, para esse caso o0 volume indicado é de uma bolsa de 100L.

O volume do biorreator de processo sendo de 76,9L o volume do reator de
propagacéo anterior ao bioprocesso, utilizando a Eg. 3, deve ser:

v _769x40
22 =900 7V

O volume do reator de propagacéo anterior ao bioprocesso sendo de 30,7L
0 volume do reator de inoculo, utilizando a Eq.4, deve ser:

- _307x25_ .
2= 700 "

O volume do reator de inoculo sendo de 7,7L o volume do Erlenmeyer de

reativacao, utilizando a Eq. 5, deve ser:
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ey =220 _ 0771
¥2= 100

O processo de propagacao de células consiste em uma reativacdo das
células em um Erlenmeyer de 2 L com 0,77 mL de meio por 6 horas em shaker.
Depois esse volume sera transferido para um biorreator descartavel de 10L com
um volume total de 6,54 L (inoculo + meio YPD). Esse processo é realizado por 24
h e é uma batelada alimentada intermitente com alimentacdo de uma solugéo de
glicose (400 g/L) para uma concentragao final de 20 g/L a cada 6 horas, obtendo-
se um volume final de 7,7 L. Em seguida, o ultimo biorreator de propagacao de
células que também é descartavel, deve ser inoculado com o volume total da
etapa anterior (7,7 L completando-se o volume até 15,27 L com meio YPD. Esse
processo consiste em uma batelada alimentada com vaz&o constante 0,698 L/h de
uma solucdo contendo 400 g/L de glicose, 40 g/L de peptona e 20 g/L de extrato
de Iévedo apds uma batelada simples inicial de 2 horas. O processo tem duracéo
total de 24 horas, obtendo-se o volume final de 30,7 L. O cultivo € entdo
centrifugado por 4 horas e logo apds o sobrenadante € descartado e o rotor levado
a um fluxo laminar para ser retirada a biomassa e a mesma ser colocada em uma
bolsa estéril de 100 L aonde sera adicionado 76,9 L de meio de producéo e que
sera conectada ao biorreator de producdo que tem duracdo de 6 h e 30 min,
segundo o esquema da Figura 8.

45



Etapa 1: 6h Etapa 2: 24h Etapa 3: 24h

& Volume: 35,1L
| pu— e Adicéo de:
= I - Glicose (400g/L);
- Peptona (40g/L);
- Extrato de Levedura (20g/L).
BCT Volume: 0,77L Volume: 7,7L

Bolsa de 50L

Etapa 4: 4h

Rotor Centrifug

Coleta da Biomassa

. Etapa 6: 6h 30m
=

-

Biorreator
de
utilizacao
Unica
Volume: 76,9L

Figura 8 Esquema do processo de propagacdo das células para a producéo do L-

PAC considerando o cenario 2.

5.4.2 Diagrama de blocos com a proposta de producao do L-PAC

Com base nas discussfes e nos calculos descritos nos itens anteriores foi
proposto um fluxograma do processo para cada cenario proposto, apresentados

nas figuras9 e 10.
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Preparo de meios
Equipamento:

Tanque e
Erlenmeyer.

l

Esterilizacao

Equipamento: Autoclave

Extrato de Levedura115,3 g+

e filtro.
: Glicose 115,3 g*
« Peptona 115,3 g:
» Extrato de Levedo 57,6 g,
' Adigdo: S
' Glicose 2305,7 g«
! Peptona 230,6 g»

Propagacgao 2
Equipamento:
Biorreator 20L.

Glicose 49 g,
Peptona 49 g,
Extrato de Levedo 24,5 g.
Adicao: .
Glicose 1729 g*

28,75 g células

Propagacao 1
Equipamento: Shaker.

* Glicose 58g"
' Peptona 589,
29g,

2,47 g célula
! Extrato de Levedo

Reativagao
Equipamento: Shaker.

T

BCT

Figura 9 Diagrama de bloco cenério 1

Centrifugacao

864 g células

Equipamento: Centrifuga.

Extracdao com Tolueno

l

L-PAC

R LRSI ELE A
. Glicose 1152,8 g*
« Peptona 576,4 g'
+ Extrato de Levedo 288,2 g'
* Sais 1037,5g!
* Acido Citrico 308,4 g,
: Benzaldeido 115,3 g,
- Adigao: .
., Glicose 2073,6 g*
. Benzaldeido 302,6 g*
............ '

Biorreagao de producao
Equipamento:
Biorreator 50L.

Sobrenadante
L
-
_—rrL T :
+ Produtos: .
! L-PAC 198,99 .
. Benzaldeido 7292g ,
. Benzil Alcool 519g .

Centrifugacao
Equipamento: Centrifuga.
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Preparo de meios
Equipamento:

Tanque e
Erlenmeyer.

!

