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RESUMO

O Selante Heter6logo de Fibrina (SHF) foi desenvolvido com tecnologia
100% nacional em uma Universidade Publica Brasileira sendo um
bioproduto derivado de um hemocomponente rico em fibrinogénio
extraido do sangue de bufalos e de uma enzima isolada e purificada do
veneno da cascavel Sulamericana. Diferentemente dos selantes de
fibrina comercialmente disponiveis, ndo possui derivados de sangue
humano em sua composicédo, adicionando enormes vantagens a seu uso.
Um dos grandes desafios € aumentar o seu tempo de prateleira que é de
dois anos e a sua apresentacdo que é congelado a - 20 °C. Desta
maneira, 0 objetivo deste projeto foi padronizar a técnica de liofilizacédo
dos componentes do (SHF) estudando as temperaturas criticas
envolvidas no processo. Para isso, diversos parametros foram avaliados
como os pontos de Congelamento, Transicao vitrea, Vitrificacdo, Ponto
Eutético e Temperatura de Colapso. Por meio da avaliacdo do processo
de liofilizacéo utilizando o DSC Q20 com acessoério de resfriamento RCS
90 e do FDM — Freezer Drying Microscopy, conseguimos identificar
pontos de temperaturas envolvidas no processo de liofilizagdo do
crioprecipitado e da giroxina. Os resultados sdo complementares e,
portanto, pudemos mapear o processo de liofilizacdo completa dos
componentes do SHF e recomendamos também a necessidade de
utilizacdo de tampdes e estabilizantes em uma das técnicas ja que
encontramos duas temperaturas de transicéo vitrea para a giroxina. Ja o
crioprecipitado mostrou resultados mais adequados mesmo em sua
composicdo natural. Espera-se com a aplicacdo dessa técnica, viabilizar
o0 maior escalonamento do produto, podendo, portanto, utiliza-lo

amplamente para outras aplicacoes.

Palavras-chave: Liofilizac&o, proteinas, bioprodutos, selante de fibrina



ABSTRACT

The Fibrin Heterologous Sealant (SHF) was developed with 100%
national technology at a Brazilian Public University and is a bioproduct
derived from a blood component rich in buffalo fibrinogen and an enzyme
isolated and purified from the venom of the South American rattlesnake.
Unlike commercially available fibrin sealants, it does not contain human
blood derivatives in its composition, adding enormous advantages to its
use.

One of the biggest challenges is to increase its shelf life which is two
years and its presentation which is frozen at - 20 °C. Thus, the objective
of this project was to standardize the freeze-drying technique for the
components of (SHF) by studying the critical temperatures involved in the
process.

For that, several parameters were evaluated, such as the Freezing points,
Glass transition, Vitrification, Eutectic point and Collapse Temperature.
Through the evaluation of the lyophilization process using the DSC Q20
with cooling accessory RCS 90 and the FDM - Freezer Drying
Microscopy, we were able to identify points of temperatures involved in
the freeze-drying process of cryoprecipitate and gyroxin. The results are
complementary and, therefore, we were able to map the complete
lyophilization process of the components of the SHF and we also
recommend the need to use buffers and stabilizers in one of the
techniques since we found two glass transition temperatures for gyroxin.
Cryoprecipitate showed more adequate results even in its natural
composition. It is hoped with the application of this technique, to make the
product more scalable and, therefore, able to use it widely for other

applications.

Keywords: Lyophilization, proteins, bioproducts, fibrin sealant
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1. INTRODUCAO

1.1 Selante de Fibrina

Os selantes de fibrina disponiveis comercialmente sdo produtos
biologicos obtidos por meio da unido da trombina e do fibrinogénio
humanos'?, estes sdo capazes de reduzir ou deter hemorragias em
situacdes clinicas e cirargicas. Dessa forma, sdo usados somente em
casos cirurgicos especificos devido ao alto custo e a sua agao € baseada

na polimerizac&o da fibrina, formando uma rede estavel™.

Sendo assim, sdo produzidos a partir de bolsas individuais do
plasma humano (componente liquido do sangue) congelado de poucos
doadores. O produto é submetido a testes de biologia molecular para
identificacdo de patdégenos como, virus HIV, HTLV, das hepatites Be C e
0 parvovirus B19. Em seguida, o plasma passa por um processo de
inativacao viral, que isenta o insumo de risco de contaminacao ainda por
outras doencas infecciosas. Na sequéncia, o plasma é processado dando
origem a dois componentes da formulagéo: o crioprecipitado rico em
fibrinogénio, obtido a partir do descongelamento do plasma e da retirada
da sua porcdo insolavel (precipitado); bem como a trombina. As
substancias sdo entdo envasadas na forma liquida em frascos-seringa

duplos e estocadas a -30°C.

O produto pode ser wusado imediatamente apds seu
descongelamento, que ocorre em cinco minutos. No momento do uso, a
trombina e o crioprecipitado sdo aplicados de forma separada e ao se
misturarem, reagem como num processo de coagulacdo natural,
transformando-se em fibrina, formando uma espécie de “rede” no local do
sangramento, dando inicio ao processo de coagulacdo. Esta ndo possui
contraindicacdo ou risco de rejeicdo ja que usa hemocomponentes
homologos. Porém possui desvantagens significativas, por utilizar sangue
humano como matéria prima, que um produto caro e escasso levando a
um baixo rendimento e dificuldade de escalonamento, elevando,

portanto, seu custo e sendo indicado apenas para usos nobres™.



1.1.1 Mecanismo de acéo do selante de fibrina

Sua ac¢do é baseada na polimerizacao da fibrina causada por uma
reacdo entre fibrinogénio e trombina. Os principios biolégicos dos
Selantes de Fibrina sdo similares aos da cascata da coagulacao,
formando um coéagulo de fibrina. O Selante é preparado pela combinacéo
de um concentrado de fibrinogénio e trombina, reconstituido em solugéo
de cloreto de calcio. A aderéncia ocorre pela afinidade da mistura de
colageno que imita a ultima fase da cascata da coagulacdo, por meio de
fibrinogénio e ativacdo do fator Xlll pela trombina na presenca de ions
calcio. Este ultimo € responsavel por conferir a estabilidade ao coagulo
formado.

