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RESUMO

A doencga de Chagas continua acometendo entre 6-7 milhdes de pessoas ao
redor do mundo, dentre os individuos infectados cerca de 25% vivem no Brasil. Os
infectados estao fortemente ligados a situagdes de pobreza e dependem do Sistema
Unico do Saude (SUS) para o diagnéstico e manutencédo da qualidade de vida.
Atualmente os testes diagndsticos disponiveis no pais na maior parte utilizam
insumos nao nacionalizados, encarecendo a cadeia produtiva. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi implementar em ambiente industrial a produ¢do de quimeras
em larga escala para uso no desenvolvimento e produgao de kit diagndstico para
Doenca de Chagas. O processo de escalonamento foi implementado seguindo as
normas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e RDC n° 665 de 30 de margo de
2022. Para expressao de duas proteinas quiméricas de regides antigénicas do
parasita, foram realizados processos de cultivo celular de Escherichia coli BL21 Star
(DE3) liquido em biorreator tipo onda. O processo de purificagdo ocorreu através de
cromatografia liquida com a aplicagdo das técnicas de afinidade e troca ibnica. As
proteinas produzidas ja apresentavam alta sensibilidade e especificidade em testes
imunodiagnosticos descritos na literatura, entretanto, o processo se restringia a
escala de bancada. Devido o avango de demanda do mercado pelos insumos
produzidos, o aumento de escala e sua producdo em area com certificagdo foi
imprescindivel para consolidacdo da nacionalizacdo dos insumos e reducido dos
custos. A consolidagdo de nosso principal objetivo industrial foi alcangada ao
modificar o meio de cultura e volume de crescimento celular, que proporcionaram um
rendimento maior que 20 mg de proteina por litro de cultivo para ambos os
antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4.

Palavras-chave: 1. Quimera 2. Proteina 3. Produgao 4. Nacionalizagéo 5. Custo



ABSTRACT

Chagas disease continues affecting between 6-7 million people around the
world, among the infected individuals around 25% live in Brazil. The infected
individuals are strongly linked to situations of poverty and depend on the Unified
Health System (SUS) for diagnosis and maintenance of quality of life. Currently, the
diagnostic tests available in the country mostly use not nationalized inputs, making
the production chain more expensive. Thus, the objective of this work was to
implement in an industrial environment the large-scale production of chimeras for use
in the development and production of diagnostic kits for Chagas disease. The scale-
up process was implemented following the standards of Good Manufacturing
Practices and RDC N° 665 of March 30, 2022. For expression of two chimeric
proteins of antigenic regions of the parasite, cell culture processes of Escherichia coli
BL21 Star (DE3) liquid in wave bioreactor were performed. The purification process
occurred by liquid chromatography with the application of affinity and ion exchange
techniques. The proteins produced already presented high sensitivity and specificity
in immunodiagnostic tests described in the literature, however, the process was
restricted to the bench scale. Due to the advancement of market demand for the
produced inputs, the scale-up and its production in certified area was essential for
the consolidation of the nationalization of inputs and cost reduction. The
consolidation of our main industrial goal was achieved by modifying the culture
medium and cell growth volume, which provided a yield greater than 20 mg of protein
per liter of culture for both IBMP-8.1 and IBMP-8.4 antigens.

Keywords: 1. Chimera 2. Protein 3. Production 4. Nationalization 5. Costs
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1 INTRODUGAO

A Doenga de Chagas, conhecida como tripanossomiase americana, €
causada pelo Trypanosoma cruzi e ainda acomete entre 6-7 milhdes de pessoas ao
redor do mundo.

A descoberta da doenga ocorreu em Minas Gerais, Brasil, em 1909 por
Carlos Chagas, um dos mais importantes sanitaristas da nossa histéria. Mesmo apés
mais de 100 anos da descoberta, a doenga continua endémica na regido da América
Latina em pelo menos 21 paises e cerca de 25% dos infectados se concentram no
Brasil (MINISTERIO DA SAUDE (BR), 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2022).

O ciclo de vida do parasita é bastante complexo e envolve hospedeiros
mamiferos e insetos hematéfagos, conhecidos popularmente como “barbeiros”. A via
de transmissao classica é associada a excretas do vetor infectado durante o repasto
sanguineo liberando formas infectivas (CHAGAS, 1909).

Trés formas do parasita sdo visualizadas durante o ciclo bioldgico, as
epimastigotas, formas de replicagcdo presentes no inseto vetor; as amastigotas,
formas de replicagdo presentes nos mamiferos e as formas tripomastigotas que se
denominam metaciclicas quando presentes no vetor e as sanguineas quando
presentes em hospedeiros vertebrados (CHAGAS, 1909).

Entretanto, devemos citar vias alternativas de transmiss&o identificadas,
acidentes de laboratério, ingestdo de alimentos e bebidas contaminados e a
transmissao vertical. Em paises onde ndo ha a presenca do vetor as vias associam-
se principalmente a fendmenos migratérios, onde individuos infectados disseminam
0 parasita através de transplante de 6rgaos e sangue. As rotas alternativas de
transmissdo ndo podem ser descartadas em regides endémicas (MINISTERIO DA
SAUDE (BR), 2020).

Os paises endémicos aplicam protocolos sanitarios, mas a implementacao
de métodos de diagndstico ainda continua dificil por conta de restri¢gdes financeiras e
pesquisas sobre a doenga que € considerada negligénciada (ABRAS et al., 2022;
MONTALTI, 2020). O diagnéstico depende da fase da doenga por conta da
parasitemia. Para identificacdo da fase crbnica da doenga, os principais testes

realizados baseiam na interagao antigeno-anticorpo onde as técnicas aplicadas sao
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a imunofluorescéncia indireta, hemaglutinacdo indireta e ensaio imunoenzimatico
(ELISA) devido esta etapa apresentar alto nivel de imunoglobulinas anti-T. cruzi.

Entretanto, € imprescindivel ressaltar que o protozoario possui elevado
polimorfismo intraespecifico (TIBAYRENC, 2003), por esse motivo o Ministério da
Saude Brasileiro recomenda que o diagndéstico seja realizado conforme o protocolo
preconizado pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), utilizando duas técnicas
diferentes ou entdo executando dois testes com o mesmo principio metodoldgico,
porém com matrizes antigénicas distintas, visto que grande parte dos ensaios
possuem limitagcdes (CARLOS PINTO DIAS et al., 2016a; SANTOS, 2016; SILVA et
al., 2020).

A introducdo da tecnologia do DNA recombinante € um fato impar em
diversas areas especialmente, na area de saude. A técnica permite a unido ou
combinagdao de dois fragmentos genéticos de organismos diferentes desde a
replicacdo até a expressdo de proteinas. Dessa forma viabiliza a expressao de
proteinas heterdlogas que podem ser aplicadas em processos de produgédo de
vacinas, medicamentos e testes diagnésticos. (ARAUJO, 2014; BELLAO, 2006;
DEMAIN; VAISHNAYV, 2009; LEHNINGER; NELSON, 2014).

O uso de proteinas multiepitopos, expressando varios determinantes
antigénicos, proporcionou 0 aumento expressivo na sensibilidade de testes
diagnosticos. Distinguindo-se assim dos eventos de expressédo realizados no
passado, onde normalmente apenas um antigeno era utilizado em modelos de
produgao pouco apurados. Além disso, as proteinas multiepitopos simplificam todo o
procedimento de padronizagao, reduzindo as etapas de purificagdo e imobilizacao,
ressaltando que ha equilibrio no numero de epitopos na superficie do imunoensaio
em processo de producao (CAMUSSONE et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 2022;
SANTOS, 2016; SANTOS et al., 2016).

Um tipo de vetor comumente utilizado na expressdo de proteinas
recombinantes em larga escala a partir de cultivo de E. coli séo os plasmideos da
série pET (“plasmideo para expressédo pela T7 RNApolimerase”). Os plasmideos
também podem simplificar a etapa de purificacdo da proteina quando se opta pela
selecdo da quimera através da calda de poli-histidinas adicionada pelo plasmideo a
proteina de interesse. A histidina possui afinidade ao niquel imobilizado na resina de
colunas cromatograficas (CYTIVA, 2021a; ROSANO; CECCARELLI, 2014a).
Tipicamente a célula utilizada como hospedeira para os plasmideos pET é a E. coli
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BL21(DE3) devido sua capacidade de produzir polimerase T7 e deficiéncia em
proteases (FELICIANO, 2009; RATELADE et al., 2009).

A facilidade e velocidade de crescimento, o vasto conhecimento acumulado,
a genética bem caracterizada e o grande numero de ferramentas para expressao
génica fazem da Escherichia coli o organismo de escolha para a superproduc¢ao de
proteinas.

Os investimentos na producgdo de proteinas recombinantes em larga escala
no Brasil contribuiram ndo sé para o desenvolvimento econdmico do pais, mas
também para definicdo de politicas publicas para a industria de saude e
consolidagdo da inovagao, acarretando na melhora da qualidade de vida da
populacdo. (REIS; PIERONI; SOUZA, 2010).

E significativa a necessidade de um teste que permita o diagndstico da
Doenca de Chagas de maneira precisa e rapida reduzindo as limitagcbes
apresentadas pelos métodos citados € notéria e de vasta importancia. Este
aprimoramento deve estar baseado em caracteristicas que possibilitem o
reconhecimento de cepas de diferentes regides geograficas, a redugcédo de reacdes
falso-negativas e na redugcdo de reagdes cruzadas com organismos

filogeneticamente préximos.

1.1 JUSTIFICATIVA

A saude tem significativa importancia na geragao, no uso e na difusdo de
inovacao sendo essencial na atual dindmica do desenvolvimento e competitividade
mundial (GADELHA, 2012).

O desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos nacionais & promissor e
necessario, uma vez que, o déficit do setor aumentou em torno de 15 vezes nos
ultimos 20 anos. A insuficiéncia de informagdes sobre o diagndéstico in vitro somada
a elevada dependéncia do mercado internacional, limitam a competitividade do pais
no setor frente as respostas sanitarias da populagdo, principalmente quando
tratamos de assuntos diretamente ligados a doengas tropicais negligenciadas
(DAVI, 2015; GADELHA, 2012)(PAIVA, 2009).

No contexto citado acima encontram-se os individuos portadores da
tripanossomiase americana, onde grande parte da populacédo afetada pela doenca

encontra-se em situacao de intensa vulnerabilidade social e econdmica.
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Apos identificar o nicho de producdo de proteinas multiepitopos
recombinantes em larga escala e sua aplicacdo em testes rapidos. Estima-se que a
aplicagao dessas tecnologias permitira a implementagao de agdes preventivas ageis,
seguras, de baixo custo e confiaveis em areas de alto risco para o ressurgimento da
doenga de Chagas, além de viabilizar a implantagdo de novos protocolos de atengéo
e tratamento ao paciente chagasico. E necessario ressaltar que a utilizagdo de
proteinas recombinantes quiméricas, simplifica todo o processo produtivo agilizando
a etapa de purificagdo, reduz o tempo de trabalho, reduz significativamente os
custos de producédo e proporciona aumento na qualidade do ensaio gerado com

insumos nacionais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo implementar a produgdo de quimeras em
larga escala para uso no desenvolvimento e produgao kit diagnostico para doenga

de Chagas.

1.2.2 Objetivos especificos

- Realizar a expresséao das proteinas recombinantes em E. Coli em escala
industrial.

- Confirmar a funcionalidade das proteinas produzidas.

- Implementar o processo produtivo atendendo as Boas Praticas de

Fabricacédo na planta de produgao do IBMP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas é uma infeccdo causada pelo parasita Trypanosoma
cruzi, um protozoario flagelado cujo ciclo de vida inclui a passagem obrigatéria por
hospedeiros mamiferos, para os quais sao transmitidos através do vetor
hematofago, triatomineos, conhecido pelo nome popular de “barbeiro” (ARGOLO et
al., 2008; CHAGAS, 1909).

Endémica em 21 paises das Américas afetando principalmente pessoas
financeiramente vulneraveis estima-se que aproximadamente 6-7 milhdes de
individuos estejam acometidos pela doenga de Chagas no mundo com pelo menos
14000 mortes/ano. O numero elevado de infectados mundialmente relaciona-se
fortemente com reduzido investimento em diagndstico, baixo uso de tecnologias e
limitada voz politica dos acometidos. Essa doenca € bastante importante para o
cenario nacional, uma vez que, cerca de 25% dos portadores vivem neste pais
continental porém, trata-se de uma doenca negligenciada (HERAZO et al., 2022;
MONTALTI, 2020; SANTOS et al.,, 2017a; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2022). As doengas negligenciadas sdo aquelas causadas por agentes infecciosos ou
parasitas e sao consideradas endémicas em populagdes de baixa renda. Essas
enfermidades também apresentam indicadores inaceitaveis e investimentos
reduzidos em pesquisas, produgcdo de medicamentos e em seu controle
(MONTALTI, 2020; VALVERDE, 2022).

A doenca de Chagas foi descrita pela primeira vez, em 1909, pelo brasileiro
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (Carlos Chagas) na cidade de Lassance, Minas
Gerais durante o trabalho no combate a epidemia de malaria em trabalhadores da
Ferrovia Central do Brasil.

O sanitarista foi informado da existéncia de um inseto hematdéfago,
popularmente chamado barbeiro. Que estava presente nos domicilios, picando o
homem a noite e se escondendo em frestas das paredes e coberturas das casas
durante o dia. Essas observagdes acentuaram a curiosidade cientifica do
pesquisador que encontrou protozoarios flagelados no intestino médio do barbeiro
(CHAGAS, 1909; SANTOS, 2016).
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A identificagcdo do parasita em humanos ocorreu quando Chagas detectou o
protozoario em uma crianca de 02 anos. Este fato foi considerado um marco na
histéria da medicina devido a descricdo simultdnea do vetor (inseto do género
Triatoma), do agente etioldgico da doenga (o protozoario Trypanosoma cruzi) e sua
patologia (MINISTERIO DA SAUDE (BR), 2020).

Existem outras vias, de transmissao relacionadas a transfusdes sanguineas,
via oral, transplante de o6rgaos, via transplacentaria, acidentes de laboratorio,
manipulagédo de animais infectantes.

O ciclo da doenga em animais silvestres permanece com muitas duvidas,
devido a complexidade dos inumeros hospedeiros e vetores envolvidos. Nesses
ciclos participam mais de duzentas espécies entre hospedeiros e vetores. Ja o ciclo
doméstico € bem delineado e desse participam humanos, triatomineos domiciliares
infectados e animais sinantrépicos. (ARGOLO et al., 2008; MASSARO; REZENDE;
CAMARGO, 2008).

Os barbeiros infestam principalmente as casas das regides rurais devido ao
tipo de estrutura, as casas de taipa (barro batido) e com telhados feitos de folhas de
palma ou de piagava ainda sdao muito comuns. Essas edificagdes normalmente
apresentam frestas e sdo mal iluminadas. Além disso, em regides rurais a lenha
continua sendo uma das maneiras comuns para fazer fogo e assim, o barbeiro pode
ser transportado para dentro das residéncias escondido entre os pedagos de
madeira (ARGOLO et al., 2008; MINISTERIO DA SAUDE (BR), 2020; SANTOS,
2016).

O ciclo biolégico do T. cruzi esta representado na Figura 1, sendo bastante
complexo, com o parasita se apresentando sob diferentes formas nos hospedeiros
invertebrados (barbeiros) e nos hospedeiros vertebrados (mamiferos, inclusive
homem). Durante o ciclo de vida observa-se diferencas morfologicas onde as
tripomastigotas sanguineos e metaciclicos apresentam-se como formas infectivas
classicas e nao replicativas e as epimastigotas e amastigotas como formas
proliferativas (CHAGAS, 1909).



22

FIGURA 1: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO CICLO DA DOENGCA DE CHAGAS
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Fonte: (CDC, 2021)

O fato de o T. cruzi infectar diversas espécies de mamiferos impossibilita
sua erradicagdao e mantém constante o risco de infecgdo ao homem.

A infecgdo chagasica humana é caracterizada por uma fase aguda que dura
em média dois meses, normalmente ndo apresentando sintomas, entretanto um
pequeno numero de pacientes pode desenvolver uma cardiopatia aguda e também
um sinal chamado de chagoma de inoculagdo que pode estar proximo aos olhos
e/ou no local da picada, sequencialmente o paciente entra em fase crbénica que
tipicamente se prolonga por toda a vida do hospedeiro e analises prévias
demonstram que 70% dos pacientes sao assintomaticos, mas sao importantes para
o ciclo biolégico. A fase crénica sintomatica apresenta complicagdes cardiacas e/ou
no trato gastrointestinal em 30% dos infectados. (CDC, 2021; MINISTERIO DA
SAUDE (BR), 2020).

Um paciente infectado com T. cruzi, custa anualmente entre U$ 207,00 a U$
636,00 dolares quando o tratamento € realizado em paises de renda baixa na
América Latina (LEE et al., 2013). Além do custo com tratamento ha também perda
de produtividade do trabalhador acometido pela Doenca de Chagas, no Brasil essa
perda é estimada em US$ 5,6 milhdes (OLIVERA; BUITRAGO, 2020).

No documento Il Consenso Brasileiro em Doenga de Chagas foi
desenvolvida a TABELA 1 que projeta as estimativas do numero de pessoas
infectadas por T. cruzi no Brasil até 2055 (CARLOS PINTO DIAS et al., 2016b).
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TABELA 1 - PROJEGCAO RELATIVA AS ESTIMATIVAS DO NUMERO DE PESSOAS INFECTADAS
POR T. CRUZI

Estimativa do numero de Estimativa de casoscom Estimativa de casos com

Estamatw? Fpixasthci e refercnce pessoas infectadas aforma digestiva a forma cardiaca
Ano  dapopulacao - - = = - = m
hrasileita Faixa Populasio % Infeccdo  Infeccdo  Infecgdo  Infecgao  Infeccdo Infeccao
etdria 1,02%° 2,4%" 1,02%° 2,4%"° 1,02%? 2,4%"

2000 173.448346  >5  156.133.836 90,0 1.592.565 3747212 159257 37T 477770 1124164
2005 185150.806 =10  150.944.641 815 1539.635 3.622.671 153964 362267  461.891  1.086.801
2010 195497797 =15  145563.676 74,5 1484749 3.493.528 148475 349353 445425  1.048.058
2015 204450649 =20 139901357 684 1426994 3357633 142699 335763  428.098  1.007.290
2020 212077375 =25  133.880929 63,1 1.365.585 3.213.142 136559 321314 409676  963.943
2025 218330014  >30  127.334466 583 1.298.812 3056027 129881 305603  389.644  916.808
2030 223126917 =35 120096221 53,8 1.224981 2882309 122498  288.231 367494  864.693
2035 226438916 40  112.013.898 495 1142.542 2688334 114254 268833 342763  806.500
2040 228153204 =45 102983115 451 1050428 2471505 105043 247160 315128 741479
2045 228116279 =50  92.984.144 408 948438  2.231.619 94844 223162 284531  669.486
2050 226347688  >55  82.097.220 363  837.392 1.970.333 83739 197033 251.218 591100
2055 222975532 60 70485475 316 718952  1.691.651 71895 169165 215686  507.495

Fonte: (CARLOS PINTO DIAS et al., 2016b)

E esperado que ocorra o aumento do mercado global de diagnéstico, com a
maior migracao de pessoas que podem ter impacto em saude publica de paises

endémicos e nao endémicos. Neste sentido € importante o desenvolvimento e

aplicacao de técnicas que proporcionem agilidade, rapidez e eficacia nos resultados.
2.2 DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS

O diagndstico da doenga de Chagas nao € simples, uma vez que, o0 parasita
possui alta plasticidade genética e fenotipica intraespecifica podendo apresentar até
48% de modificacdo no tamanho gendmico entre diferentes linhagens, fendbmenos
que influenciam negativamente uso de apenas uma hipotese confirmativa (LEWIS et
al., 2009; RODEA et al., 2018; SILVA et al., 2020).

Na fase aguda o exame parasitolégico € o mais indicado onde o critério de
positividade é definido pela presengca de formas tripomastigotas de T. cruzi,
identificadas por meio do exame direto do sangue periférico (com ou sem
centrifugacdo prévia) com o uso de microscopia (com ou sem coloragao)
(MINISTERIO DA SAUDE (BR), 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2019;
OSTERMAYER et al., 2011).
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Entretanto, é recomendada a realizacdo simultdnea de diferentes
modalidades de exames parasitologicos diretos como a pesquisa a fresco de
tripanossomatideos, métodos de concentragédo ou lamina corada de gota espessa ou
de esfregacgo. A pesquisa a fresco de tripanossomatideos € de execucgéo rapida e
simples, sendo mais sensivel que o esfregago corado. A situagcdo ideal € a
realizagao da coleta com paciente febril e dentro de 30 dias do inicio de sintomas
(CARLOS PINTO DIAS et al., 2016b; OSTERMAYER et al., 2011). O exame pode
ser realizado diretamente ao microscopio em uma gota de sangue entre ldmina e
laminula, e a coleta deve ser realizada simultaneamente para meétodos de
concentragao do sangue.

