Soros e vacinas do Butantan







Soros e vacinas do Butantan

Instituto Butantan
Sio Paulo
2018

Soros e vacinas do Butantan [ Organizado por Luciana M. Monaco; -
1.ed. - Sdo Paulo: Instituto Butantan, 2018.

24 p.

1.Soros e vacinas 2. Instituto Butantan I. Titulo




Sumario

Soros hiperimunes pistérico ’
Onde encontrar 8
Soros produzidos no Butantan n
A producéo do Butantan 12
i Historico 14
VaCl nas Vacinas produzidas no Butantan 23
A producéo do Butantan 24
Produtores de vacinas no Brasil 26
26

Bibliografia



Apresentacao

A producdo de soros e vacinas, assim como
0 conhecimento associado a esse processo,
segue as transformacdes da ciéncia
contemporanea mais avancada, evoluindo
constante e radicalmente ha mais de um
século. Nesse desenvolvimento, o papel

da instituicdo publica de ciéncia se da por
meio de pesquisa, produgao e inovagao.

0 Butantan, instituicdo dedicada a
pesquisa em saude publica e producdo de
imunobiologicos desde o inicio do

século XX, busca contribuir com a
divulgacdo desses temas aos mais
diversos publicos.

A proposta deste material € abordar
topicos relacionados aos soros e as
vacinas, destacando nocdes e conceitos
basicos sobre a historia, a producéo e o
desenvolvimento de imunobioldgicos
no Butantan.

Boa leitura!l

Introducao

0 corpo humano esta permanentemente
sujeito a invasdes de microrganismos ou
substancias estranhas a ele e para sua
protecdo dispde de um sistema imune

ou imunoldgico. O sistema imunologico

¢ formado por um conjunto de ¢rgdos

e células que promovem a protecdo e
eliminacdo desses invasores, que podem ser
virus, fungos, bactérias, toxinas ou venenos
constituidos por moléculas, geralmente
proteinas, que séo denominadas antigenos.
Os antigenos ativam o sistema imune no
combate as substancias desconhecidas

ao organismo.

0 sistema de defesa humano possui dois
tipos de imunidade: inata e adquirida ou
especifica. A imunidade inata € composta
pelas barreiras mecanicas, como a pele, as
mucosas, os pelos, os tecidos que formam
0 sistema respiratorio, a saliva, o suor e a
lagrima, configurando-se na primeira linha
de protecdo contra organismos estranhos.

Ja a imunidade adquirida ou especifica
consiste na resposta do organismo
direcionada a cada tipo de agente estranho
(antigeno). Este tipo de resposta é uma
acdo complexa e surge na segunda fase de
defesa, quando ¢ desencadeada a chamada
imunidade humoral, promovida pelas
células de defesa denominadas linfocitos
dos tipos B e T, produzidas na medula
ossea. Na presenca de um antigeno, os
linfocitos B se diferenciam em plasmocitos
e produzem uma proteina, o anticorpo ou
imunoglobulina especifica a este antigeno.
Este anticorpo tem regides em sua superficie
que se ligarao ao antigeno para elimina-lo.
Os linfocitos B apenas iniciam esse processo
de diferenciagdo e producédo de anticorpos
especificos, se houver um sinal proveniente
dos linfocitos T.

Assim, a resposta humoral e a celular

agem em conjunto, tornando a resposta
imune mais eficiente. Além da eliminacao
dos invasores, a ativacdo do sistema

imune especifico produz as células de
memaria, que reconhecerdo este organismo
estranho (ou antigeno) em futuras
infeccoes, desencadeando uma imediata
resposta humoral.

Outro processo, similar ao da imunidade
adquirida, acontece quando o0 organismo
recebe uma vacina e é estimulado a produzir
anticorpos. Esse método ¢ denominado
imunizagdo ativa. Uma das vantagens desse
tipo de imunizacéo ¢ ser duradoura, ou

seja, mantém a protecdo contra doencas

e demais invasores por meio da rapida
producdo de anticorpos, garantida pela
memoria imunobioldgica. No entanto,

€ preciso observar o tempo necessario
entre o primeiro contato com o antigeno

e a producdo de anticorpos contra eles,
para que a vacinagao ocorra sempre antes
da exposicdo ao patogeno (antigeno),
garantindo assim a imunidade adequada.

Ja a imunizagéo passiva acontece quando
ha transferéncia de anticorpos de um
organismo para outro, oferecendo uma
protecdo imediata, porém de curta

duraczo. E o que acontece quando um
organismo recebe um tratamento com soros
hiperimunes, que no Instituto Butantan

sdo produzidos em cavalos. Quando o soro

¢ obtido a partir de anticorpos produzidos
por animais imunizados ¢ chamado de
heterélogo. Uma vez purificados, ddo origem
0S soros hiperimunes heterologos, usados no
tratamento curativo de picadas de cobra e
outros animais, além de doencas infecciosas,
como a difteria, o tétano e o botulismo.



