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RESUMO

O desenvolvimento e producdo de imunobiolégicos (vacinas, biofarmacos e imunodiagndstico),
requer uma ampla gama de medidas de biosseguranca para garantir a seguranca de seus funcionarios,
do produto final e dos consumidores destes produtos. Neste trabalho, procuramos abordar os aspectos
da biosseguranca nas etapas envolvidas neste processo, segundo nossa experiéncia trabalhando no
Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos — FIOCRUZ.
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ABSTRACT

The development and production of immunobiologicals (vaccines, biopharmaceuticals and
immunodiagnosis), requires a wide range of biosafety measures to guarantee the safety of its
employees, the final product and the consumers of these products. In this work, we seek to address
the aspects of biosafety in the stages involved in this process, according to our experience working at
the Institute of Technology in Immunobiologicals - BioManguinhos - FIOCRUZ.
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1 INTRODUCAO

Empresas voltadas para a producdo de imunobioldgicos (vacinas, biofdrmacos*, kits e
reagentes para imunodiagnéstico) precisam estabelecer uma ampla gama de medidas de
biosseguranca, capazes de garantir a seguranca de seus funcionarios, do publico consumidor (objetivo
final) e do préprio produto em suas varias etapas de desenvolvimento e producéo.

Os laboratorios de pesquisa e desenvolvimento devem estar habilitados ao manuseio de
patdgenos. Podemos destacar os cuidados com o armazenamento/conservacdo, bem como as

condigdes de crescimento/cultivo, cuidados com 0 manuseio e o descarte do patdgeno em questao.
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O desenvolvimento de vacinas, biofarmacos e testes de imunodiagndstico inicia em escala
laboratorial, onde o objetivo é a demonstracdo da eficacia do processo em desenvolvimento
(estabelecimento de prova de principio). Para vacinas: a capacidade de impedir o desenvolvimento
ou reducdo da carga microbiana do patdgeno alvo e, para testes diagnosticos, a capacidade de detectar
0 patégeno com a maior sensibilidade, especificidade reprodutibilidade possivel.

Durante o scale-up — etapa de desenvolvimento intermediario do processo de producdo, as
normas de biosseguranga empregadas devem estar de acordo com o preconizados pelas normas
oficiais internacionais (ORGANIZACAO MUNIDAL DA SAUDE, 2004), a fim de assegurar que 0
processo de producdo ou o produto final possam ser comercializados em outros paises. Esta etapa

serve para a producéo de lotes do produto que serdo utilizados nos testes de validacéo.

2 DESENVOLVIMENTO DE VACINAS:

Desde a primeira tentativa de obtencdo de uma vacina pelo processo de varioliza¢do, ocorrido
na China, em 1000 AC ate os dias atuais, temos uma ampla variedade de estratégias vacinais, entre
as quais podemos subdividir em vacinas de primeira, segunda e terceira geracdo (RAPUOLI et al,
2014), destacando:

Primeira geracdo: baseadas no patdgeno modificado ou em subprodutos

vacinas inativadas;

vacinas atenuadas;

- vacinas de subprodutos inativados (toxoides);

- vacinas de subunidades (polissacaridio capsular);

Segunda geracdo: baseadas em tecnologia de DNA recombinante

- vacinas de proteinas ou peptideos recombinantes;

- vacinas de DNA g,

- vacinas de vetores bacterianos geneticamente modificados — OGMs ( E. coli, Shigella sp.

auxotroficas, Lactococcuslactis).

Terceira geracao: baseadas em OMICS**, vacinologia reversa

- vacinas de mRNA;

- vacinas baseadas em vetores virais.

Apesar da variedade de opcdes vacinais que possuimos atualmente, todas as vacinas partilham
uma fase em que os cuidados de biosseguranca devem ser cuidadosamente observados: a fase inicial,

onde temos o patdgeno viavel — estado em que 0 mesmo é capaz de causar doenca.
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Seja qual for o tipo de abordagem no desenvolvimento de uma vacina, as condi¢des de
manuseio do patdgeno devem seguir rigorosamente as normas de biosseguranca estabelecidas de
acordo com a classificacdo de risco do patdgeno; de modo a garantir a seguranca do operador.

Desenvolvimento de vacinas em modelos animais: critérios para 0s niveis de biosseguranca
para animais vertebrados.