Esterilizagao

Equipamento: Autoclave

e filtro.

i e & W R e e ea @
4= = = @ @ = @& & === . : Glicose 3074,2 g'
+Glicose 307,4 g, « Peptona 1537,1 g’
+Peptona 307,4 gu-y 4---= Extrato de Levedo 768,6 g'
‘Extrato de Levedo  153,7 g. ' Sais 2766,8 g'
. . * Acido Citrico 82249,
*Adicao: ' ' Benzaldeido 307,4 g,
'Glicose 6148,4 g* * .
'Peptona 614,8 g' . Adicao: '
,Extrato de Levedura 307,4 g: . Glicose 5533,6 g*

. Benzaldeido 32952g

.............. v

2305,7 g célula

Propagagéo 2 Centrifugagéo Biorreagéo de produgéao

Equipamento: _— ; p ; e Equipamento:
Biorreator 50L. Equipamento:iGentrituga; Biorreator 100L.
+ Glicose 130,7 g, 3
+ Peptona 130,7 g. F o= emame- 3
: Extrato de Levedo 65,3 g. 76,35 g célula + Meio esgotado
' Adigao: [ ’
! Glicose 461,1g*
P L)
; Sobrenadante "
~+ Centrifugagao
—= Propagacéo 1 P ) )
Equipamento: Shaker. Extracfio com Tolusno — Equipamento: Centrifuga.
[ ool P OC - L i AL . { VA I e e ol < I I AN I T . E
' Glicose 15,4 g: + Produtos: : o5
: E:tprtacigade Levedo 1?; g ! 6,54 g celula : LPAC Sopaet M PR 8 meeie & s
' L9, . = 3 g,
B ipimicen = e = e - . Benzaldeido 194,44 g, Biocatalisador 306,65 g _«
H . Benzil Alcool 1883, 2@ F RS SUR E 4 5o =
¥ Reativagao , ¥
—_—. T e e e e e e ... -

Equipamento: Shaker.

1

BCT

Figura 10 Diagrama de bloco cenario 2.

L-PAC
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Considerando o diagrama de bloco da figura 9 (cenério 1) e a composi¢ao
dos meios de cultivo e producdo, bem como os volumes para cada etapa, é
possivel calcular os gastos com insumos do processo, para uma producédo de L-
PAC de 198,9 g (uma batelada).

- Glicose: 5.826,19g

- Extrato de Levedura: 498,5 g
- Peptona: 997,00 g

- Sais: 1037,5¢

- Acido citrico: 308,49

- Benzaldeido: 417,9 g

Considerando o diagrama de bloco da figura 10 (cenario 2) é possivel
calcular os gastos com insumos do processo, para uma producédo de L-PAC de
530,3 g. (uma batelada).

- Glicose: 15690,8 g

- Extrato de Levedura: 1312,7 g
- Peptona: 2625,4 g

- Sais: 2766,8 g

- Acido citrico: 822,4 g

- Benzaldeido: 3602,6 g

Os rendimentos dos dois cenarios sao iguais, pois partimos da premissa

inicial de uma producao de 6,9 g/L de L-PAC a diferenca de producéo por batelada

é devido ao aumento de escala no cenario 2.
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6. Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

e Para seguir as instru¢des de boas préticas de fabricacao, relatadas na RDC
17, o reator mais adequado para o processo € o de utilizacdo Unica pois
sao fornecidos pré-esterilizado para uso GMP. Assim sendo, ndo sao
necessarios, no pré e pos uso, a execucdo de procedimentos de limpeza,
além de diminuir o gasto da 4gua e agentes quimicos sanitizantes.

e As é&reas de producédo e de preparo de meios devem ser grau D devido a
producdo em estudo ser de um intermediario farmacéutico que ainda sera
posteriormente processado para gerar como produto final a efedrina.

e O controle em processo tera que ser realizado em um laboratério dentro da
producdo aonde serdo realizadas as técnicas: cromatografia de fase
reversa para a deteccdo do L-PAC e dos seus sub-produtos em HPLC, e
analise de glicose durante o processo produtivo.

e Segundo a BPF o banco de cepas mée terdo que ser armazenados em no
minimo dois locais distintos na fabrica produtiva e o de trabalho tera que ser
armazenado em no minimo dois lugares distintos dentro da producéo e que
a melhor técnica de armazenamento de Saccharomyces cerevisiae por
longo periodo segundo Suga et al. (2000) é a criopreservacao utilizando
sorbitol ao invés de glicerol.

e O cenério mais adequado para uma producao industrial é o segundo, pois
oferece a opgcédo de aumento de escala se o interesse futuro for tornar a
planta em uma planta multipropésito.

e Com a escolha de um biorreator descartavel a validacdo do processo
diminui consideravelmente, pois para biorreator de producdo nao sera
necessario a realizagdo da validagéo de limpeza antes de sua utilizacdo em

uma nova campanha.
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