Soros hiperimunes

Historico

No Brasil, 0 pioneirismo no
desenvolvimento de soros deve-se a

Vital Brazil Mineiro da Campanha que
iniciou os trabalhos de producéo de

soros antipestosos e antiofidicos em um
pequeno laboratdrio criado oficialmente
em 1901 como Instituto Soroterapico

do Estado de Sdo Paulo, posteriormente
batizado como Instituto Butantan. A grande
contribuicao de Vital foi propor e validar a
especificidade do soro, ou seja, para cada
tipo de veneno deve haver um tipo de soro
que, por sua vez, estaria relacionado a
espécie da serpente.

Dessa forma, o Butantan atende, ha mais de
cem anos, as demandas de saude publica,
sendo responsavel pela producéo de treze
tipos de soros hiperimunes, destinados ao
Ministério da Saude, que se encarrega de
distribuir - por meio do Sistema Unico de
Saude (SUS) - os produtos no territorio
brasileiro de modo a garantir o acesso
gratuito a todos os que necessitam de
tratamento com antivenenos, antitoxinas e
soro antirrdbico.

A producdo no Butantan

0 termo soro designa qualquer
imunobiologico produzido em animais e
utilizado no tratamento de enfermidades
provocadas pela acdo do veneno de animais
peconhentos, por toxinas de agentes
infecciosos, como os causadores da
difteria, botulismo e tétano, ou ainda, na
profilaxia pds-exposicdo ao virus da raiva.
Pode ainda ser classificado na categoria

de antiveneno quando contém anticorpos
neutralizantes do veneno de animais, como
o0s soros antiofidicos, antiescorpionico

e antiaracnidico; em antitoxina, obtida

de toxinas bacterianas, como o0 soro
antitetanico, antidiftérico e antibotulinico;
ou como imunoglobulina antiviral, no caso
do soro antirrabico.

Para que um soro seja eficiente na
neutralizacdo dos efeitos toxicos de um
veneno animal ou agente infeccioso é
necessario que ele contenha anticorpos
especificos, dirigidos contra as principais
toxinas responsaveis por seus efeitos.

s







A hiperimunizagdo em cavalos para a
producdo do soro € realizada ha mais de
100 anos. Algumas caracteristicas justificam
essa escolha: sdo animais doceis e de facil
manejo, respondem bem a imunizagéo,

sdo de grande porte e, consequentemente,
produzem uma quantidade abundante de
anticorpos necessaria a producéo industrial
de soros. Os cavalos tém acompanhamento
veterinario continuo e alimentacao
ricamente balanceada de forma a garantir
que 0s processos de imunizacdo e sangria
nao tragam prejuizos a sua saude.

O processo de purificacdo do plasma
para obtencédo do soro ¢ realizado em
area industrial, utilizando um sistema
fechado e automatizado, atendendo as
exigéncias de boas praticas de fabricacdo
e de biosseguranca.

Todos os soros produzidos no Brasil tém
apresentacdo na forma liquida e séo
conservados em temperatura adequada

(+ 2 a 8°C). O periodo de validade,
considerando as condigdes de estocagem
adequadas, € de dois a trés anos a partir da
data de fabricacéo.

A administracdo do soro deve ser especifica
de acordo com o tipo de envenenamento
ou de doenca. No caso dos antivenenos, a
indicagdo deve ser feita independentemente
do animal causador do acidente ter sido
identificado ou ndo e, deve se basear

na presenca de manifestacdes clinicas.

O tempo decorrido entre a indicagdo do uso
do soro e o tratamento € fator progndstico
de fundamental importancia.

O sucesso do tratamento depende também
da administracdo da dose adequada,

que varia de acordo com a gravidade

do envenenamento ou da doenca.

Quando indicado, o numero de frascos-
ampolas ndo depende da idade ou peso
corporal do paciente.

Uma vez estabelecida a quantidade de
soro a ser administrada, esta deve ser
dada em dose Unica, visando maior
rapidez na neutralizagdo do veneno
ou toxina inoculado, tanto para
adultos como criancas.

Onde encontrar

N&do ha venda comercial de soros no
Brasil. Os laboratorios produtores oficiais
fornecem seus produtos exclusivamente
ao Ministério da Saude e a definicdo dos
locais de referéncia para aplicagédo de
soros € de competéncia das Secretarias
Estaduais de Saude.

0 Ministério da Saude fornece aos hospitais
que realizam atendimento aos acidentados
por animais peconhentos, de acordo com
as notificacoes recebidas. Mais informagoes
em: http://portalsaude.saude.gov.br.

No estado de Sdo Paulo, o Centro de
Vigilancia Epidemioldgica é o érgdo
responsavel pela distribuicdo dos
imunobioldgicos aos hospitais e pronto
socorros a serem utilizados na profilaxia
da raiva humana, difteria, tétano

e no tratamento dos acidentes por
animais peconhentos.