Caso sejam usados animais experimentais, a administracdo da instituicdo devera fornecer:

- instalacGes adequadas;

- equipe treinada para cuidar dos animais;

- estabelecer praticas que assegurem niveis apropriados para qualidade, seguranca e

cuidados com o0 meio ambiente.

As instalacGes para animais de laborat6rio consistem em um tipo especial de laboratério.
Como principio geral, os niveis de biosseguranca indicados para o trabalho envolvendo agentes

infecciosos in vivo e in vitro sdo similares.

Comité de ética

Todo o protocolo de experimentacdo animal deve ser submetido a analise pelo Comité
Institucional de Tratamento e Uso de Animais (No caso da Fiocruz, temos 0 CEUA — Comissédo de
Etica para o Uso de Animais) que deve seguir as Resolu¢des Normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal onde devem ser observados os seguintes aspectos:

- descrigéo detalhada do protocolo de imunizacGes;

- cuidados para evitar o sofrimento desnecessario dos animais;

- condigdes de isolamento de animais infectados;

- como sera feito o descarte das carcacas, €;

- observacdo das normas de biosseguranca.

Toda a vacina que tenha sua eficacia comprovada na etapa de desenvolvimento (escala
laboratorial), devera ter sua escala de producdo aumentada (scale-up) para a obtencao de lotes-piloto.
Durante esta mudanca de escala, as condices de biosseguranca devem ser observadas e adaptadas
para esta nova escala de producdo. Estes lotes tém a finalidade de permitir a realizacdo de ensaios
clinicos de fases I a Ill, visando a validagdo junto aos 6rgdos oficiais de saude e vigilancia sanitaria
(ANVISA), que permitirdo a comercializacdo do produto final. Os ensaios de fase clinica também
tem por finalidade assegurar a (bio) seguranca (auséncia de toxicidade, efeitos colaterais) do produto

para 0 consumo da populacao.
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3 DESENVOLVIMENTO DE BIOFARMACOS

Os biofarmacos, de acordo com a definicdo como proteinas terapéuticas, possuem aplicacGes além
das destinadas ao tratamento de doencas infecciosas, como tratamento para o cancer, doencas
autoimunes e moléculas de reposicdo (alfapoetina). Para o tratamento de doencas infecciosas,
anticorpos monoclonais tém sido desenvolvidos com esta finalidade, e, de uma maneira geral, seguem
as mesmas recomendacOes descritas anteriormente para o desenvolvimento de vacinas. As etapas
iniciais, que podem envolver o isolamento de um gene ou proteina a partir do patégeno; bem como
nos ensaios de verificacdo de eficacia, empregando modelos animais de infeccdo e avaliacdo da
reducédo de carga do patdgeno, em ensaios profilaticos, terapéuticos e de sobrevida por doses letal e
subletal; sdo aquelas em que as normas de biosseguranca descritas anteriormente devem ser seguidas

com bastante atengé&o.

4 DESENVOLVIMENTO DE KITS DE IMUNODIAGNOSTICO

Os kits de diagnostico de patdgenos causadores de doencas infecciosas podem ser
subdivididos em dois grupos: aqueles que fazem a detecc¢éo direta do agente infeccioso e aqueles que
fazem a pesquisa de anticorpos, fornecendo-nos perfis sorologicos, cuja interpretacdo nos levara a
estimar o estagio em que a doenca se encontra ou se 0 paciente é apenas portador de memoria
imunologica contra o patdgeno em questao.

As etapas iniciais no desenvolvimento de testes de imunodiagndstico podem ser muito
semelhantes as observadas no desenvolvimento de vacinas e biofarmacos, bem como os cuidados de
biosseguranca a serem observados. Ressalta-se hovamente um maior cuidado no manuseio inicial
onde o0 patdgeno encontra-se viavel e € capaz de causar doenca.

No caso do diagndstico direto — identificacdo do patdgeno (antigenos de superficie), pode-se
trabalhar com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais, que poderdo ser empregados em
imunoensaio enzimatico (ELISA — enzymelinkedimmunosorbentassay), imunocromatografia (lateral
flow), testes de aglutinacdo com particulas inertes (latex) entre outros.