O fibrinogénio convertido em fibrina, origina, portanto, um coagulo
estavel e reforcado pela ativacdo do fator Xlll, que também participa da
sintese de colageno, estimulando a proliferacdo de fibroblastos levando a

cicatrizac&o?.

1.1.2 Selante de Fibrina Heterélogo

Os riscos de transmissdo de doencas infecciosas podem ocorrer ja
gue o Selante de Fibrina Homélogo € elaborado com sangue humano.
Levando estas informac¢Bes em consideracéao, foi proposta a producéo de
um novo Selante de Fibrina por um grupo de pesquisadores do Centro de
Estudo de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), Universidade
Estadual Paulista — Botucatu, Brasil. Um produto, inovador, 100%
brasileiro, que visa substituir os selantes feitos com sangue humano.
Como objetivo principal, era a ndo utilizacdo de sangue humano para a
producdo do Selante e sim de animais de grande porte, como bufalos, de
onde foi extraido e utilizado como substituto do fibrinogénio humano.
Estudos mostraram que bubalinos apresentam maior nivel de fibrinogénio
do que outras espécies de animais. Ao invés de trombina bovina, foi

utilizada uma fracdo do complexo giroxina, um componente neurotoxico
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isolado a partir do veneno de Crotalus durissus, pertencente ao grupo
das enzimas trombina-like, importante fonte de serinoprotease, derivada
do veneno de serpente por ser varias vezes mais potente que a trombina
bovina> ®. E um produto biolégico e biodegradavel, ndo produz reacées
adversas, ndo contém componentes de sangue humano, portanto nao
transmite doencas infecciosas veiculadas pelo sangue humano, possui
Otima capacidade adesiva, pode ser produzido em grande escala, ja que

o fornecimento de sangue bovino é maior, e mais barato®.

O selante de fibrina produzido no Cevap/UNESP de Botucatu é
produzido a partir de componentes derivados de animais, a
Serinoprotease (Giroxina) isolada e purificada do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus (semelhante a trombina por sua atividade
enzimatica, capaz de induzir a formacéo de uma rede de fibrina e de um
coagulo estavel) e crioprecipitado, um precipitado frio de plasma fresco
congelado, rico em fibrinogénio, fator VIlII, fator de Willerbrand, fator XIllIl e
fibronectina obtido a partir de sangue de bufalos adultos. Esses
componentes sdo misturados a um diluente no momento do uso gerando
uma rede de fibrina a exemplo dos selantes de fibrina originarios do

sangue humano®.

O selante de fibrina heterélogo, também age como a etapa final da
cascata de coagulacéo, a giroxina atua sobre a molécula de fibrinogénio,
transformando a em mondmeros de fibrina. A polimerizagéo na presenca
de célcio forma coagulo estavel com efeito adesivo, homeostatico e

selante®®,

Desenvolvido para regeneragao tecidual, este novo selante de
fibrina atua como substrato para o crescimento celular e mostra uma
grande biocompatibilidade, como demostrado por pesquisas em animais
e humanos®. O selante heterdlogo de fibrina ja foi avaliado em um estudo
clinico de fase I/ll como cicatrizante para Ulceras venosas cronicas que
provocam dores atrozes, tendo apresentado excelentes resultados de

seguranca e imunogenicidade?.
11



A giroxina apresenta atividades coagulantes e neurotdxica, por
esse motivo deve ser isolada e purificada garantindo assim que nao haja

contaminantes de outras proteinas®.

O caminho do selante heter6logo de fibrina até as farmacias é um
assunto promissor e pode ser muito util numa formulacéo perfeita, rapida
e pratica. Para isso sua formulacdo precisa estar em forma farmacéutica
adequada de facil e completa solubilizagdo, no caso de um produto
liofilizado, para aumentar o tempo de prateleira e poder ter acesso por

toda a populacao.

A liofilizacdo é uma estratégia interessante para este tipo de
produto, proporciona aumento do tempo de validade e garante que sua
utilizagdo ganhe novas indicagdes, pois devido ao seu custo baixo de
producdo comparado ao selante de sangue humano, torna-se muito mais

viavel.

Para que o0s seus componentes proteicos, ou seja, O
criopreciptado e a giroxina seja util na formulacdo de selante de fibrina
em forma farmacéutica a técnica de liofilizacdo é de grande importancia
para obter um po liofilizado capaz de solubilizar rapida e eficazmente e

com todas as suas atividades bioldgicas.

A figura 1 mostra a extracdo no veneno de cascavel, da qual sera
purificada a serinoprotease (giroxina) para producéo do selante de fibrina

heterdlogo.

Figura 1 - Extracé@o do veneno de cascavel. Fonte: UNESP. Assessoria de
Comunicacédo e Imprensa.
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A figura 2 ilustra o mecanismo de acdo do selante de fibrina na
hora do uso, formando uma rede de fibrina. A figura 3, mostra a

apresentacdo da caixa contendo o Selante de Fibrina utilizado nos

ensaios clinicos.

& Fator Xil 1 - Trombina queba fbrnoginio em fbrna
§ Faior Xilla 2- Formagio de cimeros de Rrma
3 - Dimercs formam maihas o polimen
.Tmm sciivel
Frinood 4 - Trombna convents fator XIII em tator Xila
#ﬁ $ - Fator Xifa oma fxina soluve! e nsolived)

§ - Maha de fbrna aucia na coaguiacllo

2

Figura 3 - Apresentacdo do Selante de Fibrina usado nos ensaios clinicos®.

1.1.3 Uso terapéutico do selante de fibrina

O uso da cola de fibrina em cirurgias de alta complexidade faz com

que 0 paciente sangre menos e, consequentemente, permaneca menos
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tempo nos centros cirargicos, diminuindo, também, o periodo de
recuperacgéo do individuo. Ainda devido ao seu uso, 0 paciente necessita
de menor quantidade de sangue e seus componentes durante a cirurgia,
0 que promove, inclusive, a racionalizacédo dos estoques destes insumos.
A cola de fibrina ndo tem restricdo de uso, ou seja, pode ser aplicada em
criancas, adultos e idosos™

O selante é tdo promissor que varios estudos sobre ele mostram o

uso terapéutico em muitos outros casos, tais como:

e Ulceras venosas sdo as principais causas de Ulceras cronicas de
membros inferiores, uma ferida dificil de tratar e curar. O selante
de fibrina funciona como uma estrutura e liberagéo de drogas com
propriedade de cura, ajudando na regeneracdo e tratamento de
Ulceras venosas. Os disponiveis no momento sao os selantes
homologos, mas ja existem experimentos com selantes

heterélogos?.