A Secretaria de Estado da Saude de Séo
Paulo por meio do Centro de Vigilancia
Epidemioldgica indica onde encontrar
assisténcia: http://www.cve.saude.sp.gov.br.

0 Hospital Vital Brazil do Instituto Butantan
realiza atendimento 24 horas para acidentes
por animais peconhentos, além de prestar
orientacéo via telefonica a profissionais de
saude. O endereco é Avenida Vital Brasil,
1500, Butantd, Sdo Paulo, Sdo Paulo e os
telefones sdo (11) 2627-9528, 2627-9529,
2627-9530.
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Soros produzidos pelo
Instituto Butantan

Tipo de soro Nome Indicacédo
Antiveneno Antibotrdpico pentavalente para acidentes com serpentes do género
Bothrops, popularmente conhecidas como
jararaca, jararacucu, urutu, caicaca, cotiara
Anticrotalico para acidentes com serpentes do
género Crotalus, popularmente
conhecida como cascavel
Antielapidico bivalente para acidentes com serpentes do género
Micrurus, conhecidas popularmente como
coral verdadeira
Antibotropico (pentavalente) e anticrotalico  para acidentes com serpentes do género
Bothrops e do género Crotalus
Antibotropico (pentavalente) e antilaquético  para acidentes com serpentes do género
Bothrops e do género Lachesis, conhecidas
como surucucu pico-de-jaca
Antiaracnidico (Loxosceles, para acidentes com aranhas dos géneros
Phoneutria e Tityus) Phoneutria (armadeira), Loxosceles (aranha-
marrom) e escorpides do género Tityus
Antiescorpionico para acidentes com escorpides
do género Tityus
Antilon6mico para acidentes com lagartas
do género Lonomia
Antitoxico Antiteténico para o tratamento de tétano
Antidiftérico para o tratamento da difteria
Antibotulinico Tipo AB para o tratamento do botulismo
do tipoAeB
Antibotulinico Tipo E para o tratamento do botulismo do tipo E
Antiviral Antirdbico para a profilaxia pos-exposicéo

a0 virus da raiva



A producéo de soros
do Instituto Butantan

1. Obtengdo de antigenos: o Butantan
possui biotérios para criacdo e manutengao
de serpentes, escorpides e aranhas,
destinados a producdo de venenos. Nas
areas de producéo de vacinas, as toxinas
de Clostridium tetani, C. botulinum e
Corynebacterium diphtheriae sdo isoladas
e purificadas. Da mesma maneira ¢ obtido
o0 virus inativo da raiva. Todos esses
elementos sdo os antigenos utilizados na
imunizacéo de cavalos.
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A producdo de soros envolve um processo
complexo e interdependente, cujas etapas
sdo descritas a sequir:

2. Hiperimunizagdo: sequindo cronogramas
pré-estabelecidos, os antigenos sao

diluidos para serem injetados em cavalos,
em pequenas doses e em intervalos que
variam de acordo com o tipo de soro a ser
produzido, de modo a estimular o sistema
imune dos animais a produzir anticorpos
especificos. Cada grupo de animal so6 recebe
um tipo de antigeno.
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3. Sangria: depois de completado o ciclo A fase seguinte ¢ a separacdo do sangue,
de imunizacéao, ¢ realizada uma sangria na qual o plasma, que contém os
exploratéria na qual se retira uma anticorpos, € processado e as hemacias sdo
amostra de sangue para medir o teor devolvidas ao animal por plasmaferese, uma
de anticorpos produzidos em resposta técnica desenvolvida no Instituto Butantan
a administracdo do antigeno. Quando o reduzindo os efeitos colaterais provocados
teor de anticorpos estiver satisfatdrio, pelas sangrias.

realiza-se a sangria definitiva,
retirando-se cerca de dez litros de
sangue de um cavalo, o que corresponde
a aproximadamente 2% de seu peso
total. Este volume é retirado em trés
etapas entre as sangrias.

4. Purificag¢do: o plasma € entdo submetido 5. Envase e acondicionamento: os soros
a um processo de purificagdo por técnicas hiperimunes séo envasados em frascos-
fisico-quimicas, com o objetivo de isolar os ampola de 2,5 ou 10ml de acordo com a
anticorpos especificos, de modo a garantir especificacdo de cada produto.

um alto grau de pureza. Nas diferentes
etapas envolvidas na producéo, o soro é
analisado por meio de testes de controle
de qualidade. Sao avaliados a atividade
bioldgica (poténcia neutralizante); a

esterilidade; o pirogénio, além da realizacdo _
de testes fisico-quimicos.




Vacinas

Breve histdrico das vacinas produzidas
pelo Instituto Butantan

A primeira vacina registrada na Historia
surgiu em 1796, quando o médico
britanico Edward Jenner (1749-1823)
desenvolveu uma forma de imunizagao
contra a variola. No Brasil, essa vacina foi
introduzida em 1804.

