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I. Introducao

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) é uma
forma de complementar e colocar em pratica os conhecimentos tedricos adquiridos durante
quatro anos e meio sendo, por isso, uma parte essencial do percurso académico.

O estagio foi realizado na Farmacia Gama, que por si s6 € uma conceituada farmacia de
Viseu, sob a orientagao da Dra. Anabela Fonseca, durante o periodo de 02 de maio de 2018
a 04 de agosto de 2018, perfazendo um total de 648 horas.

O objetivo deste estagio passa por dar uma visao global do trabalho desempenhado
numa farmacia comunitaria. Este vai desde a parte do backoffice, onde se faz a gestio de
encomendas, gestao de stocks, verificagao de prazos de validades, até ao atendimento
publico, em que o farmacéutico desempenha um papel fundamental nestas atividades. Como
agente de salde publica é essencial que o farmacéutico ganhe a confianga dos utentes,
porque muitas vezes, tendo em consideracao a proximidade a populagao, é o primeiro local
onde o utente vai procurar aconselhamento sobre a salide. Por esta mesma razao, cada vez
mais o farmacéutico assume uma posi¢ao mais evidente na comunidade.

Neste relatorio irei fazer uma andlise critica, sob a forma de uma analise SWOT, onde
sao tratados os pontos fortes, os pontos fracos, as oportunidades e as ameagas que surgiram

ao longo do estagio.

2. Farmacia Gama

A Farmacia Gama localiza-se na Avenida Emidio Navarro, n® 94, no centro da cidade
de Viseu, sendo uma das mais antigas. Atualmente é propriedade da Dra. Maria Luisa Saraiva
Cabral Costa, quando em 1974 a adquiriu por trespasse ao Dr. Heitor Gama Castelo
Branco.

Esta farmacia esta aberta ao publico de segunda a sexta-feira das 8 horas as 20 horas e
das 9 horas as |9 horas ao siabado, tendo como objetivo principal a satisfagao das
necessidades dos utentes. Além deste horario, também esta inserida num plano de
atendimento permanente, juntamente com outras farmacias da cidade em que existe uma
escala que determina qual o dia e qual a farmacia que estara aberta 24 horas. Nestes dias de
servico, fica apenas um funcionario da farmacia depois da meia-noite, a quem os utentes se

podem dirigir.



3. Analise SWOT

Numa analise SWOT avaliam-se aspetos tanto a nivel interno como a nivel externo. O
acronimo  SWOT  significa: pontos fortes (Strengths), pontos fracos (Weaknesses),
oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats), sendo que os dois primeiros estao
incluidos na analise a nivel interno (Tabela la), e os dois Ultimos estao incluidos na analise a

nivel externo (Tabela Ib).

Tabela la — Aspetos internos da analise SWOT relativamente ao estagio curricular.

Aspetos a nivel interno

Pontos Fortes Pontos Fracos
Localizagao da Farmacia Formagoes
: Relacionamento de nomes comerciais com
Equipa técnica multidisciplinar _
denominagao comum internacional (DCI)
Projeto Kaizen Conteldos programaticos
Farmacia informatizada Receitas manuais

Aconselhamento farmacéutico

Gestao de encomendas

Tabela Ib — Aspetos externos da andlise SWOT relativamente ao estagio curricular

Aspetos a nivel externo

Oportunidades Ameacas
Estagio de Verao Falta de medicamentos
Cartao da farmacia Locais de venda de medicamentos nao sujeitos a

receita médica (MNSRM)
Servicos de farmacia Abertura de uma nova farmacia
Fraco conhecimento relativamente a

medicamentos genéricos pelo utente

3.1. Pontos Fortes
3.1.1. Localizacdo da Farmacia
A Farmacia Gama esta localizada numa zona privilegiada, integrada no centro da cidade
de Viseu, com bons acessos, frequentada por uma populagao essencialmente heterogénea,
ou seja, de varias faixas etarias e também de varios estratos sociais. Na area envolvente a
farmacia existem outros servicos como clinicas de salde, escolas, centros de dia,



estabelecimentos comerciais, escritérios e alguns pontos turisticos, tornando-se desta forma
uma area bastante movimentada, contribuindo para a heterogeneidade da populagao.
Contudo, como ¢é de prever, os idosos acabam por ser os clientes mais assiduos da farmacia,
uma vez que pertencem a faixa etaria que esta, muitas vezes, sujeita a polimedicagao, vao em
busca de um aconselhamento e cuidado personalizado. Muitos deles ja sao clientes
fidelizados na farmacia, existindo alguns que o sao desde a aquisicao da farmacia pela atual
proprietaria.

Outro aspeto a realcar, é a proximidade da farmacia ao recinto onde se realiza a feira
semanal (tergas-feiras), o que provoca um aumento significativo de utentes nesse dia.

Assim, a Farmacia Gama apresenta uma elevada visibilidade, reputagao e acessibilidade,

em parte devido a sua historia e localizagao.

3.1.2. Equipa técnica multidisciplinar

A equipa técnica de uma farmacia tem um papel fulcral para o seu sucesso. A Farmacia
Gama apresenta uma ampla, diversificada e bastante cooperativa equipa, que alcanca e
cumpre de forma eficaz e eficiente os objetivos estabelecidos. As relagoes interpessoais e o
ambiente no trabalho também contribuem para o bom funcionamento da farmacia e para a
relacao farmacia-utente.

A equipa é constituida por 12 elementos: um diretor da farmacia, trés farmacéuticos,
trés técnicos de farmacia, uma conselheira de dermocosmética, uma gestora financeira, duas
auxiliares responsaveis pela rececio de encomendas e uma auxiliar de limpezas. A
organizagao da equipa faz com que cada elemento tenha determinadas fungoes, desde a
rece¢io de encomendas, ao marketing, conferéncia do receituario, aconselhamento
dermocosmeético, entre outras. Isto permite que cada membro fique mais familiarizado com
uma determinada area, possibilitando um aconselhamento com maior qualidade. Todavia, tal
nao significa que todos os profissionais nao possuam o conhecimento e as competéncias
adequadas para realizarem qualquer uma das outras tarefas.

Durante o meu percurso, a integragao na equipa foi bastante facil, porque estamos
perante uma equipa jovem e bastante acolhedora, estando sempre disponiveis para
esclarecimento de duvidas e para ajudarem em caso de necessidade. O bom ambiente e a
boa disposi¢ao que se fazia sentir na farmacia foi a grande influéncia para a minha integragao

e sucesso durante o estagio.



3.1.3. Projeto Kaizen

A Farmacia Gama tem implementada a filosofia Kaizen. A palavra Kaizen significa
“melhoria continua”, tendo como lema “mudanga para melhor” e foi introduzido no Japao
por Masaaki Imai. Atualmente é um pilar importante para a estratégia competitiva a longo
prazo para as empresas, sendo reconhecido a nivel mundial. Assim, esta filosofia tem como
conceitos de modelo de gestao a organizagao, a produtividade, a melhoria continua, a
eficiéncia operacional e os algoritmos'.

E importante definir objetivos, fazer o planeamento das tarefas dos membros da equipa
e organizar o backoffice’. Para o cumprimento destes objetivos, Kpi’s, é essencial a realizagio
de reunides, neste caso especifico feitas pelo menos 2 vezes por semana, juntando toda a
equipa, de forma a haver trocas de informagoes, manter a comunicagao e monitorizar os
objetivos que foram estipulados. Existe entao o quadro Kaizen que se encontra no backoffice
e tem como objetivo mostrar a equipa quais as tarefas a desempenhar, o seu progresso, se
houve ou nao o cumprimento dos objetivos propostos, bem como as campanhas que estao
em vigor naquele momento.

Na minha opiniao, este sistema acaba por ser bastante importante trazendo indmeras
vantagens na organizagao e funcionamento de uma farmacia, uma vez que promove o
espirito de equipa ao definir os objetivos que devem ser alcancados e leva também a

reducao de erros de stock.

3.1.4. Farmacia Informatizada

A Farmacia Gama tem um robot, onde a maioria dos medicamentos se encontram
armazenados, o que traz inUmeras vantagens tanto a nivel de armazenamento como a nivel
da dispensa de medicamentos. As principais vantagens a nivel de armazenamento sao a
rentabilidade do espago da farmacia, o controlo total do stock e prazos de validade e, por
fim, a arrumagao automatica. A nivel de dispensa dos medicamentos ha uma maior rapidez
na dispensa de uma receita, o que promove uma maior disponibilidade para o atendimento
personalizado e menos erros humanos na dispensa dos mesmos. Contudo, apresenta duas
desvantagens, apesar de pouco significativas, como a dispensa de um medicamento de cada
vez e em caso de avaria ter que se entrar em contacto com a Glintt.

Os medicamentos sao introduzidos no robot através da leitura do cédigo de barras do
medicamento e caso o prazo de validade do mesmo seja inferior ao predefinido, deve ser
feita a sua introdugao manual. Tal acontece desta forma, para que seja sempre dispensado

primeiro o medicamento com menor prazo de validade. De seguida, coloca-se a embalagem

13



no tapete rolante de entrada, onde sao medidas as dimensoes da embalagem por
infravermelhos. O robot arruma o medicamento conforme o espago disponivel nas
prateleiras e dispensa- o automaticamente na saida principal.

A Farmacia Gama também possui o equipamento Cashguard, onde antes de se terminar
a venda, se coloca o pagamento respetivo ao operador e logo de seguida, a maquina concede
automaticamente o troco. Este equipamento também traz bastantes vantagens, uma vez que
minimiza erros de troco e no final do dia acaba por facilitar a conferéncia das caixas. A meu
ver, no que toca a estas tecnologias, estas foram uma grande ajuda porque nao perdia tempo
em ir a procura do medicamento, nem tinha que me preocupar com o troco, o que me
permitia estar mais concentrada e dar uma maior atengao ao utente.