A figura 4 mostra os efeitos de um tratamento com selante de fibrina
com resultados excelentes, uma area ulcerada de 33,5 cm? reduziu para

10,4 cm?, ou seja, quase completamente.

»

Figura 4 - Paciente do sexo feminino, 66 anos e portadora de quatro UV ha um
ano. A area ulcerada inicial era de 33,5 cm?, a area na visita final era de 10,4

cm? (duas Ulceras cicatrizaram completamente)z.
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e Para tratar defeito 6sseo, serve como suporte para células tronco
mesenquimais. Usando biopolimero de fibrina heteréloga,
concluiu-se que é um Otimo arcabouco para células tronco
mesenquimais, servindo como estrutura provisoéria para migragcao
e proliferagcéo celular, angiogénese, formacéo de tecido conjuntivo

e estimula fatores de crescimento®?.

e Selante de fibrina heterélogo usado como andaime tridimensional
para células-tronco mesenquimais. Sucesso na engenharia de
tecidos, podendo ser usado na medula 0ssea, vasos sanguineos,
pele e outros tecidos. Funciona como uma estrutura para
proliferagdo celular sem interferir na diferenciagdo e mantendo a
sobrevivéncia da célula, pode ser usado na administracdo de

medicamentos®?.

1.2 Liofilizacéo

A liofilizagdo também denominada criodesidratagdo ou
criosecagem, € uma técnica diferenciada para muitos produtos, pois
através de condi¢cGes especiais de pressao e temperatura, permite que a
agua previamente congelada e no estado sélido passe diretamente da
fase séOlida para fase gasosa sem passar pela fase liquida
(sublimacdo)'®. Assim precisa de uma maquina especial com uma

camara de secagem e uma bomba de vacuo para remocao da agua*.

Por meio do congelamento do produto, apds essa etapa, a camara
de vacuo ja existente do equipamento de liofilizacdo, atua reduzindo a
pressdo circunvizinha e com aumento gradativo da temperatura

passando a 4gua congelada (sélida) para gasosa®.

O processo de congelamento influencia significativamente no

desempenho da liofilizagéo e produto final. O produto a ser processado é
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congelado por exposicdao a temperaturas inferiores ao seu ponto de

congelamento®®.

Pela primeira em 1906, a Académie des Sciences de Paris, Bordas
e d'Arsonval demonstrou que era possivel secar um produto congelado
sob vacuo moderado. Nesse estado seria estavel a temperatura
ambiente por um longo tempo e o0s autores descreveram, em um
conjunto de notas sucessivas, que esta técnica poderia ser aplicada a
preservacdo de soros e vacinas. A liofilizacdo foi entdo oficializada,
apesar de estar em séculos atras, pelos incas que secaram sua carne

congelada no calor radiante do sol na atmosfera rarefeita do Altiplano .

A secagem foi desenvolvida no século XX (1906), ndo apenas
para material biolégico e produtos farmacéuticos, mas também para

certos alimentos, e ndo apenas café instantaneo?>.

Esse tipo diferenciado de secagem é conhecido a mais de 100
anos, porém era restrito a poucos especialistas interessados em
estabilizar bioquimicos delicados. No tempo de guerra foi muito usado
para preparar e fornecer plasma humano para os campos de batalha,
através da equipe médica. Anos depois, usaram a mesma técnica, mas
denominada liofilizacdo, para preparo de antibiéticos e muitos
medicamentos, produtos quimicos e biolégicos. Hoje € uma técnica
reconhecida e em expansdo, com muitas aplicacbes em diversos
produtos, alimenticias ou biolégicas. Porém com o aumento e a
diversidade de produtos que usam essa técnica, junto cresce a
sensibilidade dos produtos e a dificuldade de manté-los estaveis e com
suas propriedades originais. Isso leva a um desafio e muito estudo para
conseguir de forma eficaz liofilizar qualquer produto e ainda sim manter

todas as suas propriedades®.
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1.2.1 Vantagens da liofilizacao

A liofilizagdo é efetuada a baixas temperaturas e as atividades e
propriedades do produto sdo mantidas, as perdas dos constituintes
volateis sdo minimas, € facil a redissolucdo e reproducdo das suas
condicbes anteriores, inibe o desenvolvimento de microrganismos
degradantes, reacbes enzimaticas e alteracbes quimicas de
microrganismos. A liofilizacdo n&do é indicada para materiais oleosos ou

ricos em agucares®.

Exemplos de produtos liofilizados hoje sdo: antibidticos, bactérias,
soros, vacinas, alimentos, medicamentos para diagnostico, produtos
contendo proteinas e biotecnoldgicos, células e tecidos e produtos

quimicos®.

1.2.2 Produtos liofilizados

e Produtos lacteos - por serem sensiveis ao calor, suas
caracteristicas nutricionais sdo degradadas facilmente e as
bactérias lacticas destruidas. A liofilizacdo é uma boa opcdo em
alguns casos obtendo 6timos resultados. Visto que apo6s sua
liofiizacdo a umidade, cinzas, pH, solidos soluveis, acidez,
atividade, agua e teor de lipideos se mantiveram estaveis, 0s
parametros s6 mudaram apds 2 meses de armazenamento, mas

ainda sim sdo 6timos resultados?®.

e Suco de fruta — Sendo o Brasil o maior produtor de laranja, uma
fruta citrica, barata, repleta de vitaminas, nada melhor do que
outras formas de conservacdo para sua utilizacdo. A liofilizacao
permite o suco de laranja ser processado em baixas temperaturas
sem afetar o calor sensivel das células, suas vitaminas e
proteinas. A laranja é rica em &cido ascorbico, a qual é uma
importante vitamina para nossa saude. ApOs 0 processo de

liofilizac&o o valor obtido de acido ascoérbico foi de 57,5 mg/100mL,
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sendo o valor de referéncia 60 mg/100mL. Um resultado

consideravelmente aproveitavel®.