No final do século XIX, Louis Pasteur (1822-
1895) foi 0 primeiro a compreender o papel
dos microrganismos na transmissdo das
infeccdes. Ao usar processos para atenuar
a acdo dos microrganismos inoculados em
animais, Pasteur foi capaz de provocar uma
forma atenuada de doenca, evitando assim
as formas graves. Uma primeira vacina
contra a raiva foi testada em 1885.

No Brasil, nos primeiros anos do

século XX, a criacdo de instituicoes
cientificas - o Instituto Soroterapico
Federal (atual Fundagio Oswaldo Cruz)
e o Instituto Soroterapico de S&o Paulo
(atual Instituto Butantan) - veio suprir
a caréncia do pais de soros e vacinas,
decisivos no combate as epidemias que
assolavam os portos nacionais. Desde
entdo registra-se o desenvolvimento
progressivo dos imunobioldgicos, como a
producéo das vacinas.

No contexto histdrico, além do pioneirismo
na producdo de soros antiofidicos,
destaca-se o papel do Instituto Butantan
ao participar do esforco da Organizacédo
Mundial da Satde (OMS) na erradicacéo
da variola, produzindo a vacina da

variola até 1972, quando foi considerada
erradicada no pais.

0 ano de 1973 ¢ um marco fundamental na
historia das vacinas no Brasil com a criacdo
do Programa Nacional de Imunizacdes
(PNI). O Brasil passava por uma crise de
suprimento de imunobioldgicos provocada
pelo fechamento do laboratdrio privado
Sintex do Brasil, pouco ap6s a criacdo do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude, em 1981, que passou a aplicar
normas rigorosas de controle de qualidade
dos produtos para a saude e vetou o uso de
diversos soros e vacinas.

Inspecdo automatica dos
frascos contendo vacinas







Por outro lado, a producdo nacional de
vacinas era insuficiente para atender a
demanda do Ministério da Saude e mantinha
padrdes de qualidade precarios.

Em 1985, com o objetivo de estabelecer
uma agdo coordenada entre os produtores
publicos nacionais, estimulando os
investimentos e a melhoria da qualidade da
producdo local, o Ministério da Saude criou
o Programa de Autossuficiéncia Nacional
em Imunobioldgicos (Pasni). Desenhou-se
assim, uma estratégia de substituicdo
progressiva das importacdes e de expansao
dos laboratorios publicos.

A capacidade produtiva do Instituto
Butantan foi alavancada, tanto no que se
refere ao aumento do numero de doses
produzidas, com pregos acessiveis, como

na qualidade das vacinas, seguindo os
padrées da OMS. O programa proporcionou
a melhoria da infraestrutura de producéo,
por meio da construgdo de novas plantas ou
adequacdo das ja existentes, como também
o desenvolvimento de novas tecnologias,
aquisicdo de competéncia em diversos niveis
e agregacao de pessoal com capacitacdo
cientifica e tecnoldgica.

Desta forma, ja no inicio da década de
1990, a producéo das vacinas DTP (difteria,
tétano e pertussis), dT (difteria e tétano uso
adulto), e DT (difteria e tétano uso infantil)
em sistemas fechados, com tecnologias
desenvolvidas no proprio Instituto e em
plantas dedicadas, permitiu atender a
demanda nacional.

Um importante desenvolvimento em 1995
foi o da vacina recombinante hepatite B,
a primeira vacina obtida por técnicas de
engenharia genética (DNA recombinante)
produzida no pais, sendo posteriormente
incorporada pelo Ministério da Saude no
calenddrio de vacinagdo nacional.

Outro marco ocorreu com a transferéncia
da tecnologia da producdo da vacina
influenza em 2001 com uma empresa
multinacional francesa. Gradativamente,
quantidades crescentes de doses da vacina
influenza vém sendo produzidas, sendo

o seu o fornecimento ao PNI responsavel
pela campanha de vacinacédo da gripe

que acontece anualmente em todo o
territdrio nacional.

No cendrio atual, novas vacinas vém sendo
incorporadas no calendario de imunizagao,
para as quais o Butantan vem firmando
parcerias com industrias farmacéuticas
para o desenvolvimento produtivo desses
imunaobioldgicos, esperando-se que em um
futuro breve, sua tecnologia de produgao
esteja totalmente absorvida.




Produgao da vacina
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As vacinas sdo produzidas em areas
dedicadas exclusivamente a este fim, cujos
processos de producdo utilizam sistemas
fechados e automatizados, atendendo

as boas praticas de fabricacao e de
biosseguranca. E possivel resumir as etapas
envolvidas na produgdo de vacinas da
seguinte forma: cultivo, purificacdo, controle
de qualidade e envase.

