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RESUMO

A quaidade das solugdes de albumina 20% e de imunoglobulina G 5%, produzidas na Fundag&o Pro-
Sangue Hemocentro de So Paul o, foi avaliada pel o método de cromatografialiquida, durante o periodo de
5anos. Duranteesse periodo, os medicamentosforam estocadosatemperaturade4° C a8° C. O método
deandliseutilizado foi 0 recomendado pelaPortarian®2,419 de 17/12/1996 do Mini stério daSalde, Resolugéo
n° 46 de 18/05/2000, AgénciaNaciona deVigilanciaSanitaria—Ministério daSalide e FarmacopéiaEuropéia
(11997, 22 edicd0). As avaliagOes de qualidade realizadas durante os Ultimos 5 anos néo apresentaram
quaisquer alteracBes nos valores obtidos quando da liberac&o dos produtos, com excegdo da andlise de
distribuic@o molecular, naqual se constatou um leve aumento em porcentagem de dimeros nas solucdes
deabumina20% edegG 5%. Nasolucéo delgG 5%, apds5 anos de estocagem, foi observadaapresenca
de moléculas poliméricas. Apesar dessas ateragdes nos referidos produtos, os valores obtidos estéo
dentro das especificacOes estabel ecidas pelo pais.

Palavras-Chave. avaliacdo daqualidade dea bumina, avaliacdo daqualidade delgG, proteinas de plasma,
controle de qualidade de hemoderivados.

ABSTRACT

The quality of albumin 20% and immunoglobulin G 5%, produced by Fundag&o Pré6-Sangue Hemocentro
de S&o Paulo was assessed by means of liquid chromatography method, for five years period.
Immunoglobulin G 5% and albumin 20% were re-eval uated two and three years, respectively after being
produced. Five years after manufacturing date, both products were assessed once again. During five
years period-study, the products were stored at temperature ranging from 4° C to 8° C. The quality analysis
was performed employing the method recommended by Regulation N. 2,419 of 17/12/1996 of the Brazilian
Health Ministry, and by Resolution RDC N. 46, 18/05/2000 of the National Agency for Sanitary Surveillance
- Brazilian Health Ministry, and European Pharmacopoeia 1997, 2™ edition. In quality assessmentscarried
out for the last five years, no change was observed in the obtained values when compared to those
presented at the time of the products rel ease, with the exception in molecular analysisdistribution, which
presented adlight increasein dimmers percentage in albumin 20% and inimmunoglobulin G 5% solutions.
Also, the presence of polymers was detected in immunoglobulin 5% solution after five years storage. In
spite of occurring these changes in the analyzed products, the observed values were within the specific
requirement recommendation established by the country.

Key Words. plasma protein, quality control of albumin, quality control of 1gG, quality evaluation of
hemoderivatives
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INTRODUCAO

A abumina é a proteina que se encontra em maior
quantidade dentro do plasma humano, constituindo cerca de
4,5 g % em uma populagdo normal, com massa molar entre
67.000 a 69.000 daltons. A abumina exerce duas funces
importantes: umade manutencdo da pressdo oncéticaeaoutra,
na capacidade de fixar e transportar grande quantidade de
liganteslivrando assim o organismo de produtos toxicos!. No
Brasil, 0 consumo de a bumina humana naconcentracéo de 20%
esta em torno de 1.500.000 frascos de 50 ml por ano, segundo
dados daAgénciaNacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA/
MS, 2001).

A imunoglobulinaG (1gG) éencontrada emtornode 1,2
g% dentro do plasmahumano. A suamassamolar estanafaixa
de 160.000 daltons e exerce funcéo de defesa contra agentes
estranhos ao organismo, atuando com um amplo espectro de
anticorpos especificos antibacterianos e virais’. A demanda
brasileiradelgG 5 % intravenosaéde aproximadamente, 280.000
frascos de 50 ml por ano, segundo dados da Agéncia Nacional
deVigilanciaSanitaria(ANVISA/MS, 2001).