1.2.3 Estéagios da liofilizacao

A liofilizacdo é uma técnica com varias fases, onde cada fase €&

critica. Para se realizar uma liofilizacdo bem-sucedida, devemos saber a

fundo sobre o produto a ser liofilizado, sobre o meio circundante,

temperaturas criticas, fornecendo os dados corretos, assim:

O produto, ou substancia "ativa", deve manter sua principal
propriedade.

O “meio” circundante, como agentes de volume, estabilizadores,
emulsificantes, antioxidantes, crioprotetores e agentes tamponantes,
pois variam de acordo com cada produto.

O equipamento precisa ser flexivel, totalmente confiavel e voltado
para o este objetivo.

Saber o objetivo final (producdo em massa de medicamentos ou
ingredientes  estéreis/ndo  estéril, pesquisa  experimental,
desenvolvimento técnico).

O processo deve ser adaptado a casos individuais de acordo com 0s
requisitos especificos e comportamento a baixa temperatura dos
diferentes produtos em tratamento.

Os parametros finais de condicionamento e armazenamento do
produto acabado, que varia ndo apenas de uma substancia para
outra, mas também em relacdo a sua “vida terapéutica esperada” e
condicbes de comercializacéo, isto €, vacinas para paises tropicais
remotos, padrées biolégicos internacionais. Assim, difere para cada

produto®.

Assim sendo, ndo existe uma técnica de liofilizacdo universal para

todos os produtos, existe uma pesquisa onde primeiramente se adquire
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todos os dados para um determinado produto e este serd liofilizado
mediante os dados informados.

1.2.4 O ciclo de liofilizagcéao

e A preparacdo do material (sdlido, liquido, pasta, emulséo) a ser
processado, tomando muito cuidado para n&o impedir suas
propriedades fundamentais*®.

e O congelamento do produto a baixas temperaturas, o material &
endurecido e todos os fluidos presentes no produto tornam-se
corpos sdlidos, cristalino, amorfo ou de vidro. Muitas vezes, a
adgua gera um complexo de gelo que pode estar embutida em
estruturas de vidro ou permanecer mais ou menos firmemente
vinculado as estruturas intersticiais. Solutos fazem concentrados e
podem finalmente cristalizar. Devido ao congelamento ocorre a
expansdo volumétrica do sistema e isso causar tensbes que
combinam com o choque osmético causado pelo aumento da

concentracéo de fluidos intersticiais>*.

e A fase de sublimacdo ou secagem primaria é quando o material
congelado, sob vacuo, é aguecido progressivamente para fornecer
energia suficiente para o gelo sublimar, ou seja, as condicdes
obtidas devem permitir que o gelo possa ser removido do produto
congelado via  sublimagdo, resultando num  produto
estruturalmente seco e intacto. Isto requer um controle muito
cuidado sobre dois parametros, temperatura e pressao, envolvidas
no processo de liofilizacdo devem ser ajustado entre a entrada de
calor (transferéncia de calor) e a sublimacdo da agua
(transferéncia de massa), para que a secagem possa prosseguir
sem causar reacdes adversas para o material congelado, como
derretimento, estofamento ou colapso. Um continuo e preciso
ajuste da presséo operacional é obrigatorio para ligar a entrada de
calor as “possibilidades evaporativas” do material congelado®®.
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e A fase de secagem secundaria ou dessor¢cdo é a fase onde
removemos a agua adsorvida que nao foi removida da secagem
primaria através de um vacuo mais alto para permitir a extracao
progressiva de agua restante, momento que deve ser cauteloso,
pois a secagem excessiva pode ser tdo ruim quanto a secagem
insuficiente. Para cada produto, uma umidade residual adequada

deve ser alcancada sob determinada temperatura e pressdo™®.

e O condicionamento e armazenamento finais comegam com a
extracdo do produto a partir do equipamento. Durante esta
operacdo, deve-se tomar muito cuidado para ndo perder as
qualidades refinadas que foram alcancadas durante as etapas
anteriores. Assim, para os frascos, a rolha sob vacuo ou gas inerte
dentro da camara é pratica atual. Para produtos a granel ou em
ampolas, a extracdo pode ser feita em uma camara de gas
apertada ou em um isolador por controle remoto. Agua, oxigénio,
luz e contaminantes sdo todos importantes ameacas e precisam
ser monitorados e controlados. Exposicbes a vapor de agua,
oxigénio (ar), luz, excesso de calor ou materiais ndo estéreis, 0s
ambientes s&o os principais fatores a serem considerados. Nesse
contexto, a composicdo e qualidade do préprio recipiente (tipo de
vidro, elastdmeros, rolhas, membranas plasticas ou organicas)

devem ser consideradas®®.

e A fase de reconstituicdo. Isso pode ser feito de muitas formas
diferentes, com &agua, solugbes salinas balanceadas ou solventes
para reestabelecer a concentracdo do produto inicial ou atingir um
produto concentrado ou diluido. Para enxertos cirargicos ou
curativos, procedimentos especiais podem ser solicitados.
Também é possivel usar o produto como tal, no estado seco, em
um processo subsequente de extracdo por solvente quando
bioquimicos muito diluidos precisam ser isolados de uma grande

massa, como € o caso dos invertebrados marinhos?®.
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1.2.5 Principios do Processo de liofilizagéao

Alguns aspectos importantes que devem ser considerados durante
0 processo de liofilizagdo, as condicbes em que O processo ocorre

determinardo a qualidade do produto liofilizado.

e Congelamento

Trata-se da temperatura tal que permita a menor quantidade
possivel de agua por congelar, retirando o calor e criando um estado que
seja adequada para a préxima fase, a secagem por sublimacéo®.