Sendo uma farmacia que pertence a Associagcao Nacional das Farmacias (ANF), utiliza o
SIFARMA 2000°. Este software é transversal a toda a farmdcia, uma vez que facilita nio s os
processos de emissao e recegao de encomendas, consulta e anulagao de vendas, controlo de
prazos de validade, realizagao de vendas com ou sem receita médica, bem como realizagao
de vendas suspensas, com e sem crédito, fazendo a atualizagao automatica do stock, gestao
do receituario e de psicotrépicos. Além destas fungoes, também fornece informagao
atualizada sobre cada medicamento, como a posologia, as indicagoes terapéuticas, as
precaugoes, as interagoes e contraindicagoes, sendo bastante Util em caso de duvidas por
parte do profissional de farmacia. No meu caso especifico, esta ferramenta foi uma grande
ajuda, principalmente na parte inicial do estagio, durante o atendimento aos utentes. O
sistema ainda emite alertas caso haja algum tipo de interagdes, classificando-as como leves,

moderadas ou graves, juntamente com a devida justificagao cientifica.

3.1.5. Autonomia das tarefas realizadas

Desde sempre que todos os membros da equipa da Farmacia Gama se mostraram
disponiveis para me ajudar e tirar duvidas, deixando-me sempre muito a vontade. No inicio
do estagio, fiz algumas rece¢oes de encomendas de forma autonoma passando quase de
seguida para o atendimento ao balcao. Quando iniciei o atendimento ao balcao estive
sempre acompanhada por um elemento da equipa, onde aprendi de que forma como
comunicar com os utentes e algumas informagoes relativas a determinados medicamentos,
acabando por desenvolver capacidades que me ajudaram ao longo deste percurso. Desde
cedo, que me deram a seguranga para realizar as tarefas de forma autonoma, o que foi

essencial para o meu crescimento ao longo do estagio.



3.1.6. Aconselhamento Farmacéutico

Na pratica farmacéutica, o aconselhamento farmacéutico € uma das areas de maior
importancia.

Os utentes dirigem-se a farmacia para pedir conselhos relativamente a alguma situacao
especifica ou entao para o aviamento de uma receita. No caso do aviamento da receita é
sempre importante o farmacéutico explicar a posologia, dar indicagao de alguns efeitos
adversos que possam acontecer e também explicar qual a indicagao do medicamento, de
forma a garantir a correta utilizagio do mesmo. No caso de irem a farmacia a procura de
ajuda e conselhos para determinada condicao é essencial fazer uma avaliagao da situagao
para perceber o que podera ter causado os sintomas e entio sugerir opgoes nao
farmacologicas, ou caso seja necessario, opgoes farmacoldgicas e, em Ultimo caso, sugerir a
ida ao médico.

Assim, no meu ver é nestes momentos que o papel do farmacéutico se evidencia,
podendo demonstrar o seu valor profissional. Durante o meu percurso pude aconselhar
diversas pessoas e, como o meu estagio se realizou na altura da Primavera, houve muitos
casos de alergias, essencialmente rinite alérgica. Assim, o aconselhamento passava por fazer
um anti-histaminico H1, a cetirizina, denominado Zyrtec®, nio sujeito a receita médica uma
vez por dia, de preferéncia a noite antes do jantar’. Contudo, existe outro anti-histaminico
Hl que tem um efeito menos sedativo que poderia ser cedido, o Telfast®, com igual
posologia®. Para alivio imediato da congestio nasal e rinorreia era indicado um
descongestionante tépico, como o Vibrocil®. Muitos também apresentavam comichio e
ardor nos olhos pelo que eram indicadas umas gotas oftalmicas com agao calmante, como
por exemplo, da Optrex®.

Também apareceram casos de diarreia aguda, sendo que é sempre importante tentar
saber a causa. Deve-se aconselhar medidas nao farmacolégicas como a ingestao de muitos
liquidos. Como medidas farmacolégicas, podemos aconselhar o cloridrato de loperamida, o
Imodium Rapid®, e tomar | apés cada dejecio diarreica, sendo que o maximo sao 6 por dia’.
Também é importante aconselhar um probidtico de formar a restabelecer a flora intestinal,
como o Atyflor® ou o UL-250°. Caso ndo haja melhoria, o ideal é ir ao médico.

Estes aconselhamentos sao baseados em protocolos de aconselhamento presentes na
farmacia que tém indicados os varios tipos de tratamento que se podem fazer para cada
situagao especifica, quais os sintomas e, também algumas medidas nao farmacologicas, como

podemos observar nos 2 exemplos em anexo.



3.1.7. Gestdo de encomendas

Como ja mencionado anteriormente, surgiu a oportunidade de estar na recegao de
encomendas. As encomendas didrias sio geradas automaticamente pelo SIFARMA2000°,
consoante as vendas didrias e predefinicao do stock maximo e minimo para determinado
produto. Contudo, no fim de cada dia, esta encomenda é confirmada por um elemento da
equipa, sendo enviada depois para a Plural, Empifarma, Magium e Alliance. Assim, na manha
seguinte a encomenda é entregue, colmatando o stock do dia anterior.

Esta tarefa ajudou-me de certa forma a reconhecer os medicamentos e associar o
principio ativo ao medicamento de referéncia, bem como saber o local onde se guardava
cada medicamento (robot ou prateleira), ter nogao da gestao de stocks, facilitando o

atendimento ao publico, uma vez que permitiu familiarizar-me com os medicamentos.

3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Formacgoes

Na minha opiniao, as formagoes foram um ponto fraco, porque durante o estagio nao
tive nenhuma formagao externa, o que nao me permitiu adquirir determinados
conhecimentos sobre laboratorios e algumas gamas de produtos.

Por outro lado, assisti a bastantes formagoes internas através de delegados de
informagao médica. O objetivo destas formagoes era muitas vezes a apresentagao de novos
produtos ou entao relembrar as propriedades dos que ja existem.

Considero que as formagoes sao bastante importantes, principalmente para os
estagiarios uma vez que € com elas que ficamos a conhecer os produtos de cada laboratério
e quais as suas propriedades, em areas onde existe falta de conhecimento, como por

exemplo a area de dermocosmética.

3.2.2. Relacionamento de nomes comerciais com DCI
No dia-a-dia da farmacia as marcas tém um grande peso, uma vez que é a forma mais
comum de os utentes se referirem a medicagao, falando-se muito pouco em principios
ativos.
Assim, como durante o percurso académico raramente foram mencionados nomes
comerciais, apenas principios ativos, esta associa¢ao acabou por se tornar numa dificuldade
durante o estagio. Contudo, com o decorrer do estigio consegui ultrapassar esta

dificuldade.



3.2.3. Conteudos programaticos

O plano curricular do MICF envolve diversas areas que vao desde a farmacologia, as
quimicas, passando por plantas medicinais sendo, portanto, bastante diverso, o que nos
permite adquirir uma grande e variavel quantidade de conhecimentos.

Porém, existem areas de grande importincia na farmacia comunitaria que durante o
curso sao pouco exploradas. A dermocosmética, as preparagoes de uso veterinario, a
nutricao e a puericultura sao as areas menos exploradas e, por isso, quando era abordada
para o aconselhamento destas, sentia-me bastante desconfortavel, tendo que ir pedir,
sempre, ajuda a um membro da equipa de forma a colmatar essas limitagoes.

Assim, considero importantes que se fagam alteracoes em algumas unidades
curriculares, de forma a que estas se tornem mais proximas da realidade da farmacia. Desta
maneira, os alunos estarao melhor preparados para realizarem o estdgio curricular sem se

sentirem menos confortaveis relativamente a estas areas.

3.2.4. Receitas Manuais

Com o aparecimento das receitas eletronicas, as receitas manuais foram postas cada
vez mais de lado. As receitas eletronicas trouxeram inlmeras vantagens, sendo que a
principal foi a diminuigao drastica de erros de dispensa., devido muitas vezes a caligrafia dos
prescritores que era ilegivel.

Ainda assim, vao aparecendo algumas receitas manuais, pelo que no inicio o a vontade
com as mesmas nao era muito, uma vez que é essencial verificar sempre se a receitas
cumpre todos os parametros necessarios para depois a farmacia receber a comparticipagao
do estado. Além disso, muitas vezes a caligrafia nao era percetivel, sendo necessario
recorrer a outro membro da equipa, para verificar o medicamento em causa, dose e

posologia.

3.3. Oportunidades
3.3.1. Estagio de Verao
A Farmacia Gama possibilita a realizacao de estagios de verao a estudantes, o que, para
mim, foi uma mais-valia, porque me permitiu ter uma nogao da “realidade” de farmacia
comunitaria mais cedo, ficando familiarizada com o funcionamento da mesma e com o
software utilizado.
Este trouxe vantagens para o meu estagio curricular, uma vez que ao conhecer os

membros da equipa consegui adquirir uma autoconfianga na realizagao das tarefas, ajudando
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no meu progresso. Gragas a isso, também passei mais tempo no atendimento ao publico,
estando menos tempo no backoffice, permitindo evoluir nesta area e na minha forma de

comunica(;éio com os utentes.

3.3.2. Cartdao da Farmacia Gama

A Farmacia Gama recentemente criou um cartao de cliente de forma a fidelizar mais
os utentes. Com este cartio, ha acumulagao de pontos para obter descontos em compras
efetuadas posteriormente.

Como estive presente aquando a criagdo deste cartao, ajudei na associagao dos
cartoes aos clientes ja fidelizados, que se mostraram bastante recetivos ao mesmo, inclusive
na sua aquisi¢ao por parte de novos clientes. Tal permitiu que estes nos dissessem que iriam
voltar.

Assim, considero o cartao da farmacia, uma mais-valia, pois € uma forma de garantia e
fidelizagado de utentes. Por isso, tornou-se uma oportunidade, uma vez que me permitiu

estar em contacto com a area de marketing farmacéutico.