Cultivo

A primeira fase da producdo de uma vacina
€ o crescimento do microrganismo que sera
ou fornecera o(s) antigeno(s). A partir de
um banco da cepa produtora, constituido
de ampolas contendo o microrganismo
preservado por congelamento ou
liofilizacdo, inicia-se a producgao. Cada

lote de uma nova vacina se inicia com
uma ampola deste banco, o que garante
uma maior uniformidade dos cultivos

e, consequentemente, do produto final.
Séo realizadas sucessivas passagens em
meio de cultura, em volumes crescentes,
visando 0 aumento da biomassa. Assim,
de um primeiro indculo de alguns mililitros
chega-se a um cultivo que pode alcancar
centenas de litros. Neste estagio final
podem ainda ser adotados procedimentos
especiais, como, por exemplo, a adicdo de
substancias especificas que promovem a
sintese do antigeno a ser posteriormente
purificado.

De modo geral, a transferéncia de uma
cultura para a proxima etapa de cultivo
deve ser realizada na fase exponencial
do crescimento do microrganismo. O
tempo necessario para que se atinja
esse ponto pode variar, dependendo,
entre outros fatores, do meio de cultura
e das caracteristicas da cepa. Varios
aspectos determinam as peculiaridades
de cada cultivo.

Os virus, parasitas intracelulares
obrigatorios, requerem um substrato celular
que possibilite sua replicacdo. Os virus

da influenza sdo propagados em ovos de
galinha embrionados, cuja producédo atende
a parametros rigidos de producéo e controle
de qualidade, estabelecidos pelos 6rgdos
regulatorios. A vacina influenza sazonal
utiliza trés cepas do virus da influenza, que
sdo cultivadas separadamente. Os virus sao
inoculados nos ovos que sdo mantidos em
estufas. O periodo de incubagdo dos ovos
com os virus inoculados varia para cada
uma das trés cepas.




Producao da vacina
Influenza.




Na produgéo das vacinas de raiva, rotavirus
e dengue, os virus multiplicam-se em
culturas de células Vero (derivadas de rim de
macaco verde), Unica linhagem liberada para
producdo de imunobioldgicos.

O cultivo de células de mamiferos é

mais exigente e delicado do que de
bactérias e leveduras, mas segue 0 mesmo
escalonamento das culturas até a obtencdo
do volume final de producéo.

Ja o Clostridium tetani € uma bactéria
anaerobica, e exige que nas primeiras fases
de preparo de inoculo sejam mantidas
condicdes que minimizem ao maximo

a oxigenacdo do meio. Uma vez no
biorreator, o cultivo ndo pode ser agitado,
0 que resultaria em aeracdo indesejavel
para o crescimento bacteriano, sendo a
sedimentacado da biomassa prevenida por
vibracdo. Ha ainda a necessidade de se
adotar procedimentos que assegurem a
contencgao dos esporos potencialmente
infectantes: todo o ar de exaustio gerado
no biorreator deve ser incinerado antes da
sua liberacao, protegendo tanto o ambiente
da fabrica quanto o meio externo. A bactéria
aerdbica Bordetella pertussis, por sua vez,
tem outras necessidades. Sua ativacdo no
inoculo inicial € delicada, exigindo um meio
de cultura solido e muito rico. A cultura é
entdo adaptada ao meio liquido, dando-se
continuidade as passagens que culminarao
com o cultivo no biorreator, realizado neste
caso, sob aeragéo.
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Purificacdo

Uma vez encerrado o cultivo, ha um longo
caminho a ser percorrido até o produto
final. Durante o desenvolvimento de uma
determinada vacina, inumeras técnicas de
purificacdo estdo a disposicdo, no entanto a
cada situacdo, sao eleitas as melhores para
isolar o componente de interesse (antigeno)
dos demais. A estratégia de purificacao

- conjunto e ordem das técnicas - deve
buscar a pureza necessaria, com 0 maior
rendimento e 0 menor custo possiveis. 1sso
significa, por exemplo, ndo acrescentar
etapas sem absoluta necessidade e evitar

0 uso de substancias que precisam estar
ausentes no produto final.

Em geral, no primeiro estagio do processo
de purificagcdo o volume a ser manipulado

¢ grande, de dezenas a centenas de litros,

0 que exige equipamentos com pouca
restricao volumétrica, procedimentos
simples e rapidos, além de reagentes

menos custosos. As técnicas mais utilizadas
para separar sélidos de liquidos sdo a
centrifugacgdo e a filtracdo tangencial. Nesta
ultima, o material circula paralelamente

a uma superficie filtrante, retornando

ao biorreator (ou tanque) de contenco.

