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Avaliacdo comparativa da atividade bioldgica de heparinas nao
fracionadas pelas metodologias de inibi¢ao da coagula¢ao do plasma
ovino (ICPO) e de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Comparative study on the biological activity of non-fractionated
heparin by using sheep plasma coagulation inhibition assay (SPCIA)
and activated partial thromboplastin time (APTT) methodologies
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo comparativo entre os métodos ICPO e TTPA, para avaliar a
eficdcia da implantacdo do TTPA como método para a avaliagio da seguranga e eficicia de heparinas néo
fracionadas em produtos farmacéuticos. Foram avaliados, comparativamente, cinco lotes de diferentes
fabricantes de heparinas ndo fracionadas (polissacarideo sulfatado usado como droga anticoagulante), de
origem suina ou bovina, testadas com base no 5° Padrdo Internacional de Heparina. Esses produtos foram
provenientes de coletas efetuadas pelas autoridades sanitdrias para andlise no Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS). As amostras foram analisadas quanto a pureza e poténcia anticoagulante, por
meio de duas metodologias: inibi¢ao da coagulagdo do plasma ovino (ICPO) e tempo de tromboplastina parcial
ativada (T'TPA). Houve boa concordancia entre as duas metodologias, sendo que a técnica TTPA apresentou ser
mais simples, rapida e objetiva, quando da utilizagdo do coaguldémetro para a medi¢do do tempo de formagéio
de codgulos, em detrimento da leitura subjetiva dos graus de coagulacdo no ensaio de ICPO. A implantagio
e a execugdo do TTPA em paralelo a utilizagdo do ICPO garantirdo o aumento de sensibilidade técnica na
avaliagdo da seguranga e eficacia de heparinas ndo fracionadas.

Palavras-chave. heparinas nio fracionadas, controle da qualidade, ICPO, TTPA, vigilancia sanitaria.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the methods of SPCIA and APTT to evaluate the effectiveness of the
implementation of APTT as a method for assessing the safety and efficacy of unfractionated heparins in
pharmaceuticals. Five lots of non-fractionated heparins (a sulfated polysaccharide used as anticoagulant) from
porcine or bovine origin, and from different producers were comparatively evaluated. They were tested based
on the 5th International Standard for Heparin, and they were collected by the Brazilian sanitary authorities
for evaluating their purity and anticoagulant potency at the National Institute for Quality Control in Health
(INCQS). Two methodologies were employed: sheep plasma coagulation inhibition assay (SPCIA) and activated
partial thromboplastin time technique (APTT). An excellent correlation between the both methodologies was
found, and it showed that technique is easier, faster and objective due to the use of a coagulometer for measuring
the clot-forming time, instead of SPCIA assay which uses the subjective visual determination of the coagulation
degree. The implementation and execution of APTT technique and the concomitant use of SPCIA assay will
improve the technique sensitivity for assessing the non-fractionated heparins safety and efficacy.

Keywords. non-fractionated heparins, quality control, SPCIA, APTT, sanitary surveillance.
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INTRODUCAO

A heparina, substdncia natural encontrada
abundantemente nas visceras de suinos e bovinos,
¢ utilizada desde a década de 1930 na terapia
anticoagulante, sendo apontada como um dos principais
avangos terapéuticos que almejam a redugio da
mortalidade e incapacidade fisica, pois sua utilizagdo
visa minimizar os efeitos adversos decorrentes das
doengas cerebrovasculares (hemorragia, lesdes cutaneas
e trombocitopenia) e, consequentemente, reduzir sua
morbi-mortalidade’.

O resultado final de suas agdes bioquimicas ¢é a
inibicdo da formacdo e sintese dos fatores ativados da
coagulagdo que exercem fungdes criticas na formagao
do coagulo sanguineo, ja que a heparina atua tanto
na trombina livre como na trombina ligada a fibrina,
ativando a antitrombina III e, consequentemente,
inibindo a coagulagao®’.

Além disso, a meia vida curta e dependente
da dose, bem como a disponibilidade de um antidoto
especifico (o sulfato de protamina) lhe confere
propriedades adicionais de grande relevancia. Essas
caracteristicas a tornam o segundo agente terapéutico
natural mais utilizado no mundo, superado apenas pela
insulina*.