Os medicamentos derivados de plasma humano,
albumina 20%**®* e imunoglobulina G (1gG) 5% liquida
intravenose®” foram produzidas em escalaindustrial em planta-
piloto, com capacidade de processar 100 litros de plasma em
cadalote, na Fundacado Pré-Sangue Hemocentro de Séo Paulo,
pelo método de cromatografialiquida. Paragarantir asegurancga
biolégica, a solucdo de albumina a 20% foi submetida a
inativacdo viral, utilizando-se 0 método de pasteurizagdo a60° C
por 10 horas®®. A solugdo de 1gG a 5% foi submetida a dupla
inativagdo viral, sendo umadelas com o solvente/ detergente
(1% de Tri n-butil fosfato e 1% de Triton X-100) eaoutraapH
4,0 com pepsinal®l, Todas as unidades de plasmausadas para
fracionamento foram submetidas a testes soroldgicos para
Doencade Chagas, Sifilis, anti-HIV 1e2, anti-HTLV | ell, anti-
HCV, anti-HBc e HBs-Ag no Departamento de Sorologia da
Fundacéo Pr6-Sangue Hemocentro de Séo Paulo (FPS/HSP).
Foram utilizadas somente unidades com resultados negativos.

Osprodutosforam avaiadospor 5 anos edurante
esse periodo ficaram estocados na temperaturade 4° C a8° C.
Todas as andlises foram executadas com rigor quanto a
estabilidade, purezae contaminac&o viral , por serem produtos
bioldgicos.

MATERIAL E METODOS

Os métodos de avaliagdes foram realizados segundo a
Portaria n® 2.419 de 17/12/1996 do Ministério da Salide'? ,
Resolugéo RDC n°46 de 18/05/2000, ANVISA —Ministérioda
Salide® e FarmacopéiaEuropéia(1997), 22Edicdo™ . Asandlises
foram realizadas em 3 etapas. a primeira, para aprovacdo dos
produtos. A segunda, nos periodos de vencimento de 3 anos
paraalbumina 20 % e 2 anos paralgG 5% liquida. A terceirae

ultima etapa apds 5 anos, para ambos os produtos. Os valores
de controle de qualidade obtidos para aprovacéo dos produtos
foram considerados como padréo de referénciaparacomparagéo.
Osmétodos utilizados paraavaliagdes da qualidade dos produtos
foram:

Avaliacao da qualidade de solucéo de albumina 20%

Primeira etapa de andlise para aprovacao de solucéo de
albumina 20%:- A pureza da albumina foi determinada por
eletroforese de acetato de celulose e também por
imunoel etroforese, utilizando-se soro anti-humano total contra
aamostra (Figura 3). A concentracdo protéicafoi determinada
pelo método debiureto. O rendimento do produto foi calculado
em relagdo a concentragdo de albumina no plasma a ser
fracionado e aconcentracéo de albuminano produto acabado.
Foi determinadaapresencadoAtivador de Procalicreina(PKA)
atravésdo método dereacdo “ end point”*®, utilizando substrato
cromogénico S-2302 (Chromogenix —Itdlia. O nivel deauminio
presente no produto foi determinado pelo espectrofotémetro
de absorcdo atbmica pela Fundagdo Centro Tecnolégico de
Minas Gerais — Belo Horizonte. O teste de esterilidade foi
realizado em membranade steritest (Sterility Testing System —
Millipore, USA). O pirogénio “in vivo” e atoxicidade foram
testados no Laboratério Medlab Produtos Diagnosticos Ltda,
Sdo Paulo. O heme foi medido em espectrofotdmetro em
absorbanciade 403 nm (TabelaleFigurasle?2).

A distribuic¢do molecular da albuminafoi avaliada pela
cromatografialiquida utilizando gel de filtracdo Superdex 200
HR em colunaHiL oad ™ 16/60 (Amersham Biosciences) (Tabela
leFigurad).

Segunda etapa de analises nos periodos de vencimento: -
Os valores obtidos foram idénticos aos iniciais, ou sgja, aos
produtos recém produzidos, com excegdo da andlise de
distribuicdo molecular, naqual, no decorrer do tempo, até a
data do vencimento, apresentou uma queda no valor de
mondmeroseligeiro aumento dedimeros (Figurab).