0 poro do filtro ¢é selecionado de modo

a separar células do meio de cultura

ou entdo, grandes moléculas organicas
como as proteinas, da fase liquida onde
estdo contidas substancias inorganicas

e pequenas moléculas. Dependendo do
interesse, descarta-se a porcdo permeada
(filtrada), como na separacdo de células ou
concentragdo de macromoléculas. Podemos
também descartar as células de um cultivo e
manter a porcéo liquida contendo produtos
secretados, como € o caso de algumas
toxinas bacterianas. Procedimentos de
concentragao e até de troca de tampao,
podem ser realizados com a mesma técnica,
desde que o poro do filtro seja menor que
0s componentes retidos. O importante é ndo
esquecer a labilidade do antigeno, cuidando
sempre das condicdes quimicas e fisicas,
como temperatura, pH, acdo de proteases
ete.

No segundo estégio, a prioridade € isolar ao
maximo o antigeno, da forma mais eficiente
possivel, o que significa aumento de pureza
sem perda das caracteristicas biologicas
importantes para a sua imunogenicidade.

Normalmente, nesta fase, o volume do
material processado ja é€ menor e boa parte
das impurezas foi removida, possibilitando
0 uso de uma variedade bem maior de
procedimentos, por vezes mais custosos e
com restricdo volumétrica. O importante é
que as varias técnicas de uma estratégia de
purificacdo sejam baseadas em diferentes
principios: tamanho, carga, solubilidade e
densidade do antigeno, entre outros. Com
suas infinitas possibilidades, a cromatografia
€ um dos principios mais potentes, seja na
capacidade de purificacdo ou na adequagao
as boas praticas de fabricacao. Consiste
basicamente na aplicacdo do material

a ser purificado em um cilindro (coluna
cromatografica), preenchido com uma
resina com caracteristicas de porosidade

e afinidade fisico-quimicas apropriadas. A
medida que o material atravessa a resina,
os seus diferentes componentes serdo
separados em funcdo da maior ou menor
interacdo com a resina. O produto que sai
da coluna ¢ coletado em fragdes, as quais
sdo testadas e selecionadas.

Ao chegarmos a etapa final, a pureza do
antigeno, frequentemente é suficiente para
diversas aplicacdes, como em estudos de
caracterizacdo e até obtencdo de anticorpos
contra os mesmos. Mas, para seu uso

como vacina, ainda devem ser realizados
procedimentos que garantam também

a auséncia de endotoxinas -substancias
produzidas por microrganismos, que causam
febre e sdo uma preocupagdo constante ao
longo de toda a purificagdo-, a remogao

de eventuais residuos de substancias que
tenham porventura sido utilizados ao longo
do processo e, finalmente mantenham a
esterilidade bacteriana e fungica. O antigeno
assim purificado € o produto final das
diferentes fabricas de vacinas do Instituto
Butantan.



1. Rotulagem
2. Recrava céo
3. Recravacéo
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E claro que nem todos 0s processos passam
por todos esses estdgios. Certos antigenos
podem ser purificados com um numero bem
menor de etapas. Ha produtos que exigem
etapas de inativagdo efou destoxificacao,
como as vacinas pertussis celular, de toxinas
bacterianas e algumas virais. Vacinas de
proteinas virais efou recombinantes exigem
a remocdo de DNA residual derivado da
célula hospedeira.

0 antigeno concentrado passara

ainda pelas etapas de formulagio e de
envase/acondicionamento. Na formulacdo
¢ realizada uma diluicdo de modo que
todos os constituintes da vacina (antigenos,
adjuvante, sais, conservantes) estejam nas
concentragdes preconizadas para o produto
final. No envase e acondicionamento,

a vacina formulada € distribuida em
ampolas ou frascos (envase), os quais sdo
etiquetados e embalados.
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Qualidade

Em todas as etapas de producao, desde

o inicio do cultivo até a ultima etapa de
purificacdo, sdo realizados pelo laboratorio
produtor, testes de controle de processo

e monitoramentos, que permitem avaliar
auséncia de contaminacdo, rendimento

do antigeno, controle ambiental da area
de trabalho, entre outros. O antigeno
concentrado, por sua vez, deve ser
amostrado e submetido a testes especificos
no Servico de Controle de Qualidade, entre
0s quais, testes de pureza e concentragdo
do antigeno, esterilidade bacteriana e
fungica, auséncia de pirogénio, bem como
alguma prova de atividade imunogénica,
in vivo ou in vitro. Alguns testes devem
ser repetidos apds a formulacdo e também
com o produto envasado. Ha também a
inspecdo visual de todos os frascos, antes
da sua embalagem.

Além da comprovacéo da qualidade do
produto em si, procedimentos de producéo,
limpeza, seguranca pessoal e ambiental
devem estar aprovados. Os equipamentos,
areas de producdo e funcionarios devem ter
alto nivel de qualificacéo.

Nos ultimos anos, o Instituto Butantan

vem investindo para manter seu padrao de
exceléncia na producao de imunobioldgicos,
por meio da adequacdo das areas produtivas
as normas cada vez mais exigentes das
autoridades regulatorias nacionais

e internacionais.