3.3.3. Servicos da farmacia

A Farmacia Gama tem inumeros servigos a disponibilidade do utente. Apresenta os
servigos comuns farmacéuticos como a medi¢ao dos parametros bioquimicos, como tensao
arterial, perfil lipidico, glicémia, entre outros. Juntamente com estes servicos, também
disponibiliza a administragao de vacinas e injetaveis.

Para a medicao do perfil lipidico, colesterol total, HDL (do inglés High Density
Lipoprotein), LDL (do inglés Low Density Lipoprotein) e triglicerideos a farmacia adquiriu o
COBAS® que faz a medicio destes 4 parimetros concomitantemente de forma rapida e
eficaz dando uma informagao mais detalhada ao utente. Em relagao a medicao da tensao
arterial, por esta ser gratuita, € o parametro mais procurado principalmente pelos idosos, o
que permite ter uma avaliagao continua da sua saide, havendo um maior controlo, uma vez
que cada medigao é registada, ficando o utente com essa informagao. Com estes servigos,
consegui uma maior proximidade ao utente e também aplicar os conhecimentos adquiridos
na faculdade.

Conta também com consultas de nutrigao, podologia e estética, sendo que para estas
vém pessoas externas a farmacia de forma periddica.

E importante haver uma grande variedade de servigos, pois traz uma maior dinimica a

farmacia, possibilitando um maior cuidado para o utente e o seu bem-estar.



Tendo em conta a maior afluéncia de idosos, acho que seria importante a farmacia
implementar servicos como preparagoes individualizadas de medicamentos. Por serem
polimedicados, os idosos praticam a toma da medicagao de forma incorreta, podendo nao

obter o efeito pretendido.

3.3.4. Medicamentos manipulados

Quando os medicamentos convencionais preparados a larga escala nio conseguem
responder a determinadas terapéuticas especificas, usam-se preparagoes de medicamentos
manipulados. Estas sao especialmente importantes ao nivel da pediatria devido aos ajustes de
doses.

Durante o estagio, foi uma pratica pouco recorrente, contudo preparei um manipulado
de um creme, juntando dois cremes ja comercializados, o Advantan® (30g) e o Metroderme®
(30g) com indicagao para o tratamento de rosacea. A preparagao foi sempre supervisionada
e seguindo as Boas Praticas de Farmacia, regulamentadas pela Portaria n® 547/2004°.

E importante referir sempre a posologia ou, neste caso, o modo de utilizagdo, o prazo

de validade e o método de conservagao no momento da dispensa ao utente.

3.4. Ameacas
3.4.1. Falta de medicamentos

Durante o estagio deparei-me imensas vezes com a falta de medicamentos, devido a
estarem esgotados nos laboratérios que os produzem, impossibilitando fazer uma
encomenda instantanea. Isto acontece muitas vezes devido aos baixos Preco de Venda ao
Publico, PVP, dos medicamentos, tornando-os atrativos para a exportagao para outros
mercados, onde o PVP ja é bastante superior. Por vezes, os utentes eram questionados se se
podia trocar por outro genérico, mas por ter uma embalagem diferente, acabava por se
tornar confuso para eles, principalmente no caso dos mais idosos.

Assim, a falta de medicamentos provoca o descontentamento dos utentes, o que pode
provocar muitas vezes o afastamento do utente daquela farmacia, tornando-se por isso uma

ameaga.



3.4.2. Locais de venda de medicamentos nao sujeitos a receita
médica
A permissao, por parte do governo, da venda de medicamentos nao sujeitos a receita
médica, MNSRM, fora da farmacia tornou-se numa grande ameaga tanto para os
farmacéuticos como para as proprias farmacias.

Muitas vezes, os locais de venda de MNSRM, conseguem praticar pregos que as

farmacias nao, o que os torna mais atrativos para os utentes.
Assim, é importante o bom aconselhamento por parte do farmacéutico,
demonstrar que tem conhecimentos e que se preocupa com a saude dos utentes, sendo esta

uma vantagem em relagao aos outros locais e pela qual a farmacia se deve destacar.

3.4.3. Abertura de uma nova farmacia

Esta esperada a abertura de uma nova farmacia, com localizagao relativamente perto da
Farmacia Gama sendo, portanto, uma ameaga, uma vez que € possivel que haja perda de
clientes.

Contudo € importante tentar contornar esta ameaga, como por exemplo ja se fez com
a implementagao do cartao da Farmacia Gama. Outra forma de se contornar esta ameaga
podera ser a realizagao de rastreios de saude, campanhas promocionais, entre outras coisas,
de forma a distinguir a Farmacia Gama pela diferenga, pelo 6timo aconselhamento dado

pelos profissionais e por colocar o utente sempre em primeiro lugar.

3.4.4. Fraco conhecimento relativamente a medicamentos
genéricos pelo utente

Atualmente, a prescricao da medicao é feita pela Denominagao Comum Internacional,

pelo que o farmacéutico deve sempre questionar o utente se prefere o de marca ou o
medicamento genérico. Contudo, deparei-me ao longo do estigio, pelo pouco
conhecimento apresentado por parte dos utentes relativamente a medicamentos genéricos,
principalmente pelos idosos que muitas vezes pensam que o medicamento genérico e o de
marca sao medicamentos totalmente diferentes. Assim, é importante explicar que ambos
tém o mesmo principio ativo, igual dose, a mesma forma farmacéutica, indicagao terapéutica,
adequando a linguagem ao utente, de forma a que este entenda tudo e nao fique com
nenhuma ddvida. A diferenca de pregcos muitas vezes também influéncia o utente, pois ao
acharem os genéricos bastante mais baratos, acham que nao tera o mesmo efeito, o que
demonstra que mais uma vez é importante clarificar todas as ddvidas, pois so assim, é que o

utente consegue ficar totalmente esclarecido e assim tomar a sua decisao.
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4. Conclusdo

I3

O estagio curricular é a etapa final do percurso académico do curso MICF, e ¢é
essencial porque € aqui que se tem o primeiro contacto com a vida profissional e o dia-a-dia
de uma farmacia.

Posso dizer que contribuiu muito para o meu crescimento pessoal e profissional,
tendo sido um desafio bastante gratificante. Permitiu-me perceber o impacto que o papel de
farmacéutico tem na comunidade devido a sua grande proximidade farmacéutico-utente e da
prestacao de cuidados de saude de grande qualidade, sendo esta bastante valorizada.

Tive a oportunidade de passar por todas as areas que constituem a farmacia, sendo
que a parte de aconselhamento farmacoterapéutico, que mais me despertou interesse, por
poder aplicar os conhecimentos teodricos e também por lidar diretamente com o utente.

Também tive a sorte e o grande privilégio de estagiar na Farmacia Gama, com uma
equipa maravilhosa e sempre disposta a ajudar e transmitir conhecimentos.

Considero assim, que o estagio foi uma das etapas mais importantes para a minha
formacao enquanto futura farmacéutica, tendo adquirido as principais ferramentas

necessarias para a minha carreira profissional.
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Parte 1l

Estudos de estabilidade de preparacoes

farmacéuticas de anticorpos monoclonais



indice de Abreviaturas

ADCC - Citotoxicidade celular dependente de anticorpo

ADCP - Fagocitose celular dependente de anticorpo

ADCs — Conjugado de anticorpo-farmaco

ADN - Acido desoxirribonucleico

ASN — Asparagina

ASP — Acido aspartico ou Aspartato

BZV - Bevacizumab

CDC - Citotoxicidade dependente do complemento

CDR - Regiao determinante de complementaridade

CE-SDS - Eletroforese capilar com dodecyl sulfato de soédio [sob condi¢oes
redutoras, rCE-SDS e sob condigoes nao redutoras, nrCE-SDS]

CEX - Cromatografia troca catidnica

CH - Dominio da regiao constante da cadeia pesada

CL - Dominio da regiao constante da cadeia leve

CTX — Cetuximab

Cys — Cisteina

EGFR - Recetores do fator e crescimento epidérmico

EMA - Agéncia Europeia do Medicamento (European Medicines Agency)
Fab — Fragmento de ligagao ao antigénio

Fc — Fragmento cristalino

FDA — Food and Drug Administration

GIn — Glutamina

Glu — Acido glutdmico

Gly — Glicina

HAMAs — Anticorpos humanos anti-murino (Human antimouse antibodies)
HAT- Hipoxantina, aminopterina timidina

HER2 — Human Epidermal growth factor Receptor-type 2

HGPRT - Hipoxantina — guanina fosforibosiltransferase

ICH - Conferéncia internacional de harmonizagao (International Conference on
Harmonisation)

IEF — Eletroforese de focalizagao isoelétrica

IFX — Infliximab

Igs — Imunoglobulinas
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IL — Interleucina

LC-MS — Cromatografia liquida com espetrometria de massa
mAbs — Anticorpos monoclonais

Met — Metionina

NK — Células exterminadoras naturais (Natural killer cell)
RTX — Rituximab

SEC — Cromatografia de exclusao molecular
SE-HPLC/DAD - cromatografia liquida de exclusao molecular associada a detecao
de matriz de diodo

Ser — Serina

TCR — Recetor das células T

Thr — Treonina

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral

Trp — Triptofano

TTZ — Trastuzumab

Tyr — Tirosina

Val — Valina

VH — Dominio da regiao variavel da cadeia pesada;

VL — Dominio da regiao variavel da cadeia leve
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Resumo

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sao imunoglobulinas (Igs) pertencentes a classe
dos produtos biofarmacéuticos, que sao bastante usados no tratamento de varias doengas e
também como uma ferramenta poderosa no diagnéstico laboratorial.

A sua descoberta ja tem mais de 4 décadas, desde a sua producao, pela primeira vez,
de uma linha celular de hibridoma. Gragas aos avangos da tecnologia conseguiu-se que os
mAbs passassem a ser de origem totalmente humana e, por isso, menos imunogénicos e
com menos efeitos adversos.