E encontrada em duas apresentagdes clinicas:
as Heparinas Nado Fracionadas (HNF), com massas
moleculares entre 4.000 e 6.000 Daltons, e as Heparinas de
Baixo Peso Molecular (HBPM), com massas moleculares
entre 4.000 e 6.000 Daltons®®.

Recentemente, sua demanda por avaliagoes de
natureza fiscal aumentou devido a contaminacio em
seu processo de producdo pela matéria-prima chinesa,
sulfato de condroitina. Este firmaco ndo possui atividade
anticoagulante, mas, quando quimicamente modificado
por meio de supersulfatagdo, adquire essa caracteristica,
transformando-se em um mimético da heparina, ndo
sendo detectavel por metodologia analitica convencional.
Esse fato promoveu um aumento das politicas globais
de vigilancia sanitdria, com a elaboragao de agoes de
controle da qualidade desde a sua etapa de produgao”'2.

A Inibi¢do da Coagulagdo do Plasma Ovino
(ICPO) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPA) sdo os ensaios biologicos utilizados na avaliagao
da poténcia de heparinas nao fracionadas em produtos
farmacéuticos, tendo como base a ativacido e aceleracio
in vitro de etapas da cascata proteolitica®. As leituras da
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reacdo final desses ensaios se estabelecem em tempos
ou em graus de coagulagio, relacionados ao 5° Padrao
Internacional de heparina de mucosa intestinal suina'**¢.

O ensaio ICPO, preconizado pela Farmacopeia
Brasileira, tem sido amplamente adotado para a avaliagdo
de poténcia das HNE O TTPA (também preconizado
pela Farmacopeia Brasileira) é o teste mais comumente
empregado para a avaliagio das vias intrinseca e
comum do modelo in vitro da cascata proteolitica, além
da monitoragio do uso de heparinas classicas (ndo
fracionadas) em pacientes em tratamento anticoagulante'.
No entanto, até o momento, apenas o ICPO estd
implantado, sendo realizado rotineiramente pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saidde (INCQS),
unidade da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e 6rgao
de referéncia para as questdes normativas e analitico-
laboratoriais vinculados a vigilancia sanitaria.

O objetivo deste trabalho ¢ fazer um estudo
comparativo entre os métodos ICPO e TTPA, para
verificar a eficacia da implantagdo do TTPA, como
método para a avaliagdo da seguranca e eficacia de
heparinas ndo fracionadas em produtos farmacéuticos.

MATERIAL E METODOS

Avaliacao dos métodos

Foram analisadas em quadruplicata pelos
métodos do ICPO e TTPA, sem o conhecimento prévio
de suas caracteristicas (estudo cego), cinco amostras de
heparinas nao fracionadas, de diferentes fabricantes,
provenientes de coletas realizadas por 6rgaos de vigilancia
sanitdria, e suas poténcias foram determinadas em relagdo
ao 5° Padrao Internacional de Heparina - WHO 97/578.

Para ambos os ensaios, suas metodologias foram
avaliadas comparando-se os resultados estatisticos da
exatidao (determinada pela percentagem de recuperagao
de uma diluicio conhecida do 5° Padrdo Internacional de
Heparina em relagdo a ele mesmo) e pela repetibilidade
ou precisdo intraensaios (expressa pela variacdo nos
resultados sob as mesmas condi¢des de operagao em um
curto intervalo de tempo), sendo esses valores obtidos
dividindo-se o desvio-padrdo pela média, em relagio
as poténcias relativas das quatro repeti¢oes realizadas,
em cada amostra, para ambos os métodos, por meio
da determinagdo de seu coeficiente de variagdo (CV),
expresso como percentagem (%).

Apenas para o ensaio do TTPA, avaliamos a
linearidade (determinada a cada ensaio, sendo um dos
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critérios para sua valida¢do), sendo a amostra considerada
satisfatdria quando apresentou uma poténcia estimada em
relagdo ao padrao de, no minimo, 90% e, no maximo, 110%
da poténcia declarada — de acordo com os pardmetros
estabelecidos para a solugdo de heparina no 5° fasciculo
da Farmacopeia Brasileira, 4* edi¢do, e pela OMS em
relagdo ao critério de validagao de metodologias'*"’.