Além disso, € de extrema importancia destacar que em quadros suspeitos
quando os resultados do exame a fresco e de concentragdo forem negativos na
primeira coleta, devem ser realizadas novas coletas até a confirmagao do caso e/ou
desaparecimento dos sintomas da fase aguda, ou ainda confirmagdao de outra
hipétese diagndstica (CARLOS PINTO DIAS et al., 2016b; MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

Em casos mais complexos, onde ndo se identifica o parasita na pesquisa
direta, mesmo utilizando todas as técnicas e a opgao de segunda coleta existe, ha a
possibilidade de verificacdo de presenga de anticorpos anti-T. cruzi da classe IgM no
sangue periférico. Entretanto esse método € considerado sugestivo da fase aguda,
particularmente quando associada a contexto epidemiolégico e manifestagbes
clinicas (CAMARGO; AMATO NETO, 1974; DA SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI,
2001)

Para estabelecer métodos moleculares existem dificuldades, uma vez que,
esses necessitam de estruturas mais avancadas e podem encarecer 0s exames, ja
que os laboratérios devem possuir toda uma cadeia montada com equipamentos
especificos, esses ainda n&o estdo na rotina. Todavia ja existem estudos buscando
reduzir custos com uso de novos equipamentos utilizando PCR miniaturizada e
reagentes nacionais, aqui podemos ressaltar que este tipo de conduta é uma das
buscas alternativas para atender regides mais carentes do Brasil, onde esta
metodologia comeca a ser mais empregada (RAMPAZZO et al., 2019).

Na fase cronica da doenga existe parasitemia subjacente, ou seja, a
visualizagdo dos parasitas no sangue periférico € pouco viavel, mesmo utilizando

métodos de concentragdo, torna-se necessario o uso de métodos de deteccao
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indiretos evidenciados no aumento dos titulos de anticorpos IgG anti-T. cruzi.
(SOSA-ESTANI; VIOTTI; SEGURA, 2009).

As reacbOes baseadas em antigeno-anticorpo sdo uma alternativa para
realizacdo de diagnéstico em maior numero de pacientes simultaneamente
(GILBER, 2007). O diagnostico através de imunoensaio indiretos utilizam técnicas
como o ensaio de ELISA, imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagéo indireta,
testes de diagndstico rapido, ensaios de fluxo lateral, aglutinagdo de particulas e
imunoensaio (SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014). Porém testes soroldgicos que
utilizam antigenos nativos podem apresentar reagdes cruzadas com organismos
filogeneticamente préximos. O diagnéstico de individuos infectados pelo
Trypanosoma cruzi € necessario em diversas situagdes, quadro 1. (DA SILVEIRA,;
UMEZAWA; LUQUETTI, 2001).
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QUADRO 1 -USO DE TESTES SOROLOGICOS PARA DOENCA DE CHAGAS

Aplicagao Local de teste Requisitos Observagoes/Dificuldades
A identificacdo incorreta da
amostra pode gerar um laudo
i errado. Um resultado falso-
Confirmagéo da . N o
. ] Laboratdrio de Alta positivo pode ter consequéncias
etiologia em um ) ] o B B
) diagndstico especificidade graves como nao aprovagao em
paciente
uma vaga de emprego e a
preocupacdo  psicoldgica de
possuir uma doenga grave.
) Um falso-negativo pode transmitir
Triagem das bolsas de | Banco de o .
Alta sensibilidade | a infecgdo para o receptor do
sangue doadas Sangue

sangue doado.

Trabalho
epidemioldgico
(certificagcdo de area

livre de infecgao)

Rede publica de

saude

Alta sensibilidade

Reacao cruzada com
Leishmaniose pode indicar falso-

positivo.

Acompanhamento

apos tratamento

Laboratério  de
pesquisas
(comparacgao

com a

Alta

especificidade e

Necessario um logo periodo de
observacao. Armazenar amostras

de soro para posterior

etiolégico concentracdo de | sensibilidade B
) comparagao.
anticorpos antes
do tratamento)
Check up em | Laboratério de | Alta Possibilidade de reativacdo da
imunossuprimidos diagnéstico especificidade infecgéao

Suspeita de fase aguda
sem parasitas

detectaveis

Laboratério  de
diagndstico
(ensaio com
conjugados de
IgM, procurando
por IgM

especifico)

Priorizar a procura
por parasitas. Se
o resultado for
negativo,  seguir
para pesquisa

com IgM

Em casos positivos, deve ser

tratado especificamente

Suspeita de infecgao

congénita

Laboratério de

diagnéstico

A méae deve ter
sorologia positiva.
Pesquisa de IgG
especifica  apos
0s seis meses de
idade

Se IgG estiver presente apds os
seis meses de vida, a crianga
deve ser tratada com

medicamentos tripanocidas

Fonte: Modificada de (DA SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001) (tradug&o O autor)
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Devido a elevada diversidade genética e fenotipica do T. cruzi, questdes de
cada método podem ser levantadas, como a escolha dos antigenos empregados,
variagao na prevaléncia da doencga e respostas imunes variaveis entre os individuos
infectados. Nesse sentido, a OMS aconselha o uso paralelo de dois testes
sorologicos diferentes, incluindo um que tenha alta especificidade para o diagnostico
de tripanossomiase americana enquanto que, o Ministério da Saude Brasileiro abre
excecbes possibilitando a execucdo de dois testes com o mesmo principio
metodoldgico porém, com matrizes antigénicas distintas como lisado de parasitas e
proteinas recombinantes (RODRIGUES et al., 2022; SANTOS, 2016).

FIGURA 2 - DESENHO ESQUEMATICO DO DIAGNOSTICO DA

DOENCA DE CHAGAS
+

| ElA CLIA IFI HAI | — OMS

Testagem em paralelo

ElA 1 ElA 2
[ (lisada) fl'ecnmbinamg]] —p Brasil

Teste A Teste B
- - Y
POSITIVO NEGATIVOD

Teste A
+

m/—\

REPETIR OS5
TESTES

+

INCONCLUSIVO

Legenda: CLIA: quimiluminescéncia; EIA: imunoabsorgao enzimatica IFI:

imunofluorescéncia indireta; HAI: hemaglutinagao indireta; PCR: reagéo

em cadeia pela polimerase; WB: Western blot. Fonte: (DALTRO, 2021)
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As técnicas de diagnéstico citadas a cima para identificacdo de chagasicos
cronicos estdo incluidas entre as abordagens mais frequentemente utilizadas,
servindo para diferentes propdsitos, como 0 uso em inquéritos epidemiolégicos, nas
rotinas médicas e nas investigagdes cientificas. A partir desse quadro define-se que
estes métodos devem ser cuidadosamente avaliados buscando os melhores
resultados e a maneira com que devem ser interpretados, todos possuem uma
particularidade, carregam a relagéo antigeno-anticorpo. A analise de 4.000 pacientes
através de hemaglutinacdo, IFl, Elisa demonstrou discrepancias nos resultados
suscitando varias questdes e mais uma vez confirmou a necessidade de mais de um
teste ou matriz na fase crénica da doenga (SOUZA; AMATO NETO, 2012).

Brasil e colaboradores apresentaram dados bastante consistentes seguindo
normas previamente estabelecidas utilizando os testes comerciais presentes para
deteccao de doenga de Chagas e deixando bastante claro a necessidade de seguir
o esquema descrito na FIGURA 2. Nesse estudo as formas moleculares, como PCR
também foram avaliadas (BRASIL; CASTRO; CASTRO, 2016).

A investigacdo utilizando varias plataformas deixou claro que mesmo
existindo uma série de algoritmos para deteccdo da doenca fica evidente que os
testes soroldgicos para a fase crénica se baseiam nos ensaios de ELISA nas formas
convencional e/ou utilizando antigenos recombinante (BRASIL; CASTRO; CASTRO,
2016).

Os resultados encontrados para os testes soroldgicos de ELISA avaliados,
demonstrou a real necessidade da aplicacdo de dois testes simultaneos para o
diagndstico da doenca de Chagas. Uma vez que ainda s&o identificadas provas de
heterogeneidade da preciséo dos testes disponiveis, auséncia de dados chave nos
estudos, probabilidade de precisdes sobrestimadas, e talvez, a prevaléncia de
resultados inconclusivos durante as investigagdes clinicas. O uso da técnica de
PCR continua discutivel e em aberto ndo se indicando que o mesmo faca parte de
rotina, visto que a sensibilidade do teste é limitada pelas caracteristicas do proprio
parasita (BRASIL; CASTRO; CASTRO, 2016). Os protocolos padronizados
apresentam restricdes para implementacdo devido necessidade de equipe técnica
altamente qualificada, armazenamento e transporte em baixa temperatura e
equipamentos especificos (JUNQUEIRA, 2008; SILVA et al., 2020).

Essas caracteristicas salientam a necessidade do desenvolvimento de novas

ferramentas para o diagndstico da infecgao por T. cruzi voltadas a realidade do
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sistema de saude, as necessidades das populacdes afetadas, simples utilizagcdo e
aplicacdo em larga escala (SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 2020).

O desenvolvimento de teste rapido, surge como um método para superar
essas limitagdes. A tecnologia viabiliza detectar casos agudos e cronicos da doenga
de Chagas com baixo custo, além do acompanhamento da eficacia do tratamento e
evolugdo de pacientes transplantados (RODRIGUES et al., 2022; SANCHEZ-
CAMARGO et al., 2014). Os testes sdo baseados em diferentes principios como
imunocromatografia, aglutinacdo de particulas, imunofiltragdo ou imunodot. O
resultado é de facil interpretacao, rapido, ndo requer conhecimento e equipamento
especifico. Dessa forma é possivel realizar o diagndstico da doenca de Chagas em
localidades onde o acesso a um teste laboratorial € limitado (RODRIGUES et al.,
2022; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014).

2.3 INDUSTRIA DA BIOTECNOLOGIA

A aplicacdo da biotecnologia na area farmacéutica ou de diagndstico
depende de competéncias multidisciplinares, por vezes dificeis de reunir dentro de
uma organizacao (REIS; PIERONI; SOUZA, 2010).

A incorporagao da biotecnologia e dos produtos bioldégicos no portfolio das
empresas nacionais € essencial para manter a competitividade. O impacto dessa
incorporagao nao € gerado somente na esfera da inovagdo como em processos de
desenvolvimento tecnolégicos, mas também diretamente nos produtos (GADELHA,
2012; REIS; PIERONI; SOUZA, 2010).

Na industria a simulacdo de diferentes cenarios produtivos realizados em
ambiente virtual que permitem testar, avaliar e prever os efeitos gerados € de grande
interesse e proporciona redugdo de custos (KULKARNI, 2015). Softwares de
simulagdo computacional como o FlexSim® permitem explorar variagdes nos
processos de produgdo sem a necessidade de interromper o processo em execugao.
A aplicacdo efetiva do software fortalece a tomada de decisbes para o
gerenciamento de projetos, gerenciamento da cadeia de suprimentos e otimizagéo
de processos (HERING et al., 2020; KULKARNI, 2015; SARTORI et al., 2020).

Atualmente, no cenario mundial esta ocorrendo de forma acelerada a quarta

revolucao industrial também denominada de manufatura avangada ou industria 4.0
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(LIMA; GOMES, 2020). A industria 4.0 propde o estabelecimento de industrias
inteligentes, baseadas em linhas de produgao modulares e flexiveis onde o ambiente
fabril opera sistemas de computacéo integrados. Dessa forma ha a coleta dados que
permitem monitorar € maximizar a produtividade através de modelos virtuais,
otimizar processos, reduzir o tempo de atendimento, agregar maior qualidade ao
produto, reduzir o indice de quebra de equipamento e parada de produgdo nao
planejadas, realizar tomadas de decisdes ageis e descentralizadas (ISPE, 2019a;
SILVA; AMORIM; RESENDE, 2020).

Os produtos biotecnoldgicos, devido suas caracteristicas bioldgicas, podem
ser instaveis e imprevisiveis. A industria 4.0 contribui significativamente nesses
processos, uma vez que, o monitoramento continuo de forma robusta e precisa
viabiliza a detecgao de alteragdes nos processos e permite a tomada de decisao
para interrupgdo ou nao do lote. Dessa forma, o desperdicio de matéria prima,
produtos intermediarios, consumo de agua e energia e horas trabalhadas é evitado
(ISPE, 2018; MANUFACTURING CHEMIST, 2016; OZTEMEL; GURSEYV, 2020;
SILVA; AMORIM; RESENDE, 2020)

Um grande desafio da industria farmacéutica e biotecnolégica quanto a
implementacéo da industria 4.0 € em relagdo a seguranga de dados. A quantidade
de dados coletados durante a produgdo de lotes € impressionante, porém essas
informagdes raramente sdo usadas para algo além do atendimento as exigéncias
regulatérias (ISPE, 2018; SILVA; AMORIM; RESENDE, 2020). A industria 4.0
promete proporcionar a coleta e analise dos dados e viabilizar a comunicacao entre
diferentes equipamentos e sistemas da fabrica e assim proporcionar a
antecipadamente a otimizagao de processos e operagoes. A digitalizacado, conectara
tudo, criando novos niveis de transparéncia e adaptabilidade para um ch&o de
fabrica digitalizado. Para essa demanda sera necessario elaborar uma arquitetura de
dados e sistemas em que a integridade dos dados permitem uma trilha de auditoria
automatizada e integrada, sem esquecer de atender as normas vigentes para cada
tipo de produto (ISPE, 2018, 2019a; LIMA; GOMES, 2020; SILVA; AMORIM;
RESENDE, 2020; STEINWANDTER; BORCHERT; HERWIG, 2019).

No setor de engenharia ha dois obstaculos dominantes que precisam ser
superados para transformar a coleta de dados, a transferéncia de dados bidirecional
em tempo real e a andlise de dados na fabricagdo de produtos para saude. O

primeiro € a desconexdo entre as atividades de chdo de fabrica e a tomada de
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decisdes em diferentes niveis da empresa. E o segundo trata sobre os diversos tipos
de software executados localmente ndo estdo em conformidade com um padrao de

Internet das Coisas Industrial para a industria farmacéutica (ISPE, 2019b).

2.4 BOAS PRATICAS DE FABRICACAO

As Boas Praticas de Fabricagdo correspondem a um conjunto de normas
obrigatorias que estabelecem e padronizam procedimentos e conceitos de boa
qualidade para produtos, processos e servigos, visando atender aos padroes
minimos estabelecidos por 6rgdos reguladores governamentais nacionais e
internacionais, cuja incumbéncia é zelar pelo bem estar da comunidade.

Para alguns segmentos industriais, o controle e a gestdo da qualidade estao
presentes devido exigéncias de atendimento a normas e legislagbes governamentais
(CALARGE; SATOLO; SATOLO, 2007). A implementacdo da BPF trata-se nao
somente do atendimento a legislagdo governamental, mas proporciona uma gestéo
eficaz dos recursos produtivos da empresa.

Para garantir a seguranga sanitaria dos produtos para a saude séao
necessarios trés conceitos conformidade, eficacia e efetividade. Onde conformidade,
trata do cumprimento das normas técnicas que se destinam ao produto para garantir
a execugdo dos procedimentos de forma correta. A eficacia trata-se do efeito que
resulta do uso do produto em condicdes controladas. E a efetividade é o efeito
obtido quando se esta utilizando o produto durante os servicos de rotina. Desta
forma, entende-se que somente com estes atributos é possivel garantir a seguranca
de um produto no mercado (ANTUNES, 2002; ZOTELLI, 2012).

Através da Lei n°® 9.782, de 26 de janeiro 1999, foi criada a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), uma autarquia sob regime especial. A ANVISA foi
criada com a finalidade institucional de promover a prote¢cao da saude da populagao
por intermédio do controle sanitario da produgao e da comercializagao de produtos e
servigos submetidos a vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos,
dos insumos e das tecnologias a eles relacionados (ANVISA, 2022a). A autarquia
atua em estabelecer normas, propor, acompanhar e executar as politicas, as

diretrizes e as agdes de vigilancia sanitaria financeira (PIOVESAN, 2002).
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Quando n&o ha o cumprimento das normas, as empresas estdo sujeitas a
sangbes de impacto regulatério com carta de adverténcia, declaracdo de né&o
conformidade (NC), perda da licenga de producdo e comercializagdo, embargo
comercial, recolhimento de produtos do mercado, alerta de seguranga, multa e
penalidades, dificuldade na aprovagao de novos produtos, dentre outros (RATTAN,
2018).

Diante da necessidade fundamental de promover o aprimoramento dos
sistemas nacionais voltados para a regulamentacéao e controle dos produtos médicos
e produtos para diagnostico de uso in vitro, a ANVISA aprovou a RDC n° 16 de 28
de marco de 2013 (ANVISA, 2013) revogada através da publicagdo da RDC n° 665
de 30 de margo de 2022 (ANVISA, 2022b). Dessa forma, busca-se a garantia da
qualidade, seguranca e eficacia dos produtos comercializados no Brasil.

A garantia ao atendimento a legislagao ocorre através da implementagao do
sistema de garantia da qualidade. Esse sistema deve assegurar que o
desenvolvimento, producdo, controles internos, controle de qualidade, treinamentos,
definicbes de responsabilidades, calibracdo de equipamentos, validacdo de
processos, armazenamento e manuseio de matéria-prima, sistema logistico,
reclamacao de cliente séo realizados de forma a atender a legislacéo vigente. Além
da necessidade de realizar auditorias interna regulares, que avaliem a efetividade e
o cumprimento do sistema de garantia da qualidade (CALARGE; SATOLO;
SATOLO, 2007; FIOCCHI; MIGUEL, 2003; MORETTO, 2002; ZOTELLI, 2012)

2.5 INDUSTRIA DE REAGENTES PARA DIAGNOSTICO

Os reagentes para diagnéstico possuem papel importante para saude
publica, vigilancia epidemioldgica e servicos de hemoterapia. Caracteriza-se como
reagente para diagndstico a aplicacdo de reagdes quimicas, bioquimicas,
imunoldgicas ou bioldgicas, para obter resultados de apoio as avaliagdes clinicas em
pacientes (MEDEIROS, 2004).

Ha kits de diagndstico in vitro em que as reagbes de detecgdo ocorrem
através da interagdo entre antigeno e anticorpo. Os antigenos podem ser produzidos
a partir de virus, bactérias, fungos ou células. Porém para desempenhar

corretamente sua fungédo, um reagente para diagndstico precisa apresentar algumas
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caracteristicas basicas, QUADRO 2, que influenciam na qualidade do produto e
seus resultados (MEDEIROS, 2004).

QUADRO 2 - CARACTERISTICAS BASICAS PARA REAGENTES PARA DIAGNOSTICO

Caracteristica Importancia

A sensibilidade proporciona uma menor
Sensibilidade possibilidade de obtencado de resultados

“falso negativos”.

A maior a especificidade gera menor
Especificidade possibilidade de obtencédo de resultados

“falso positivos”.

Apresenta caracteristicas homogéneas
L entre diferentes lotes de produg&o e/ou
Reprodutibilidade o
gera resultados similares mesmo

trocando os usuarios.

Apresentar resultados com variagdes
Repetitividade minimas e dentro faixas aceitaveis em

varios ensaios em um mesmo ensaio.

Maior estabilidade do produto contribui
Estabilidade positivamente em seu prazo de validade

e as condi¢cdes de armazenamento.

o Facilita a realizacdo e interpretacdo do
Simplicidade o
teste pelo usuario.

. Propicia uma intervengdo terapéutica
Resultado Rapido S
mais rapida.

Fonte: Adaptado de (MEDEIROS, 2004).

O Brasil possui adversidades, como limitacdo na distribuicdo dos
medicamentos e produtos da saude ou processo moroso de desenvolvimento, que
precisam ser superadas para manter o controle do déficit da balanga comercial. No
ano de 2011, segundo Gadelha, o déficit comercial em saude era de US$ 10 bilhdes,
o ano de 2019 elevou ainda mais esse déficit que foi de US$ 11,2 bilhdes
(FERNANDES; GADELHA; MALDONADO, 2021; GADELHA, 2012). Os dados

expdem a dependéncia do sistema nacional de saude ao mercado externo, além de
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apresentar a necessidade de desenvolver o aumento da capacidade produtiva
nacional através de estratégias ativas de inovagdo que considerem plataformas
tecnolégicas baseadas nos avangos da biotecnologia, da quimica fina e dos
produtos naturais (FERNANDES; GADELHA; MALDONADO, 2021; GADELHA,
2012).

Ao realizar a nacionalizacdo dos reagentes para diagndstico proporciona-se
uma significativa economia aos cofres publicos. Como descrito por Medeiros, em
casos em que a producdo dos reagentes ocorre por empresas publicas ha um
compromisso majoritario de apoio as politicas de saude publica do Brasil. As
industrias produtivas publicas, precisam manter sua sustentabilidade econdmica,
porém mesmo presente no competitivo mercado de reagentes para diagnostico
essas empresas possuem a compromisso social de desenvolver, produzir e fornecer
produtos que atendam aos direitos garantidos pela Constituicdo Federal e pelas leis
organicas da saude. (GADELHA, 2012; MEDEIROS, 2004).

Dessa forma, € imprescindivel a aplicagao de praticas de gestdao empresarial
capazes de desenvolver estratégias que proporcionem a autossustentabilidade
econdmica e tecnoldgica, uma vez que o mercado de reagentes para diagnostico
precisa ofertar produtos de baixo valor comercial para atender demandas
estratégicas de saude publica (FERNANDES; GADELHA; MALDONADO, 2021;
MEDEIRQOS, 2004; PAIVA, 2009).

De acordo com relatérios publicados, no ano de 2020 o mercado mundial de
diagnéstico in vitro foi avaliado em 83,4 bilhdes de dolares com taxa atual de
crescimento composta estimada de 4,5% ano. O segmento de reagentes dominou o
mercado de diagndstico in vitro e foi responsavel por 65,3%, maior fragdo da receita
em 2020. O crescimento desse segmento pode ser atribuido a crescente demanda
por dispositivos rapidos, precisos e sensiveis alinhada ao surto de COVID-19
(GRAND VIEW RESEARCH, 2021; MARKET DATA FORECAST, 2022).