Por serem bastantes suscetiveis a fatores de stress quer extrinsecos quer intrinsecos,
existem estudos sobre as diferentes vias de degradagao, tanto fisica como quimica, que
acabam por ajudar a perceber quais os mecanismos que afetam a estabilidade e, de certa
forma, diminuir a exposicao destas moléculas a esses mesmos fatores.

Assim, nesta monografia é feita uma revisao bibliografica, em que numa primeira
parte se descreve a histéria e evolugao dos mAbs, e o seu mecanismo de agao e, numa

segunda parte é referida a estabilidade destas moléculas e as diferentes vias de degradacao.

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais, imunoglobulinas, estabilidade, vias de

degradagao, condigoes de stress, agregagao.
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Abstract

Monoclonal antibodies (mAbs) are immunoglobulins (lgs) belonging to the class of
biopharmaceuticals, being widely used in the treatment of various diseases and also as a
powerful tool in laboratory diagnosis.

Its discovery has more than 4 decades, from the production, for the first time, of a
hybridoma cell line. Thanks to the advances in technology it has been possible for the mAbs
to become fully human and therefore less immunogenic and with fewer adverse effects.

As they are quite susceptible to extrinsic and intrinsic factors, there are studies on
the different degradation pathways, both physical and chemical, that helps to understand
which mechanisms affect stability and somehow tries to decrease the exposure of these
molecules to that factors.

Thus, in this monograph, a bibliographic review is made, in which the first part
describes the history and evolution of the mAbs, the mechanism of action and then, in a
second part the stability of these molecules and the different degradation pathways are

mentioned.

Keywords: Monoclonal antibodies, immunoglobulins, stability, degradation pathways,

stress conditions, aggregation.
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I. Introducao

O desenvolvimento e a produgao de produtos biofarmacéuticos tem-se tornado numa
area de rapido crescimento dentro da indUstria farmacéutica. Isto deve-se essencialmente a
elevada melhoria nos procedimentos biotecnologicos, como por exemplo as tecnologias de
acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante e de hibridoma, como também ao aumento
do conhecimento a nivel da quimica das proteinas.'

Os anticorpos monoclonais (mAbs), produtos biofarmacéuticos, sao glicoproteinas
pertencentes a grande familia de imunoglobulinas (Igs) que sio secretadas por células B.> A
sua descoberta e caracterizagao tem uma longa historia, tal como a da proépria imunologia,
que remonta ao final do século XIX.? Estes anticorpos tém como finalidade a identificacio e
neutralizacio de substancias estranhas ao organismo, como bactérias e virus, ou antigénios.>*

Relativamente a sua estrutura, cada molécula de um anticorpo é composta por 4
cadeias, 2 leves e 2 pesadas, idénticas entre si. Estas cadeias estao ligadas por pontes de

dissulfito, formando uma estrutura espacial semelhante a um Y (Figura ).

Regido Variavel

Ligacdo do antigénio /\ NH Ligagdo do antigénio
v
+F \ /

CH1
VL
Ativagio do /
complemento /
Ligagao celular
COOH
Figura | — Estrutura de uma molécula de imunoglobulina. Adaptado da referéncia 3. As cadeias

pesadas aparecem em preto e as leves em cinza claro. CH: dominio da regido constante da cadeia pesada; CL:
dominio constante da cadeia leve; COOH: extremidade do terminal carboxilo; NH: extremidade terminal
amino; VH: dominio da regiao variavel da cadeia pesada; VL: dominio da regiao variavel da cadeia leve; - - -
pontes de dissulfito. A estrutura das Igs também se pode dividir na regido de ligagdo ao fragmento de antigénio
(Fab) composta por um dominio constante e um dominio variavel tanto da cadeia leve (VL e CL) como da
pesada (VH e CHI) e do dominio do fragmento cristalino (Fc) que é composto por 2 dominios constantes
(CH2 e CH3). A especificidade dos anticorpos é mediada pelos dominios variaveis, representados pela regiao
Fab.?

As cadeias leves apresentam uma regiao variavel que vai determinar a especificidade
para o antigénio, bem como uma regiao constante que difere de acordo com o facto de

serem cadeias leves K ou A. O mesmo acontece com as cadeias pesadas que também tém
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uma regiao variavel e uma regiao constante que determinara as principais classes ou isotipos
de Igs: A, , a, O, & que irdo formar IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respetivamente. Dentro da
estrutura das cadeias de Ig, os dominios sao estruturas repetidas de |10 aminoacidos com
uma dobra beta. As cadeias leves apresentam | dominio na VL e | na CL, enquanto que as
cadeias pesadas apresentam | dominio na VH e 3 ou 4 na CH, dependendo da classe de Ig.
Os dominios CHI e CH2 contém uma area conhecida como a area de articulacao da cadeia
constante que vai conferir flexibilidade e permitir um acoplamento espacial adaptavel.’

Dentro da regido varidvel das cadeias leves e pesadas existem 3 segmentos
hipervariaveis com 10 aminodcidos justapostos que formam o local de ligagao ao antigénio,
denominado de regiao determinante de complementaridade (complementarity determining
region, CDR) 1, 2 e 3, sendo a mais variavel o CDR3. As seis regices hipervaridveis estao
proximas, na superficie da imunoglobulina, o que permite uma maior interagio com os
antigénios.

Estas moléculas tém entao duas fungdes principais, em que uma é reconhecer e fazer a
ligagao aos antigénios pela parte terminal — amino das cadeias (regiao variavel), e a outra € a

fungio efetora, realizada pelo terminal — carboxilo da cadeia pesada (regiio constante).’

2. Evolucdo dos anticorpos monoclonais (mAbs)

Como ja anteriormente referido a descoberta, caracterizagao e evolugao dos mAbs
tém uma longa histéria, desde o inicio da era da imunologia.’

Em 1975, Kohler e Milstein desenvolveram métodos para o isolamento de anticorpos
monoclonais a partir de células de hibridoma.® A obtencio de hibridomas envolve a
imunizacdo de uma determinada espécie contra um epitopo especifico de um antigénio e a
obtencao de linfocitos B do bago de um animal (Figura 2). Os linfocitos B sao depois
fundidos com uma linha celular de mieloma que nao contenha nenhuma célula produtora de
Igs e sem a presenca do gene hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase (HGPRT), ou seja,
sem capacidade de sintetizar purinas pela via exdgena. Estes investigadores aproveitaram
esta deficiéncia e usaram-na como marcador de selecio de hibridomas. Estas células sao
entao cultivadas, in vitro, num meio seletivo que contém hipoxantina — aminopterina — e
timidina (HAT), onde apenas os hibridomas sobrevivem, uma vez que herdaram a capacidade
de crescer indefinidamente das células de mieloma e a resisténcia seletiva dos linfocitos B
primarios.®’

Apos a selegao, as culturas apropriadas sao clonadas para obter um clone celular

homogéneo de forma a produzir mAbs.?
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Vacinagdo com uma mistura
de antigénio A e B Células de mieloma (HGPRT

negativa)
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Positivo Anti-A (ELISA) Positivo Anti-B (ELISA)

| Expansdo de clones anti-A e anti-B |

Figura 2 — Esquema ilustrativo da hibridizagao celular. Adaptado da referéncia 5

A formagao de hibridomas tornou-se na base de produgao de anticorpos monoclonais,
o que levou a aprovacao do primeiro mAb terapéutico pela Food and Drug Administration
(FDA), ap6s apenas uma década, denominado de muromonab-CD3 (OKT3), usado para a
prevencio da rejeicio de 6rgios transplantados. E um anticorpo anti-CD3 1gG2a de ratinho
que se liga ao CD3 expresso nos linfécitos T, bloqueando os seus efeitos. Contudo, o seu
uso foi limitado a casos agudos devido aos efeitos colaterais relatados, como por exemplo, o
desenvolvimento de anticorpos humanos anti-murino (HAMAs).*’

Antecipou-se que esta terapia fosse revolucionar a medicina, contudo o seu inicio ficou
aquém das expectativas.'®

Atendendo a evolucao posterior na obtencao de mAbs estes sao divididos em mAbs

de primeira, segunda e terceira geragao.

2.1. mAbs de primeira geracao
Os mAbs de primeira geragao por serem totalmente murinos, acabaram por ser
problematicos por duas razoes principais: o complemento humano e os recetores Fc nao se
ligavam bem a regiao Fc das Igs dos murinos, o que levava a uma incapacidade de direcionar
os componentes imunologicos humanos para o alvo pretendido para eliminagao; e os
pacientes desenvolviam HAMAs.” O aparecimento dos HAMAs deve-se principalmente as

diferengas entre o sistema imune humano e o dos murinos, o que origina uma clearance
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rapida, hipersensibilidade, baixa capacidade de penetragao no alvo pretendido e diminuigao
da eficicia."

Como resultado destas complicagoes, a maioria dos mAbs terapéuticos de primeira
geracao foram retirados e devido a isso houve a necessidade de tornar os mAbs menos
imunogénicos, ou seja, uma constituicdo mais humana, recorrendo-se a engenharia

genética.”'°

2.2. mAbs de segunda geracao

A segunda geracao de mAbs é caracterizada por terem na sua constituigdo uma parte
de origem humana e engloba duas classes principais: os mAbs quiméricos e os mAbs
humanizados.’

A quimerizagao envolve a produgao de anticorpos monoclonais em que apenas a
regiao variavel é de origem animal, enquanto que as restantes cadeias pesadas e leves sao de
origem humana.’ Com esta substituicio de sequéncias de murinos por sequéncias humanas
esperava-se que houvesse uma diminuigao significativa nas reagdes imunes contra o mAb,
mantendo-se a e afinidade e especificidade original do anticorpo.'' Embora estes mAbs sejam
75% de origem humana e, por isso, menos imunogénicos que os mAbs murinos, a sua
administragio continuava a induzir, no entanto, anticorpos anti-quiméricos humanos.’”