A fase de congelamento deve ser controlada para ndo criar uma
barreira de gelo que atrapalha a sublimagcdo e consequentemente a
redissolucdo do produto final seco, a técnica de congelamento, assim
como sua taxa influenciam na morfologia dos cristais de gelo formados
na fase de congelamento. O resfriamento de produto aquoso produz
ndcleos de cristal. A agua que esta em volta é fixada ao redor dos locais
de nucleacédo, formando cristais de diferentes tamanhos e formas. O
tamanho dos cristais determina o tamanho dos poros que seréo criados
durante a secagem que vem a seguir. Grandes cristais de gelo criam
grandes poros, 0 que leva a uma répida sublimacdo da agua durante a
secagem primaria, porém na secagem secundaria pode causar lentidao
devido a menor area de superficie formada, dificultando a saida da agua
nessa etapa®®. A velocidade de congelamento, a composicéo do produto,
a quantidade de &gua, a viscosidade do liquido e a presenca de
substancias nao cristalizadas sao fatores que determinam a forma e
tamanho dos cristais, o que influencia no processo de sublimagao. Assim,
pequenos cristais de gelo e sua distribuicdo, produzem espacos
pequenos no produto seco diminuindo a remog¢ao do vapor de agua, o
que resulta na porosidade e textura do produto final liofilizado e leva a
uma lenta liofilizacd0*%. Controlando a taxa de congelamento, controla-se

o tamanho dos cristais.
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O ponto de congelamento da agua pura é de 0°C, ou se€ja,
quaisquer outras substancias misturadas na agua diminuira o ponto de
congelamento, quando h& presenca de sais inorganicos, pode ser mais
baixo ainda. Assim a composicao do material a ser liofilizado varia caso a
caso e deve ser levado em conta na selecéo da técnica de congelamento
mais adequada e seus parametros reconhecidos antes da secagem por

sublimacdo’* 3.

O comportamento do congelamento do produto pode ser
investigado, o liofilizador deve ser capaz de ajustar a taxa de
congelamento ao produto especifico e controlar a velocidade do

congelamento®.

e Secagem Primaria (Sublimacéo)

Controlando a presséo do vacuo e o aumento da temperatura™’.
No inicio da secagem primaria, a sublimacdo da &gua ocorre na
superficie do produto e depois se volta para o produto. A sublimagéo dos
cristais de gelo ocorre até ndo ter mais cristais, s6 entao a agua ligada ao
produto passa pelo processo de dessor¢cdo, como uma maneira forcada
para retirada final de agua, mantendo a estrutura da proteina e sua
funcdo biolégica. O processo de secagem depende do calor necessario
para sublimacédo e da velocidade de transferéncia e remocédo. A pressao
na camara de secagem € ajustada durante a secagem primaria para o
maior valor admissivel. O calor da sublimacdo ndo é necessario na
superficie do produto, mas no interior do ndcleo, que se retira para o
exterior do produto conforme a secagem avanca. Devido a baixa
condutividade térmica das camadas de produto seco, a gradiente de
temperatura necessario para transferéncia de calor aumenta de forma
constante, assim a temperatura maxima possivel para aquele produto
nao pode ser ultrapassada para evitar danos ao produto, deve-se manter
a temperatura de sublimacdo necesséaria durante toda a secagem, ou

seja, manter o fornecimento de calor no limite do nucleo do gelo em
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equilibrio e evitar o superaguecimento da zona de sublimagéo até que

todo o gelo no produto tenha sido sublimado®.

e Secagem Secundaria (Dessorc¢éao)

Nessa etapa o teor de umidade residual € reduzido ao maximo
possivel a fim de assegurar que o produto esteja em um estado que
propicie maior preservacdo em armazenamento. A agua que adere por
adsorc&o na superficie interna do produto tem que ser removida. E a fase
delicada onde o controle do gradiente de pressao e a temperatura nao
podem exceder para ndo causar danos ao produto. O processo deve ser

controlado para evitar o excesso de secagem do produto®.

Essa agua residual ou combinada estad associada a estabilidade
da amostra, a remocao excessiva pode alterar a configuragdo da proteina
e sua funcionalidade. O teor residual de agua deve ser retirado até o
ponto que ndo afete a agua ligada que estd associada a natureza do

constituinte ativo®?.

Nesta fase ha o perigo de ocorrer colapso, ou seja, quando a
viscosidade do material decresce em fungcédo do aumento da temperatura,

consequentemente o material ndo se sustenta.

e Armazenamento do produto seco

O conteudo residual de 4gua no produto seco € um fator critico
gue afeta a vida do produto em armazenamento, 0os produtos sao
higroscopicos e possuem sensibilidade a oxidagéo, embalagens a vacuo
ou em atmosfera protetora de gas inerte ou CO, sdo normalmente

usadas™.

O armazenamento é tdo importante quanto as outras fases, pois
protege o produto final da luz, vapor e humidade. E realizado de acordo

com as “sensibilidades” especificas de cada produto. As exposicdes nao
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controladas ao vapor de agua, oxigénio (ar), luz, excesso de calor, ou
ambiente ndo estéril sdo os principais fatores a serem considerados. A
composicdo e a qualidade do proprio recipiente (tipo de vidro,
elastbmeros das rolhas, plastico, ou membranas orgéanicas) devem ser

consideradas também.

Caso a liofilizacdo do produto ocorra em garrafas, frascos ou
ampolas sdo muito importantes fechar esses recipientes imediatamente
apos a secagem. Para este efeito, rolhas de borracha com tiras especiais
sdo colocadas no gargalo das garrafas, frascos s&o firmemente
pressionadas nos gargalos por um dispositivo de rolhamento®. Os
recipientes podem ser selados sob vacuo ou atmosfera de gas de

protecao.

A escolha do método depende do produto. E aconselhavel, em
qualquer caso, ventilar a camara de secagem com nitrogénio seco ou gas
inerte (até a pressdo atmosférica) no final do processo e ndo usar ar

muito Umido para ventilagéo®.

O meio de transporte dos frascos liofilizados também conta, pois,
dependendo das condicdes de pressdo, temperatura e agitacdo, o

transporte inadequado pode causar perda da amostra.

Assim, com todos os cuidados esse produto podera ser usado
conforme sua necessidade. Sua reconstituicdo, pode ser feito com agua,
solugbes salinas balanceadas, ou solventes para restaurar a
concentracdo do produto inicial ou para atingir um produto mais

concentrado ou diluido.