Método da Inibigio da Coagulagio do Plasma Ovino
(ICPO)

O ensaio foi realizado de acordo com o POP
INCQS n° 65.3320.005' e com a monografia descrita na
Farmacopeia Brasileira, 4* edi¢do, parte 2, fasciculo 5.

A poténcia da heparina foi calculada por meio de
um ensaio biolégico (ICPO) que compara o volume de
uma solugdo amostra necessario para inibir a coagulagao
do plasma citratado de ovelha, recalcificado, com o
volume da solu¢ao padrdo de heparina necessario para
produzir o mesmo efeito (com solugdes padrao e amostra
diluidas a mesma poténcia teérica).

Determina-se, na pratica, o volume do padrao e da
amostra — na presenca de 1 mL de plasma ovino citratado
€ 0,2 mL de cloreto de célcio 1% (P/V), em tubos de ensaio
13 x 100 mm, ap6s 1 hora de incubagao a 37 °C em banho-
maria — concedendo-se trés graus (0,25; 0,5; 0,75) entre
zero e a coagulacdo total (1,00), que permitem o grau de
coagula¢do 0,5, procedendo-se o registro dos resultados
no protocolo de resposta (Tabela 1). Observando-se que,
se a série das preparagdes ndo apresentar dois tubos com
graduagdo acima de 0,50 e dois tubos com graduagio
abaixo de 0,50, o ensaio sera repetido, usando-se solugdes
padrdo e amostra com poténcia tedrica ajustada.

No ensaio biolégico da heparina pelo método
ICPO, ointervalo entre o volume que permite a coagulagao

Tabela 1. Protocolo de Respostas do Método ICPO

e aquele que a inibe é tdo pequeno que a curva dose-
resposta nao pode ser determinada diretamente. Utiliza-
se, nesse caso, a interpolagao do logaritmo do volume (x)
correspondente a 50% da coagulagdo, tanto para o padrao
quanto para a amostra. Sendo empregada para a andlise
dos resultados experimentais, determinagao da poténcia
e limites de confianca, analise estatistica para o modelo
de delineamento de médias moveis'.

Meétodo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPA)

O ensaio foi realizado de acordo com a monografia
descrita na Farmacopeia Brasileira, 4@ edi(;éo, parte 2,
fasciculo 5", — com excegdo da utilizagdo do plasma ovino
citratado, que ndo apresentou resultados satisfatdrios,
sendo, portanto, substituido por plasma humano padrao”.

Com base na regido linear da curva dose-resposta
elaborada com o 5° Padrdo Internacional de Heparina
(Figura 1), selecionaram-se as concentracoes: 2,0, 2,6 e
3,0 UI/mL.

80
75
70
65
60
55
50
45
40 1

Concentragdes (Ul/mL) 0,4
Tempo(s) 42,1

Tempo (s)

2
0,6
42,2

3
0,9
41,9

4
1,2
41,8

5
1,8
45,5

6
2
53,4

7
2,6
68,5

8
3
79,6

Figura 1. Curva Dose-Resposta de Heparina pelo Método TTPA

Foram incubados, em 6 tubos de ensaio 13 x 100
mm por 15 minutos, a 37 °C, 120 pL de plasma humano

Vol.Heparina Vol.Salina Log vol x 10 lfes.p osta de Graus~ de coagulacdo (Y)

Tubo N° (mL) (mL) média pareada Padrio Amostra
Xi Y Yi Y Yi

1 0,8 0 0,9031 -

2 0,78 0,02 0,8921 0,892

3 0,76 0,04 0,8808 0,8807

4 0,74 0,06 0,8692 0,8691

5 0,72 0,08 0,8573 0,8572

6 0,7 0,1 0,8451 0,8450

7 0,68 0,12 0,8325 0,8324

8 0,66 0,14 0,8195 0,8194

9 0,64 0,16 0,8062 0,8060

10 0,62 0,18 0,7924 0,7922

Adaptado de POP/INCQS n° 65.3320.005
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citratado liofilizado e 120 pL das respectivas solugoes de
heparina padrdo e amostra (Al, A2, A3; P1, P2, P3). O
plasma humano citratado liofilizado foi reconstituido
com 1.000 pL de agua deionizada, seguindo as instrugdes
do fabricante.