Para a geracdo de anticorpos monoclonais por tecnologia de hibridomas, é necessario proceder
a imunizacdo em modelo animal, geralmente murino, para a selecdo dos mesmos. Durante este
processo € importante observar como serd feita a imunizacdo. Todos 0S processos vacinais
anteriormente descritos podem ser utilizados com esta finalidade, e as condicdes de biosseguranca a
serem observadas dependerdo do processo de imunizacdo empregado. O imundgeno a ser utilizado

pode ser baseado em DNA, proteinas recombinantes ou o proprio patdgeno inativado.
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Para os testes baseados em diagndstico indireto — pesquisa de anticorpos, utiliza-se como
antigeno proteinas imunogénicas, que podem ser obtidas diretamente do patégeno, inativado ou nao,
ou por tecnologia recombinante, onde as mesmas podem ser produzidas em sistemas heter6logos, a
partir de bactérias, leveduras ou cultivo de células eucaridticas. Os processos laboratoriais para
obtencdo de imundgeno para imunizacdo de animais ou para 0s testes de diagnostico indireto,
realizados por processos laboratoriais a partir do patdgeno devem seguir rigorosamente as normas de
biosseguranca durante 0 manuseio.

A validacdo de um imunodiagnostico requer uma etapa diferente das anteriormente
observadas no desenvolvimento de vacinas e biofarmacos. Aqui os testes sdo validados frente a
bancos de soros positivos e negativos, analisados previamente por outros métodos de diagnostico.
Nesta etapa, as condigdes de biosseguranca sd@o fundamentais para assegurar a integridade do
operador. Deve-se ficar atento ndo somente ao patdgeno que esta sendo investigado, mas a outros que
podem estar presentes na colecao de soros. Por exemplo, um banco de soros para HIV pode também
ter amostras soropositivas para hepatite C, citomegalovirus, Zika, dengue e outras doencas.

Biosseguranca em kits de diagnostico para usuarios (geralmente técnicos de laboratério): Os
kits a serem utilizados devem ter suas instrucdes descritas com a maior clareza possivel. Quando

houver a inclusdo de controles positivos deve-se assegurar sempre que possivel sua inocuidade.

5 BIO-MANGUINHOS: PRODUCAO E DESENVOLVIMENTO DE VACINAS,
BIOFARMACOS E REATIVOS

O Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos) € a unidade da Fundacéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz) responsavel por pesquisa, inovacdo, desenvolvimento tecnoldgico e pela
producdo de vacinas, reativos e biofarmacosvoltados para atender prioritariamente as demandas
da saude publicanacional. O Complexo Tecnoldgico de Vacinas (CTV) do Instituto, um dos maiores
centros de producdo da América Latina, instalado no campus da Fiocruz, garante a autossuficiéncia
em vacinas essenciais para o calendario basico de imunizacdo doMinistério da Saude (MS).

(captado de https://www.bio.fiocruz.br/index.php/br/home/quem-somos) .

6 CONSIDERACOES FINAIS

As medidas de biosseguranca observadas no desenvolvimento e producao de imunobioldgicos
deve seguir as normas recomendadas pelas autoridades competentes em todas as suas etapas, da
demonstracdo da prova de principio, desenvolvimento do processo até as etapas de producdo. Os

cuidados no manuseio com patdégenos deve se estender do laboratorio de manipulacdo com o
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microrganismo ao laboratorio de experimentacdo animal, de forma a manter a biosseguranca dos
analistas, seguindo as normas vigentes.

No caso de nivel de biosseguranca animal 3 seguir as orienta¢cdes impostas pelo gerenciamento
do risco em ambientes de alta contencdo biol6gica NB-3 e NBA-3 do Ministério da Satde e quando
envolvidos Organismo Geneticamente Modificados, seguir adicionalmente a Resolu¢do Normativa
n° 18 da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca.

No caso de desenvolvimento de kits de imunodiagndstico, o cuidado no manuseio com amostras
clinicas deve ser observado no desenvolvimento e validacdo do produto, bem como com instrugdes

claras para 0s UsUarios.

Glossario:

* Biofarmacos sdo medicamentos obtidos por alguma fonte ou processo bioldgicos, ou seja, 0
principio ativo do medicamento é obtido através do emprego industrial de microorganismos ou
células modificadas geneticamente. S&o consideradas proteinas terapéuticas, incluindo anticorpos
monoclonais e seus derivados (WALSH, 2002).

**OMICS — Neologismo cunhado para designar estudos de todos os constituintes considerados
coletivamente. Incluem gendmica, transcriptémica, protedmica, imunoprotedmica, metabolémica e
metagenémica (BAGNOLLI ET AL, 2011).
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