Na figura 5, € possivel ver como sao apresentados produtos
liofilizados apoOs todas as fases de liofilizacdo, j& acondicionados em
frascos de vidro fechados com tampa para nao sofrer efeito externo e

poderem ser transportados e usados.
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Figura 5 - Produtos liofilizados em perfeitas condi¢cdes ™.

e Colapso

O colapso € caracterizado pela perda de estrutura do produto
durante a secagem primaria, como na secundaria ou durante o
armazenamento, o que pode levar a reducdo do tamanho médio dos
poros e da porosidade, e aumento da densidade, normalmente é

prejudicial para a qualidade do produto liofilizado*.

O inicio do colapso pode ser regulado pela viscosidade do sistema
liofilizado na qual é afetada pela temperatura do produto acima da
temperatura critica, pressao da camara e temperatura da prateleira, pelo
tempo de secagem (o0 tempo que as lamelas que se encontram entre 0s
cristais de gelo levam para secar) e diametro dos poros do liofilizado. A
maioria dos métodos para determinar a Tc € pelo julgamento éptico da

amostra pelo operador®.
e Otimizacéo do ciclo de liofilizacdo priméria

A otimizacdo é importante, pois diminui 0os custos e gera ciclos de
liofilizagdo mais curtos. A técnica é baseada no conhecimento da
temperatura critica de formulagéo (transi¢céo vitrea(Tg) ou temperatura de
colapso(Tc)). O alvo é controlar o fluxo de calor para o produto, evitando
situacdes onde a temperatura do produto exceda a temperatura critica
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para determinado produto e consequentemente entrar em colapso, ou
seja, a estrutura do produto descongelar, o que afetaria a qualidade do

produto liofilizado?®.

Este processo é repetido até encontrar a temperatura que estabelece
a temperatura critica de formulacdo do produto, controlando entre 3 a
5°C abaixo desta margem critca como medida de seguranca. E
importante ndo deixar que esta margem de seguranca se torne muito
grande, sendo que a cada 1°C a mais durante a liofilizacdo, o ciclo

primario podera ser reduzido em até 13% %°.

Existe uma tecnologia mais eficiente e de menor custo (SMART)
disponivel para o desenvolvimento e otimizacdo de ciclos. A tecnologia
SMART foi desenvolvida pela Universidade de Conecticut e a
Universidade de Purdue através do Centro de Pesquisa de Processos
Farmacéuticos (CPPR); a tecnologia foi licenciada a SP Scientific e

incorporada ao liofilizador Lyostar 3 *22°,

1.2.6 Pontos criticos analisados na liofilizacdo

e Temperatura de transicédo vitrea (Tg) — Temperatura na qual ocorre
a vitrificacdo do material amorfo, este passa de um estado
relativamente “borrachento” com mobilidade para um estado vitreo
sem mobilidade. E a transicdo reversivel em materiais amorfos (ndo
possui estrutura definida), entre um estado duro e relativamente rigido
e um estado mole, é caracterizada pelo aumento da viscosidade,
onde a mobilidade molecular diminui bruscamente, impedindo a
cristalizacdo®. Abaixo da Temperatura de transicdo vitrea o material
encontra-se em um estado vitreo em que sua energia interna nao e
suficiente para que ocorram as reacdes enquanto ela tem mobilidade.
Qualquer substancia que estiver numa temperatura abaixo de sua Tg

apresentara o comportamento mecéanico de um sélido rigido.
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e Temperatura Eutética - O ponto em que 0s componentes estdo
solidos por estarem totalmente congelados.

e Temperatura de colapso - Ocorre quando a viscosidade do material
decresce em funcdo do aumento da temperatura, consequentemente
0 material ndo pode se sustentar uma vez que o gelo dendritico
(forma dos cristais) que dava suporte foi sublimado. O colapso ocorre
na interface da liofilizacao.

e Temperatura de fusdo — Todo o produto esta no estado liquido®.

1.2.7 Efeito de tampdes, ligantes e estabilizadores na formulacao

Um modelo de formulacdo para liofilizacdo de proteinas pode
incluir componentes, como: um tampado que ndo acidifica durante o
congelamento (Tris, histidina, citrato), ligantes/pH especificos que
otimizam a estabilidade termodinamica da proteina, um estabilizador
(geralmente um dissacarideo como sacarose ou trealose) para inibir o
desdobramento e fornecer uma matriz vitrea, um agente de volume
(manitol, glicina, amido hidroxietilico ou dextrano) para garantir a
estabilidade fisica e uma surfactante para reduzir a agregacdo de
proteinas®. Cada formulacéo depende da composicdo e necessidade do

produto, pode ocorrer de nao precisar de adicionais & formulacéao.

Dentre os crioprotetores mais comuns na literatura estdo o0s
acucares tais como glucose, sacarose, manitol, trealose, lactose, e
polimeros tais como o alcool polivinilico e a gelatina que séo utilizados
para melhorar a qualidade dos pos liofilizados. Vale ressaltar, que a
quantidade do crioprotetor a ser adicionada varia de formulagéo para
formulagcdo que pode ser de 2% até 30% (p/v) como referéncia,

principalmente para formulacées para via oral®.

Foi observado eficacia na trealose endégena e também o uso da
trealose como crioprotetor na liofilizacdo de cepas de leveduras.
Observou-se bons resultados na manutencdo da viabilidade de células e

leveduras que passaram por processo de liofilizacdo. Cepas da levedura
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Saccharomyces cerevisiae e da levedura Saccharomyces boulardii
passaram por um tratamento de acumulo da trealose enddgena, atraves
de tratamento térmico a 45°C por duas horas em meio tamp&o citrato de
potassio 2M, pH 4,0, acrescido de 2% de glicose, e também, foram
suspensas em cada uma de trés solugdes crioprotetoras, como o leite
desnatado a 10%, a sacarose a 10% e a trealose a 10%. Apoés isso, as
massas de levedura foram liofilizadas e avaliadas as suas viabilidades.
As culturas de levedura que passaram pelo tratamento de acumulo da
trealose enddgena apresentaram maior viabilidade apds a liofilizacdo do
que aquelas que ndo passaram pelo tratamento. J4 entre o0s
crioprotetores testados, a solucdo de leite desnatado a 10% foi o que

proporcionou melhor crioprotecdo as células de levedura®’.