Os mAbs humanizados tém sequéncias Fab, constituidas por baixas porgoes de origem
animal fundidas com dominios constantes de origem humana.'® Estas moléculas sio
produzidas por engenharia de proteinas e durante este processo, as CDRs de Ig do murino
sdo transferidas para a regido variavel da cadeia pesada de Ig humana.'

Assim, em comparagao com os mAbs de primeira geragao, estas moléculas, como
contém uma maior percentagem de sequéncias humanas reduzem, por isso, o aparecimento
de HAMAs. No entanto, em muitos casos, pode resultar na diminuicao da afinidade de
ligacao com o alvo terapéutico, o que requer a necessidade de uma engenharia adicional de
forma a aumentar a afinidade através da mutagao de aminoacidos que constituem as regioes

determinantes de complementaridade que ligam o alvo.'
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2.3. mAbs de terceira geragcao

Mais recentemente, produziram-se mAbs totalmente humanos, mAbs de terceira
geragao, que, em comparagao com os das geragoes anteriores, sao o que apresentam menor
imunogenicidade. Estes podem ser produzidos a partir de sistemas in vitro, como por
exemplo bibliotecas de exibicido de fagos que envolve a expressao recombinante de Fabs
humanos num bacteriofago e a posterior selecao de mAbs com base nas propriedades
requeridas de ligagao ao antigénio. Esta tecnologia permite entao a selegao de fragmentos de
anticorpos com elevada afinidade, especificidade e fungdes efetoras contra varios alvos.
Também podem ser produzidos através de sistemas in vivo, recorrendo a murinos
transgénicos, envolvendo a introdugao de genes de Ig humana no genoma dos murinos. O
murino é entao imunizado contra um antigénio especifico o que vai estimular a produgao de
mAbs humanos, sendo estes depois isolados e clonados a partir das células B do murino.”"

Em suma, os mAbs totalmente humanos oferecem mais vantagens em relacio aos
outros, uma vez que sao menos imunogénicos e, por isso, com tolerancia superior. Além
disso, apresentam um maior tempo de circulagio no organismo.’

Na Figura 3 podemos observar a evolugao dos anticorpos monoclonais, bem como

exemplos de mAbs.

Y

mAb muring mAb quimérico mAb humanizado mAb humano
“o" murino o™ quimérico “zu™ humanizado “u™: humano
“mab™ anticorpe monoclonal Regido constante humana Regido determinante de Aminodcidos de origen
Ex: Muromonomab Regido varidvel murinica complementaridade humana
e Ex: Rituximab Ex: Alemtuzumab Ex: Adalimumab

Figura 3 — Diagrama da evolugdo dos anticorpos monoclonais. Adaptado da referéncia 3.

34



3. Mecanismo de acao dos mAbs

Desde sempre que os mAbs sao utilizados para tratar uma ampla gama de doengas,
incluindo doengas auto-imunes, cancro, hiperlipidémia e distirbios sanguineos, tendo por
isso diversos mecanismos de agao.” Como apresentam baixos perfis de toxicidade e
potencial para terem uma doenca especifica como alvo, faz com que estas moléculas se
tornem bastante atrativas.”’ Devido a natureza complexa e interconectada de varias vias de
sinalizagao, estas moléculas usam muitas vezes multiplos mecanismos de agao que podem ser
classificados com base em cinco caracteristicas: citotoxicidade; modulagao da
ativagao/interagao celular; prevencao do crescimento e proliferagao; modulagao da

sinalizagio imunolédgica e neutralizagio de corpos estranhos.’

3.1. Citotoxicidade

No tratamento do cancro e de doengas auto-imunes o principal objetivo € eliminar as
células malignas, em que os mAbs podem induzir a morte celular através de diversos
mecanismos.

Os mAbs devem ser quimicamente modificados para se administrarem como agentes
quimioterapicos para a morte celular programada.

Além disso, os mAbs também podem ativar vias imunes endogenas de forma a
desencadear a morte celular. Os mAbs do tipo IgG interagem com varios tipos de recetores
Fcy para induzir diferentes tipos de resposta mediadas por anticorpos, dependendo da
subclasse de anticorpos e do tipo de recetor de Fc. Por exemplo, os anticorpos IgG| e IgG3
podem interagir com os recetores FcyRllla expressos nas células exterminadoras naturais,
do inglés “natural killer cel” (NK) ou nos granuldcitos, o que vai originar a sua morte. Este
processo denomina-se de citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC).

Estes mAbs do tipo IgG também podem promover a fagocitose, fagocitose celular
dependente de anticorpos (ADCP), ao interagirem com varios recetores Fcy (RI, Rlla,
Rllb2) de mondcitos, macrofagos ou neutrofilos.

Além dos mecanismos mencionados anteriormente, existe um outro denominado de
citotoxicidade dependente de complemento (CDC), em que os mAbs do tipo IgG,
especialmente o IgGl e o IgG3, ativam as proteinas do complemento, particularmente o
Clg, o primeiro subcomponente do complexo Cl| da via classica de ativagao do
complemento, o que vai promover a formagao do complexo de ataque a membrana, levando

a uma eventual morte celular.’
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3.2. Modulacdo da ativacaol/interacao celular

Neste mecanismo de agao, as células T sao um alvo comum, que requerem a co-
estimulacdo do cluster de diferenciacao 28 (CD) e do recetor das células T (TCR) por
CD80/CD86 e o principal complexo de histocompatibilidade em células apresentadoras de
antigénio, respetivamente, para se tornarem ativadas. Por exemplo, o muromonab-CD3, o
primeiro mAb terapéutico, ao ligar-se a subunidade do TCR, CD3, suprime a ativagao das
células T.

No tratamento de doengas auto-imunes, como por exemplo a artrite reumatoide, e na
prevencao da rejeicao de transplante de 6rgaos o bloqueio destas células foi bem sucedido.
Relativamente ao tratamento do cancro, um dos objetivos € a ativagao do sistema imune
endégeno de forma a atacar as células neoplasicas. Existem varios mAbs que foram
delineados para bloquear as vias repressoras das células T, como a proteina 4 associada ao
linfocito T citotdxico (ipilimumab) e a proteina | de morte celular programada (nivolumab e
pembrolizumab). Sao conhecidos como “inibidores do checkpoint imunologico” e preparam

as células T para exercer efeitos anti-tumorais.’

3.3. Prevencao do crescimento e proliferacao

Alguns mAbs inibem as vias de sinalizagdo necessarias para o crescimento e
proliferagao celular, sendo esta uma das vias preferiveis para o tratamento do cancro. Os
fatores de crescimento e respetivos recetores sao alvos comuns nesta classe de mAbs. Por
exemplo, alguns mAbs como o pertuzumab, trastuzumab sao dirigidos contra o recetor tipo
2 do fator de crescimento epidérmico humano (Human Epidermal growth factor receptor-type
2, HER2), pertencente a familia dos recetores do fator de crescimento epidérmico (EGFR),
sobre expresso em alguns cancros da mama, pensando-se que o bloqueio desse recetor

regula negativamente as vias de sinalizagdo intracelular proliferativa.’

3.4. Modulacao da sinaliza¢do imunolégica
Cada vez ha mais mAbs que conseguem atingir as proteinas do sistema imunologico,
como as citocinas pro-inflamatorias. Ao neutralizar estas citocinas e as suas vias efetoras, ha
supressao da ativagao celular imune, sendo assim uma estratégia eficaz para o tratamento de
muitas doencas autoimunes e inflamatorias.
Existem muitas moléculas direcionadas ao fator de necrose tumoral Alfa (TNF-a)

sendo, por isso, designados de agentes anti-TNF. Estes agentes impedem que as proteinas
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secretadas ativem os seus recetores e vias efetoras. Para além de terem como alvo o TNF-q,
também se ligam a outras citocinas como por exemplo, as IL-1, IL-5, IL-6, fator de ativagao
das células B, entre outros.

Por outro lado, existem mAbs que tém como alvo os recetores, bloqueando-os e
assim impedem a sua interagao com as citocinas.

Outro aspeto indispensavel do sistema imunolégico sao os anticorpos com origem
endogena, provenientes do sistema imune humoral. Cada uma das 5 classes modula a fungao
de diferentes células imunes, tornando-se um bom alvo para doengas com etiologia bem
caracterizada. O primeiro mAb a ter como alvo uma imunoglobulina endogena, o
omalizumab, liga-se a IgE, que medeia a ativagao dos mastocitos e baséfilos em respostas de

hipersensibilidade, como a asma alérgica.”

3.5. Neutralizacao de corpos estranhos

Outro tipo de mAbs destina-se a eliminagao de corpos estranhos e o primeiro a ser
aprovado pela FDA foi o palivizumab que tem como alvo a proteina de fusao do virus
respiratorio sincicial, acabando por neutralizar o virus.

Com este mecanismo de agao o mAb aprovado mais recentemente foi o idarucizumab,
desenvolvido para neutralizar o dabigatrano que é um anticoagulante oral usado para
diminuir o risco de acidente vascular cerebral e a formagao de trombos em pacientes com
fibrilagao atrial nao valvular. Os efeitos farmacologicos deste farmaco, em caso de maior
hemorragia, ndo sao revertidos facilmente e, por isso, ha alguma relutincia para serem
prescritos. Contudo, o tratamento com o idarucizumab rapidamente reverte o efeito deste

farmaco, tornando-se como um antidoto para os seus efeitos colaterais indesejados.’

4. Estabilidade dos mAbs

Os mAbs, pertencentes a classe dos produtos biofarmacéuticos, sio moléculas grandes
e com uma complexidade fisico-quimica inerente. Por terem uma grande variedade de
grupos funcionais, estes estao mais suscetiveis a instabilidade através de diversas vias de
degradagao quando expostas a diferentes ambientes e em condi¢goes de stress, durante o
processo de produgao, manuseio, transporte, armazenamento e até mesmo apos
administracio nos pacientes.'