- Terceira etapa de andlise apos 5 anos de estocagem:-
Novaandlisefoi realizada apds 5 anos de estocagem e todos os
valores encontravam-se normais, conforme o padréo. Quanto a
distribui¢cdo molecular, novamente verificou-se alteragéo
significativa. (Figura6).

Testes Soroldgicos

As amostras de cada lote de “pool” de plasma de 100
litros e de produtos acabados foram submetidos a testes
soroldgicos paraanti-HIV 1e2, anti-HTLV | ell, anti-HCV e
HBs-Ag por ELISA com duas procedéncias diferentes de
conjuntos diagnosticos conforme a exigéncia da norma
brasileira. Além desses, paraHCV eHIV, foram realizadostestes
através dareacdo em cadeiadapolimerase (PCR). Oskitsusados
foram das marcas Biomérieux bv (The Netherlands), Murex -
Abbott (Republic of South Africa), Ortho-Clinical Diagnostics
(USA), AmplicorR HCV, Roche (New Jersey, USA) eHIV (RNA)
pela técnica de Nuclisens. Esses testes foram realizados no
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Departamento de Sorologia e Departamento de Biologia
Molecular daFPS/HSP.

Avaliacdo da qualidade de imunoglobulina G (1gG)

Primeira etapade andlise paraaprovacao de solucdo de
1gG 5%:- A purezade |gG liquidaintravenosa, foi determinada
por eletroforese de acetato de celulose e também por
imunoel etroforese, utilizando-se soro anti-humano total contra
aamostra(Figura9). A concentragao protéicafoi determinada
pelo método de biureto. O rendimento do produto foi calculado
em relacdo a concentragdo de 1gG no plasma a ser fracionado
e a concentracdo de 1gG no produto acabado. A distribuicéo
molecular de 1gG foi avaliada pela cromatografia liquida
utilizando gel defiltragdo Superdex 200 HR em colunaHilL oad
™ 16/60 (Amersham Biosciences). (Figura 10). Assubclasses
de IgG foram analisados pelo método de imunodifusdo radial
(TheBinding Sitelnc., San Diego, CA, USA). Foi determinada
a presenca do Ativador de Procalicreina (PKA) na IgG 5%,
através do método dereacao “ end point”*°, utilizando substrato
cromogénico S-2302 (Chromogenix — Itdlia). A atividade
anticomplementar (CH, ) foi determinada pelo método Mayer,
utilizando complemento de cobaio e hemacias de carneiro. O
teste de esterilidade foi realizado em membrana de steritest
(Sterility Testing System — Millipore, USA). O pirogénio “in
vivo” e a toxicidade foram testados no Laboratério Medlab
Produtos Diagnésticos Ltda, Sao Paulo. O nivel de aluminio

Tabela 1. Caracteristicas dasolucéo de Albumina20%.

presente no produto foi determinado pelo espectrofotdmetro
de absorgao atbmica na Fundacdo Centro Tecnologico de
Minas Gerais, Belo Horizonte. As atividades de anti-pélio |1
e |11, anti-sarampo e anti-herpes foram determinadas no
Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo; anti-rubéola, anti-
citomegalovirus e anti-streptolisina O foram determinadas no
Laboratdrio de Imunologia Clinica de IAMSPE, S&o Paulo
(Tabela2, 3 eFiguras7e8).

Segunda etapa de analises nos periodos de vencimento: -
Osvaloresobtidosforam idénticosaosiniciais, com excecdo da
andlise dedistribuicéo molecular, naqual, no decorrer do tempo,
até adata do vencimento, apresentou uma queda no valor de
mondmeroseligeiro aumento de dimeros (Figura 11).

Terceira etapa de andlise ap6s 5 anos de estocagem:-
Novaandlisefoi realizada apds 5 anos de estocagem e todos os
valores encontravam-se normais, conforme o padréo. Quanto a
distribuic¢&o molecular novamenteforam observadas ateractes
significativas (Figura12).