Um ligeiro aumento ou diminuicdo de um dos 0s excipientes
podem levar a alteragfes significativas no estado fisico da formulagéo e
no comportamento durante o congelamento e a secagem. Os excipientes
podem ter um efeito positivo ou negativo. Impacto positivo nas
propriedades térmicas e especialmente no valor de T max. A composicao
da formulacdo é importante para o desenvolvimento de uma solucéo
robusta e curta. A otimizacdo do processo de liofilizacao esta integrada

na etapa de desenvolvimento da formulag&o?.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Padronizar a técnica de liofilizacdo dos componentes do Selante
de Fibrina Heterdlogo do CEVAP/UNESP.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar as analises das temperaturas envolvidas no processo de
liofilizacdo do criopreciptado obtido do sangue de bufalos e da giroxina

purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus.
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e Analisar a necessidade de tampdes e estabilizantes para otimizar a
técnica de liofilizagdo sem prejuizo aos efeitos bioldgicos da amostra.
e Realizar a liofilizacdo dos componentes criopreciptado e giroxina do

Selante de Fibrina Heterologo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Biotecnologia da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) sob n°_04/2019 (Anexo 01), e seguiu, de maneira
estrita, 0s critérios e principios éticos na experimentacdo animal adotado

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 Obtencao do Selante de Fibrina

O selante de fibrina derivado de veneno de serpente foi
gentilmente cedido pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos da UNESP (CEVAP), cujos componentes e formula de
aplicacdo constam das suas patentes (Numeros do registro:
BR1020140114327 e BR1020140114360). No momento do uso 0s
componentes foram previamente descongelados, reconstituidos,
misturados e aplicados de acordo com o protocolo do presente projeto.

Assim, foram analisadas individualmente duas amostras dos
seguintes componentes do Selante de Fibrina.

e Crioprecipitado rico em fibrinogénio obtido a partir de sangue

de bufalos (Bubalus bubalis) adultos.

e Giroxina purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus.

3.3 Equipamentos e técnicas utilizadas

Os experimentos foram realizados no Laboratério de

Imunobiologicos e Biofarmacos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
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da USP, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Marco Antonio Stephano, e

também no Centro Analitico de Instrumentacdo da Universidade de S&o

Paulo — Central Analitica.

DSC Q20 com acessoério de resfriamento RCS 90 - utilizada uma
técnica de calorimetria exploratéria diferencial, um método termo-
analitico que pode medir, caracterizar e analisar as propriedades
térmicas e determinar a capacidade calorifica (quantidade de calor
necesséria para elevar a sua temperatura de 1°C), entalpias
(energia térmica envolvida em uma reacao), e transicdo de fases.
Os resultados sdo obtidos por graficos que mostram as

temperaturas necessarias para a liofilizagéo”®.

FDM — Freezer Drying Microscopy - Microscopia éptica acoplada
a liofilizacdo que pode determinar a temperatura de cristalizacao
da agua presente no material (T crist.), temperatura de colapso
(Tc) e a temperatura de fusdo dos cristais de gelo (Tm). Este
equipamento ajuda a confirmar os resultados obtidos pelo DSC.
Age como um micro liofilizador, pois colocando-se uma pequena
guantidade de amostra do produto em uma camera sob o
microscépio, o material é congelado, sofre pressdo e secagem,
todas as fases sao vistas em tempo real, capturada pela camera e
gravadas, mostrando assim as temperaturas e todo processo,
sendo assim, pode-se ver pelo computador o processo de
liofilizacdo em tempo real e todas as suas fases, desde a
formacdo dos primeiros cristais de gelo e a formagéo dos poros

ap6s sublimacéo®.

Para o teste no DSC, ouve calibragdo prévia do
equipamento com metal indio, pesagem das amostras em
cadinhos de aluminio que sdo fechadas com tampas também de

aluminio usando a prensa especifica do equipamento, esta
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pesagem € inserida no programa para que as conversées possam
ser calculadas. Apds isso, aplica-se o0 programa de aquecimento

escolhido para este estudo.

1: Estabilizacdo da amostra a 20,00 °C

2: Tempo de estabilizagcdo 1 min

3: Rampa de resfriamento a 10 °C / min de + 20 °C até -70 °C
4: Tempo de estabilizacédo a -70 °C por 1,00 min

5: Rampa de aquecimento a +10 °C / min de -70°C a 28 °C

A figura 6 mostra um equipamento DSC Q20 da TA
Instrumentos, utilizado para a técnica para caracterizar e analisar

as propriedades térmicas e determinar a capacidade calorifica.

Figura 6 - TA Instrumento DSC Q20 no Laboratério de Imunobioldgicos e Biofarmacos
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

3.4 Processo e pontos criticos analisados

3.4.1 Crioprecipitado

FASE DE RESFRIAMENTO DA AMOSTRA

O resfriamento do crioprecipitado no DSC apds pesagem do
material pelo equipamento e ja calculado, se deu a 20°c a uma taxa de
resfriamento de 10°C por minuto, com temperatura final de -70 °C. As
etapas do resfriamento que seguem no processo sugerem as

temperaturas da liofilizagéo.
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FASE DE AQUECIMENTO DA AMOSTRA

ApoOs a amostra chegar ao resfriamento de -70 °C, iniciou-se o
aguecimento com temperatura final de 28 °C.

A secagem primaria foi encontrada a -35°c, onde o produto se
encontra no estado totalmente sélido (congelado), e portanto, este seria o

ponto ideal para que o vacuo atue, para que ocorra a secagem primaria.

3.4.2 Giroxina
FASE DE RESFRIAMENTO DA AMOSTRA

O resfriamento da giroxina no DSC ap0s pesagem do material
pelo equipamento e ja calculado, se deu a 20 °C a uma taxa de
resfriamento de 10 °C por minuto, com temperatura final de -70 °C. As
etapas do resfriamento seguem encontrando as temperaturas que

sugerem a liofilizac&o da Giroxina.

No inicio do resfriamento, a temperatura baixou até -22,71°, neste
ponto a Agua comecou a cristalizar, mas ainda possui certa viscosidade,
0 que impede a cristalizacdo, assim o processo precisou liberar calorias
(283.0j/g) para endurecer totalmente, chegando assim a -11,18 °C que
seria a temperatura do Ponto Eutético. Apés isso, iniciou-se o0

aquecimento.