O que é mais preocupante na instabilidade destas moléculas é a eventual presenga dos

produtos de degradagao, uma vez que estes sao um importante fator de risco na
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imunogenicidade da terapéutica formulada. Contudo, a sua instabilidade também pode afetar
a qualidade, eficacia, poténcia e seguranga dos mAbs e, por isso, esta deve ser detetada caso
ocorra.""

Desta forma, os estudos de estabilidade sao umas das partes mais cruciais no controlo
de qualidade destes produtos biofarmacéuticos.'

De forma a testar a estabilidade dos mAbs sao feitos estudos de degradagao ou
decomposicao forgada também conhecidos como testes ou estudos de stress. Estes estudos
estao em pratica na industria ha muito tempo mas tornaram-se um requisito formal com a
introdugao em 1993 da guideline intitulada “Stability testing of new drugs substances and
Products” da conferéncia internacional de harmonizacao (International conference on
Harmonisation, ICH). Este tipo de estudos sao definidos como investigagcoes a que se sujeitam
medicamentos, produtos nao embalados e/ou produtos embalados que contenham o
medicamente em condigoes extremas provocadas por fatores de stress externos e internos.
Durante estes estudos sao recolhidas amostras regularmente e submetidas a andlises, de
forma a identificar os produtos de degradagao formados."

A degradagao forgada é, entdo, uma parte fundamental da pesquisa e desenvolvimento
destas moléculas. Desde a selecao dos candidatos em fase inicial até depois de serem
aprovados, sao realizados frequentemente estudos, de forma a sustentarem avaliagoes de
manufaturabilidade, desenvolvimento de formulagcao, estabelecimento de métodos de
indicagao de estabilidade e comparabilidade. Assim, através destes estudos, ao perceber-se
as vias de degradacio do produto, conseguem estabelecer-se métodos indicadores de
estabilidade que permitem monitorizar a deterioragao, caso esta ocorra, dentro do prazo de
validade."*

A instabilidade pode ser de origem fisica ou quimica.""” A instabilidade fisica abrange a
instabilidade térmica e conformacional, que envolve alteragdes no ponto de transigao ideal
(temperatura de desdobramento) e em estruturas globulares tridimensionais nativas de
proteinas, respetivamente. Este tipo de instabilidade pode ocorrer devido a diferentes tipos
de degradagao, tais como: desdobramento, dissociagao, desnaturagao, adsorgao, agregagao e
precipitagao. Por exemplo, no caso de desdobramento da proteina, podera haver
perturbacao da estrutura terciaria e, por vezes, da secundaria, podendo prejudicar a
atividade biolégica do mAb e induzir a sua agregagao irreversivel.'

Por outro lado, a instabilidade quimica esta associada a formagao e/ou quebra de

ligagoes covalentes e desencadeada por varios tipos de degradagao como oxidagao, redugao,
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desaminagio, hidrolise, conversio de arginina, [-eliminagio, racemizacio e troca de
dissulfeto.'

Os resultados obtidos com estes estudos podem ser usados para:

- a determinagao da estabilidade intrinseca de substancias farmacolégicas;

- a selegao de possiveis candidatos biofarmacéuticos;

- o desenvolvimento de formulagoes;

estudos de comparabilidade;

criagao do perfil de degradagao dos principios ativos e dos produtos acabados;

identificagao de produtos de degradagao e elucidagao das suas estruturas;

investigagao dos mecanismos e vias de degradagao;

selecao de possiveis estabilizadores para bloquear essas vias;

- desenvolvimento de métodos de indicagao de estabilidade.

E de extrema importincia selecionar quais as condicdes de stress a serem aplicadas,
como por exemplo o tempo a que se devem ser submetidas o stress e a extensao de
degradagao necessaria para obter de forma mais realista as diferentes vias de degradagao,
tendo como base a tendéncia de instabilidade de determinados farmacos. Estes parametros
sao importantes de forma a nao submeter as amostras a um stress excessivo, o que podera
causar degradagiao extrema e, consequentemente, levara a formagao de produtos que nunca
se formario em condicdes reais'.

A ICH apresenta umas guidelines especificas para estudos de estabilidade, mais
concretamente a guideline ICH Q5C que ¢é direcionada para produtos bioldgicos e
biotecnologicos. Esta guideline recomenda que as condigoes de stress devem ser escolhidas
de acordo com a substancia em estudo, uma vez que nao existem nem protocolos nem
critérios disponiveis para posterior interpretagio e comparagao com os resultados obtidos
através destes testes. Por este motivo, a responsabilidade dos testes de stress efetuados é
dos investigadores e fabricantes da industria farmacéutica."'

Em relagao a estes estudos é sempre importante ter tudo descrito e segundo a ICH e
a agéncia europeia do medicamento (EMA) deve-se sumariar os tipos de estudos realizados,
os protocolos que foram usados bem como os resultados obtidos. Estes resultados devem
ser descritos numa tabela com a respetiva fase de desenvolvimento em que o produto se
encontra. Para além disso, os parametros criticos para a estabilidade e as potenciais vias de

degradagio desse mesmo produto devem ser apresentados.'®
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4.1. Vias de degradacao
A escolha certa das condi¢oes de stress para os estudos de forgas de degradagao é de
grande importancia, pois € o primeiro passo para que os testes experimentais sejam bem-
sucedidos. Existe uma grande variedade de condicoes que podem ser aplicadas, contudo €
evidente que nem todas as condigoes existentes seriam Uteis. Assim, a escolha de uma ou
varias condicoes de stress para uma determinada finalidade, deve ser baseada nas
propriedades fisico-quimicas do produto em estudo e na tendéncia deste se decompor

perante tal condigdo.'

4.1.1. Vias de degradacao fisica

Agregacao

Dentro da degradagio fisica, a agregacio de proteinas é a mais comum.'® A agregacio
pode ser definida como a auto associagao da proteina que origina um agregado grande e
insolivel.” Esta condi¢gdo pode ocorrer em todas as fases de produgio, durante o
armazenamento de longo termo, durante o transporte ou durante a sua administragao,
havendo perda de atividade e, por vezes, em alguns casos, pode levar a formagao de
produtos imunogénicos."'*'®"

Existem dois tipos de agregagao: a reversivel (agregados nao covalentes) e a
irreversivel (agregados covalentes). A agregacao reversivel pode ser formada por interagoes
hidrofobicas e/ou eletrostaticas, sendo promovida pelo aumento da concentragao de
proteinas acima dos valores da sua concentragao critica ou do seu limite de solubilidade. Ao
passo que a agregacao irreversivel é, geralmente, formada por ligacoes dissulfeto que sao
dificeis de reverter, devido a concentragao das proteinas ser superior ao limite critico
associado a mudancas nas estruturas tridimensionais."'®

Quanto maior for a concentragao da proteina, maior é a probabilidade de haver a
formacao de agregados. Como as proteinas siao estaveis na sua estrutura ou em
determinados estados transacionais sob certas condicoes de solucao, a sua exposicao a
fatores ambientais diferentes dos normais, podera levar a alteragoes na sua estrutura. Assim,
as alteragoes nas condigOes extrinsecas como temperatura, pH, forga ionica, agitacao,
viscosidade e concentracio podem expor de forma temporaria os dominios hidrofébicos.
Esta exposicio promove interacdes proteina-proteina, levando a formacio de agregados"'®.

Por exemplo, ao submeter a amostra a ciclos de congelamento e descongelamento,
também podera induzir agregacio, sendo normalmente reversivel. E altamente dependente

do pH, da concentragio do tampao, dos excipientes, da concentracao da proteina e dos
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parametros operacionais (velocidade de aquecimento e arrefecimento). O objetivo desta
condigao é determinar a suscetibilidade dos mAbs a um determinado ciclo de temperatura,
uma vez que € um fator a que sao expostos frequentemente.

O mesmo acontece quando se submete a amostra a um stress mecanico como a
agitacao, uma vez que esta condicdo aumenta a probabilidade de os mAbs entrarem em
contacto com interfaces hidrofdbicas, originando agregados reversiveis e irreversiveis.'*

Assim, é bastante importante ter uma nogao do mecanismo de agregagao e das causas
que aumentam a probabilidade de isso ocorrer. Porém, por terem multiplas vias,
influenciadas por inUmeros fatores, faz com que haja diferentes graus de agregacao, sendo

por isso um grande desafio®.

Desnaturacao

Quando se fala de desnaturagao, refere-se ao desdobramento parcial ou completo da
estrutura tridimensional da proteina.'® As proteinas, de forma a se adequarem ao ambiente,
dobram-se. Por exemplo em solu¢oes aquosas, elas organizam-se de forma a exporem os
grupos hidrofilicos para a solugao e a esconderem os grupos hidrofébicos no centro, tendo
assim uma maior estabilidade. Contudo, quando expostas a situagoes de stress ambientais,
como temperaturas elevadas ou alteragoes de pH, por exemplo, elas acabam por sofrer
mudangas estruturais, o que origina o desdobramento e a desnaturagao. A presenga de
desnaturantes quimicos como ureia, dietilamina, tiocianato, entre outros, e solventes
organicos (alcoois) também ira provocar a desnaturagao das proteinas em meio aquoso. Isto
podera prejudicar o seu funcionamento bioldgico, tornando-as mais instaveis e levando a
formacio de agregados soluveis ou insoluveis e precipitados.'

E importante referir que as proteinas maiores e com varios dominios, na sua maioria,
sofrem desdobramentos irreversiveis, uma vez que sofrem uma grande influéncia das
interagoes do dominio e das propriedades de conectividade dos dominios vizinhos na
reversibilidade do desdobramento. Por outro lado, as proteinas com um Unico dominio e
pequenas sofrem normalmente desdobramentos reversiveis.'