Vacinas produzidas
pelo Instituto
Butantan

Vacina influenza

(fragmentada e inativada)

Devido a alta taxa de mutacao do virus
influenza, a composicao da vacina é
alterada anualmente. Desde 1947, a

OMS coordena centros de vigilancia
epidemioldgica da gripe em varias partes do
mundo, envolvendo 121 laboratorios em 93
paises. No Brasil existem trés laboratorios
de referéncia: Fiocruz (RJ), Instituto Adolfo
Lutz (SP) e Instituto Evandro Chagas (PA).
Estes laboratdrios coletam as amostras de
secrecdes respiratorias dos pacientes com
quadro clinico de gripe e identificam os
virus circulantes. A partir destes dados, a
OMS seleciona as trés cepas virais que irdo
compor a vacina do proximo ano. Como

o0 periodo de circulacdo do virus influenza
¢ diferente nos hemisférios Sul e Norte,
existe uma recomendag¢do de composicdo
da vacina diferente para cada regido. As
cepas selecionadas sdo distribuidas aos
laboratorios produtores, entre os quais o
Instituto Butantan.

0 processo ¢ iniciado com a inoculagdo

da suspensao viral em ovos embrionados,
que sdo incubados por um periodo que
oscila de acordo com a cepa. Em sequida,

o liquido alantdico € colhido, centrifugado,
concentrado, fragmentado e inativado,
resultando em uma suspensao monovalente
a qual ¢ esterilizada por filtragao.

A formulagdo da vacina consiste na mistura
das suspensoes de cada uma das cepas. A
campanha de vacinagao da gripe ocorre
anualmente nos meses de abril e maio,
antecedendo o inverno.

Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis (DTP), vacina adsorvida difteria
e tétano adulto (dT) e vacina adsorvida
difteria e tétano infantil (DT)

A vacina DTP é formulada com as anatoxinas
diftérica e tetanica, combinadas com a
vacina pertussis celular, adsorvida em gel

de hidroxido de aluminio e adicionada

de timerosal como conservante. Existem
ainda as vacinas duplas de uso infantil (DT-
difteria e tétano) e uso adulto (dT), cuja
diferenca reside na quantidade de anatoxina
diftérica presente, sendo maior na forma
infantil (DT) em comparacdo com a vacina
do tipo adulto (dT).
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A vacina combinada de DTP e Hib ¢
conhecida como tetravalente, pois protege
ao mesmo tempo contra difteria, tétano,
coqueluche e infeccoes graves pelo
Haemophilus influenzae tipo b e faz parte
do calendario nacional de imunizacdo
basica. O Instituto Butantan produz as
fracdes DTP e a fracdo Hib é produzida em
Bio-Manguinhos/Fiocruz.

Vacina adsorvida hepatite B
(recombinante)

A vacina adsorvida hepatite B desenvolvida
no Instituto Butantan utiliza a tecnologia de
DNArecombinante. O antigeno é formado
por particulas proteicas virais produzidas
por uma linhagem de levedura, na qual

foi introduzida a sequéncia de DNA
correspondente ao principal antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAg).

A levedura portadora da sequéncia génica
do virus € cultivada em biorreatores, a

qual sera usada para o crescimento da
massa celular e expressdo da proteina
recombinante. Em sequida, a biomassa
celular obtida € rompida para a liberacdo do
antigeno. Seguem-se varios processos de
purificacdo. O produto final tem alta pureza
para o HBsAg, tendo os contaminantes
provenientes da levedura sido eliminados
em quase sua totalidade. O concentrado
proteico resultante ¢ formulado com gel de
hidréxido de aluminio.

Vacina raiva (inativada)

E a vacina indicada para a imunizacio
contra a raiva em humanos. Atualmente a
vacina raiva (inativada) enviada ao PNI é
origindria da Franca. Esta vacina é preparada
a partir do virus rabico fixo, cultivado em
substrato de cultura de células de linhagem,
células Vero. Por ser material bioldgico
estavel, ndo provoca problemas de saude
no homem. Estas células crescem em altas
concentragdes em biorreatores.

0 Instituto Butantan desenvolveu uma
vacina para a raiva utilizando células Vero
cultivadas em meio livre de soro e outros
contaminantes de origem animal. Neste
processo o virus rabico fixo Pasteur (PV)

¢ produzido em células Vero aderidas a
esferas solidas cultivadas em biorreator. O
sobrenadante destas culturas contendo virus
rabico ¢ coletado, concentrado, purificado
e inativado. Com o concentrado inativado ¢
formulada a vacina raiva (inativada).

0 produto foi registrado na ANVISA,
escalonado para biorreatores de 150L e
estd aguardando a liberacdo do prédio da
fabrica para iniciar a producédo da vacina
raiva (inativada). A producéo desta vacina
permitira a instituicdo atender a demanda
nacional, garantindo, dessa forma, a
independéncia tecnoldgica do pais para
este imunobioldgico.