O mercado de reagentes para diagnosticos € extremamente afetado pelo
preco dos produtos, por isso, as grandes empresas entram em intensa competi¢cao
em termos de fabricagdo de produtos eficientes e econdmicos. As maiores
empresas buscam por aquisicdes, parcerias e fusdes, a fim de fortalecer suas
capacidades de fabricagdo, portfélio de produtos e fornecer diferenciacéo
competitiva. Porém as movimentagdes estratégicas o reposicionamento competitivo,

diminui significativamente as oportunidades para novos participantes no mercado.
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As empresas com potencial inovador deparam-se com a dificuldade em atender aos
altos requisitos de capital (FERNANDES; GADELHA; MALDONADO, 2021; GRAND
VIEW RESEARCH, 2021; MARKET DATA FORECAST, 2022).

A atuacédo das grandes empresas ocorre de forma expressiva através do
continuo monitoramento desde a publicacdo de material cientifico até o langamento
de novas tecnologias no mercado. Para situagdes em que O reagente sera
comercializado para o setor publico a principal estratégia de mercado das empresas
multinacionais tem sido ofertar o sistema de comodato de equipamentos com
consumo minimo de kits mensais pelos estabelecimentos de saude. Que devido ao
poder de compra do Estado viabiliza uma forte competicdo de preco, suporte técnico
e qualidade entre as grandes empresas para o atendimento da demanda. No
entanto a competicdo n&do ocorre entre varias empresas, pois as multinacionais se
especializam em setores diferentes da saude publica (ALMEIDA, 2015; GADELHA,
2012; PAIVA, 2009).

2.6 PROTEINAS RECOMBINANTES

As proteinas recombinantes além de facil producdo e purificacao,
apresentam também homogeneidade, elevada sensibilidade e especificidade em
relacdo aos antigenos brutos. Ao desenvolver uma proteina recombinante € possivel
elaborar antigenos contendo mais de um epitopo imunodominante definido com o
objetivo de melhorar o desempenho do diagnéstico (LIN; CHEN; YAN, 2008;
OZTURK et al., 2022). A capacidade de expressar e purificar a proteina
recombinante desejada em grande quantidade permite sua caracterizagao
bioquimica, seu uso em processos industriais e o desenvolvimento de produtos
comerciais como as vacinas, quimeras especificas para testes diagndsticos, enzimas
entre outras aplicagbes (ROSANO; CECCARELLI, 2014b).

A engenharia genética viabilizou a producdo em larga escala de forma
padronizada permitindo obter grande quantidade das proteinas de interesse e dessa
forma, atender a demanda das industrias. As proteinas recombinantes podem ser
expressas em culturas de células de bactérias, leveduras, mamiferos, plantas e
insetos. Entretanto, € necessario considerar alguns fatores como a qualidade da
proteina, funcionalidade, tempo de produgao e rendimento para realizar a escolha do
sistema de expressao adequado (CARMIGNOTTO; AZZONI, 2019).
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A escolha da célula hospedeira traga o esboco de todo o processo de
producdo da proteina recombinante, uma vez que, a célula hospedeira define a
tecnologia que sera utilizada, a variedade de ferramentas moleculares disponiveis,
0s equipamentos ou reagentes necessarios (ROSANO; CECCARELLI, 2014b).

Os procariontes, representados principalmente por Escherichia coli,
eucariontes por leveduras como Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris e
células de mamifero (CHO e BHK) sdo os sistemas de expresséo frequentemente
utilizados em produgdes de larga escala segundo (ARAUJO, 2014).

A Escherichia coli € o microrganismo que se possui o0 maior conhecimento
genético e metabdlico, por isso € a primeira escolha para expressdo heterdloga.
Esse sistema oferece diversas vantagens como facil manipulagéo, crescimento em
meio de cultivo de baixo custo, rapido acumulo de biomassa, alto rendimento de
produgao, uma vez que, a proteina heterdloga pode ser acumulada em niveis acima
de 50% de sua massa celular e a disponibilidade de ferramentas moleculares
eficientes e processos de expressdo bastante conhecidos (ARAUJO, 2014;
BELLAO, 2006; DEMAIN, 2001).

Teoricamente, as etapas necessarias para obter uma proteina recombinante
sdo bastante simples. Inicia-se pelo gene de interesse, € realizada a clonagem em
qualquer vetor de expressao, transformacdo no hospedeiro de escolha, indugao e,
em seguida, a proteina esta pronta para purificagdo e caracterizagdo. No entanto,
dezenas de caracteristicas dentro da cadeia de produgdo podem afetar o resultado
final como por exemplo a formagao de corpos de inclusdo, inatividade de proteinas
ou mesmo a nao obtencdo de proteina de interesse (ROSANO; CECCARELLI,
2014a).

Em 1987 o primeiro plasmideo de expressao pET foi descrito no trabalho de
Rosenberg, nele o forte promotor 10 para a T7 RNA polimerase (promotor T7) e 0
terminador de transcricdo T (T7 terminador) foram integrados ao esqueleto pBR322
e receberam a nomenclatura pET (plasmideo para expressao pela T7 RNA
polimerase)(ROSENBERG et al., 1987). O vetor pET28a é o plasmideo de
expressdo mais disseminado no mercado, seu uso esta descrito em mais de 40.000
artigos ja publicados. Ele possui o promotor T7 e uma sequéncia de
operador lac adjacente que € incluida para suprimir a expressdo néao
induzida (DUBENDORF; STUDIER, 1991; SHILLING et al, 2020). Em um

experimento tipico, a sequéncia de codificacdo a ser expressa € clonada a jusante e
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em quadro com a sequéncia de codificagdo para um marcador de purificacdo de
poli-histidina e um sitio de reconhecimento de protease de trombina de modo que a
proteina recombinante produzida podem ser facilmente purificados usando
protocolos padronizados (DUBENDORF; STUDIER, 1991; SHILLING et al., 2020).

Esses plasmideos de expressao promovem altos niveis de transcricdo em
cepas de Escherichia coli que contém um fragmento de fago DE3 que codifica a
RNA polimerase T7 (ROSANO; CECCARELLI, 2014a; ROSANO; MORALES;
CECCARELLI, 2019; SHILLING et al., 2020)

A utilizacdo do potencial de expressao do plasmideo combinada com a
otimizagao da célula competente permite procedimento de padronizacéo das etapas
de producdo da proteina recombinante com custo de producdo reduzido.
(CAMUSSONE et al., 2009; RODRIGUES et al., 2022; SANTOS, 2016; SANTOS et
al., 2016)

A producao e purificacdo em larga escala de antigenos parasitarios através
da bioquimica classica € uma tarefa bastante complexa e demorada, e o rendimento
de componentes antigénicos € extremamente baixo. O uso combinado das técnicas
de imunoquimica e clonagem génica permitram a construgdo de proteinas
recombinantes um reagente definido a nivel molecular, com o aumento da produgao
e grau de pureza. Desta forma, os ensaios imunolégicos apresentaram um aumento
significativo na especificidade da reagao, proporcionando um diagndstico mais
preciso, reduzindo o numero de reagdes falso-positivas (DA SILVEIRA; UMEZAWA,;
LUQUETTI, 2001; SANTOS, 2016).

2.7 ANTIGENOS IBMP

O Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP) atua em pesquisa
aplicada, desenvolvimento tecnoldgico, inovagao e producgéo industrial de insumos e
kits de diagndstico para a saude e suas entregas se destinam ao abastecimento da
rede de saude com produtos seguros e de qualidade (IBMP, 2022).

Seguindo esse objetivo, o grupo de desenvolvimento tecnolégico em
parceria com colaboradores desenvolveu antigenos recombinantes quiméricos
denominados IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP8.3 e IBMP-8.4. Essas moléculas IBMP sao
constituidas por sequéncias escolhidas na literatura (SANTOS, 2016; ZANCHIN et
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al.,, 2018). Os quatro antigenos sao formados por sequéncias imunodominante,

conservadas e repetitivas de diversas proteinas do T. cruzi (quadro 3).

QUADRO 3 - COMPOSIGCAO DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES IBMP

IBMP Segmentos Denominagao Peso Molecular (kDa)

SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase

8.1 RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S 17
Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota
Ag1/H49/JL7 Proteinas associadas ao citoesqueleto

8.2 SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase 36
Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota
Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota

8.3 CRA/JL8/Ag30 | Antigenos repetitivos citoplasmatico 30
TcD Trans-sialidase
RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S
SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase
RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S

8.4 Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota 45
FRA Proteina de antigeno repetitivo flagelar
MAP Proteina associada ao microtubulo
KMP-11 Proteina da membrana do cinetoplasto

Fonte: Modificado de (SANTOS, 2016)

Estudos avaliaram as proteinas quiméricas quanto ao potencial diagndstico

em seres humanos, caracteristicas moleculares como estabilidade, estado de
agregacao em diferentes condi¢gdes de temperatura, forga ibnica e composigao de
estrutura secundaria (CELEDON et al., 2021; SANTOS, 2016). Os antigenos foram
padronizados para diagnostico sorolégico, em humanos, em estudos de fase |, Il e lll
(APARECIDA et al., 2020; DALTRO, 2021; DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al.,
2019; LIA et al., 2022; SANTOS et al., 2016, 2017a), além de avaliados na fase |
para ensaio de fluxo lateral (SILVA et al., 2020) e detecgcado da doenca de Chagas
em caes (LEONY, 2019).

Os quatro antigenos apresentaram excelentes resultados quando utilizados
nas técnicas de ELISA, microarranjo liquido e Western blot na fase | (DALTRO,
2021; LEONY, 2019; SANTOS et al.,, 2016; SILVA et al.,, 2020). Diante dos
resultados obtidos todas as moléculas sao elegiveis para compor o estudo de fase Il.
A segunda etapa tem como objetivo a determinagdo dos parédmetros de

desempenho (sensibilidade, especificidade e acuracia) para um quantitativo amostral
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estatisticamente calculado usando amostras representativas do agravo. (SANTOS et
al., 2017a), em estudo de fase Il, utilizando o diagnostico da doenga de Chagas
através de ELISA onde se observou que as proteinas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3
e IBMP-8.4 apresentaram sensibilidade de 97,4%, 94,3%, 97,9% e 99,3% e
especificidade de 99,4%, 99,6%, 99,9% e 100%, respectivamente. Os ensaios
utilizaram amostras oriundas de diversos estados brasileiros, bem como de painéis
comerciais internacionais. O desempenho alcangado foi maior que testes disponiveis
para comercializagdo no Brasil. Os resultados encontrados com o microarranjo
liquido foram semelhantes aqueles encontrados no ELISA (SANTOS et al., 2017b).

As quimeras foram avaliadas para diagnéstico de amostras séricas humanas
de individuos de outros paises, areas endémicas (América) e ndao endémicas
(Europa), com o objetivo de analisar o desempenho destas moléculas em T. cruzi de
diferentes cepas e pacientes negativos. Para essas analises, foram utilizadas as
moléculas IBMP-8.1 e IBMP-8.4, ja que ambas apresentaram os maiores valores de
acuracia dentre as quatro, quando aplicada a técnica de imunocromatografia de
duplo percurso. Em ambas as situagdes, o desempenho diagnostico dos antigenos
IBMP-8.1 e IBMP-8.4 manteve-se elevado, sendo, inclusive, semelhante ao
reportado em estudos prévios (fase Il) conduzidos no Brasil (DEL-REI et al., 2019;
DOPICO et al., 2019; SANTOS et al., 2017a, 2017b; SILVA et al., 2020).

Daltro de colaboradores, identificaram baixos indices de reatividade cruzada
para os antigenos IBMP 8.1, IBMP 8.2, IBMP 8.3 e IBMP 8.4, ao avaliar amostras
séricas de humanos que vivem em areas de co-endemicidade com espécies do
género Leishmania spp. Os resultados indicam que independentemente da origem
geografica ou apresentagdo clinica, os soros com anticorpos de T. cruzi séao
diagnosticados quando ha o uso dos antigenos quiméricos IBMP-8.1 e IBMP-8.4
(DALTRO et al., 2019; SILVA et al., 2020). A demanda das proteinas IBMP-8.1 e
IBMP-8.4 foi consolidada a partir do registro na ANVISA do kit diagnéstico de teste
rapido denominado TR Chagas BIO-MANGUINHOS, sob numeragdo 80142170043
encontrando-se ativo até 2030 (ANVISA, 2022c) que utiliza as proteinas quiméricas
como insumo de producgdo. Diante de resultados promissores em desenvolvimento e
surgimento de demanda do produto no mercado nacional, esse trabalho trata da
produgao das proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 em maior escala e sua implementacao

na industria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ELABORACAO DE DOCUMENTOS

A producéo e purificagdo das proteinas recombinantes foram realizadas na
planta de producao do IBMP que possui certificacdo e opera em BPF atendendo a
RDC n° 665 de marco de 2022.

Para atender as exigéncias da norma e de todo Sistema de Gestdo da
Qualidade do IBMP, foram elaborados documentos para cada etapa do processo
que ficam armazenados no software SE (SoftExpert Suite), sistema de gestdo de

documentos utilizados pela empresa.

3.2 TRANSFORMACAO CELULAR BL21 STAR (DE3)

Aliquotas de célula competente BL21 Star (DE3) foram transferidas do
ultrafreezer para banho de gelo até o descongelamento. Em seguida DNA plasmidial
circular foi adicionado e a mistura mantida em gelo por 30 minutos. A mistura de
célula e DNA plasmidial foi exposta a 42 °C por 2 minutos e retornada ao banho de
gelo por 3 minutos. Um mililitro de meio de cultura foi adicionado ao tubo e entéo as
células foram submetidas a incubagéao por 1 hora, a 37 °C, sob agitagdo de 200 rpm.
Por fim, as células foram espalhadas em placa de Petri com meio de cultura LB-agar
suplementado com sulfato de canamicina (50 pg/ml) e incubadas a 37 °C por 16

horas.

3.3 MULTIPLICACAO DO PLASMIDEO

Para multiplicagdo do plasmideo pET28a contendo o gene de interesse, foi
realizada a transformacao celular utilizando a célula competente BL21 Star (DE3)
conforme descrito no item anterior. A extracao plasmidial foi realizada utilizando o kit
comercial Gene Jet conforme o protocolo descrito no manual do produto (THERME
SCIENTIFIC, 2014).

Apods a determinacédo da concentragao foi realizado ajuste de concentragéo

para 100 ng/uL de DNA plasmidial.
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3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE PLASMIDEO

A concentracao de plasmideo foi determinada utilizando o espectrofotdmetro
Thermo Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis (Thermo Scientific®),
através da medida densidade optica no programa de dosagem de DNA raz&o
260/280 nm.

3.5 DIGESTAO COM ENZIMAS DE RESTRICAO

Para digestdo do plasmideo com enzimas de restricdo, foram preparadas
reacoes de 50 pL contendo 20 U de enzima de restricdo 1, 20 U de enzima de
restricdo 2, 5 yL de Tampao CutSmart Buffer™, 1 ng de plasmideo e agua Rnase
Free. Os tubos foram incubados a 37 °C, durante 60 min e em seguida expostos a
65 °C durante 15 min.

Apos o término de inativacdo das enzimas as amostras foram aplicadas em
gel de agarose para observacédo das bandas do plasmideo digerido. As enzimas de
restricdo utilizadas nos testes foram BamHI e Hindlll para o plasmideo IBMP-8.1 e

Ncol, ACCI e EcoRI para o plasmideo que codifica para proteina IBMP-8.4

3.6 ELETROFORESE

3.6.1 Gel de agarose

A analise das fracdbes de DNA plasmidial foram realizadas através de gel
preparado com Agarose 1%, Tampao TAE 50X (Tris-Acetato 2M e EDTA 0,05M) e
brometo de etidio submetido a eletroforese a 250 mA, 80 V durante 90 min e
revelacdo foi realizada através de sistema de fotodocumentagdo com

transiluminador UV digital.
3.6.2 Gel de poliacrilamida
Para avaliacdo de fragdes proteicas foram realizadas eletroforeses em gel

utilizando o Criterion™ XT Bis-Tris Gel (Fabricante Bio-Rad®) com 12% de

poliacrilamida (LAEMMLI, 1970) utilizando o marcador de peso molecular Marck12™
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(Fabricante ThermoFisher®). O corante de escolha foi o Bio-Safe™ Coomassie

Stain (Fabricante Bio-Rad®) e a revelagdo com agua.

3.7 PREPARO DO PRE-INOCULO

Apoés a transformacao celular, foi selecionada uma colénia através dos
fatores maior tamanho, isolamento e formato uniforme. Em um tubo de fundo cénico
com capacidade para 50 ml, foram adicionados 20% (v/v) de meio de cultura e
canamicina 50 ug/ml, e a coldnia de bactérias selecionada. O tubo foi incubado a 37

°C, 200 rpm e o crescimento celular foi acompanhado por DOsoo.

3.8 PREPARO DO INOCULO

O indculo foi preparado em frascos Erlenmeyer de 2 litros de capacidade,
contendo 25% (v/v) de meio de cultivo suplementado com canamicina 50 uyg/ml e
0,1%(v/v) de cultivo do pré-inoculo. O frasco foi mantido sob agitagdo de 200 rpm
por 16 horas a 37°C. Ao final do tempo de incubagao foi realizada medida de

densidade 6ptica a 600 nm para controle de processo.

3.9 PRODUCAO DE BIOMASSA EM BIORREATOR

3.9.1 Avaliagao de volume da batelada

A fim de verificar o rendimento de biomassa x volume de cultivo, foram
realizadas bateladas em trés volumes distintos (5, 10 e 25L), ambos utilizando saco
estéril de uso unico com capacidade para até 25 L.

A multiplicagdo das células de E. coli foi realizada em biorreator Wave 20/50
EHT (Fabricante GE®) que possui uma bandeja suporte do saco estéril de uso Unico.
O crescimento bacteriano ocorreu em meio liquido, suplementado com canamicina
50 pg/ml. A taxa de inoculagdo utilizada foi de 5% (v/v). O equipamento foi
configurado na temperatura 37 °C, angulo de inclinagdo maxima 9°, agitagcéo de 25

rom e aeragao de 0,4 L/min.
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A DOesoo foi acompanhada e ao atingir valores entre 0,8 e 1,0 ocorreu o inicio
da indugao através da adigdo de IPTG 0,5 mM. A inducéo da expressao foi mantida

por 4 horas.

3.9.2 Avaliagdo do meio de cultura

Foram executadas bateladas em biorreator Wave 20/50 EHT (Fabricante
GE®), utilizando dois meios de cultura distintos. As células transformadas foram
multiplicadas em meio LB e meio 2xYT. Em ambos o0s experimentos a configuragao
do biorreator foi mantida em temperatura 37 °C, angulo de inclinagdo maxima 9°,
agitacédo de 25 rpm e aeragao de 0,4 L/min. O tempo de indugéo teve duragao de 4

horas apos a cultura atingir DOsoo maior que 0,8.

3.10 COLETA DA BIOMASSA

Apos o término da indugdo o caldo celular foi retirado do biorreator
submetido a centrifugagdo por 10 minutos a 6000 g e 4 °C e o sobrenadante foi
descartado com a biomassa coletada e fracionada em embalagens resistentes a
baixa temperatura a massa umida foi verificada e armazenada em ultrafreezer (-90 a
-60 °C).

3.11 VERIFICACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Dois mililitros de amostra de caldo foram centrifugados por 10 minutos a
6000 g e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a biomassa ressuspensa em 400 uL
de tamp3o de extragdo de proteinas BugBuster® (Fabricante Merck®). Em seguida a
suspensao foi mantida sob agitacdo de 300 rpm, em temperatura ambiente 20 °C,
durante 20 minutos.

O extrato foi centrifugado a 14000 g, 4 °C durante 30 min e entdo o
sobrenadante foi coletado e mantido a 4 °C para posterior avaliagao através de

eletroforese.
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3.12 LISE CELULAR

A biomassa foi retirada do ultrafreezer (-90 a -60°C) e entdo ressuspensa em
tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 1 mM PMSF, pH 8) na proporcéo 1 g
de biomassa para 5 ml de tamp&o. O coquetel de inibidores de proteases (fabricante
Roche®) foi adicionado e em seguida o rompimento celular mecanico ocorreu
através de 10 passagens pelo microfluidizador (fabricante Microfluidics®) a 50 psi. A
lise celular foi acompanhada através de reducdo de medida de densidade 6ptica a
600 nm.

3.13 CLARIFICACAO DO EXTRATO CELULAR

O extrato celular foi centrifugado a 20000 g, a 4 °C por 30 minutos. Ao
sobrenadante foi adicionado sulfato de estreptomicina para concentragao final de
1%(v/v). O extrato passou por nova centrifugagao a 20000 g, a 4 °C por 30 minutos
seguida de filtracdo a vacuo com filtro 0,45 pym. A amostra foi armazenada em

refrigerador (2 a 8 °C).

3.14 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE IBMP- 8.1

A purificagdo do extrato clarificado ocorreu através de cromatografia liquida
utilizando o equipamento AKTA Avant 150 (Fabricante GE®). Os métodos de
purificacdo, de cada processo, foram configurados utilizando o software Unicorn 7.5
de forma a manter a padronizacdo de insumo e haver a menor intervencdo do
usuario. Apos cada etapa de purificacao foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida para visualizacdo da proteina de interesse e decisdo da selecédo das

fracoes.
3.14.1 Cromatografia de afinidade His Trap
A primeira etapa de purificacdo da proteina recombinante IBMP-8.1 foi

realizada através da técnica de cromatografia de afinidade com a coluna HisTrap HP

(Fabricante Cytiva®) de 10 ml. A proteina possui etiqueta de fusdo com sequéncia
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de poli-histidinas na posicdo C-terminal. Neste caso, a IBMP-8.1 fica retida na
devido afinidade pelo niquel imobilizado na resina.