Foram transferidas duas aliquotas de 100 upL
de cada tubo de ensaio (duplicatas) para as cubetas
de polietileno do coagulometro (com manutengio da
temperatura a 37 °C) e adicionados 50 pL de cefalina
ativada. Apos exatos 120 segundos, foram acrescentados
50 pL da solugdo de CaCl,25 mM e o tempo de coagulagio
registrado. Todo o procedimento anterior foi repetido
usando novas solu¢des padrao e amostra, outra aliquota
de plasma, com incubagdo e ativagao em ordem inversa a
anterior (P1, P2, P3; A1, A2, A3).

Para a analise dos resultados experimentais e a
determinagao da poténcia das amostras para o método
de andlise de linhas paralelas em questao (ensaio 3 + 3
doses), foi realizada analise de varidncia. A validade de
cada ensaio foi testada, e a poténcia de cada amostra
estimada por meio de analise estatistica para o modelo
de delineamento totalmente ao acaso.

As condigoes de validade foram avaliadas por
meio da andlise dos resultados de regressao, desvio de
paralelismo e desvio de linearidade (analise de curvatura
quadratica e diferenca de curvatura quadratica).

Toda a andlise estatistica foi realizada pelo
Programa CombiStats® versao 4.0 da European Directorate
for the Quality of Medicines & HealthCare (EDQM)™.

RESULTADOS

O TTPA teve seus resultados para repetibilidade
e precisio comparados analiticamente em relagdo aos
do ICPO para a determina¢ao da poténcia biologica de
heparinas nao fracionadas, conforme demonstrados na
Figura 2.

Avaliagao estatistica

Em uma amostragem estatistica, o simples
fato de um experimento poder apresentar variaveis
continuas ou discretas constitui um fator de sele¢do para
aindicagdo de diferentes grupos de testes. Neste trabalho,
optamos por aplicar os testes de hipotese paramétricos
F da andlise de varidncia (ANOVA) e t de Student, além
do teste de hipdtese ndo paramétrico de Mann-Whitney,
ja que o ensaio ICPO — por caracterizar-se pela leitura
visual (qualitativa) dos graus de coagulagdo (0, 25, 50,
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75 e 100%) — apresenta uma variavel discreta, enquanto
que o ensaio TTPA apresenta uma variavel continua,
caracterizada pela leitura quantitativa de seus resultados
(em segundos) obtidos no coagulometro®.

Avaliagao Comparativa ICPO x TTPA

100,00% ]

% POTENCIA

0% H

AMOSTRAS

Produtor Produtor Produtor Produtor Produtor
Padrao . B i 5

B JCPO 100,00% 104,62% 107,71% 106,63% 106,37%
[ TTPA 99,60% 99,88%  107,00% 108,90% 117,70%

102,97%
103,80%

Figura 2. Resultados ICPO x TTPA

Precisao dos métodos

Por meio da repeti¢do dos ensaios analiticos que
expressaram a variagdo nos resultados sob as mesmas
condi¢des de operagao, observamos que o método ICPO
apresentou precisdo superior (CV entre 0,0% e 2,0%) em
relagdo ao método TTPA (CV entre 1,80% e 4,98%), mas,
mesmo assim, podemos considerar o TTPA preciso, pois
seus valores de CV foram baixos*?.

Exatidao

Ambas as metodologias foram comparadas com
o 5° Padrao Internacional de Heparina em relagdo a ele
mesmo e os resultados (100 % ICPO e 99,60 % TTPA)
apontaram como capazes de descrever com exatiddo o
valor da poténcia biolégica de heparina*™.

Valida¢ao da metodologia TTPA

A analise do coeficiente de correlagdo de Pearson
(r), entre as metodologias ICPO e TTPA (valor 0,65)
indica uma correlagao moderada entre os ensaios (Figura
3), provavelmente devido a técnica de leitura subjetiva
do ensaio ICPO, comparado a uma leitura automatizada
do ensaio TTPA, que apresenta uma gama maior de
possibilidades de resultados e provavelmente alcangara
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valores maiores se, a partir dos dados deste trabalho, um
nimero maior de comparagdes for feito®.