Também existem varios estados intermediarios entre a estrutura nativa dobrada de um
anticorpo e o estado desnaturado, sendo que alguns intermedidrios atuam como
percursores, atraindo outras espécies de proteinas para zonas hidrofébicas, dando origem a

formacao de agregados irreversiveis.
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Em geral, sabe-se que o dominio CH3 dos mAbs é mais estavel contra a desnaturagao
provocada por elevadas temperaturas, enquanto o dominio CH2 é o menos estavel e acaba
por ser o primeiro a desnaturar.'®

Assim, é de elevada importancia a avaliagdo da desnaturagao e desdobramento dos
mAbs, pois esses estudos ajudam a caracterizar as estruturas de proteinas tridimensionais ou
no estado nativo, compreendendo o impacto que as diferentes condigoes ambientais tém na
estrutura. Além disso, dao algumas informagoes sobre a termodindmica e cinética do

desdobramento.'

4.1.2. Vias de degradacao quimica

Fragmentacao

A fragmentagao dos anticorpos é resultante da hidrolise enzimatica ou nao enzimatica.
A taxa de hidrolise depende da sequéncia de péptidos e da flexibilidade na articulagao.

Esta fragmentagao ocorre no esqueleto peptidico em varias regides, como por
exemplo, no local de dobradica (principal), na ligagago CH2 com CH3 ou em regides que
contenham residuos de acido aspartico (Asp) ou triptofano (Trp). A probabilidade de
ocorrer hidroélise € maior na presenga de residuos de serina (Ser), valina (Val) ou tirosina
(Tyr) adjacentes a um residuo de Asp. Em relacao a dobradica, a sua hidrolise depende do
valor de pH, verificando-se uma taxa minima de hidrélise para valores de pH proximos de
6.|6

Assim, apesar das ligagoes peptidicas serem cineticamente estdveis, a presenga de
alguns aminoacidos na estrutura primaria dos mAbs, podem tornar a molécula mais

vulneravel a fragmentacio.'

Desaminacao

A desaminagao resulta da hidroélise da cadeia lateral da amida da glutamina (GIn) e da
asparagina (Asn) e é a via mais comum de degradacio quimica deste tipo de moléculas."'**
Assim, a presenca destes dois residuos num mAb torna-o mais vulneravel a desamidacao.

A conversao de Asn em Asp e de GIn em acido glutamico (Glu) da-se quando a
hidrolise da cadeia lateral ocorre em condi¢oes de pH inferiores a 4. Contudo, se o pH for
mais elevado ha a formagao, através da desamidacao, de uma imida ciclica intermediaria. Em
relacio a Asn, a succinimida (intermediario ciclico) origina Asp ou um isdbmero de Asp.

Quanto a GIn, o processo é semelhante para dar origem ao Glu, sendo este menos

frequente devido a instabilidade do intermediario ciclico formado de 6 membros. Como ha a
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aquisicao de grupos de acido carboxilico, a desamidagao origina entao anticorpos mais
acidos.

A desaminagao pode ser causada tanto por fatores extrinsecos como intrinsecos.
Dentro dos extrinsecos estao o pH, a temperatura, a composi¢ao e a concentragao da
solugao tampao. Por exemplo, temperaturas altas associadas a pH acido ou alcalino
estimulam o processo de desaminagao em solugcao aquosa. Em relagao aos fatores
intrinsecos, por exemplo, se os residuos de Asn estiverem em regioes estruturalmente
flexiveis ou acessiveis a solventes ou, ainda, se estiverem seguidas por um residuo pequeno e
flexivel como glicina (Gly), Ser, treonina (Thr) ou Asn serao mais afetados pela
desamidagio."'®

Com este tipo de degradagao demonstrou-se que ha diminuicdo da atividade, da

estabilidade mas também da poténcia dos mAbs.'®

Oxidacao

A oxidagao é a via de degradacao que ocorre frequentemente durante as fases de
producio, formulagio ou armazenamento dos anticorpos.'®

Como os residuos de metionina (Met) e cisteina (Cys) tém na sua composi¢ao atomos
de enxofre reativos, acabam por estar mais propensos a oxidagao. A sua oxidagao, em meio
alcalino, resulta na ligacao Met-sulfoxido e ligagcoes de dissulfeto intra e inter-moleculares,
respetivamente.

Além dos residuos anteriores, existem mais 2 residuos, a tirosina (Tyr) e o triptofano
(Trp), que também sao suscetiveis a oxidagao, devido a presenga do anel aromatico na sua
estrutura.

A presenca de ides metalicos como catalisadores juntamente com agentes redutores
como o acido ascérbico aumenta a probabilidade de ocorrer oxidagio.'

A ocorréncia de oxidagio também depende de fatores extrinsecos como a
composic¢ao da solugao tampao, a exposigao a luz, o pH (contudo, sabe-se que o pH nao tem
grande influéncia na oxidagao do residuo Met) e de fatores intrinsecos como por exemplo, a
quantidade de residuos que estio expostos a superficie do anticorpo.'®

De forma a desencadear a oxidagao forgada, sao aplicadas diferentes condigoes de
stress que ajudam a identificar as regioes mais suscetiveis a esta via de degradagao e também

a determinar a cinética que leva a sua degradacio.'
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Glicacao

A glicagao, reagao nao enzimatica, ocorre entre os agucares redutores e a cadeia
lateral de lisina e os grupos amina primarios N-terminais das cadeias leves e pesadas do
anticorpo, provocando o aumento do peso molecular nos sitios em que ocorre.

Este tipo de degradagao esta dependente de varios fatores extrinsecos como a
concentragao de proteina, o pH, a temperatura, o tipo e concentracao do agucar e o
periodo de exposicao.

Pode ocorrer nas diferentes fases de produgao, principalmente durante a cultura de
células, porque é quando os aglucares sao usados como nutrientes. Apesar de se usarem
agucares nao reativos, estes, muitas vezes, podem converter-se em reativos, acabando por
reagir com o grupo amina. E igualmente importante salientar que os mAbs podem-se tornar
reativos durante a sua administragao, consoante o diluente que se use ou apos a sua
administragao ao paciente, devido a uma possivel reagao com aglcares presentes no sangue.

Caso existam residuos de lisina a superficie do anticorpo, a glicagao deve ser
considerada durante os estudos de degradagao forgada, o que ird afetar a eficacia e ligagao

da molécula. A molélcula também se podera tornar mais acida e originar agregados.'*

5. Principais métodos de detecao em ‘“‘Pre-screening”

O “pre-screening” tem como objetivo a identificagao das condi¢oes que dao origem a
resultados significativos de degradacao, ou seja, tem de haver um meio-termo, uma vez que
se houver pouca degradagao nao é significativo, nao demonstrando eficazmente as vias de
degradagao e a sua cinética, enquanto que a degradagao excessiva acaba por nao ser
representativa do que acontece na realidade.'*

Em relaciao aos métodos, a cromatografia de exclusio molecular, do inglés Size
Exclusion Chromatography, SEC, separa proteinas de acordo com o seu raio hidrodinamico
numa coluna de fase estacionaria. Esta coluna consiste em particulas esféricas porosas com
tamanho de poros bem definidos. A resolugao otima entre as variantes do tamanho do
anticorpo so é alcangada quando as variantes diferem no tamanho do anticorpo por um fator
proximo de 2. Como a SEC é uma técnica de separagao baseada em colunas, a interagao
entre os mAbs e os locais de superficie carregados ou hidrofobicos da fase estacionaria
acaba por afetar a resolugao, particularmente com compostos derivados de anticorpos como
os conjugados de anticorpo-farmaco (ADCs). Assim, € sempre importante a selegao

cuidadosa da fase estacionaria.”>?
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A SEC é normalmente o método de escolha para a detegao de agregagao, uma vez
que é o mais sensivel, pois deteta agregados covalentes e nao covalentes e, por vezes,
também é usada para a detecio de fragmentagao.'*"’

Outro método muito utilizado é a eletroforese capilar com dodecilsulfato de sodio
(Capillary electrophoresis with sodium dodecylsulfate, CE-SDS), que promove a desnaturagao do
SDS de forma a dissociar os componentes proteicos que se encontram ligados por
interagoes nao covalentes. Aqui a migragao da proteina € impulsionada pela carga de
superficie induzida pela ligacao SDS, que é proporcional ao peso molecular da proteina. Tem
uma otima resolugao e é usado para separar uma ampla gama de fragmentos de mAbs. A
CE-SDS ¢ utilizada sob condigoes nao redutoras (nrCE-SDS) ou sob condigoes redutoras
(rCE-SDS). A primeira é mais utilizada para monitorizar a pureza de anticorpos intactos
desnaturados, enquanto a segunda usa-se para avaliar cadeias pesadas, cadeias leves e cadeias
pesadas nao glicosiladas intactas. Para avaliar os fragmentos destas moléculas podem ser
usados ambos os tipos de CE-SDS.*

A cromatografia de troca cationica (CEX) e eletroforese de focalizagao isoelétrica
(IEF) sao métodos que se baseiam na carga da molécula. Estes métodos siao bastante
sensiveis na detegao de alteragdes na molécula, principalmente quando provocadas por
desaminacao.

Quando ocorre oxidagao e glicagdo, por exemplo, o método usado para a sua
detecao é andlise por cromatografia liquida com espectrometria de massa (LC-MS).

A escolha dos métodos mais adequados é importante, uma vez que cada método tem

os seus proprios beneficios e limitagdes.'*

6. Estudos de estabilidade dos mAbs

Uma das principais preocupagoes dos estudos de estabilidade dos mAbs é a formagao
de agregados que se podem formar em diferentes fases de vida da molécula. Como ja foi
referido anteriormente, estes agregados podem originar respostas imunes indesejadas e
diminuir a sua atividade bioldgica®*?*. Algumas das reagdes adversas que podem provocar
sao falha renal grave, reagoes anafilaticas, como dores de cabega, febre, arrepios, entre
outros”. Desta forma, tornou-se numa das dreas de maior foco na producio de mAbs®.