Para purificagdo da quimera o método configurado através do software
Unicorn 7.5 foi, equilibrio da coluna com 10 CV (volume de coluna) utilizando
tampao de equilibrio (Tris HCI 20 mM, cloreto de sédio 300 mM, imidazol 5 mM e
1mM de PMSF), injecdo de extrato por bomba de amostra até o acionamento do
sensor de ar, lavagem 1 com tampao de equilibrio 5 CV, lavagem 2 gradiente de 0 a
5% de tampao de eluigédo (Tris-HCI 50 mM, cloreto de sddio 260 mM, imidazol 500
mM e 1 mM de PMSF) por 8 CV, gradiente de 5 a 80% de tampao de eluicdo por 15
CV com coleta de fracbes de 5 ml e degrau de 5 CV com 100% de tampao de

eluicao.

3.14.2 Dialise para troca de tampao

ApOs a selecao das fragdes de interesse da primeira etapa de purificagao do
extrato proteico foi necessario realizar a troca do tampao para reduzir a quantidade
de NaCl através de dialise em cassete com poro de 3,5 kDa (Fabricante
ThermoFisher®) submerso em 2 L de tamp&o de equilibrio da Coluna Hitrap SP HP
(Fabricante Cytiva®) para proteina IBMP 8-1 durante 16 horas.

FIGURA 3 - CASSETE DE DIALISE

Fonte: (THERMOFISHER, 2022)
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3.14.3 Cromatografia de troca idnica

A segunda etapa para purificagdo da proteina IBMP 8-1 consistiu em uma
cromatografia por troca catidnica utilizando a coluna Hitrap SP HP (Fabricante
Cytiva®). O método configurado no software Unicorn 7.5 foi de 5 CV de tampéo de
equilibrio (Tris HCI 20 mM, fosfato de sdédio 50 mM, cloreto de sédio 5 mM e 1 mM
de PMSF), injecdo de amostra por bomba automatica até acionamento do sensor de
ar, lavagem de 5CV com tampao de equilibrio, degrau de 3% de tampéao de eluigéo
(Tris HCI 20 mM, fosfato de sédio 50 mM, cloreto de s6dio 1 M e 1 mM de PMSF)
por 6 CV, gradiente de 3 a 50% de tampao de eluicao por 6 CV com fragdes de 3 ml
e um degrau de 100% de tampdo de eluicdo por 6 CV. Apds a observagdo do
cromatograma foi realizada uma eletroforese SDS-PAGE.

A partir da avaliagdo conjunta do SDS-PAGE e do cromatograma foi
realizada a selecao das fragdes de interesse. Todas as fragdes selecionadas foram

unidas em um tubo, homogeneizadas e entdo o insumo foi quantificado.

3.14.4 Quantificagcéo proteina IBMP 8-1

A proteina IBMP 8-1 ndo possui os aminoacidos triptofano, tirosina e cisteina
em sua composicao por esse motivo ndo absorve em comprimento de onda 280 nm
(PACE et al., 1995). Senso assim concentracdo da proteina foi determinada
utilizando o espectrofotbmetro Thermo Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume
UV-Vis (Fabricante Thermo Scientific®), através da medida das ligagdes peptidicas

em densidade 6ptica de comprimento de onda de 205 nm.

3.14.5 Dialise da condi¢ao estoque

Apos a quantificagcdo do insumo foi realizado o ajuste de concentragao
através da diluicdo com o tampao de estoque (Tris HCI 50 mM, cloreto de sodio 25
mM e 1 mM de PMSF) com alvo em 2,0 mg/ml.

Em situagcdes em que a concentracao da proteina IBMP-8.1 esteve menor
que 2 mg/ml foi realizada uma etapa de dialise de concentragdo. A dialise ocorreu
sob refrigeragdo e branda agitagao utilizando o tampao de estoque acrescido de

PEG 20000 (peso molecular), na proporgéao de 20 vezes o volume da amostra.
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3.15 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE IBMP-8.4

3.15.1 Cromatografia de afinidade His Trap

A primeira etapa de purificacdo da IBMP 8-4 foi a cromatografia de afinidade
utilizando o cromatografo liquido AKTA Avant 150 (Fabricante GE®) e a coluna
HisTrap HP (Fabricante Cytiva). O equipamento foi configurado para atuar em
equilibrio da coluna com 5 CV utilizando tamp&o de equilibrio (Tris HCI 50 mM,
cloreto de sédio 260 mM, imidazol 3 mM e 1TmM de PMSF). Seguido de injecdo do
extrato proteico por bomba de amostra até o acionamento do sensor de ar. Posterior
lavagem com tampao de equilibrio 2 CV, gradiente de 0 a 1,5% de tampao de
eluigdo (Tris HCI 20 mM, cloreto de sédio 300 mM, imidazol 500 mM e 1mM de
PMSF) por 8 CV, gradiente de 1,5 a 40% de tampao de eluigéo por 8 CV com coleta

de fragdes de 3 ml e degrau de 5 CV com 100% de tampéo de eluigéo.

3.15.2 Dialise para troca de tampéo

Para proteina IBMP 8-4, foi realizada dialise antes do inicio da préxima
cromatografia. A troca de tampao ocorreu utilizando cassete de membrana de 10
kDa de porosidade e o tampao de equilibrio heparina. Os cassetes contendo as
fragbes selecionadas apos analise do cromatograma e gel de poliacrilamida ficaram
submersos em 2 L de tampao de equilibrio durante 16 horas sob refrigeracdo 2 a 8
°C.

3.15.3 Cromatografia de afinidade HiTrap Heparina HP

Apods a dialise, o processo de purificagado da proteina IBMP 8-4 segue com
uma cromatografia por afinidade a Heparina. O método programado no equipamento
foi passagem durante 5 CV de tampé&o de equilibrio (Tris HCI 50 mM, cloreto de
sédio 20 mM e 1 mM de PMSF), aplicagado da amostra até acionar o sensor de ar do
equipamento. Seguido de lavagem com tampao de equilibrio por 10 CV, gradiente 0
a 20 % de tampéo de eluicéo (Tris HCI 50 mM, cloreto de s6dio 1 M e 1 mM de
PMSF) por 7 CV coletando fragbes de 3 ml e finalizado com degrau de 100% de
tampéao de elui¢ao por 5 CV.
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Ao fim da corrida cromatografica foi realizado um SDS-Page que em
conjunto com os resultados do cromatograma viabilizou a selegcdo das fragdes que

foram reunidas e posteriormente quantificadas para compor o insumo.

3.15.4 Quantificagao proteina IBMP 8-4

A concentracdo da proteina IBMP 8-4 foi determinada utilizando o
espectrofotbmetro Thermo Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis
(Thermo Scientific®) através da medida densidade 6ptica de comprimento de onda
de 280 nm.

3.15.5 Dialise da condi¢ao estoque

Apos a quantificacdo do insumo, é realizado o ajuste de concentragao
através da diluigdo com o tampao de estoque (Tris HCI 50 mM, cloreto de sodio 100
mM e 1 mM de PMSF) com alvo em 2 mg/ml.

Em situagdes em que a concentracdo da proteina IBMP-8.4 foi menor que 2
mg/ml se realizou uma dialise de concentragédo. A dialise ocorreu sob refrigeragao
em tampao de estoque acrescido de PEG 20000 (peso molecular), na proporgao de

20 vezes superior ao volume da amostra.

3.16 DILUICAO E ENVASE DO PRODUTO

Apods a quantificagao, poés-dialise, o insumo com concentragao ajustada para
2 mg/ml em tampao de armazenamento passou por filtracdo utilizando membrana de
poro 0,22 um.

Por fim, a proteina recombinante foi envasada no volume de 1ml em cada
microtubo devidamente rotulado com nome do insumo, lote, data de validade, data
de fabricagao, volume, concentracao e temperatura de armazenamento em freezer (-
30 a -15 °C). A amostragem foi enviada ao setor de Controle de Qualidade para

analise, liberacao e realizacao do estudo de estabilidade do produto.
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3.17 WESTERN BLOT

3.17.1 Eletroforese

Para separacdo das moléculas foram preparados géis de empilhamento e
separacao de poliacrilamida contendo SDS. A concentracao da poliacrilamida foi de
5% e 15% respectivamente. As proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4, na quantidade de 4
Mg, foram aquecidas até desnaturagdo junto com o tampdo de amostra. A

eletroforese foi realizada a 120 V.

3.17.2 Transferéncia para membrana de nitrocelulose

A transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose foi realizada
através um sistema de transferéncia semisseco (Fabricante Bio-rad®) a 20V durante
1 hora. O “sanduiche” composto em ordem de cima para baixo por papel filtro, gel de
poliacrilamida, membrana de nitrocelulose e papel filtro, foi embebido em tampéo de
transferéncia de (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979) e submetido a 20V por 1
hora.

Apods lavagem com agua, a membrana de nitrocelulose foi incubada na
solugdo de bloqueio (PBS-Tween a 0,05%, leite desnatado a 5%) durante 1 hora,
sob agitacdo. Neste ensaio foram utilizadas amostras do painel AEQ_INCQS com o
soro diluido positivo para Chagas na propor¢ao de 1:100. Apds a incubagao por 1
hora em temperatura ambiente foram realizadas 3 lavagens com PBS-Tween a
0,05% por 5 minutos. A membrana foi incubada por 1 hora com a anti-globulina
humana (anti-lgG) conjugada a peroxidase diluida 1:10000 em PBS-Tween a 0,05%
e leite desnatado a 5%. Apds trés etapas de lavagens foi realizada a incubagéo com
Pierce™ ECL (Fabricante Thermo Scientific™) e a leitura para detecgdo das bandas

foi realizada por quimioluminescéncia.

3.18 ENCERRAMENTO DO LOTE PRODUTIVO

Apos o término do lote de produgdo de cada proteina foi realizado o

processo de limpeza da area produtiva e equipamentos, conforme protocolos
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internos da empresa baseados em BPF. Todo material utilizado passou por
descontaminacgao térmica apds 0s processos.

Foi necessario também compor o dossié/histérico de produgao que contém
todos os registros de processo e resultados (Ex: manuais, registro de limpeza de
cada sala, dados de temperatura, pressdo e umidade, cromatogramas). A
documentacédo foi entregue ao setor da Garantia da Qualidade do IBMP para
avaliacao e verificagdo do processo visto que é necessario atender as exigéncias

das normas para liberacao posterior de envio de insumos intermediarios ao cliente.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ELABORAGAO DE DOCUMENTACAO

A partir do protocolo recebido do setor de Desenvolvimento Tecnoldgico, do
IBMP, foram elaboradas as documentacées do setor de producdo. Por motivo de
confidencialidade industrial os manuais, instrucbes de equipamentos, formularios,
que descrevem detalhadamente os processos néo seréao divulgados neste trabalho.
Todos os documentos foram elaborados de forma a atender o capitulo 3 da RDC
n°665 de 2022 (anexo |), garantindo assim que todos os colaboradores designados,
realizem os processos produtivos de forma padronizada.

A eficiéncia da descricdo nos documentos foi corroborada pelo sistema de
garantida pois nao houve abertura de NC relacionada aos manuais dos lotes de
producao das proteinas IBMP 8-1 e 8-4. Segundo ANVISA, uma nao conformidade
corresponde ao nao cumprimento de um requisito especificado relativo as BPF
(ANVISA, 2019).

Ao executar processos sem desvios e registros de ndo conformidade
garante-se o cumprimento das normas técnicas que se destinam ao produto para
garantir a execugdo dos procedimentos de forma correta e o conceito de
conformidade descrito por Antunes (ANTUNES, 2002). Além de comprovar a
eficiéncia do treinamento realizado, uma vez que, segundo Calarge, os treinamentos
dos funcionarios, devem atender variados objetivos, como redugdo de erros,
envolvimento no trabalho, aumento de motivacao, criagdo de capacidade de
resolucao e prevengao de problemas e melhor comunicagdo (CALARGE; SATOLO;
SATOLO, 2007).

Os manuais de produgcao elaborados descrevem todas as atividades
realizadas, além de conter campos para preenchimento durante o processo. Esses
campos sao preenchidos com as informagdes necessarias para manter a
rastreabilidade de todo o ciclo de producéo das proteinas IBMP 8-1 e 8-4 como lote
de producdo de cada solugdo, lote da matéria prima, validade dos componentes,
pessoa responsavel por executar o processo produtivo, data, hora, registro de
limpeza. A coleta de dados e armazenamento dos documentos € importante nao
somente para acompanhamento e controle estatistico do processo, como também é

exigido pela RDC n°665/2022 (Anexo I) no item 3.2 que descreve que o fabricante
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deve manter registros histoéricos de produtos, estabelecer e manter procedimentos
para assegurar que os registros historicos dos produtos sejam mantidos para cada
lote ou série para demonstrar que os produtos foram fabricados de acordo com o
registro mestre do produto e de acordo com os requisitos da RDC.

Os documentos elaborados, preenchidos e entregues a Garantia da
Qualidade atendem ao capitulo Il da RDC 665/2022 que trata sobre o registro
mestre e historico do produto e seus itens exigidos.

A fabricagdo das proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 seguiram os protocolos
internos da empresa e a RDC 665/2022 que trata de rastreabilidade foi atendido.
Para lotes piloto os registros foram realizados em cadernos de protocolo e para lotes
com comercializagdo ao cliente os registros foram realizados através de manuais e

instrucdes de trabalho.

4.2 MULTIPLICACAO DO PLASMIDEO

A imagem FIGURA 4, apresenta a digestdo enzimatica realizada para o
plasmideo da IBMP-8.1 e permite a visualizagao evidente do fragmento de 5369pb e
a banda 303pb em forma de sombra. Como ja esperado o controle negativo aplicado

sem plasmideo n&o houve digestdo enzimatica.

FIGURA 4 - DIGESTAO ENZIMATICA DO PLASMIDEO
pb M1 CN P8-1 M2 pb

4361

400

Fonte: O autor
Legenda: M1: Marcador A/Hindlll, CN: Controle negativo, teste com tratamento enzimatico, porém
sem adi¢cdo de plasmideo, P8-1: Plasmideo IBMP-8.1 digerido com as enzimas BamHI e Hindlll,

visualizagéo dos fragmentos de 5369 pb e 303pb, M2: Marcador Low DNA Mass.
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Os lotes de plasmideo produzidos em ambiente de producao resultaram em
um alto rendimento. Os plasmideos sdo mantidos em freezer (-30 a -15°C) uma vez
que, a quantidade produzida foi suficiente, para realizar mais de 100 lotes de
producdo de cada proteina. Segundo Nguyen, a estabilidade do plasmideo é
mantida por pelo menos trés anos, quando armazenado a -20 °C (NGUYEN et al.,
2018).

O processo de producao do plasmideo em area limpa, tém duracao de trés
dias, entdo ao prolongar o intervalo entre as produgdes de plasmideos, o custo de
produgao € reduzido e aumenta-se o tempo de disponibilidade da planta produtiva,

permitindo a entrada de novos produtos em area de produgao.

4.3 AVALIACAO DO AUMENTO DE VOLUME

A etapa de avaliagcdo do aumento de volume do cultivo celular foi realizada
utilizando meio de cultura LB. Para cada proteina foram produzidos lotes de
biomassa através a partir de cultivos celular de 5, 10 e 25L no biorreator Wave 20/50
EHT (Fabricante GE®), os resultados foram compilados na tabela 2. Em todos os
lotes houve a confirmacdo da expressao da proteina de interesse conforme é
possivel verificar nas figuras 5, 6 e 7. As bandas correspondentes ao tamanho de
cada proteina 17 kDa para IBMP-8.1 e 42 kDa para IBMP-8.4 esta presente no lote
correspondente. As imagens dos géis de eletroforese, figuras 5 a 7, apresentam a

separacao proteica do extrato celular de cada biomassa produzida.
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FIGURA 5 — AVALIACAO DAS PROTEINAS IBMP-8.1 e IBMP-8.4 EXPRESSAS EM 5 L DE
CULTIVO CELULAR EM BIORREATOR WAVE

Cultivo5 L

Oa M 81 a M 84
50 50
20
20
Fonte: O autor

Legenda: M1: Marcador molecular, 8.1: extrato celular IBMP-8.1 e 8.4: extrato celular IBMP-8.4.

FIGURA 6 - AVALIACAO DAS PROTEINAS IBMP-8.1 E IBMP-8.4 EXPRESSAS EM 10 L DE
CULTIVO CELULAR EM BIORREATOR WAVE

Cultivo 10 L

KDa kDa M 84
50 50
-
20 20
§
Fonte: O autor

Legenda: M1: Marcador molecular, 8.1: extrato celular IBMP-8.1 e 8.4: extrato celular IBMP-8.4.
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FIGURA 7 - AVALIACAO DAS PROTEINAS IBMP-8.1 E IBMP-8.4 EXPRESSAS EM 25 L DE
CULTIVO CELULAR EM BIORREATOR WAVE

Cultivo 25 L

kDa kDa

50
50

20 20

Fonte: O autor
Legenda: M1: Marcador molecular, 8.1: extrato celular IBMP-8.1 e 8.4: extrato celular IBMP-8.4.

Os resultados sdo condizentes com outros trabalhos ja publicados que
indicam que a cepa BL21 (DE3) é largamente utilizada para producéo de proteinas
recombinantes independente do volume de cultivo (BELLAO, 2006;
CARMIGNOTTO; AZZONI, 2019; DEMAIN; VAISHNAV, 2009; INVITROGEN, 2010;
RATELADE et al., 2009).

Os processos de producdo de biomassa e purificacdo das quimeras nao
ocorreram de forma simultdnea devido a disponibilidade da planta produtiva,
atendimento as normas BPF e quantidade de equipamentos. A quantidade de
biomassa umida coletada apos cada processo de cultivo celular esta apresentada na

TABELA 2 juntamente com o rendimento de biomassa por litro de cultivo.
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TABELA 2 - RENDIMENTO DE BIOMASSA UMIDA EM DIFERENTES VOLUMES DE CULTIVO
CELULAR

Biomassa IBMP-8.1 Biomassa IBMP-8.4
Volume de
_ _ Rendimento . Rendimento

cultivo Massa umida (g) Massa umida (g)

g/L g/L
5 litros 15,8 3,16 18,74 3,75
10 litros 25,7 2,57 27,2 2,72
25 litros 61,0 2,44 57,9 2,32

Fonte: O autor

O biorreator de onda “Wave” é formado por uma base mével que suporta
uma bandeja e uma bolsa estéril descartavel em forma de travesseiro. A plataforma
proporciona um movimento oscilatério que gera ondas na interface gas—liquido no
interior da bolsa, dessa forma as células permanecem uniformemente suspensas em
todo o liquido (CHICO; RODRIGUEZ; FIGUEIREDO, 2008; ZHONG, 2010). O
biorreator de onda possui como vantagens o uso de bolsas descartaveis, que reduz
as chances de contaminagao, implementagdo mais rapida de processos produtivos,
evitam processos de validagao de limpeza entre lotes do equipamento, baixa tensao
de cisalhamento, alta homogeneidade (CHICO; RODRIGUEZ; FIGUEIREDO, 2008;
JUNNE et al., 2013). O sistema proporciona uma mistura eficiente e homogénea
através de agitagdo suave e nao gera forgas de cisalhamento elevadas resulta em
um ambiente de cultura homogéneo sem zona mortas (PANCKOW et al., 2019).

Todos os cultivos foram realizados no formato batelada. Segundo Chico e
colaboradores, € necessario respeitar algumas caracteristicas nessa decisdo como
linhagem celular, capacidade produtiva, demanda do cliente, conhecimento do
grupo desenvolvedor do processo, eficiéncia e rendimento do processo de
purificacdo e aspecto regulatérios (CHICO; RODRIGUEZ; FIGUEIREDO, 2008).
Dessa forma foram considerados, tempo de crescimento da E. coli, maquinario ja em
uUSO na empresa, experiéncia da equipe técnica em processos utilizando o biorreator
de ondas, contrato de demanda assinado, tamanho das colunas para cromatografia
disponivel e capacidade do biorreator da planta de produgao para determinagao dos
volumes de cultivo.

Todas as condigbes testadas de biomassa, de cada quimera, seguiram para

etapa de purificagdo. Pois através da purificacdo da proteina é possivel quantificar o
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rendimento de mg de proteina purificada por litro de cultivo. Devido a quantidade de
dados gerados optou-se por apresentar um exemplo de purificagcdo e eletroforese
para cada proteina.

A FIGURA 8 trata da purificagao da proteina IBMP-8.1 expressa em cultivo
de 5L, com a coluna cromatografica Histrap HP. Como ja mencionado anteriormente,
a proteina IBMP-8.1 ndo gera sinal em UV 280 nm. Por esse motivo durante a
purificacdo dessa proteina foi acionado o comprimento de onda UV 230 nm que
serviu de referéncia para avaliagao da presenca de proteina IBMP-8.1.