RESULTADOS

Osvalores obtidos nas andlises realizadas em 20
lotes de solucbes de albumina 20% e de 1gG 5% liquida
intravenosa, produzidas por método de cromatografialiquida,
foram os seguintes:

Andlise Resultado Especificagao*
Rendimento (g/l plasma) 26,0+05 -
Concentragdo protéica (p/v) 20,0+ 1,0% >05% - <105%
Pureza (el ectrof orese de acetato de celulose) >099,0% >95%
Distribuicéo molecular

Monbmeros 99,0+0,3% mono+dimeros=95%

Dimeros 1,0+0,3%

Polimeros ndo detectedo polimeros=5%
Pirogenios Satisfatério Satisfatério
Toxicidade Satisfatorio Satisfatério
Caprilato de sddio 0,16mmol/g prot -
Determinagdo de PKA <51U/ml <35Ul/ml
Aluminio <50ug/l <200 g/l
pH 6,8t07,0 6,7t07,3
Sadio 140+ 5mmol/l <160mmol/l
Potassio <0,05mmol/g prot <0,05mmol/g prot
Heme (absorbanciaa403 nm) <004 <015
Anti-HIV 1e2 Negativo Negativo
Anti-HCV Negativo Negativo
HBs-Ag Negativo Negativo
Anti-HTLV-l ell Negativo Negativo
N=20 * Portarian®2.419- MS*?, Resolucdo-RDCn°46 - ANVISA/MS*® e European Pharmacopeia®*.
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Figura 1. Eletroforese em acetato de celulose - a) “Pool” de plasma. b)
Albumina

Figura 2. Perfil densitométrico de eletroforese em acetato de celulose
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Figura 3. Imunoeletroforese - @) “Pool” de plasma. b) Albumina

Figura 4. Determinacdo de polimeros da albumina em gel Sephadex 200,
para aprovagdo e liberagdo do produto.

1 — Dimeros =0,7%

2 - Monbmeros = 99,3%

0 =0 100 120 140 l

Figura 5. Determinagdo de polimeros da albumina em gel Sephadex 200,
com 3 anos de estocagem apos a data de vencimento.

1 — Dimeros = 18%

2 — Mondémeros = 98,2 %

Figura 6. Determinagéo de polimeros da albumina em gel Sephadex 200,
apds 5 anos de estocagem.

1 — Dimeros =30%

2 — Monémeros = 97,0 %
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Tabela 2. Caracteristicasdalg G 5% liquidaintravenosa com duplainativagdo viral.

Andlise Resultado Especificacéo*
Concentragao protéica 5,0+0,2% >4,6t0<5,5%
Determinag&o de pH 45-50 40-74
Pureza(eletroforese) >98% >95%
IgA N.D. -
IgM N.D. -
Anti-A hemaglutinina <18 <164
Anti-B hemaglutinina <18 <164
Atividade anticomplementar <0,55CH,/mglgG <1CH,/mglgG
Determinacéo de PKA <501U/ml <35IU/ml
Aluminio <50/l <200/l
Distribui¢do molecular
Monomeros 98,8+0,5% mono+dimeros=90%
Dimeros 1,2+0,5%
Polimeros N.D. polimeros< 3%
Subclasses de 1gG
19G, 58,4% distribucéo de
I9G, 32,8% subclasses similar
19G, 45% ao plasma.
IgG, 2,3%
Rendimento 3,8+0,2g/l plasma -
Estabilidade (aquecimento 57°C/4h) satisfatério ndo devegelificar
Pirogénio“invivo” satisfatério satisfatério
Toxicidade satisfatorio satisfatorio
HBs-Ag Negativo Negativo
Anti-HCV Negativo Negativo
Anti-HIV 1e2 Negativo Negativo
Anti-HTLV-I ell Negativo Negativo

N=20 ND=Nao Detectado * Portarian®2.419- MS*?, Resolucdo RDCn°46-ANVISA/MS® e European Pharmacopoeia

Tabela 3. Espectros de anticorpos em IgG 5% liquido intravenosa.