Com base no coeficiente de correlacido de Pearson,
nos valores de % de recuperagao, do CV e dos calculos
estatisticos ANOVA, Teste de Grubs, Teste t e Teste de
Mann-Whitney, além do medicamento de referéncia
apresentar resultado 100%, o ensaio TTPA apresentou
uma variagdo satisfatdria, de acordo com os padrdes
adotados pela Farmacopeia Brasileira e pela OMS,
podendo ser considerado validado'®'* 222>,

120
[ ]
115
y = 1,5372x - 54,829
R*>=0,4188

110 p-value = 0,65
<
& °
& 105

100 °

95

99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109

ICPO
Figura 3. Correlagao dos Resultados ICPO x TTPA

DISCUSSAO

Atualmente, o mercado mundial de heparinas
apresenta um quadro extremamente complexo. A
necessidade de um rigor crescente na analise das
preparagoes de HNF (sobretudo nos EUA e na Europa)
pode estimular produtores de paises orientais a enviarem
preparagoes de baixa qualidade para paises pouco rigorosos
em relagio ao controle da qualidade desses produtos
e fatos recentes no cendrio mundial relacionados aos
efeitos adversos referentes a utilizagdo de heparina foram
atribuidos a contaminacao de suas preparagoes pelo sulfato
de condroitina'*"%,

A necessidade da implanta¢ao do TTPA para a
avaliacdo da poténcia de heparinas apresenta uma série de
justificativas. Uma delas é que, além de ser farmacopeico,
este ensaio apresenta a vantagem de ser quantitativo, ou
seja, pode ser realizado em um unico dia, pois a medida
do tempo para a formagdo de codgulos é realizada em
coagulémetro, enquanto que o ICPO ¢ qualitativo e leva
em média cinco dias para sua conclusdo, por adotar a
observacdo visual e subjetiva da formagao de coagulos.

570
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Outro fator importante é que o TTPA é prescrito
pela drea médica na determinagdo da dosagem de
heparinas a serem utilizadas nos pacientes, e a maioria
dos laboratdrios fabricantes no Brasil realiza sua avaliacio
da poténcia por meio desse método e nao pelo ICPO
(possivelmente pelos motivos anteriormente citados),
0 que certamente tem levado a divergéncias técnicas e,
consequentemente, a variagdes nos resultados encontrados
nos 6rgaos de vigilancia sanitaria — que utilizam apenas o
ICPO como parametro analitico — sobretudo em situagdes
de amostra unica ou em casos de analise de contraprova.

Os pesquisadores afirmam que as heparinas
sdo comprovadamente seguras para uso clinico, porém
especialistas da darea médica relatam reagdes adversas
relacionadas a sua origem. De acordo com Dryjski e
Dryjski* e Gomes e Braile*, a heparina de origem bovina
¢ mais reatogénica que a suina, evidenciando clara
diferenca em relacdo a seus efeitos adversos, havendo
também a necessidade de reajuste de dose e monitoragao
mais acurada quando da mudanca do produto. Apesar de
nossos resultados analiticos nao apresentarem diferencas
interensaios significativas, estudos de Robinson e Lewis™,
Francis et al.’? sugerem que as heparinas fabricadas a
partir de visceras de suinos devem ser a escolha ideal para
utilizagdo em cirurgias com circula¢do extracorporea
(CEC), por serem mais toleradas pelos pacientes
devido a qualidade da matéria-prima. Tal conclusdo,
consequentemente, evitara problemas futuros em relagdo
aos eventos adversos diretamente associados as dosagens
das heparinas.

Os parametros de comparagio numeérica dos
resultados finais dos ensaios pelo ICPO e TTPA aplicados
foram os testes t de Student e F da analise de varidncia
(ANOVA) (p = 0,27 e p = 0,23, respectivamente), nao
utilizando as prerrogativas estatisticas habituais, pois, como
mencionado anteriormente, suas metodologias sdo nao
paramétricas. Mesmo assim, ao encontrarmos os valores
de p > a (0,05), demonstramos que os resultados obtidos
em cada metodologia ndo sao estatisticamente distintos.