O sinal de UV 230, linha vermelha da FIGURA 8, é elevado durante o
carregamento amostra e decai em seguida. Durante a etapa de lavagem 2 ocorre a
formacédo de um pico, porém como é possivel observar no poco 3 da FIGURA 9, o
sinal n&o corresponde a proteina IBMP-8.1 pois n&o ha presenga de banda préximo
a 20 kDa. A eluigao da proteina ocorre em presencga do imidazol, por volta de 100
mM e se estende até aproximadamente 300 mM de imidazol. A maior concentragao
da proteina IBMP-8.1 encontra-se nas fragcdes de 25 a 37, sendo as fragdes de 29 a
33 com menor quantidade de impurezas. As fracdes de 23 a 41 foram selecionadas

€ unidas para realizagao da dialise.
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FIGURA 8 —- CROMATOGRAMA DA PURIFICAGAO DE AFINIDADE COM COLUNA HISTRAP HP
5ML PROTEINA IBMP-8.1
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Fonte: O autor
Legenda: Linha vermelha: Absorbancia a 230 nm, linha azul: absorbancia 280 nm, linha

verde: gradiente de tamp&o de elui¢ado, linha marrom: condutividade.
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FIGURA 9 - ELETROFORESE PURIFICAGCAO PROTEINA IBMP-8.1, COLUNA HISTRAP HP

Cultivo 5L — Purificacéo coluna HisTrap HP

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fonte: O autor.
Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Extrato, 2. Fragao 9, 3. Lavagem 2, 4. Fragao 19, 5. Fragao 21, 6.
Fracao 23, 7. Fracao 25, 8. Fracao 27, 9. Fracao 29, 10. Fracédo 31, 11. Fracéo 33, 12. Fragao 35, 13.
Fragao 37, 14. Fragao 39, 15. Fragao 41, 16. Fragao 43, 17. Fragao 45.

A baixa concentragcdo de imidazol presente no tampao de equilibrio, 5 mM,
€ aplicada seguindo orientacdo do fabricante da resina, dessa forma ocorre a
reducéo de ligagdo nao especifica das proteinas da célula hospedeira (CYTIVA,
2021a). Conforme verificado na etapa de desenvolvimento em escala de bancada, a
proteina IBMP-8.1 demostrou alta afinidade pelo niquel, sendo eluida em maior
concentracdo de imidazol. Em concentragdo maiores, 500 mM no tampao de
eluigdo, o imidazol garante uma completa eluigdo da proteina marcada com histidina
(CYTIVA, 2021a). A resina nao foi alterada pois trabalhos anteriores descreveram
maior pureza na purificagdo de antigeno recombinante por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel em relacdo a protocolos com o uso de cobalto
(ARAUJO, 2008; CROWE et al., 1994; GOMES, 2010). A resina de niquel possui
outra vantagem que é a maior capacidade de suportar condigdes redutoras
(GOMES, 2010; LI, 2010). Ja a presencga da cauda de histidina continua sendo uma
alternativa rapida, econdmica e eficiente para purificagcdo (CROWE et al., 1994; LIN
et al,, 2015).
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A cromatografia de troca idnica foi realizada como passo de polimento na
purificacdo da quimera IBMP-8.1. Analisando a Figura 10 é possivel observar que,
conforme esperado, houve a eluigdo da proteina durante a etapa de gradiente do
tampao de eluicdo. Na Figura 11 observa-se que as fragdes de 13 a 23 contém a
proteina purificada. Sendo que as fracbes 15 a 24 possuem a maior concentragcao
de IBMP-8.1. As fragdes de 15 a 22 foram unidas e quantificadas para avaliagao do
rendimento e ajuste de concentragéo.

A versatilidade da troca i6nica aliada a alta resolucéo e elevada capacidade
de ligacao, tornam a resina SP HP uma escolha natural para as etapas finais de um
esquema de purificagdo (CYTIVA, 2021a). Segundo Kilikian, quando comparada a
outros métodos a cromatografia de troca ibnica apresenta as seguintes vantagens:
simples aumento de escala, alta resolugao, alta capacidade de ligagao e aplicagéo
versatil (JUNIOR; KILIKIAN, 2005).
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Figura 10 - CROMATOGRAMA DA PURIFICACAO DE TROCA IONICA COM COLUNA HITRAP SP

HP PROTEINA IBMP-8.1
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Fonte: O autor.

Legenda: Linha vermelha: absorbancia a 230 nm, Linha azul: absorbancia 280 nm, Linha

verde: gradiente de tamp&o de eluicao.



62

Figura 11 - ELETROFORESE PURIFICACAO PROTEINA IBMP-8.1, COLUNA HITRAP SP HP

Cultivo 5L — Purificac&o coluna HiTrap SP HP

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fonte: O autor Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Extrato, 2. Fracdo 8, 3. Fragédo 13, 4. Fracdo 14, 5.
Fracédo 15, 6. Fragao 16, 7. Fracao 17, 8. Fracao 18, 9. Fragédo 19, 10. Fracao 20, 11. Fracdo 21, 12.
Fracéo 22, 13. Fragao 23, 14. Fragao 24, 15. Fragao 27, 16. Vazio.

As duas etapas de purificagcdo foram executadas para todos os lotes de
biomassa da quimera IBMP-8.4. Avaliando a Figura 12 é observado a variagdo do
sinal a 280 nm que indica que ocorreu a eluigdo da quimera durante o gradiente do
tampao de eluicdo. Conforme Figura 13 as fragbes de possuem proteina IBMP-8.4,
porém as fracbes de 16 a 17 contém a maior quantidade de proteina. Analisando o
cromatograma e o resultado da eletroforese foi selecionado as fragées de 26 a 39
para seguir para segunda etapa de purificagcdo. Conforme o fabricante da resina é
imprescindivel o uso de imidazol de boa qualidade para que nao ocorra interferéncia
no sinal a 280 nm (CYTIVA, 2021a).
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Figura 12 - CROMATOGRAMA DA PURIFICAGAO DE AFINIDADE COM COLUNA HISTRAP HP
5ML PROTEINA IBMP-8.4
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Legenda: Linha azul: absorbancia 280 nm, linha verde: concentracdo de tampao de eluigcdo, linha

laranja: fluxo de passagem pela coluna, linha marrom: condutividade.
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Figura 13 - ELETROFORESE PURIFICAGAO PROTEINA IBMP-8.4, COLUNA HISTRAP HP

Cultivo 5L — Purificacdo coluna HisTrap HP

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fonte: O autor Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Extrato, 2. Fragéo 3, 3. Fracéo 6, 4. Fragéo 10, 5.
Fracado 15, 6. Fragcao 16, 7. Fragao 23, 8. Fracao 25, 9. Fracéo 27, 10. Fragao 29, 11. Fracao 31, 12.
Fragéo 33, 13. Fragao 35, 14. Fragao 37, 15. Fragao 39, 16. Fragao 41, 17. Fragao 43.

A Figura 14 demostra a sinal a 280 nm durante a segunda etapa de
purificagdo da proteina IBMP-8.4. Ao analisar a imagem verifica-se a eluicdo da
proteina de forma maijoritaria durante o gradiente de tampao de elui¢do. Porém ao
observar as Figura 15 e Figura 16 identifica-se que houve presenca de proteina
IBMP-8.4 na fragdo nao ligada do carregamento da amostra e lavagem. Segundo
Bresolin e colaboradores, as condi¢gdes operacionais como pH, forgca ibnica, tipo ou
composicdo da solugdo tamponante também possuem grande influéncia no
processo de purificagdo por afinidade (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). Os
tampdes preparados estdo de acordo com as concentragdes sugeridas pelo
fabricante da resina e a condutividade do processo apresenta valores baixos durante
o carregamento da amostra (CYTIVA, 2021a). A presenca da proteina IBMP-8.4 nas
fragdes de nao ligado durante o carregamento de amostra indica que a capacidade
de ligacao da coluna foi excedida.

As fragdes de Lavagem 23 a Fracdo 19 que corresponde ao pico de eluicao

foram selecionadas para realizagado da dialise de concentragdo e quantificagéo.
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Figura 14 - CROMATOGRAMA DA PURIFICACAO DE AFINIDADE COM COLUNA HITRAP
HEPARINA HP 5 ML PROTEINA IBMP-8.4
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Fonte: O autor.
Legenda: Linha azul: absorbancia 280 nm, linha verde: concentracdo de tampao de eluigdo, linha

marrom: condutividade.
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Figura 15 - ELETROFORESE PURIFICAGAO PROTEINA IBMP-8.4, COLUNA HITRAP HEPARINA
HP — GEL 1

Cultivo 5L — Purificac&o coluna HiTrap Heparina HP

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fonte: O autor
Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Fragao 10, 2. Fragado 15, 3. Fragao 20, 4. Lavagem 23, 5. Fracéo

7, 6. Fragdo 8, 7. Fragao 9, 8. Fracao 10, 9. Fracao 11, 10. Fragao 12, 11. Fracao 13, 12. Fracao 14,
13. Fragao 15, 14. Fragao 16, 15. Fracdo 17, 16. Fracao 18, 17. Fragao 19.

Figura 16 - ELETROFORESE PURIFICACAO PROTEINA IBMP-8.4, COLUNA HITRAP HEPARINA
HP — GEL 2

Cultive 5L — Purificacdo coluna HiTrap Heparina HP
M 1 2 3 4 5 6 7 & 9

Fonte: O autor
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Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Fracao 20, 2. Fragéo 21, 3. Fragéo 22, 4. Fragao 23, 5. Fragao 24,

6. Fracao 25, 7. Fragcao 26, 8. vazio, 9. vazio.

O grafico 1 apresenta o rendimento de miligrama de proteina por litro de
cultivo de cada processo apdés término das etapas purificagdo para cada quimera em

nos volumes de 5, 10 e 25L.

Grafico 1 -RENDIMENTO DE PROTEINA PURIFICADA DE ACORDO VOLUME DE CULTIVO NO
BIORREATOR WAVE
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Fonte: O autor

Ao analisar a TABELA 2 nota-se que aumento de volume da batelada
resultou em menor rendimento de massa umida por litro de cultivo. Porém ao
observar também o grafico 1, identifica-se que os valores ndo estdo diretamente
ligados, uma vez que o cultivo de 5L resultou em maior rendimento de biomassa
umida, porém menor rendimento de proteina purificada quando comprado aos
resultados de 10 e 25 litros.

Os cultivos celulares para crescimento da biomassa contendo material
genético que codifica para as proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 foram realizados em
biorreator de ondas utilizando saco descartavel de volume util fixo de 25 L. Dessa
forma, os ensaios de 5 L e 10 L utilizaram, respectivamente, as capacidades de 20%
e 40% do volume util do biorreator.

As trés condigdes de cultivo proporcionaram a expressao das proteinas de

interesse. ApOs a etapa de purificagdo de cada biomassa, conforme o grafico 1, o
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rendimento de proteina foi maior no cenario de 10 L de cultivo. Os resultados obtidos
demostram que, ao modificar o volume de cultivo de 5 L para 10 L houve um
incremento no rendimento de proteina. Os valores correspondem um aumento de
130% e 53% das proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 respectivamente. J&4 a mudancga de
volume de 10 L para 25 L n&o atendeu as expectativas de novo aumento no
rendimento. O crescimento pode ter sido afetado pela manutencdo do valor de
agitacado, Oosterhuis e colaboradores observaram que para melhoria do kLa em
cultivos superiores a 10L foi necessario alta taxa de agitagdo (OOSTERHUIS et al.,
2011).

Independentemente do volume de cultivo, o tempo do processo da biomassa
e colaboradores necessarios para producdo dos lotes sido similares. Por esse
motivo, ndo é financeiramente atraente que o lote de 25 L gere um rendimento de
proteina proximo aos valores encontrados em cultivo de 5 L. Alguns fatores
ambientais influenciam no crescimento bacteriolégico e podem ter afetado o
rendimento, a formulagdo do meio de cultura, a quantidade de oxigénio dissolvido, a
temperatura, o pH e a taxa de diluicdo (MOO-YOUNG et al., 1996). Dessa forma as
taxas de oxigenacdo e cisalhamento foram distintas entre os cenarios. Segundo
Westbrook, tensdes oxidativas e de cisalhamento podem ser significativamente
melhoradas sob condi¢gbes otimizadas de fornecimento de oxigénio e agitagao
(WESTBROOK et al.,, 2014; ZHAN et al., 2019). O modelo do equipamento
disponivel na planta de produc¢do do IBMP, ndo permite a alimentagédo do biorreator
com oxigénio, dessa forma o “headspace” de cada volume avaliado pode apresentar
influéncia no rendimento final devido influéncia da aeracédo. No biorreator de ondas,
a onda se propaga a partir do canto do saco instalado, formando uma ondulagéao ao
longo do comprimento do saco até que a altura critica seja alcangada e gere a
quebra da onda. Com o aumento de volume de cultivo no biorreator, ocorre a
geragdo de ondas mais longas que atingem avangam pelo biorreator antes de
desacelerar e quebrar. Dessa forma ha uma reducdo de transferéncia de ar
turbulento, uma vez que a onda quebra mais perto do final do saco (BAI;, MOO-
YOUNG; ANDERSON, 2019; WESTBROOK et al., 2014).

O meio de cultura LB é comumente usado para o cultivo de E. coli devido o
simples preparo, possuir alto teor de nutrientes e osmolaridade ideal para
crescimento celular no inicio da fase logaritmica. Porém nao € a melhor opgao para

alcancar alta densidade de células, pois apesar de ser um caldo rico, o crescimento
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cessa em densidade celular relativamente baixa. O fato ocorre porque o LB contém
quantidades escassas de carboidratos (e outras fontes de carbono utilizaveis), o que
forca as células a utilizarem aminoacidos como fonte de carbono.
Consequentemente eleva a produgdo de aménio, que aumenta o pH da cultura
(CARMIGNOTTO; AZZONI, 2019; ROSANO; CECCARELLI, 2014a; SEZONOQV;
JOSELEAU-PETIT; D’ARI, 2007; STUDIER, 2005).

Para o lote de 25L foi implementado a etapa de pré-inbculo com o objetivo
de proporcionar melhor reprodugéo da E. coli. Segundo (LEE et al., 2007), este é o
periodo onde as condigdes de cultivo sdao mais favoraveis, as células sao mais
jovens, 0 meio possui uma maior quantidade de nutrientes, pois neste momento o
mais importante para a célula é garantir sua replicagéo. Ao realizar o crescimento do
pré-indculo, a quantidade de células é expandida até atingir a biomassa necessaria
que sera utilizada de inéculo para a etapa de crescimento seguinte (ALMEIDA,
2013).

Conforme Chico e colaboradores, o aumento de volume da batelada
operacionalmente, facilita o controle e monitoramento do processo produtivo,
podendo propiciar um lote homogéneo do produto de interesse com um unico
bioprocesso (CHICO; RODRIGUEZ; FIGUEIREDO, 2008). Além disso a produgéo de
um lote maior apresenta vantagens ja que, os custos com operagdo e manutengao
de uma linha com varios equipamentos de pequeno porte podem ser maiores do que
com um Unico de grande volume (CHICO; RODRIGUEZ; FIGUEIREDO, 2008).

Em ambiente de producdo € esperado que durante o processo ocorra o
sincronismo entre uma alta concentracao celular e um baixo custo produtivo. Devido
os resultados obtidos ndo atenderem a expectativa de aumento expressivo de
proteina em maior volume de cultivo, o uso do meio de cultura LB foi encerrado e um
novo meio de cultura foi avaliado. Devido o tempo de processo de producido de
biomassa ser mantido independente do volume de cultivo no biorreator e o
aumento de volume da batelada gerar um lote homogéneo do produto de interesse
com um unico bioprocesso foi determinado o avanco dos estudos de melhoria de
somente para cultivo celular de 25 L (CHICO; RODRIGUEZ; FIGUEIREDO, 2008).
Dessa forma mantém-se o objetivo do trabalho na busca de maior rendimento de

proteina e menor custo de produgao.
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4.4 AVALIACAO DO MEIO DE CULTURA

Conforme descrito no item anterior, devido ao baixo rendimento de proteina
a partir de cultivos de 25L em meio LB, foi necessario realizar a substituicdo do meio
de cultura. Como otimizagao de producédo o meio de cultura 2xYT foi utilizado desde
o pré-indculo até a multiplicacdo celular em biorreator. No entanto além do volume
de 25 L, manteve-se também o uso de meio definido pois é necessario que sejam
mantidos o controle, reprodutibilidade do processo e a simplificagdo do
processamento na purificagao.

O objetivo da expansao do inéculo € aumentar o numero de células de forma
a se alcancgar a biomassa necessaria que servira de indculo para o sistema seguinte.
E recomendavel a utilizagdo de uma concentracdo celular minima de indculo para
diminuir o periodo de fase lag e também uma concentragao celular maxima, para
evitar a perda do cultivo devido a falta de nutrientes ou acumulo de metabdlitos
téxicos (ALMEIDA, 2013).

O meio de cultivo 2x YT também é indicado para cepas recombinantes de E.
coli pois apresenta excelente crescimento bacteriano. O desenvolvimento celular é
proporcionado pela presenca de peptona e extrato de levedura que fornecem
aminoacidos, precursores de nucleotideos, vitaminas e outros metabdlitos que a
célula teria que sintetizar. O cloreto de sodio é incluido para tornar o ambiente
osmoético adequado (MADURAWE et al., 2000; ROSANO; CECCARELLI, 2014b).

No grafico abaixo é possivel observar que a substituicdo do meio de cultura
nao alterou o comportamento ou gerou valores maiores na leitura de DOseoo,
parametro utilizado como acompanhamento de processo. Porém o rendimento de
biomassa ao final dos processos teve um acréscimo de massa umida 9,0% no
cultivo de expressao da proteina IBMP-8.1 e 7,8% da proteina IBMP-8.4, conforme

observado na tabela 2.



71

Gréafico 2 - RENDIMENTO DE PROTEINA PURIFICADA DE ACORDO VOLUME DE CULTIVO NO
BIORREATOR WAVE

=——Meio 2XTY - BMP-8.1 Meio LB - IBMP-8.1
== Meio 2XTY - [BMP-8.4 ==3=Meio LB - IBMP-8.4

00:00:00 01:12:00 02:24:00 03:36:00 04:48:00 06:00:00
TEMPO (HORAS)

Fonte: O autor.

Tabela 3 - RENDIMENTO DE MASSA UMIDA DE E. COLI DE CULTIVO CELULAR REALIZADO EM
BIORREATOR WAVE COM VOLUME DE 25L

Rendimento massa umida (g/L)
Proteina alvo
Meio LB Meio 2xYT
IBMP-8.1 2,44 2,66
IBMP-8.4 2,32 2,50

Fonte: O autor.

Devido a quantidade de biomassa gerada, para os lotes de 25 L, a massa
umida de cada producéo foi fracionada em dois pacotes de armazenamento. Dessa
forma cada lote de biomassa gerou a possibilidade da realizagdo de dois processos
de purificagao.

Durante a realizacdo dos lotes produtivos, a empresa realizou a
modernizacdo do parque de equipamentos, acdo que viabilizou otimizar e
automatizar ainda mais os processos de produgdo de biomassa e purificagao das
proteinas. Os novos equipamentos permitem a injecdo de amostra automatizada,
maior preservagao das colunas cromatograficas, elevado fluxo para empacotamento
de colunas, refrigeracdo das fragbes coletadas durante todo o processo de

purificacao, versatilidade no volume das fragbes coletadas, alta seguranga de dados,
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sensor de oxigénio dissolvido, sensor de massa sensiveis e com maior preciséo,
controle de gases (CYTIVA, 2022).

A Figura 17 apresenta a variagdo de UV 230 nm que indica a eluicdo da
proteina IBMP-8.1 durante o gradiente do tampéo eluicdo. As fragbes 2B1 até 2C4
possuem a quimera de interesse e foram selecionadas conforme Figura 18. Para o
processo de 25 L com meio de cultivo 2xYT foram utilizadas duas colunas de 5 ml

conectadas em série.

Figura 17 - CROMATOGRAMA DA PURIFICAGAO DE AFINIDADE COM COLUNA HISTRAP HP 5
ML + 5 ML PROTEINA IBMP-8.1 MEIO DE CULTURA 2XYT

Waluma mL
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=]
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__________

MWW A 3P 2IngET

Fonte: O autor. Legenda: Linha vermelha: absorbancia a 230 nm, Linha azul: absorbancia 280

nm, Linha verde: gradiente de tamp&o de eluicao
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Figura 18 - ELETROFORESE PURIFICAGAO PROTEINA IBMP-8.1, COLUNA HISTRAP HP

Cultivo 251 Meio 2xYT — Purificacdo coluna HisTrap HP
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

kDa

-

50

20

.

Fonte: O autor Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Extrato total, 2. Fragao Lisado clarificado, 3. Lisado
clarificado, 4. N&o ligado, 5. Lavado, 6. Fragéo 1A1, 7. Fragédo 2A5, 8. Fragédo 2B1, 9. Fragédo 2B2 10.
Fracdo 2B4, 11. Fragédo 2C1, 12. Fracdo 2C3, 13. Fracao 2C5, 14. Fracao 3A3, 15. Fracao 3A5, 16.
Fracado 3B4, 17. Fracao 4A2.

Com o objetivo de otimizar a purificagao da proteina IBMP-8.1 para o lote de
2xYT foi realizada alteracdo na etapa de eluicdo. O método foi configurado para
gradiente 50 % de tampédo de eluicdo, porém com dois degraus para melhor
desprendimento da proteina. Ao analisar a Figura 19 identifica-se que houve a
purificagdo da quimera IBMP-8.1. Conforme é possivel observar na Figura 20, as
fracdes de 2B2 a 3A3 possuem a proteina de interesse, sendo que nas fracbes 2C1

a 2C4 a quimera contém menor presenca de contaminantes.
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Figura 19 - CROMATOGRAMA DA PURIFICACAO DE TROCA IONICA COM COLUNA HITRAP SP
HP 5ML PROTEINA IBMP-8.1

E g gugee e 89899 a RS RE 8 , o
*

Valume mL
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I
i = 141
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P

100
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ra #

NyW AN 2p BN
Fonte: O autor. Legenda: Linha vermelha: absorbancia a 230 nm, Linha azul: absorbancia 280 nm,

Linha verde: gradiente de tampao de eluigédo
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Figura 20 -ELETROFORESE PURIFICAGAO PROTEINA IBMP-8.1, COLUNA HITRAP SP HP

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

20

“ 4 - Ml““ﬁ-ﬂ -

Fonte: O autor Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Amostra dialisada, 2. N&o ligado, 3. Lavagem, 4.
Fracado 2B2, 5. Fragao 2B3, 6. Fracao 2B4, 7. Fracao 2B5, 8. Fragao 2C1, 9. Fragcado 2C2, 10. Fracao
2C3, 11. Fracao 2C4, 12. Fracao 2C5, 13. Fracado 3A1, 14. Fragao 3A2, 15. Fracado 3A3, 16. Fragao
3B4, 17. Fragao vazia.