Anticorpos Método Titulo e/ou unidade
Anti-herpes Imunofluorescéncia 1128

Anti-pdlio | Teste de neutralizagéo 1:256

Anti-pdlio 11 Teste de neutralizagéo 1128

Anti-pdliolll Teste de neutralizagéo 1e4

Anti-sarampo I nibic&o de hemaglutinacdo 1e4

Anti-rubeola ELISA 765Ul/ml
Anti-citomegal ovirus ELISA 837 Ul/ml
Anti-streptolisinaO Nefelometria 721Ul/ml

N=10
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Figura 7. Eletroforese em acetato de celulose - a) “Pool” de plasma. b)
Imunoglobulina G

Figura 8. Perfil densitométrico de eletroforese em acetato de celulose

(+) -)

104 150 2010 250 00 550 20,00

Figura 9. Imunoeletroforese - a) “Pool” de plasma. b) Imunoglobulina G

Figura 10. Determinacdo de polimeros de 1gG em gel Sephadex 200, para
aprovacdo e liberagdo do produto.

1- Dimeros = 12%

2 — Monbémeros = 98,8 %

00 100 20,0 30,0 400 0.0 ml

Figura 11. Determinagdo de polimeros de IgG em gel Sephadex 200, com
2 anos de estocagem, apds data de vencimento.

1 — Dimeros = 25%

2 — Mondémeros = 97,5 %

Figura 12 - Determinagdo de polimeros de 1gG em gel Sephadex 200,
apos 5 anos de estocagem.
1 - Polimeros = 23%
2 — Dimeros = 55%
3 — Mondmeros = 92,2 %
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A qualidade das solugBes de albumina 20% e de
Imunoglobulina G 5% produzidas pelo método de
cromatografialiquidana Fundago Pr6-Sangue Hemocentro
de Sédo Paulo foi avaliada durante o periodo de 5 anos. Os
métodos de andlise utilizados foram os recomendados pela
Resolucéo RDC n° 46 de 18 de maio de 2000, ANVISA —
Ministério da Saide® e Farmacopéia Européia (1997), 22
Edicdo™. A primeiraandlisefoi realizada paraaprovacéo dos
produtos e os val ores obtidos nessas avaliacfes de qualidade
foram considerados como padr&o para comparagao posterior.
A segundaandlisefoi realizada nos periodos de vencimento
de 3 anos para albumina 20 % e 2 anos para 1gG 5%, e a
terceira, apds 5 anos para ambas. Os valores obtidos na
segundaandlise foram idénticosaosiniciais, com excegéo da
andlise de distribuicdo molecular, na qual, no decorrer do
tempo até a data de vencimento constatou-se uma queda no
valor de monémeroseligeiro aumento de dimeros. A albumina
20% apresentou queda de 99,0 % para 98,2 % de mondmeros
eaumento dedimeros de0,7% paral,8% (Figuras4 e5). Em
relacéo algG 5%, também houve queda de 98,8 % para97,5 %
de mondmeros e aumento de dimeros de 1,2 % para 2,5 %.
(Figura 10 e 11) Apo6s 5 anos de estocagem dos mesmos
produtos , uma nova andlise foi realizada e todos os valores
encontraram-se normais, conforme o padrdo, porém a
distribuicdo molecular, novamente mostrou alteragdo
significativa. A albumina20% apresentou umaquedade 99,0 %
para97,0 % de mondmeros e aumento de dimerosde 0,7% para
3,0% (Figuras4 e6). A solucéo delgG 5% apresentou uma
gquedamais acentuada, de 98,8 % para 92,2 % de mondmeros e
aumento de dimeros de 1,2 % para 5,5 %. Uma alteracéo
significante foi observada em solucéo de 1gG 5%, com a
presencade 2,3 % de polimeros (Figuras 10 e 12). Apesar das
diferencas apresentadas pelos produtos, os valores obtidos
estéo dentro do padrdes de referéncia, recomendados pela
Resolucdo RDC n° 46 e Farmacopéia Européia (1997).

Osresultados obtidos permitem concluir quea utilizaggo
do método de cromatografialiquidaparaproducdo industrial de
medicamentos derivados de plasma humano, resultou em
produtos de alto grau de pureza, boa estabilidade e bom
rendimento. O método cromatogréfico € umatecnologiamoderna
e eficiente para producdo de derivados de plasma e tem como
caracteristicaprincipal ndo causar danos as mol éculas protéicas
durante o processamento. Além disso, este método tem a
vantagem deintroduzir o procedimento de duplainativaggo vira
paralgG durante o processo de producéo, sem adicionar etapas
especials a0 mesmo.
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