Foi realizado um estudo em que se submeteu alguns dos mAbs mais usados a nivel
mundial, a diferentes condi¢oes de stress, de forma a analisar a formagao de agregados
através da andlise de perfis obtidos por SEC. Os mAbs estudados foram 5: o bevacizumab
(BZV), o cetuximab (CTX), o infliximab (IFX), rituximab (RTX) e o trastuzumab (TTZ),
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tendo indicagoes para o tratamento de diferentes tipos de cancro, entre outras doengas
como psoriase, doenca de Crohn.”?*** S3o todos do tipo IgGl, tendo portanto a mesma
estrutura geral, diferindo apenas na regiao variavel, que é a zona onde se encontra a regiao
determinante de complementaridade, que confere a identidade especifica a cada mAb.” Os
diferentes padroes de glicagao determinam certas caracteristicas que poderao estar
relacionadas com a tendéncia de formar agregados.”

Estes mAbs foram também testados nas formulagoes medicamentosas em que se
encontravam presentes e avaliados por uma técnica bastante precisa, o SE-HPLC/DAD
(Cromatografia Liquida de Exclusio Molecular associada a Detegdao de Matriz de Diodo).”*

Inicialmente, obtiveram-se os perfis de agregacao de controlo, ou seja, obtidos e
caracterizados em condicoes estaveis. Foram feitas varias diluicoes aos medicamentos e a
essas também se tracou o seu perfil de agregacao para se comparar com os perfis obtidos
apos as condigoes de stress.

De seguida, as aliquotas com as amostras foram submetidas a estudos de degradagao
forcada durante 24 horas, como exposicao a elevadas temperaturas (50°C), a meio acido
(HCI 0,1 M), a meio alcalino (NaOH 0,1) e a meio oxidativo (H,0O, 1% e 10%). Como ja era
de prever, todos os mAbs formaram agregados e/ou houve rutura de cadeias proteicas,
havendo portanto degradagao.

Os mAbs BVZ (25 mg/mL), CTX (5 mg/mL) E TTZ (I5 mg/mL) foram estudados
apenas na forma de medicamento, enquanto que o IFX e o RTX, foram estudados tanto na
forma de medicamento como também na forma de diluicio com cloreto de sédio (NaCl) a
0,9% do medicamento, nas concentragoes de 0,5 e 2,0 mg/mL e de | e 4 mg/mL,
respetivamente (tipicamente usadas na pratica clinica em farmacias hospitalares). Nestas
concentragoes mais diluidas, os 2 mAbs comportaram-se de forma idéntica quando
submetidos as diferentes condigoes. Em relagao ao meio acido e basico nao houve a detegao
de nenhum pico, o que indica que estes meios provocaram a total degradagao dos
anticorpos, ou seja, o peso molecular dos produtos de degradagao estava fora da faixa do
peso molecular que pode ser separado pela coluna. Em meio oxidativo, ja houve o
aparecimento de agregacgao, tal como no aumento da temperatura.

Em todas as condig¢oes de stress aplicadas houve a formagao de degradagao no caso do
BZV, na forma de medicamento. A presenga de agregados apenas foi detetada no meio
basico e na temperatura elevada.

O TTZ apesar de nao ser o mais concentrado, foi o mais resistente as condigoes de

stress aplicadas, podendo ser devido a sua estrutura tridimensional especifica e/ou a
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estabilidade do medicamento em que se encontra presente (Herceptin®). Estes resultados

estao resumidos na tabela |.

Tabela | — Comportamento dos mAbs consoante as diferentes condigées de stress
Condicoes de stress
mAbs Meio Acido | Meio Basico | Meio Oxidativo | Temperatura
elevada

~ Agregacao e ~ Agregacao e
BZV (25 mg/mL) Degradacao Degradacio Degradacao Degradacio
CTX (5 mg/mL) Agregacao Agregacao Agregacao Agregacao
IFX (0,5 € 2,0 Degradagio Degradagio Agregacao Agregacao
mg/mL) gradag gradac gregac gregag
RTX (1,0 e 4,0 ~ ~ ~ <
mg/mL) Degradagao Degradacao Agregacao Agregacao
TTZ (15 mg/mL) Agregacao Agregacao Agregacao Sem agregacao

Também foi avaliada a estabilidade dos mAbs durante |5 dias e, no geral, o BVZ, RTX,
TTZ mostraram grande estabilidade quando armazenados a 4°C e quando sujeitos a 3 ciclos
de congelamento-descongelamento (-20°C). Foram realizados no SEC-HPLC/DAD, perfis de
controlo de todas as amostras, no dia 0, ou seja, logo apos a preparagao das amostras e
antes data de validade das mesmas. De seguida, estes perfis foram comparados com os
obtidos apds os |5 dias de estudo, de forma a perceber se a amostra se mantinha estavel.
Durante estes estudos, as amostras estiveram sempre protegidas da luz.

Relativamente ao RTX, os resultados indicaram grande estabilidade para todas as
amostras. O pico principal do cromatograma permanece constante tanto na forma como na
area, o que indica que nao houve alteragdes nas amostras provocadas devido a agregacao.
Isto é importante, uma vez que como o RTX ja demonstrou ter uma importante
imunogenicidade clinica em pacientes com artrite reumatoide, a minima presenca de
agregados poderia aumentar essa resposta perigosa nos pacientes.

Quando analisados os cromatogramas do BVZ, estes revelaram pequenas alteragoes
nas percentagens dos agregados para as duas condigoes de armazenamento testadas. Por
exemplo, no dia de controlo, a percentagem era de 1,22% e até ao dia |5 a percentagem
aumentou para 2,93% na amostra refrigerada e para 2,79% na amostra congelada, o que
demonstra uma ligeira tendéncia para formar agregados ao longo do tempo.
Comparativamente as outras amostras, esta formacao foi ligeiramente maior, o que pode ser
explicado pelo facto de esta formulagao apresentar uma maior concentragao de mAb (25

mg/mL).
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O TTZ, apesar de apresentar uma grande estabilidade comprovada pela elevada
semelhanga entre todos os perfis de agregacao cromatografica, no dltimo dia apresentou
uma ligeira cauda nos perfis de agregacao para as amostras refrigeradas. Nas amostras
congeladas, o aparecimento da cauda deu-se no 7° dia e pensa-se que esta relacionado com
o stress de congelamento/descongelamento e nao a estabilidade ao longo do tempo. Assim, a
presenca desta cauda pode representar algum tipo de modificagao do mAb que se seve ter
em consideragao quando usado para fins de reutilizagao para além dos |5 dias quando
armazenado refrigerado, ou quando submetido a um ciclo de
congelamento/descongelamento.

As amostras de IFX armazenadas 4°C mostraram-se sempre estaveis. Contudo, na
amostra de maior concentragao (10 mg/mL), registou-se uma deformagao no pico
cromatografico no 15° dia, o que sugere o inicio da formagio de agregados. Quando
armazenadas congeladas, nao se detetou nenhum sinal de agregacao, apesar de haver um
ligeiro aumento do tempo de retengao do pico principal, devido provavelmente a algum tipo
de instabilidade nao relacionada com agregacao.

Um dos mais instaveis foi o CTX com o aparecimento de um pico, nao devido a
agregacao, mas sim devido a rutura das cadeias proteicas. Este pico apareceu no 2° dia de
teste nas amostras refrigeradas e no 7° dia de teste nas amostras congeladas.

Na tabela 2, pode-se verificar um resumo da estabilidade dos diferentes mAbs

estudados.

Tabela 2 — Estabilidade dos mAbs durante |5 dias, consoante o tipo de armazenamento

Condic6es de Armazenamento
mAbs Refrigeracao (4°C) Congelamento/Descongelamento
(-20°C)
BZV (25 mg/mL) Ligeira tendéncia para a formagio de | Ligeira tendéncia para a formagao de
g agregados agregados

Instavel, possivel rutura da cadeia Instavel, possivel rutura da cadeia
CTX (5 mg/mL) proteica no 2° dia proteica no 7° dia
IFX (10, 0,5 e 2,0 Estavel, contudo na maior
m /mL)’ ’ ’ concentracio formacéo de Estavel

g agregados no |5°dia

RTX (1,0 e 4,0 Estavel Estavel
mg/mL)

Estavel, contudo no 15°dia, ocorre Estavel, contudo no 7°dia, ocorre
TTZ (15 mg/mL) algum tipo de modificagao algum tipo de modificagao
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Como ja foi dito anteriormente, os diferentes resultados obtidos devem-se
principalmente a diversidade das composigoes quimicas, juntamente com a formulagao de
cada medicamento que também tem grande influéncia na estabilidade do anticorpo ao longo

do tempo®.

7. Conclusao

Desde a descoberta do primeiro anticorpo monoclonal através da tecnologia de
hibridomas, que se tém feito grandes avangos no uso destas moléculas, com a diminuigao da
sua imunogenicidade. Tal deve-se a evolugdo da sua composigao, passando por serem
constituidas apenas por sequéncias de murinos a serem totalmente constituidas por
sequéncias humanas.

Atualmente sao usados em inumeras terapéuticas, que vao desde o tratamento de
varios tipos de cancro até doengas autoimunes, transplantes, doengas infeciosas, entre
outras. Desta forma, tornaram-se uma opgao bastante atrativa, representando uma janela de
oportunidades na medicina moderna.

Contudo, estas moléculas sao bastante instaveis, podendo causar efeitos adversos nos
pacientes, sendo a agregacio uma das vias de degradacio mais comum. E, por isso, essencial
saber quais os fatores que influenciam a estabilidade das mesmas e a forma como eles atuam
atraves de diferentes métodos de detegao da sua instabilidade.

Apesar de algumas contrariedades, estas moléculas, com o avango da tecnologia, terao

um futuro promissor, existindo neste momento diversos mAbs em estudos clinicos e pré-

clinicos.
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