A coluna HisTrap HP apresenta em seu interior uma matriz de niquel-
sepharose, que consiste em beads de agarose recobertas com o ion bivalente Ni2+.
Ambas as proteinas quiméricas possuem seis residuos de histidina na posicdo C-
terminal. Desta forma, quando o lisado bacteriano atravessa a matriz da coluna
HisTrap HP, as proteinas recombinantes que contém cauda de histidina ficam
retidas na coluna, devido sua afinidade por ions bivalentes (SILVA, 2017). Através
de andlise do cromatograma é possivel observar que o processo de purificagdo da
proteina IBMP-8.1 foi capaz de separar as proteinas de forma a obter o produto final
purificado.

A cromatografia de troca ibnica € provavelmente o mais frequente método
usado e versatil para fracionamento biomoléculas. Na segunda etapa de purificagao
utilizando a coluna Hitrap SP HP, o tamanho das particulas € o volume do leito
permanecem estaveis, apesar das mudangas na forga i6nica ou pH, para garantir
separagdes rapidas em altas taxas de fluxo (CYTIVA, 2021b). A modificagdo do
protocolo de eluicdo de gradiente para degrau aumenta a velocidade e a

concentragao da proteina alvo (CYTIVA, 2021c).
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Figura 21 - CROMATOGRAMA DA PURIFICAQAO DE AFINIDADE COM COLUNA HISTRAP
HP 5 ML + 5 ML PROTEINA IBMP-8.4 MEIO DE CULTURA 2XYT

=
@
S
b
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Fonte: O autor. Legenda: Linha azul: absorbancia 280 nm, Linha verde: gradiente de tamp&o de

eluicéo
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Figura 22 - ELETROFORESE PURIFICACAO PROTEINA IBMP-8.4, COLUNA HISTRAP HP

Cultivo 25L Meio 2xYT — Purificacado coluna HisTrap HP

kba M 1 2 3 4 5 6 ¥ 8 9 10 111213 14 15 16 17

50

20

Fonte: O autor Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Extrato total, 2. Extrato Clarificado, 3. Amostra, 4.
N&o ligado, 5. Lavagem, 6. Fragdo 1B2, 7. Fracao 1C2, 8. Fracédo 2A3, 9. Fracdo 2A5, 10. Fragéo
2B2, 11. Fragao 2B3, 12. Fracao 2B5, 13. Fragao 2C2, 14. Fragao 2C5, 15. Fracado 3A2, 16. Fracao
3B5, 17. Fracao 3C5.

A Figura 21, apresenta a variagdo de UV 280 nm que indica a eluicdo da
proteina IBMP-8.4 durante o gradiente do tampéo eluigdo. As fragbes 1B2 até 2C2
possuem a quimera de interesse e foram selecionadas conforme Figura 22 para
proxima etapa de purificagdo. A Figura 23 corresponde ao cromatograma da etapa
de purificagdo por afinidade a Heparina. Na Figura 24 observa-se a presenca da
proteina desde o carregamento da amostra até a fragao 2A3.



Figura 23 - CROMATOGRAMA DA PURIFICACAO DE AFINIDADE COM COLUNA
HITRAP HEPARINA HP 5 ML PROTEINA IBMP-8.4

Wolume mL
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Fonte: O autor. Legenda: Linha azul: absorbancia 280 nm, Linha verde: gradiente de tampao de

eluicéo.
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Figura 24 - ELETROFORESE PURIFICAGAO PROTEINA IBMP-8.4, COLUNA HITRAP HEPARINA
HP

Cultive 25L Meio 2x¥T - Purificagde celuna HiTrap Heparina HP
kDa M 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 1 12 13 14 15 16 17

50 Teswewwy™

20

Fonte: O autor Legenda: M. Marcador Mark 12, 1. Amostra dialisada, 2. N&o ligado, 3. Lavagem, 4.
Fracdo 1C2, 5. Fragao 1C3, 6. Fracao 2A2, 7. Fragao 2A3, 8. Fracao 2B3, 9. Fragdo 2C2, 10. Fracao
2C3, 11. Fracao 2C4, 12. Fracao 2C5, 13. Fracado 3A1, 14. Fragao 3A2, 15. Fracdo 3A3, 16. Fragao
3A4, 17. Fracdo 3A5.

Mesmo realizando a ligagado de duas colunas de 5 ml, em série a quantidade
de proteina IBMP-8.4 presente na amostra foi superior a capacidade de ligagcao das
colunas. Por esse motivo, durante o carregamento da amostra n&o houve a retengao
da quantidade total de proteina. Para finalizacdo do processo foram selecionadas as
fragcbes Lavagem até Fragcdo 2A3. A heparina imobilizada tem dois modos principais
de interagdo com as proteinas: como um ligante de afinidade e como trocador de
cations devido seu alto teor de grupos sulfato aniénico. Eluicdo gradiente com sal é
mais utilizada em ambos os casos (CYTIVA, 2020). A capacidade de ligagao para
coluna utilizada é de 3 mg/ml de resina (CYTIVA, 2020). O processo de purificacéo
possuia mais de 300 mg/ml.

Devido a variedade de parametros que causam impactos e possivel
interacao entre eles, o processo de otimizacdo de um produto pode ser um
procedimento extenso e moroso. Ao aplicar uma abordagem tradicional de tentativa
e erro, realizando a mudanga de um parametro de cada vez, o parametro
responsavel pelo resultado pode ser identificado. No entanto, esta abordagem
requer tempo e grande quantidade de cultivos (CYTIVA, 2021c).

Com o uso do meio de cultura 2xYT em cultivo de 25 L no biorreator Wave

20/50 EHT (Fabricante GE®) e melhorias na cromatografia, o rendimento das
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proteinas quiméricas foi extremamente elevado. Para o processo da proteina IBMP-
8.1 foi atingido 20 mg/ L de cultura, resultado satisfatério uma vez que, no inicio do
trabalho o rendimento obtido era de 5,25 mg/L de cultivo. Ja para a quimera IBMP-
8.4 o resultado foi ainda mais expressivo, 28 mg/L, rendimento maior que cinco
vezes dos 4,90 mg/L observados no primeiro lote de 5 litros de cultivo. Os valores
obtidos, foram ndo somente melhores que os encontrados nas culturas realizadas
com o meio de cultivo LB, mas também foram aproximadamente 6 vezes superiores
aos rendimentos registrados nos ensaios de bancada.

Com a otimizagao houve redugao de aproximadamente 75% dos custos de
produgao, sendo o tempo de processo mantido. Além disso a expressiva quantidade
de proteina é capaz de suprir o dobro da demanda atual contratada, fato que reduz a
necessidade de quantidade de lotes produzidos e aumenta o tempo de

disponibilidade da planta de produgao para entrada de novos produtos.

4.5 FINALIZACAO DE PRODUGCAO

Apos a otimizagao do processo, com a selegdo do meio de cultura e volume
de batelada para cada antigeno uma amostragem foi enviada ao Controle de
Qualidade para testes de aprovagao e os documentos foram enviados a Garantia da
Qualidade. Amostras das proteinas purificadas permanecem armazenadas para
acompanhamento da estabilidade dos produtos.

Dois lotes de biomassa e um de produto final purificado, de cada proteina,
estao sob avaliagado de estabilidade de longa duragado, em parceria com o setor de
Controle da Qualidade.

A entrega do dossié de producao a Garantia da Qualidade é uma etapa das
BPF que segundo (PEREIRA et al., 2003), possui responsabilidades relacionadas ao
cumprimento das boas praticas de documentacdo que inclui integridade de dados.
Por tanto cabe a Garantia da Qualidade a revisao dos registros antes da liberagéo
dos produtos, armazenamento adequado dos documentos durante o periodo de
retencao, verificacdo dos processos de validacado e qualificacdo dos equipamentos e
sistemas.

Apos liberagao as proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 foram enviadas ao cliente
para compor a lista de insumos essenciais do kit denominado TR Chagas BIO-
MANGUINHOS. Atendendo a RDC n° 36 de 26 de agosto de 2015, secéo Il, artigo
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2°, as quimeras IBMP-8.1 e IBMP-8.4 ndo necessitam de registro na ANVISA por se
tratar de reagentes isolados comercializados como insumos para fabricacdo de
produtos para diagnéstico in vitro (ANVISA, 2015).

4.6 WESTERN BLOT

A detecgdo de sinais, resultou na visualizacdo das bandas de peso
molecular das proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4, conforme Figura 25. A realizagao do
western blot confirmou de forma qualitativa a funcionalidade das proteinas
purificadas a partir de cultivo de 25 L.

Figura 25 - RESULTADO WESTERN BLOT PROTEINAS IBMP-8.4 E IBMP-8.1 OBTIDAS E
PURIFICADAS A PARTIR DE CULTIVO DE E. COLI EM 25L COM MEIO 2XYT

M 8.1 84

kD

55

Fonte: O autor Legenda: M. Marcador Mark 12, 8.1. Proteina IBMP-8.1 purificada, 8.4. Proteina
IBMP-8.4 purificada.

A produgdo de antigenos em forma de quimeras reduz a quantidade de
execucgao de processos produtivos. Ao obter variadas regides antigénicas em uma
mesma proteina ha também economia para o cliente, uma que vez, nao é

necessaria a compra de diversos reagentes para produgao de kit para diagnosticos.
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Segundo (HEYDARY-ZARNAGH; HASSANPOUR; RASAEE, 2015) ao utilizar
antigenos quiméricos o custo de produgédo é reduzido pois substitui a expresséo

individual de proteinas.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O potencial de aplicacdo das proteinas quiméricas é fortalecido a partir do
estudo que demonstra a estabilidade térmica de longa duracédo (CELEDON et al.,
2021). Além do produto ja registrado as proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 estdo em
avaliacdo para deteccdo da Doenca de Chagas em triagem em banco de sangue
(SANTOS et al., 2022, 2021), caes (LEONY, 2019; LEONY et al.,, 2019), soro
humano (DEL-REI et al., 2019; LIA et al., 2022; SANTOS et al., 2016, 2017b; SILVA
et al., 2020), avaliagdo sem reatividade cruzada com Leishmaniose tegumentar ou
visceral americana (CORDEIRO et al., 2020; DALTRO et al., 2019). Os antigenos
quiméricos foram aplicados em camundongos para indugdo de anticorpos e
apresentaram resultados eficientes com potencial para desenvolvimento de vacina
(MARIA VASCONCELOS QUEIROZ et al., 2021). Por conseguinte, a demanda de
produgao das proteinas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 tende a aumentar nos préximos anos,
a medida que os estudos avancem e necessitem de proteinas produzidas em
ambiente controlado e maior quantidade.

O trabalho desenvolvido resultou em otimizacdo de produgdo em larga
escala das proteinas quiméricas IBMP-8.1 e IBMP-8.4 apds otimizagdao de processo
realizada a partir do uso de meio de cultura 2xYT, modificagdo do volume de
batelada para 25 L, implementagdo do preparo de pré-indculo e ajuste na etapa de
purificacdo. O aprimoramento proporcionou expressivo aumento do rendimento da
proteina alcangando os valores de 20 mg/L de cultivo para IBMP-8.1 e 28 mg/L de
cultivo para IBMP-8.4.

A entrada e produgcdo em ambiente BPF atingindo valores de larga escala de
quimeras envolvidas no processo de deteccdo da Doenca de Chagas colocam o
Brasil como um pais competitivo. A implementacao na industria das duas quimeras
representa um grande avango, pois nacionaliza os reagentes da cadeia produtiva
para uma das principais doengas tropicais negligenciadas presentes no pais e

proporciona reducao de custos.
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5.1 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avancar na otimizacdo do crescimento celular em batelada utilizando o novo
biorreator tipo onda adquirido pela empresa.

e Realizar o empacotamento de colunas em maior volume para as etapas de
purificacao das proteinas.

e Reavaliar o método de purificagado da proteina IBMP-8.4 para elevar ainda mais
o rendimento da proteina.

e Realizar estudo de estabilidade dos produtos em concentracédo de 2,0 mg/ml
armazenados por mais de um ano para avaliar a extensao da validade.

e Utilizando os conhecimentos adquiridos implementar na industria processos
produtivos de larga escala de outras proteinas quiméricas para proporcionar a

chegada ao mercado de novos kits diagnosticos.
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ANEXO 1 - RDC N° 665 DE 30 DE MARCO DE 2022

RESOLUGAO RDC N° 665, DE 30 DE MARGO DE 2022

Dispde sobre as Boas Praticas de
Fabricacdo de Produtos Meédicos
e Produtos para Diagndstico de
Uso In Vitro.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso
das atribuicbes que lhe confere o art. 15, lll e IV, aliado ao art. 7°, lll e IV, da Lei n°
9.782, de 26 de janeiro de 1999, e ao art. 187, VI, § 1° do Regimento Interno
aprovado pela Resolucdo de Diretoria Colegiada - RDC n° 585, de 10 de dezembro
de 2021, resolve adotar a seguinte Resolugcdo, conforme deliberado em Reuniao
Extraordinaria - RExtra n°® 6, realizada em 30 de marco de 2022, e eu, Diretor-
Presidente, determino a sua publicagao.

CAPITULO |
DISPOSICOES INICIAIS
Secao |

Objetivo

Art. 1° Esta Resolucido dispde sobre as Boas Praticas de Fabricagao
(BPF) de Produtos Meédicos e Produtos para Diagnodstico de Uso In Vitro,
estabelecendo os requisitos que descrevem as BPF para métodos e controles
usados no projeto, compras, fabricagdo, embalagem, rotulagem, armazenamento,
distribuicdo, instalacdo e assisténcia técnica aplicaveis a fabricacdo de produtos
médicos e produtos para diagnéstico de uso in vitro.

§ 1° Os requisitos de que trata o caput deste artigo se destinam a
assegurar que os produtos meédicos e produtos para diagnostico de uso in
vitro sejam seguros e eficazes.

§ 2° Esta Resolugdo incorpora ao ordenamento juridico nacional a
Resolugédo do Grupo Mercado Comum (GMC) MERCOSUL n° 20, de 17 de
novembro de 2011, MERCOSUL/GMC/RES. n° 20/11, "Regulamento Técnico
MERCOSUL de Boas Praticas de Fabricagao de Produtos Médicos e Produtos para
Diagndstico de Uso In Vitro (revogacao das Res. GMC n° 04/95, 38/96, 65/96 e
131/96)".

Secao ll
Abrangéncia

Art. 2° Esta Resolugcdo se aplica a fabricantes, distribuidores,
armazenadores e importadores de produtos médicos e produtos para diagndstico de
uso in vitro que sejam comercializados no Brasil.
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§ 1° Quando os fabricantes de que trata o caput deste artigo concluirem
que determinados requisitos estabelecidos nesta Resolugdo ndo sao aplicaveis a
seus processos, estes devem documentar justificativa para tal entendimento.

§ 2° Os distribuidores de produtos médicos e produtos para diagnostico
de usoin vitro devem cumprir, minimamente, os seguintes requisitos desta
Resolucao:

| - Capitulos I, VIl e VIII, integralmente;
Il - Capitulo Il, integralmente, exceto Secao |V;
[l - Capitulo Ill, Segao |;

IV - Capitulo V, artigos 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76 e 77, além
da Secao IV; e

V - Capitulo VI, integralmente, exceto art. 119.

§ 3° Os armazenadores de produtos médicos e produtos para diagnostico
de wusoin vitrodevem cumprir, minimamente, os seguintes requisitos desta
Resolucgao:

| - Capitulos | e VII, integralmente;

Il - Capitulo Il, integralmente, exceto Secao IV;

[l - Capitulo Ill, Segéo |;

IV - Capitulo V, artigos 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75, 76 e 77; e
V - Capitulo VI, integralmente, exceto art. 119.

§ 4° Os importadores de produtos médicos e produtos para diagnostico
de usoin vitro devem cumprir, minimamente, 0s seguintes requisitos desta
Resolucao:

| - Capitulos I, II, VII, VIl e IX integralmente;
Il - Capitulo lll, Secao | e Secao lll;
[l - Capitulo IV, art. 63, incisos lll, IV e V;

IV - Capitulo V, artigos 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 85, 86 e
87, além das Secoes lll e IV; e

V - Capitulo VI, integralmente, exceto art. 119.

§ 5° As empresas que exergam mais de uma atividade deverao cumprir
os requisitos especificos definidos para cada atividade.

§ 6° Os requisitos minimos a serem cumpridos, definidos nos §§ 2°, 3° e
4° deste artigo, sao aplicaveis aos distribuidores, armazenadores e importadores,
mesmo que o dispositivo mencione apenas a palavra fabricante.

Secao lll
Definicdes

Art. 3° Para efeito desta Resolugdo, sdo adotadas as seguintes
definigdes:
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| - assisténcia técnica: manutencao ou reparo de um produto acabado, a
fim de devolvé-lo as suas especificagoes;

Il - auditoria de qualidade: um exame estabelecido, sistematico e
independente de todo o sistema de qualidade de um fabricante, executado em
intervalos regulares e com frequéncia suficiente para assegurar que, tanto as
atividades do sistema de qualidade, quanto seus resultados satisfagam os
procedimentos especificados em seu sistema de qualidade;

1 - componente: matéria prima, substancia, peca,
parte, software, hardware, embalagem, rétulo ou instrugdo de uso, utilizado durante
a fabricacdo de um produto médico e produto para diagnostico de uso in vitro,
destinado a ser incluido como parte do produto acabado;

IV - dados de entrada de projeto: descricdo dos atributos fisicos,
indicagdo de uso, desempenho, compatibilidade, seguranga, eficacia, ergonomia,
usabilidade, informagbes provenientes de projetos anteriores e resultados do
gerenciamento de risco, dentre outros requisitos de um produto médico ou produto
para diagnostico de uso in vitro, que sao utilizados como base de seu projeto;

V - dados de saida de projeto: resultado do trabalho em cada fase do
projeto e seu resultado final, que quando finalizado, € a base para o registro mestre
do produto (RMP);

VI - dano: lesdo fisica ou prejuizo a saude da pessoa, ou prejuizo a
propriedade ou ao meio ambiente;

VII - especificagdes: requisitos aos quais produtos, componentes,
atividades de produgdo, assisténcia técnica, servicos, sistema da qualidade ou
qualquer outra atividade devem estar conformes;

VIII - estabelecer: definir, documentar por meio escrito ou eletrénico, e
implementar;

IX - fabricante: qualquer pessoa que projeta, fabrica, monta ou processa
um produto acabado, incluindo aqueles que desempenham funcdes por contrato de
esterilizacao, rotulagem e embalagem;

X - geréncia executiva: alta administragcdo da empresa, responsavel por
prover recursos e com autoridade para estabelecer ou alterar a politica e o sistema
da qualidade da empresa;

XI - gerenciamento de risco: aplicagdo sistematica de politicas,
procedimentos e praticas de gerenciamento as tarefas de analise, avaliagao,
controle e monitoramento de riscos associados a determinado produto ou processo;

XlI - lote ou partida: quantidade de um produto elaborado em um ciclo de
fabricacao ou esterilizacao, cuja caracteristica essencial € a homogeneidade;

Xl - material de fabricacdo: material ou substancia empregados no
processo de fabricacdo ou para facilitar este processo, incluindo agentes de limpeza,
agentes para liberacdo de moldes, oleos lubrificantes, esterilizantes, ou ainda outros
subprodutos do processo de fabricagao;

XIV - nédo conformidade: ndo cumprimento de requisito previamente
especificado;
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XV - numero de série ou lote: combinacgao distinta de letras ou numeros,
ou ambos, dos quais pode ser determinado o histérico completo de compras,
fabricagdo, embalagem, rotulagem e distribuicdo de produtos acabados;

XVI - perigo: fonte potencial de dano;

XVII - politica de qualidade: totalidade das intencbes e das diretrizes de
uma organizagdo com respeito a qualidade, expressas pela geréncia executiva;

XVIII - processo especial: qualquer processo cujos resultados nao podem
ser completamente verificados por inspecoes e testes subsequentes;

XIX - producao: todas as operagdoes envolvidas na fabricacdo de
determinado produto, desde o recebimento dos componentes, passando pelo
processamento e embalagem, até a obtencédo do produto acabado;

XX - produto acabado: qualquer produto ou acessoério adequado para
uso, embalado e rotulado;

XXI - qualidade: totalidade de aspectos e caracteristicas que possibilitam
a um produto médico ou produto para diagnéstico de usoin vitro atender as
exigéncias de adequagao ao uso, incluindo seguranga e desempenho;

XXII - reclamagao: comunicagao por escrito, oral ou eletrbnica, relativa a
nao aceitacdo da identidade, qualidade, durabilidade, confiabilidade, segurancga,
eficacia ou do desempenho de um produto;

XXIII - registro: documento fisico ou eletrénico, que evidencia dados,
fatos, eventos especificos e resultados alcangados em relagdo ao cumprimento de
procedimentos e normas do sistema da qualidade;

XIV - registro historico do produto: compilagao de registros contendo o
historico completo da produgao de um produto acabado;

XV - registro histérico do projeto: compilagcdo de documentos contendo o
histérico completo do projeto de um produto acabado;

XVI - registro mestre do produto (RMP): compilagdo de documentos
contendo especificacdes, instrucdes e procedimentos para obtencdo de um produto
acabado, bem como para a sua instalagao, assisténcia técnica e manutengao;

XVII - retrabalho: parte ou a totalidade da operacdo de fabricacao
destinada a corrigir a ndo conformidade de um componente, produto intermediario
ou produto acabado, de forma que este atenda as especificacdes definidas no RMP;

XVIII - revisdo de projeto: exame documentado, sistematico e completo
realizado no decorrer do desenvolvimento do projeto para avaliar a sua adequagao
ao planejamento e aos objetivos estabelecidos;

XIX - risco: combinagao entre probabilidade de ocorréncia e severidade
de um dano;

XXX - sistema de qualidade: estrutura organizacional, responsabilidades,
procedimentos, especificagdes, processos e recursos necessarios para gestdo da
qualidade;
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XXXI - validacdo: confirmagao por analise e evidéncia objetiva que os
requisitos definidos para uma determinada finalidade conduzem, de forma
consistente, ao resultado esperado;

XXXl - verificagdo: confirmacado por andlise e apresentacdo de
evidéncias objetivas de que os requisitos especificados foram cumpridos, incluindo o
processo de examinar os resultados de uma atividade para determinar a
conformidade com as especificagcbes estabelecidas; e

XXXIII - vida util: periodo de tempo estimado pelo fabricante em que um
produto cumpre corretamente as fungbes para as quais foi projetado.