Desenvolvimentos de novas vacinas

0O Instituto Butantan juntamente com
industrias farmacéuticas tém contratos de
Parceria de Desenvolvimento Produtivo
(PDP) para producdo de novas vacinas,
como € o caso da vacina dTpa, que envolve
a transferéncia da tecnologia de producéo
do componente da vacina pertussis acelular
(pa); da vacina quadrivalente de papiloma
virus humano (HPV), e da vacina hepatite A,
inativada e purificada.

Uma vacina pentavalente para os cinco
sorotipos de rotavirus presentes no Brasil foi
desenvolvida no Instituto Butantan, a vacina
rotavirus humano-bovino G1,G2,G3,G4,G9
(atenuada). E uma vacina oral, liofilizada,
com 4 doses e produzida em células Vero.
Ela foi testada em animais e em humanos
(Fase | dos Ensaios Clinicos) e demonstrou
ser segura e induzir a formagéo de
anticorpos contra os rotavirus dos sorotipos
G1, G2, G3, G4 e G9. Depois disto, ela sera
testada em novos ensaios clinicos (Fases

Il e Ill), registrada na ANVISA e produzida
para a populagéo.

Uma vacina contra dengue contendo os
quatro sorotipos de virus circulantes no
Brasil foi desenvolvida pelo Butantan,

a vacina dengue 1,2,3,4 (atenuada). Ela
também € produzida em células Vero, com
virus vivo atenuado. E apresentada na forma
liofilizada em frascos contendo 10 doses. Ela
foi testada em animais e em humanos (Fases
| e Il dos ensaios clinicos). Os resultados
encontrados demostraram que a vacina é
segura e induz protecdo contra os quatro
tipos de virus dengue. Atualmente ela se
encontra na fase Ill dos testes clinicos em
voluntérios de todo o pais. Esta fase finaliza
0s estudos que comprovam a seguranga e
eficacia da vacina. O desenvolvimento desta
vacina € resultado de uma parceria entre o
Instituto Butantan e os Institutos Nacionais
de Saude dos Estados Unidos (NIH).



A producdo de vacinas
do Instituto Butantan
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Qualquer que seja

a vacina, a primeira

fase de producao

€ o crescimento de
microrganismos que
serdo ou fornecerédo os
antigenos. Toda planta
de producao deve ter um
banco de cepa produtora.

As proximas etapas
de purificacdo variam
de acordo com as
caracteristicas fisico-
quimicas do antigeno,
sendo o processo de
cromatografia um dos
mais utilizados.

As cepas sdo inoculadas
de acordo com o tipo

e necessidade para
desenvolvimento em
meios de cultivo, em
ovos embrionados ou
em cultura de células.

A formulacéo consiste
na diluicdo de todos os
constituintes da vacina:
antigenos, adjuvantes e
tampdes especificos para
cada vacina.



A proxima etapa € o
crescimento destes
microrganismos em
biorreatores especificos
para cada tipo de
microrganismo. No caso
da vacina influenza, os
ovos inoculados com

0s virus sdo mantidos
em estufas.

A vacina formulada € distribuida
em frascos que sao rotulados
com os dados de fabricacédo

de cada vacina.

Entre cada uma das fases de
producao sdo realizados testes
de controle de qualidade,
desde a abertura da cepa até a
liberacdo da vacina ampolada.

A etapa de crescimento
seguem-se as primeiras
etapas de purificacdo,
com a separagdo celular,
que proporciona o
isolamento do antigeno
de interesse para a
producéo da vacina.




Produtores de
vacinas no Brasil

Instituto Butantan, Sdo Paulo/SP

Além dos soros antitoxicos e antiofidicos,
produz as vacinas influenza (vacina
influenza - fragmentada e inativada);
DTP (vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis); hepatite B (vacina adsorvida
hepatite B - recombinante); e raiva em
cultura de células Vero (vacina raiva -
inativada). Encontram-se em processo de
transferéncia de tecnologia as vacinas de
HPV (quadrivalente) e hepatite A, assim
como a transferéncia de tecnologia do
componente pertussis acelular (pa), que
sera associado aos componentes tetanico
e diftérico do Instituto na formacdo de
uma nova vacina dTpa. A vacina da dengue
composta pelos quatro tipos de virus,
atualmente encontra-se na ultima fase
de testes clinicos.

Bio-Manguinhos/Fiocruz,

Rio de Janeiro/RJ

Produz as vacinas contra a febre amarela;
sarampo; poliomielite; meningite
meningococica, soro-grupos A/C;
Haemophilus influenzae tipo b (Hib).

Instituto de Tecnologia do Parana
(Tecpar), Curitiba/PR

Produz a vacina contra raiva em cultivo
celular para uso veterinario.

Fundacdo Ataulfo de Paiva,

Rio de Janeiro/RJ
Produz a vacina BCG.
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