O teste de hipotese ndo paramétrico de Mann-
Whitney - aplicado em cada um dos sistemas ICPO
e TTPA - demonstrou que o 5° Padrao Internacional
de Heparina, a amostra de referéncia, o produtor 3
e o produtor 4 (Tabelas 2, 3, 5 e 6, respectivamente)
apresentaram um p valor maior que 0,05, demonstrando
que 0s ensaios ndo sdo estatisticamente diferentes.

As amostras dos produtores 2 e 5 (Tabelas 4 e 7,
respectivamente), apesar de satisfazerem os critérios de
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valida¢ao dos ensaios, apresentaram um p valor menor
que 0,05, demonstrando que os referidos sistemas sdo
estatisticamente diferentes. Esse fato pode ser explicado
pela variagio de pesos moleculares das amostras
estudadas (origindrias de produtores diferentes), como
descrito por Melo et al."”” em 2008. Esses autores afirmam
que o peso molecular das preparacdes de heparina
influencia diretamente no TTPA, e que fragdes de peso
molecular menores sdo menos sensiveis a este ensaio.
Essas observagdes constituem alerta aos profissionais da
area clinica para alteragdes nas doses desse firmaco, em
relagdo aos seus efeitos colaterais.

Em relaqéo aos ensaios analiticos, Vaccari et
al.”® relataram, em 2003, que o ICPO fornece resultados
de poténcia significativamente superiores (média de
10%) quando comparados ao TTPA. Nossos resultados
ndo reproduziram a conclusdo desse estudo ja que, ao
analisarmos os resultados inter-ensaios, observamos que
0os mesmos ndo apresentaram diferenca significativa,
pois, ao considerarmos todos os seis ensaios (104,72% e
106,15%, respectivamente), o TTPA apresentou 1,43%
a mais que o ICPO e, quando consideramos apenas
0s quatro ensaios estatisticamente iguais (104,39% e
103,90%, respectivamente), o TTPA apresentou 0,5% a
mais que o ICPO, com a precisdo do TTPA apresentando
um coeficiente de variagdo entre 1,8% a 4,98%, bem maior
que o ICPO (0,1% a 2,0%), possivelmente devido a escala
de leitura do ICPO ser menor (graus de coagulagio) que o
TTPA (tempos de coagulagio).

CONCLUSAO

Em relagdo aos resultados analiticos, o ICPO,
por ser um método qualitativo, apresentou sensibilidade
limitada em comparagio com o TTPA (método
quantitativo), o que ndo o impede de continuar a ser
utilizado normalmente pelos laboratérios de controle da
qualidade das HNE.

O TTPA é um ensaio mais sensivel que o ICPO
e também pode ser adotado - conforme preconiza a
Farmacopeia Brasileira — pelos laboratdrios de controle,
paraser utilizado paralelamente como parametro analitico.

Quanto a avaliagio da metodologia TTPA, o
ensaio apresentou uma variagdo satisfatoria, de acordo
com os padroes adotados pela WHO, e pode ser
considerado validado.

Reforcados pela confianga na andlise laboratorial
- ferramenta essencial para a detec¢do de alteragdes
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da qualidade - relacionadas a avaliagdo comparativa
proposta neste trabalho e por meio da utilizagio de
pardmetros estatisticos, demonstramos claramente
que o TTPA ¢ a metodologia mais segura para uso nos
laboratdrios de controle da qualidade.

Consideramos que as HNF com matéria-prima
de qualidade, pureza quimica garantida e isen¢io de
contaminantes reproduzem resultados equivalentes pelas
duas metodologias.

Entendemos que os resultados deste estudo
fortalecerdo o estabelecimento de uma regulamentagao
especifica para a analise de preparagdes de heparina por
métodos mais modernos e apropriados.

Observamos a importancia da padronizagao
dos procedimentos de desenvolvimento de novas
metodologias e de harmonizagdo que assegurardo a
qualidade e eficacia clinica das HNE

Por fim, consideramos que deve ser estimulada aos
fabricantes a melhoria no controle da qualidade da produgéo
das heparinas disponibilizadas no mercado, incentivando,
paralelamente, a avalia¢do clinica por meio de critérios
quantitativos das heparinas utilizadas na rede hospitalar e,
principalmente, por meio de agdes da Vigilancia Sanitéria,
com a implementa¢do de um sistema de notificagdo tanto
na rede publica como na rede privada do Brasil.
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