§ 1° Os procedimentos de que trata o inciso Il do caput deste artigo
devem ser implementados eficientemente e adequados para alcangar os obijetivos
do sistema de qualidade.

§ 2° A auditoria de qualidade de que trata o inciso |l do caput deste artigo
é diferente de outras atividades do sistema de qualidade exigidas por esta
Resolucgao.

§ 3° Com relagdo a um projeto, a validagado de que trata o inciso XXXI
do caput deste artigo significa estabelecer e documentar evidéncias objetivas de que
as especificacbes do produto atendem as necessidades do usuario e 0 seu uso
pretendido.

§ 4° Com relagao a um processo, a validagao de que trata o inciso XXXI
do caput deste artigo significa estabelecer e documentar evidéncias objetivas de que
0 processo produzira consistentemente um resultado que satisfagca as
especificacoes predeterminadas.

CAPITULO Il

REQUISITOS GERAIS DO SISTEMA DA QUALIDADE
Secao |

Requisitos gerais

Art. 4° Cada fabricante deve estabelecer e manter um sistema de
qualidade para assegurar que os requisitos desta Resolugédo sejam atingidos e que
os produtos fabricados sejam seguros, eficazes e adequados ao uso pretendido.

Paragrafo unico. Como parte de suas atividades no sistema de qualidade
mencionado no caput deste artigo, cada fabricante deve:

| - estabelecer e manter instrugcdes e procedimentos eficazes do sistema
de qualidade de acordo com as exigéncias desta Resolugao; e

Il - estabelecer procedimentos para atendimento aos dispositivos legais
previstos na legislagao sanitaria vigente.

Secao Il
Responsabilidade gerencial
Subsecao |

Politica de qualidade
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Art. 5° A geréncia executiva de cada fabricante deve estabelecer sua
politica e seus objetivos de comprometimento com a qualidade, que devem ser
mensuraveis e coerentes com a politica estabelecida.

Art. 6° A geréncia executiva deve manter a politica de qualidade em
todos os niveis da organizagao.

Art. 7° A geréncia executiva deve assegurar que a politica de qualidade
esteja descrita em um manual da qualidade e que seja compreendida por todos os
empregados que possam afetar ou influenciar a qualidade de um produto.

Subsecao li
Organizagao e responsabilidades
Art. 8° Cada fabricante deve:

| - estabelecer e manter uma estrutura organizacional adequada,
representada por meio de organograma, com pessoal suficiente para assegurar que
os produtos sejam fabricados de acordo com os requisitos desta Resolucao;

Il - estabelecer a responsabilidade, autoridade e inter-relacéo de todo o
pessoal que gerencia, executa e verifica o trabalho relacionado a qualidade, com a
independéncia necessaria para execuc¢ao de suas responsabilidades; e

[l - estabelecer fungdes de verificacdo, providenciar recursos adequados
e designar pessoal treinado para desempenho das atividades de verificagao.

Art. 9° A geréncia executiva de cada fabricante deve designar um
individuo da propria geréncia executiva, que, independentemente de outras fungoes,
tem autoridade e responsabilidade para:

| - assegurar que os requisitos do sistema de qualidade sejam
estabelecidos e mantidos em conformidade com esta Resolucéo; e

Il - relatar o desempenho do sistema de qualidade a geréncia executiva
para revisao e fornecer informacgdes sobre a melhoria do sistema de qualidade.

Paragrafo unico. A designacgao de que trata o caput deste artigo deve ser
documentada.

Subsecao llI
Reviséo gerencial

Art. 10. A geréncia executiva de cada fabricante deve avaliar a
adequacgao e a efetividade do sistema de qualidade em intervalos definidos e com
frequéncia suficiente para assegurar que o sistema de qualidade satisfaga as
exigéncias desta Resolugédo e que cumpra com os objetivos da politica de qualidade
estabelecida.

Art. 11. A revisdo gerencial deve ser conduzida de acordo com os
procedimentos de revisdo estabelecidos e os resultados de cada revisao do sistema
de qualidade devem ser documentados.

Art. 12. Devem ser considerados para revisdao gerencial assuntos
relacionados a resultados de auditorias, informagdées pods-comercializagao,
desempenho de processo e conformidade de produto, situacdo das agdes corretivas
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e preventivas, mudancas que possam afetar o sistema da qualidade ou
conformidade de produto, requisitos regulamentares, entre outros.

Secao lll
Pessoal

Art. 13. Cada fabricante deve contar com pessoal em numero suficiente
com instrucao, experiéncia, treinamento e pratica compativeis com as atribuigdes do
cargo, de forma a assegurar que todas as atividades previstas nesta Resolugéo
sejam corretamente desempenhadas.

Art. 14. Devem ser mantidas descrigdes definindo autoridade,
responsabilidade e requisitos necessarios de todo o pessoal para as diversas tarefas
da empresa.

Art. 15. Cada fabricante deve assegurar que todo o pessoal seja treinado
para executar adequadamente as tarefas a ele designadas.

§ 1° O treinamento de que trata o caput deste artigo deve ser conduzido
de acordo com os procedimentos estabelecidos por pessoas qualificadas para
garantir que os colaboradores tenham compreensao adequada de suas funcgdes
regulares e dos requisitos desta Resolugao aplicaveis as suas fungdes.

§ 2° Como parte do treinamento de que trata o caput deste artigo, todos
os colaboradores devem ser advertidos de defeitos em produtos que podem ocorrer
como resultado do desempenho incorreto de suas fungdes especificas.

§ 3° O treinamento do pessoal deve ser documentado.

Art. 16. Cada fabricante deve assegurar que qualquer consultor que
oriente sobre métodos empregados ou controles utilizados para projeto, compras,
fabricacdo, embalagem, rotulagem, armazenamento, instalagdo ou assisténcia
técnica de produtos, tenha qualificagbes suficientes - instrugdo, treinamento e
experiéncia - para aconselhar sobre os assuntos para os quais foi contratado.

Art. 17. A contratacao de consultores deve ser conduzida de acordo com
os requisitos de controle de compras previstos nesta Resolucgao.

Secéao IV
Gerenciamento de risco

Art. 18. Cada fabricante deve estabelecer e manter um processo
continuo de gerenciamento de risco que envolva todo o ciclo de vida de um produto
médico ou produto para diagnostico de usoin vitro, da concep¢cdo a sua
descontinuagao, para:

| - identificar os perigos associados;

Il - estimar e avaliar os riscos envolvidos;

Il - controlar os riscos associados; e

IV - avaliar a efetividade dos controles estabelecidos.

Art. 19. O processo continuo de gerenciamento de risco deve incluir os
seguintes elementos:



98

| - analise;

Il - avaliacao;

[Il - controle; e

[V - monitoramento do risco.

Art. 20. A geréncia executiva da empresa deve designar os profissionais
responsaveis, estabelecer a politica para determinacdo dos critérios para
aceitabilidade do risco, bem como determinar uma revisdo periddica das atividades
de gerenciamento de risco, a fim de garantir a adequacédo e efetividade dessas
atividades.

Secao V
Controles de compras

Art. 21. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que os componentes, materiais de fabricagcdo e produtos acabados
fabricados, processados, rotulados ou embalados por terceiros, ou armazenados por
estes sob contrato, estejam em conformidade com as especificagdes.

Paragrafo unico. Cada fabricante deve assegurar que o0s servigos
executados por terceiros mencionados no caputdeste artigo estejam em
conformidade com as especificagcdes por ele estabelecidas.

Art. 22. Cada fabricante deve estabelecer e manter, de acordo com o
impacto na qualidade do produto final, critérios para avaliagdo de fornecedores,
especificando os requisitos, inclusive os requisitos de qualidade, que devem ser
cumpridos pelos fornecedores.

Art. 23. Cada fabricante deve avaliar e selecionar potenciais
fornecedores, conforme sua capacidade em atender aos requisitos previamente
estabelecidos, mantendo registro de fornecedores aprovados.

Paragrafo unico. Devem ser mantidos registros da avaliagdo dos
fornecedores, bem como de seus resultados.

Art. 24. Deve ser documentado acordo em que os fornecedores se
comprometem a notificar o fabricante de qualquer alteracdo no produto ou servico,
de modo que o fabricante possa determinar se a alteracdo afeta a qualidade do
produto acabado.

Art. 25. Cada fabricante deve manter registros dos pedidos de compras
que descrevam claramente ou que fagam referéncia as especificagdes, inclusive
requisitos de qualidade, para componentes, materiais de fabricagdo, produtos
acabados ou servigos solicitados ou contratados.

Art. 26. Cada fabricante deve revisar e aprovar os documentos de
compras antes de sua liberagéo.

Art. 27. A aprovagao dos pedidos de compras, incluindo a data e a
assinatura manual ou eletronica do responsavel, deve ser documentada.

CAPITULO Il
DOCUMENTOS E REGISTROS DA QUALIDADE
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Secao |
Requisitos gerais

Art. 28. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos de
controles de documentos para assegurar que todos os documentos indicados nesta
Resolugao estejam corretos e adequados para o uso pretendido, e sejam
compreendidos por todos que possam afetar ou influenciar a qualidade de um
produto.

Art. 29. Cada fabricante deve designar pessoas para avaliar e aprovar
todos os documentos estabelecidos nesta Resolucdo para adequacao antes de sua
emisséo.

Paragrafo unico. A aprovacao de que trata o caput deste artigo, incluindo
data e assinatura manual ou eletrbnica do responsavel pela aprovagao dos
documentos, deve ser documentada.

Art. 30. Cada fabricante deve assegurar que todos os documentos
estejam atualizados e disponiveis nos locais de aplicagdo e que todos os
documentos desnecessarios ou obsoletos sejam retirados de uso, ou protegidos do
uso nao intencional.

Art. 31. Alteracdes de especificagcbes, métodos ou procedimentos
relativos ao sistema da qualidade devem ser avaliadas, documentadas, revisadas e
aprovadas por pessoas, cuja funcao e nivel de responsabilidade sejam equivalentes
as que executaram a revisao e a aprovagao original.

Art. 32. Cada fabricante deve manter registros de alteragdo em
documentos que devem incluir:

| - a descri¢cao da alteracao;

Il - a identificacdo dos documentos alterados;

[l - a identificacdo dos documentos afetados;

IV - a identificacdo da pessoa responsavel pela alteracao;
V - a data de aprovacao da alteracao; e

VI - a data em que a alterag&o entra em vigor.

Art. 33. Deve ser mantida relacao de documentos vigentes, de forma a
identificar a situagéo atual dos documentos e assegurar que estejam em uso apenas
documentos atuais e aprovados.

Art. 34. Todos os documentos e registros da qualidade devem ser
legiveis e guardados de forma a minimizar danos, prevenir perdas e proporcionar
rapida recuperagao.

Art. 35. Todos os documentos e registros arquivados digitalmente devem
ter copia de seguranca.

Art. 36. Os documentos e registros considerados confidenciais pelo
fabricante podem ser assinalados para alertar a autoridade sanitaria competente.
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Art. 37. Todos os documentos e registros necessarios relativos a um
produto devem ser mantidos por periodo de tempo equivalente a vida util do produto,
contado a partir da data de sua distribuicdo, ndo podendo em caso algum ser inferior
a dois anos.

Secao ll
Registro historico do produto
Art. 38. Cada fabricante deve manter registros histéricos dos produtos.

Art. 39. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que os registros histéricos dos produtos sejam mantidos para cada lote ou
série, a fim de demonstrar que os produtos foram fabricados de acordo com o
registro mestre do produto e com os requisitos desta Resolucgao.

Art. 40. O registro histérico do produto deve incluir, ou fazer referéncia, as
seguintes informacgdes:

| - data de fabricacgao;

Il - componentes utilizados;

[Il - quantidade fabricada;

IV - resultados de inspegdes e testes;

V - parametros de processos especiais;
VI - quantidade liberada para distribuicéo;
VII - rotulagem;

VIII - identificacdo do numero de série ou lote de producao; e
IX - liberagao final de produto.

Secao lll

Registros de inspecdes e testes

Art. 41. Cada fabricante deve manter registro dos resultados das
inspecdes e dos testes estabelecidos, quando estes estiverem diretamente
relacionados a atributos de qualidade criticos do produto.

Art. 42. Os registros das inspecdes e dos testes estabelecidos devem
incluir os critérios de aceitacdo, os resultados, o equipamento/instrumento usado e a
data e assinatura manual ou eletrdonica do responsavel.

CAPITULO IV

CONTROLE DE PROJETO E REGISTRO MESTRE DE PRODUTO
(RMP)

Secao |
Controle de projeto

Art. 43. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos de
controle do projeto do produto, a fim de assegurar que os requisitos especificados
para o projeto sejam obedecidos.
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Art. 44. Cada fabricante deve estabelecer e manter planos que
descrevam ou referenciem as atividades de projeto e desenvolvimento, bem como
as pessoas responsaveis por cada atividade.

§ 1° Os planos de que trata o caput deste artigo devem incluir qualquer
interacao entre os diversos grupos organizacionais e técnicos que tenham alguma
interface com o projeto.

§ 2° Os planos de que trata o caput deste artigo devem ser avaliados,
atualizados e aprovados, a medida que o desenvolvimento do projeto progrida.

Art. 45. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
garantir que os requisitos relacionados a um produto estejam apropriados e atendam
a sua intencdo de uso, incluindo as necessidades do usuario e paciente, e os
requisitos legais e regulamentares aplicaveis.

Paragrafo unico. Os procedimentos de que trata o caput deste artigo
devem incluir um mecanismo que permita que requisitos incompletos, ambiguos ou
conflituosos sejam identificados e tratados.

Art. 46. Os dados de entrada de um projeto devem ser documentados,
avaliados e aprovados por uma pessoa designada qualificada.

Art. 47. A aprovagao dos requisitos do projeto, inclusive a data e a
assinatura manual ou eletrbnica do responsavel pela aprovacao, deve ser
documentada.

Art. 48. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para a
verificagao de projeto do produto.

§ 1° A verificagdo de projeto deve ser executada por pessoa designada e
deve assegurar que os dados de saida do projeto satisfagam aos dados de entrada.

§ 2° Os resultados da verificagao de projeto, incluindo a identificagdo do
projeto verificado, os métodos de verificacdo, a data e o nome da pessoa
encarregada da verificagcdo, devem ser documentados no registro histérico do
projeto.

Art. 49. Cada fabricante deve definir e documentar os dados de saida de
projeto, de maneira a permitir a avaliagado da conformidade do projeto aos requisitos
estabelecidos como dados de entrada.

§ 1° Os dados de saida de projeto devem satisfazer os requisitos dos
dados de entrada, incluir os critérios de aceitacao e identificar as caracteristicas de
projeto que sao essenciais para o uso pretendido do produto.

§ 2° Os dados de saida de projeto devem ser documentados, revisados e
aprovados antes de sua liberagéo.

Art. 50. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
garantir que as avaliagcbes dos resultados dos projetos sejam planejadas,
conduzidas e documentadas nas diversas etapas do desenvolvimento do projeto.

Paragrafo unico. Os procedimentos de que trata o caput deste artigo
devem garantir que representantes de todas as fung¢des diretamente relacionadas a
etapa do projeto que esteja sendo revisada, assim como individuos de areas
relacionadas e especialistas necessarios estejam envolvidos.
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Art. 51. Os resultados da revisdo de projeto devem ser documentados no
registro historico do projeto.

Art. 52. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que o projeto do produto esteja corretamente traduzido em especificacoes
de producéo.

Art. 53. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimento para
validar o projeto do produto.

Art. 54. A validagdo de projeto deve ser realizada sob condigdes
operacionais pré-determinadas, na produgao inicial de lotes ou unidade.

Art. 55. A validacdo de projeto deve garantir que o produto atenda as
necessidades do usuario e a indicagao de uso, e deve incluir ensaios dos produtos
em condigdes reais ou simuladas de uso.

Art. 56. A validagdo de projeto deve incluir a validagdo de software,
quando apropriado.

Art. 57. Os resultados da validagdo de projeto, incluindo identificagao,
meétodos, data e assinatura manual ou eletrbnica dos responsaveis, devem ser
documentados no registro histérico do projeto.

Art. 58. Na validagcdo de projeto, devem ser realizados estudos de
estabilidade sempre que aplicavel.

Art. 59. Cada fabricante deve assegurar que o projeto seja liberado para
a produgao apenas quando estiver aprovado pelas pessoas designadas para tal pelo
fabricante.

§ 1° As pessoas designadas, mencionadas no caput deste artigo, devem
revisar todos os registros exigidos para o registro historico do projeto, a fim de
garantir que este esteja completo e que o projeto final esteja compativel com os
planos aprovados, antes de sua liberagéao.

§ 2° A liberagao de que trata o caput deste artigo, deve ser documentada,
incluindo data e assinatura manual ou eletrénica do responsavel.

Art. 60. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para a
identificacdo, documentacao, validacido, revisdao e aprovacdo das alteracbes de
projeto antes de sua implementagao, incluindo uma avaliagdo dos riscos dentro do
processo de gerenciamento de riscos.

Art. 61. Cada fabricante deve estabelecer e manter um registro histérico
de projeto para cada produto.

Paragrafo unico. O registro histérico de projeto deve conter ou fazer
referéncia a todos os registros necessarios para demonstrar que o projeto foi
desenvolvido de acordo com o plano de projeto aprovado e os requisitos desta
resolugao.

Secao ll
Registro mestre do produto (RMP)

Art. 62. Cada fabricante deve manter registros mestres dos produtos
(RMPs).
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Art. 63. O RPM para cada tipo de produto deve incluir ou fazer referéncia
as seguintes informacoes:

| - especificagbes do produto, incluindo os respectivos desenhos,
composicado, formulagdo, especificagdes dos componentes, especificagdes do
projeto do software e seus codigos fonte;

Il - especificagdes do processo de producgao, incluindo especificagdes de
infraestrutura, equipamentos, métodos e instrucdes de producado e especificacdes
ambientais de producéo;

Il - especificagdes de embalagem e rotulagem, incluindo métodos e
processos utilizados;

IV - procedimentos de inspecgao e testes, com os respectivos critérios de
aceitacao; e

V - métodos e procedimentos de instalagdo, manutencao e assisténcia
técnica.

CAPITULO V

CONTROLES DE PROCESSO E PRODUCAO
Secao |

Requisitos gerais

Art. 64. Cada fabricante deve projetar, conduzir, controlar e monitorar
todos os processos de producdo, a fim de assegurar que o produto esteja em
conformidade com suas especificacoes.

Art. 65. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos de
controle de processo que descrevam o0s controles de processo necessarios para
garantir conformidade as especificagdes do produto.

Paragrafo unico. Os controles de processos devem ser estabelecidos em
qualquer etapa em que puder ocorrer desvio nas especificagdes do produto, como
resultado do processo de fabricacao.

Art. 66. Os controles de processo devem incluir:

| - instrucbes documentadas, procedimentos padroes de operacido e
métodos que definam e controlem a forma de producao, instalagcdo e manutencéo;

Il - monitoramento e controle dos parametros de processo;

[l - conformidade com normas técnicas, padrbes ou cddigos de
referéncia; e

IV - instrugcdes para liberagao de inicio de processo.

Art. 67. As instalacbes da empresa devem ser adequadamente
projetadas para:

| - assegurar fluxo adequado de pessoas;

Il - propiciar o desempenho de todas as operacgdes; e
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[l - prevenir trocas ou contaminacdo dos componentes, materiais de
fabricacdo, produtos intermediarios e acabados, e assegurar o correto manuseio
desses materiais.

Art. 68. Cada fabricante deve prover condigbes ambientais adequadas as
operacoes de producido, de forma a prevenir a contaminagdo ou outros efeitos
adversos sobre o produto.

Paragrafo unico. Para fins do disposto no caput deste artigo, o correto
funcionamento dos sistemas de controles ambientais estabelecidos deve ser
monitorado, mantendo-se os registros correspondentes.

Art. 69. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos de
limpeza e sanitizagdo adequados, bem como uma programagado que satisfaca as
exigéncias das especificacdes do processo de fabricacao.

Paragrafo unico. Cada fabricante deve assegurar que o pessoal
envolvido compreenda os procedimentos de limpeza e sanitizagao.

Art. 70. Cada fabricante deve assegurar que o pessoal que esteja em
contato com o produto ou com seu ambiente esteja limpo, saudavel e vestido
adequadamente para a atividade a ser desempenhada.

Art. 71. Qualquer pessoa que, por meio de exame médico ou por
observacao de supervisores, aparente estar em uma condicao de saude que possa
afetar o produto, deve ser afastada das operagdes até que a condigdo de saude seja
considerada adequada.

Paragrafo unico. O pessoal deve ser instruido para que reporte aos
supervisores quando estiver em condi¢cao de saude que possa afetar o produto.

Art. 72. Cada fabricante deve limitar o consumo de alimentos e bebidas a
locais especificos de forma a nao afetar as areas de produgéo.

Art. 73. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
evitar a contaminacdo de equipamentos, componentes, materiais de fabricacao,
produtos intermediarios e acabados por materiais de limpeza e desinfecgao,
incluindo substancias perigosas ou contaminantes gerados pelo processo de
fabricagao.

Art. 74. Deve ser estabelecido um programa de controle de pragas e
deve ser garantido que, sempre que forem utilizados agentes quimicos, esses
agentes nao afetem a qualidade do produto.

Art. 75. O tratamento e destinacdo do lixo, efluentes quimicos e
subprodutos deve ocorrer de acordo com as legislagdes vigentes aplicaveis.

Art. 76. Normas de segurancga biolégica devem ser observadas nos casos
em que houver risco bioldgico.

Art. 77. Cada fabricante deve assegurar o cumprimento as normas
aplicaveis relacionadas a saude dos trabalhadores, incluindo o uso de equipamentos
de protecdo individual, que sejam compativeis com o0s processos de trabalho
realizados.

Art. 78. Cada fabricante deve assegurar que todos os equipamentos
utilizados no processo de fabricagdo sejam adequados ao uso pretendido e
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corretamente projetados, construidos e instalados para facilitar a manutencao, os
ajustes, a limpeza e o uso.

Art. 79. Cada fabricante deve estabelecer e manter um programa para
manutencdo, ajustes e, quando necessario, limpeza do equipamento, para garantir
que todas as especificagdes de fabricacdo sejam alcangadas.

Paragrafo unico. O programa de manutencao deve estar em local de facil
acesso ao pessoal encarregado da manutengao e do uso do equipamento.

Art. 80. As atividades de manutencao devem ser registradas, com a data
de realizagao e a identificagdo das pessoas encarregadas.

Art. 81. Cada fabricante deve assegurar que quaisquer tolerancias
aceitaveis ou limitagdes inerentes sejam afixadas em local visivel ou perto do
equipamento que necessite de ajustes periddicos, ou estejam facilmente disponiveis
ao pessoal encarregado desses ajustes.

Art. 82. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para o
uso e a remocao de materiais de fabricagao, para garantir que estes materiais sejam
removidos do produto ou limitados a uma quantidade especificada que nao afete
adversamente a qualidade do produto.

Art. 83. Os processos especiais devem ser conduzidos de acordo com os
procedimentos e parametros estabelecidos para assegurar conformidade as
especificagoes.

Paragrafo unico. Os parametros criticos dos processos especiais devem
ser monitorados e registrados no registro historico de produto.

Secao ll
Controles de embalagem, rotulagem e instru¢cdes de uso

Art. 84. Cada fabricante deve estabelecer procedimentos para a
embalagem dos produtos de forma a proteger o produto de qualquer alteragao, dano
ou contaminacao durante as etapas de processamento, armazenamento, manuseio
e distribuic&o.

Art. 85. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
garantir a integridade e evitar mistura acidental de rétulos, instrugbes de uso,
materiais de embalagem ou etiquetas identificadoras.

Art. 86. Cada fabricante deve assegurar que os rotulos sejam projetados,
impressos e, quando for o caso, aplicados de forma que permanecam legiveis e
aderidos ao produto durante as etapas de processamento, armazenamento,
manuseio e uso.

Art. 87. Os rotulos e as instrugdes de uso ndo devem ser liberados para
uso até que pessoa autorizada tenha examinado sua conformidade quanto as
informacdes contidas nos mesmos.

§ 1° A aprovacdo dos rotulos e das instrucdes de uso deve ser
documentada no registro histérico do produto, incluindo data, nome e assinatura
manual ou eletrénica do responsavel.
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§ 2° No caso de importadores, a documentagao da aprovacao de que
trata o § 1° deste artigo pode ser registrada em documento proprio em substituicdo
ao registro histérico de produto.

Secao lll
Inspecao e testes

Art. 88. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos de
inspecao, testes, ou outros meios de verificagdo, de forma a assegurar a
conformidade aos requisitos especificados em toda a cadeia de fabricacao.

Art. 89. A conformidade aos requisitos especificados deve ser avaliada
no recebimento de componentes e materiais de fabricacdo, assim como, nas etapas
intermediarias de producgao e na aceitagao final do produto acabado.

§ 1° Os resultados das atividades de que trata o caput deste artigo
devem ser documentados, incluindo sua conclusao - aceitagcédo ou rejeicao.

§ 2° A autoridade e a responsabilidade para realizagéo das atividades de
que trata o caput deste artigo devem ser definidas pelo fabricante.

Art. 90. Os componentes e materiais de fabricacdo recebidos, assim
como componentes, produtos intermediarios e produtos devolvidos, ndo devem ser
usados ou processados até que seja verificada sua conformidade aos requisitos
estabelecidos.

Art. 91. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
retencdo de componentes, materiais de fabricagdo, produtos intermediarios e
produtos devolvidos, até que inspecdes, testes, ou outras verificacbes estabelecidas,
tenham sido realizados e documentadas.

Art. 92. Os produtos acabados somente podem ser liberados quando as
atividades especificadas no RMP tenham sido completadas e a documentagao e os
dados associados tenham sido revistos, por pessoa designada, para garantir que
todos os critérios de aceitagao tenham sido atendidos.

Paragrafo unico. A liberagdo dos produtos acabados deve ser
documentada, incluindo a data e assinatura manual ou eletrénica do responsavel.

Secao IV
Equipamentos de medigao e testes

Art. 93. Cada fabricante deve assegurar que todo o equipamento de
medicao e testes, incluindo equipamento mecanico, automatizado ou eletrénico, seja
adequado para os fins a que se destina e seja capaz de produzir resultados validos.

Art. 94. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
garantir que os equipamentos de medicao e testes sejam rotineiramente calibrados,
inspecionados e controlados.

Art. 95. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos de
calibragdo que incluam orientagdes especificas e limites de precisao e exatidao,
assim como prescricdes para agdes corretivas, quando os limites de preciséo e
exatidao nao forem alcancados.
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Art. 96. A calibragdo deve ser executada por pessoal que tenha
instrugdo, treinamento, pratica e experiéncia necessarios.

Art. 97. Os equipamentos de medigao e testes devem ser identificados de
forma a possibilitar que a situagao da calibragédo seja determinada.

Art. 98. Cada fabricante deve estabelecer e manter padrbes de
calibracdo para os equipamentos de medicdo que sejam rastreaveis aos padroes
oficiais nacionais ou internacionais.

Paragrafo unico. Quando nado houver padrao de calibragdo aplicavel
disponivel, o fabricante deve estabelecer e manter um padrao préprio.

Art. 99. Cada fabricante deve assegurar que sejam mantidos registros
das datas de calibracdo, das mensuragdes obtidas, do responsavel encarregado
desta tarefa e da data seguinte para esta operagéo.

§ 1° Os registros mencionados no caput deste artigo devem ser mantidos
pelo fabricante.

§ 2° Os registros mencionados no caput deste artigo devem estar
disponiveis para o pessoal que utiliza o equipamento e para os responsaveis pela
sua calibragéo.

Art. 100. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que o manuseio, a preservagao e a guarda de equipamentos de teste,
inspecao e medi¢cao sejam feitos de forma a preservar sua precisdo e adequagao ao
uso.

Art. 101. Cada fabricante deve proteger as instalacbes e os
equipamentos de inspecéo, teste e medicao, incluindo hardware e software de teste,
de ajustes que possam invalidar a calibragéo.

Art. 102. Cada fabricante deve estabelecer procedimentos para avaliar o
impacto dos resultados de medi¢cdes anteriores quando constatar nao conformidades
no equipamento de medicdo e teste, e o resultado desta avaliacdo deve ser
documentado.

Secao V
Validacao

Art. 103. Os processos especiais devem ser validados de acordo com
protocolos previamente estabelecidos e os resultados das validagdes, incluindo a
data e identificacao do responsavel por sua aprovagao, devem ser registrados.

Art. 104. Os métodos analiticos, sistemas auxiliares de suporte ao
processo ou controle ambiental, sistemas informatizados automatizados
e softwares que possam afetar adversamente a qualidade do produto ou o sistema
da qualidade devem ser validados.

Art. 105. Cada fabricante deve estabelecer procedimentos para verificar
periodicamente seus processos, métodos analiticos, sistemas auxiliares de suporte
ao processo ou controle ambiental, sistemas informatizados automatizados
e softwares validados e, quando aplicavel, estabelecer a frequéncia para
revalidacao.
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Art. 106. Cada fabricante deve estabelecer procedimento para controle
de mudangas com o objetivo de controlar as alteracbes em sistemas
auxiliares, softwares, equipamentos, processos, métodos ou outras alteragcdes que
possam influenciar a qualidade dos produtos, incluindo uma avaliagdo dos riscos
dentro do processo de gerenciamento de riscos.

§ 1° O procedimento de que trata o caput deste artigo deve descrever as
acdes a serem adotadas, incluindo, quando couber, a necessidade de requalificacdo
ou revalidagao.

§ 2° As mudangas mencionadas no caput deste artigo devem ser
formalmente requisitadas, documentadas e aprovadas antes da implementacao.

CAPITULO VI

MANUSEIO, ARMAZENAMENTO, DISTRIBUICAO E
RASTREABILIDADE

Secao |
Manuseio

Art. 107. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que inversoes (trocas), danos, deterioracdo ou outros efeitos adversos
que afetem componentes, materiais de fabricagao, produtos intermediarios, produtos
acabados e amostras para controle de qualidade, ndo ocorram durante qualquer
etapa do manuseio.

Art. 108. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
identificar a conformidade de componentes, materiais de fabricagcdo, produtos
intermediarios e produtos acabados, de forma a assegurar que somente aqueles
devidamente aprovados sejam utilizados ou distribuidos.

Art. 109. Os procedimentos citados no art. 107 e art. 108 desta
Resolugcao devem assegurar que componentes, materiais de fabricagdo, produtos
intermediarios ou produtos acabados:

| - ndo sejam utilizados ou distribuidos, quando a qualidade ou a
condic&do de adequado ao uso se deteriorar ao longo do tempo;

[l - mais préximos do vencimento sejam distribuidos ou utilizados em
primeiro lugar; e

[Il - ndo sejam distribuidos ou utilizados, com prazo de validade expirado.
Secao ll
Armazenamento e distribuicao

Art. 110. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
identificacdo de componentes, materiais de fabricacdo, produtos intermediarios,
produtos acabados e amostras para controle de qualidade de forma a prevenir
inversdes (trocas) durante o armazenamento.

Art. 111. Os componentes, materiais de fabricacdo, produtos
intermediarios, produtos acabados e as amostras para controle de qualidade devem
ser armazenados em condi¢gdes fisicas e ambientais que previnam danos,
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deterioracdo ou outros efeitos adversos durante o periodo em que permanegam
armazenados.

Art. 112. Cada fabricante deve manter registros de distribuicdo, que
incluam ou que fagam referéncia:

| - a0 nome e enderego do consignatario;

Il - a identificacdo e quantidade de produtos expedidos, com data de
expedicao; e

[Il - a qualquer controle numérico utilizado para rastreabilidade.
Secao I
Identificacao, rastreabilidade e ndo conformidades

Art. 113. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
a identificacdo de componentes, materiais de fabricacdo, produtos intermediarios e
produtos acabados durante todas as fases de armazenamento, producao,
distribuicdo e instalagdo para evitar confusdo e para assegurar o correto
atendimento dos pedidos.

Art. 114. Cada fabricante deve identificar cada unidade, lote ou partida de
produtos com um numero de série ou lote e essa identificacdo deve ser inserida no
registro historico do produto.

Paragrafo unico. No caso de distribuidores, armazenadores e
importadores, a identificacdo de que trata o caput deste artigo pode ser registrada
em documento préoprio em substituicao ao registro histérico de produto.

Art. 115. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que componentes, materiais de fabricagdo, produtos intermediarios,
produtos acabados e produtos devolvidos, que nédo estejam em conformidade com
0s requisitos estabelecidos, ndo sejam utilizados ou instalados inadvertidamente.

Paragrafo unico. Os procedimentos de que trata o caput deste artigo
devem conter prescricoes para a identificacdo, documentagdo, avaliacao,
segregacao e disposi¢ao acerca de componentes, materiais de fabricagao, produtos
intermediarios e produtos acabados nao conformes.

Art. 116. A avaliagdo de componentes, materiais de fabricagao, produtos
intermediarios e produtos acabados nao conformes deve incluir a necessidade de
investigacdo e notificagcdo das pessoas e/ou organizagdes envolvidas na néao
conformidade.

Paragrafo unico. Os resultados das avaliagdes e eventuais investigacoes
de que trata o caput deste artigo devem ser registrados.

Art. 117. Devem ser definidas a responsabilidade pela revisdo e a
autoridade para disposicdo acerca de componentes, materiais de fabricacao,
produtos intermediarios, produtos acabados e produtos devolvidos ndo conformes.

Art. 118. O processo de revisao e disposi¢ao de componentes, materiais
de fabricagdo, produtos intermediarios, produtos acabados e produtos devolvidos
nao conformes deve estar descrito em procedimento estabelecido.
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§ 1° A disposigao dos produtos mencionados no caput deste artigo deve
ser documentada, devendo ser mantido registro da justificativa e assinatura manual
ou eletrénica do(s) responsavel(is) pela disposigéo.

§ 2° Em caso de autorizagdo de uso dos produtos mencionados
no caput deste artigo, a decisdo deve ser baseada em avaliacdo de risco
tecnicamente justificavel.

Art. 119. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
o retrabalho, a reinspecéo e a reavaliagdo dos produtos intermediarios ou acabados
apos o retrabalho, para assegurar que satisfagam suas especificagdes originais.

Paragrafo unico. As atividades relacionadas a retrabalho e reavaliacao
dos produtos de que trata o caput deste artigo, incluindo problemas provenientes do
retrabalho, devem ser documentadas no registro histérico de produto.

CAPITULO VII

ACOES CORRETIVAS E PREVENTIVAS

Secao |

Requisitos gerais

Art. 120. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para:

| - analisar processos, operacdes de trabalho, relatorios de auditoria de
qualidade, registros de qualidade, registros de assisténcia técnica, reclamacgoes,
produtos devolvidos e outras fontes de dados de qualidade, de forma a identificar
causas existentes e potenciais de nédo conformidades relacionadas ao produto,
processo ou sistema da qualidade;

Il - investigar a causa de ndo conformidades relacionadas ao produto,
processo ou sistema da qualidade;

Il - identificar e executar as agdes necessarias para prevenir a
ocorréncia, corrigir o ocorrido e prevenir a recorréncia de ndo conformidades;

IV - verificar ou validar a efetividade da agao corretiva e garantir que esta
nao afeta adversamente o produto;

V - registrar as atividades relacionadas as agdes corretivas e preventivas;

VI - assegurar que informagdes acerca de problemas de qualidade ou
produtos ndo conformes sejam devidamente disseminadas aqueles diretamente
envolvidos na manutencédo da qualidade do produto ou na prevencédo de ocorréncia
de tais problemas;

VIl - submeter informagdes relevantes acerca de problemas de qualidade
identificados e das acbes preventivas e corretivas a geréncia executiva para
conhecimento e acompanhamento, assim como a autoridade sanitaria competente,
quando aplicavel; e

VIIl - determinar o recolhimento de produtos e outras acbes de campo
que forem pertinentes no caso de produtos ja distribuidos.



111

§ 1° A analise de que trata o inciso | deste artigo deve se basear em
técnica estatistica valida para deteccdo de problemas de qualidade recorrentes,
quando aplicavel.

§ 2° Para atendimento ao disposto no inciso IV deste artigo, qualquer
alteracao realizada, quando aplicavel, deve observar procedimentos de controle de
alteracdes e protocolos de validagao estabelecidos.

Secao ll
Gerenciamento de reclamacoes

Art. 121. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
receber, examinar, avaliar, investigar e arquivar reclamacodes, assegurando que:

| - reclamacdes sejam recebidas, documentadas, examinadas, avaliadas,
investigadas e arquivadas por uma unidade formalmente designada;

Il - reclamagdes sejam notificadas a autoridade sanitaria competente,
quando aplicavel;

Il - reclamagdes sejam examinadas para verificar se € necessario
conduzir uma investigagao;

IV - todas as reclamacgdes envolvendo a possivel ndo conformidade do
produto sejam examinadas, avaliadas e investigadas;

V - registros sejam mantidos, quando for conduzida uma investigagao,
contendo as seguintes informacoes:

a) nome do produto;

b) data do recebimento da reclamacgéao;

¢) qualquer numero de controle utilizado;

d) nome, endereco e telefone do reclamante;

e) natureza da reclamacgéo; e

f) data e resultados da investigagao incluindo agées tomadas.

§ 1° Quando néo for conduzida a investigagao citada no inciso Il deste
artigo, a unidade deve registrar o motivo pelo qual a investigagdo nao foi realizada e
0 nome dos responsaveis pela decisao de nao investigar.

§ 2° Quando qualquer reclamacéao de que trata o inciso |V deste artigo for
relativa a 6bito, lesdo ou ameaga a saude publica, esta deve ser imediatamente
examinada, avaliada e investigada.

Secao lll
Auditoria da qualidade

Art. 122. Cada fabricante deve conduzir e documentar auditorias de
qualidade para avaliar a conformidade do sistema da qualidade com os requisitos
estabelecidos.

Art. 123. As auditorias de qualidade devem ser conduzidas por pessoas
comprovadamente treinadas, de acordo com os procedimentos de auditoria
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estabelecidos. mas que nao tenham responsabilidade direta pelas matérias que
estao sendo objeto da auditoria.

Paragrafo unico. Os responsaveis pela conducdo da auditoria de
qualidade n&do podem ter responsabilidade direta pelas matérias que estdo sendo
objeto da auditoria.

Art. 124. Os responsaveis pelas areas auditadas devem ser notificados
acerca de nao conformidades identificadas.

CAPITULO VIII
INSTALACAO E ASSISTENCIA TECNICA

Art. 125. Cada fabricante deve estabelecer e manter instrucbes e
procedimentos adequados para a correta instalacdo dos produtos.

Art. 126. No momento da instalagao do produto, pelo fabricante ou pelo
seu representante autorizado, deve ser verificado se o produto funciona conforme
critérios estabelecidos.

Paragrafo unico. Os resultados da verificacdo de que trata o caput deste
artigo devem ser registrados.

Art. 127. Cada fabricante deve assegurar que as instrugdes de instalagao
e os procedimentos sejam distribuidos juntamente com o produto, ou que de outra
forma estejam disponiveis para o responsavel pela instalagdo do produto.

Art. 128. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que os produtos acabados submetidos a assisténcia técnica pelo
fabricante ou seu representante satisfacam as especificagées.

Art. 129. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que os registros de assisténcia técnica sejam mantidos e que contenham:

| - o produto objeto do servigo;

Il - o numero de controle utilizado;

IIl - a data da realizac&o do servico;

IV - a identificacao do prestador do servico;

V - a descri¢gao do servigo realizado; e

VI - os resultados das inspec¢des e testes para aprovacao do servico.

Art. 130. Cada fabricante deve analisar periodicamente os registros de
assisténcia técnica.

Paragrafo unico. Nos casos em que a analise de que trata o caput deste
artigo identificar tendéncias de falha, que representem perigo, ou registros
envolvendo Obito ou lesdo grave, deve ser iniciada acao corretiva/preventiva
segundo os requisitos desta Resolugao.

CAPITULO IX
TECNICAS ESTATISTICAS
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Art. 131. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
identificar técnicas estatisticas validas para verificar o desempenho do sistema da
qualidade e a capacidade do processo em atender as especificacdes estabelecidas.

Art. 132. Planos de amostragem devem ser formalizados por escrito e
baseados em ldgica estatistica valida.

Art. 133. Cada fabricante deve estabelecer e manter procedimentos para
assegurar que os métodos de amostragem sejam adequados ao uso pretendido e
que sejam revisados regularmente.

Art. 134. A revisdo dos planos de amostragem deve considerar a
ocorréncia de nao conformidades de produto, relatérios de auditoria de qualidade,
reclamacgdes e outros indicadores.

CAPITULO X
DISPOSICOES FINAIS

Art. 135. A documentacdo que comprova o atendimento aos requisitos
dispostos nesta Resolugéo deve estar disponivel sempre que solicitada pelos érgéos
de vigilancia sanitaria.

Art. 136. O descumprimento das disposi¢cdes contidas nesta Resolucao
constitui infracdo sanitaria, nos termos da Lei n°® 6.437, de 20 de agosto de 1977,
sem prejuizo das responsabilidades civil, administrativa e penal cabiveis.

Art. 137. Ficam revogadas:

| - a Resolugao de Diretoria Colegiada - RDC n° 16, de 28 de margo de
2013, publicada no Diario Oficial da Unido n°® 61, de 1° de abril de 2013, Segéao 1,
pag. 75; e

I - a Instrucdo Normativa - IN n° 8, de 26 de dezembro de 2013,
publicada no Diario Oficial da Unido n° 252, de 30 de dezembro de 2013, Segéo 1,
pag. 758.

Art. 138. Esta Resolugao entra em vigor em 2 de maio de 2022.