FASE DE AQUECIMENTO DA AMOSTRA

Apés a amostra chegar ao resfriamento de -70°C, iniciou-se o
aquecimento com temperatura final de 1 °C. Nessa amostra conseguimos
apenas o registro dos pontos de transi¢céo vitrea (dois registros) e ponto

de fusao.
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As temperaturas de transigéo vitrea foram encontradas seguindo o
aquecimento, A primeira transicdo vitrea registrada foi -57 °C e a
segunda a -22,94 °C. As temperaturas registradas na primeira transicao
vitrea foi de -61,65 °C, e precisou de 1.213j/g de calorias para chegar até
-57 °C e a segunda foi -24.87 °C e precisou de 9.040 J/g calorias para
chegar até -22,94 °C.

Ponto de fuséo foi encontrado a 1 °C onde o produto estava todo
no estado liquido, sendo assim essa temperatura foi denominada

temperatura de fusao da Giroxina.

3.5 Temperatura de colapso

Para a determinagcdo da temperatura de colapso das amostras,
crioprecipitado e giroxina, foram analisados em FDM — Freezer Drying

Microscopy, aplicando a seguinte metodologia:

Foram analisados 1 mL de cada amostra em sistema de
congelamento aplicando as seguintes temperaturas:

e Estabilizagdo da mostra a 10 °C por 1 min;

e Rampa de resfriamento a 10 °C por min de +10 °C até -60 °C,;

e Estabilizacdo da amostra a -60 °C por 1min;

e Rampa de aquecimento a 10 °C por min de -60 °C até +5 °C.

A avaliagcdo das fotos sequenciais obtidas por meio do FDM
(Figura 5) em formato de video nos orienta em que momento exato cada
amostra sofre colapso. O colapso pode atrapalhar uma liofilizacao,

levando a desestabilizacdo das amostras.

A figura 7 mostra um FDM - Freezer Drying Microscopy —
Equipamento de microscopia Optica acoplada a liofilizacdo que pode
determinar a temperatura de cristalizagdo da 4gua presente no material
(T crist.), temperatura de colapso (Tc) e a temperatura de fusdo dos
cristais de gelo (Tm).

33



Figura 7 - FDM — Freezer Drying Microscopy do Laboratério de Imunobiolégicos e
Biofarmacos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Freezer Drying Microscopy - FDM

As temperaturas registradas pelo Lyostat em Freezer Drying
Microscopy totalmente integrado nos permitiu registrar eventos como
colapso, derretimento e formacdo de cristais de gelo nas amostras.
Assim, através de um microscopio focado na amostra e controlado por
vacuo, registrou-se por imagens de captura e videos todo o
comportamento da amostra, desde o congelamento e secagem®” *". Este
processo € visual e as temperaturas sdo registradas durante todo o
processo que é controlado por um computador, mostrando com exatidao
0 momento a amostra congelou e em qual temperatura. Desta maneira,
foi possivel encontrar a temperatura de transi¢ao vitrea do crioprecipitado
e da giroxina, temperatura tal, necessaria para realizacdo da secagem
priméria na fase de aquecimento. Podemos ver também se a amostra

colapsou ou ndo, bem como a temperatura de fuséo.

4.2 Crioprecipitado analisado pelo FDM

e Amostral —testel
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Os resultados obtidos na primeira amostra foram as temperaturas
de -31,3°C no inicio do congelamento e aos -36,6°C encontrou-se a
transigdo vitrea, que revela a temperatura em que a amostra se encontra
completamente congelada. Dando sequéncia, iniciou 0 aquecimento e a
amostra se liquefaz a 1,9°C. Este processo visual pode ser verificado

pelo microscopio como mostrado na figura 8.

e Amostra 2 —teste 2

Os resultados obtidos na segunda amostra (figura 9), mostraram
que as temperaturas encontradas foram de -22,9°C no inicio do
congelamento, de -23,2°C na transicdo vitrea, e a fusdo a -5,4°C.
Pudemos verificar diferenga nas temperaturas da primeira e segunda
amostra que pode estar relacionada a concentracdo dos componentes
presentes no criopreciptado como plasma, albumina e fibrinogénio. As
figuras 8 e 9 mostram a sequéncia ao longo do tempo e suas

temperaturas.

Figura 8 - Sequéncia de congelamento do criopreciptado no FDM — amostra 1.
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Transicdo Vitrea

2

1

Temp -23.2 2C Temp -22.9 2C
Vac 750 Torr Ramp Row 1 Vac 0.100 Torr Ramp Row 1
Rate 5¢ C/min Limit -60%C Rate 10 C/min Limit -602C

fusdo

Temp -10.0 °C
Vac 0.100 Torr Ramp Row 1
Rate 102 C/min Limit -602C

Figura 9 - Sequéncia de congelamento do criopreciptado com as temperaturas

registradas no FDM — amostra 2.

4.3 Giroxina analisada pelo FDM
e Amostral —testel

Os resultados obtidos na amostra de giroxina foram as
temperaturas de -24.3°C no inicio do congelamento e aos -35.4°C
encontrou-se a transicdo vitrea, que revela a temperatura em que a
amostra se encontra completamente sem mobilidade. Porém a -28.1°C a
amostra colapsou. Esta amostra de giroxina mostrou que néo foi possivel
realizar a liofilizagdo com material in natura, sem conservantes ou
tampdes. Este processo visual pode ser verificado pelo microscopio

como mostrado na figura 10.
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Figura 10 - Sequéncia de congelamento da amostra de giroxina com as temperaturas

registradas no Freezer Drying Microscopy.

Estudos mostraram que a albumina sérica humana combinada
com sacarose, solventes e outros produtos quimicos, apresentou a
temperatura de -35 °C como a temperatura de secagem primaria
apropriada para este liofilizado, evidenciando pastilhas liofilizadas
visualmente elegantes com integridade estrutural ndo colapsada®. Neste
estudo, ndo foram utilizados crioprotetores, o que pode ter afetado no
sucesso da liofilizacdo, pois o resultado foi bolo liofilizado ou pastilhas
encolhidas e quebradicas, mas ainda sim liofilizadas, esse produto final
ainda nao é satisfatério como ideal para indastria farmacéutica, pois néo

nos da um material de facil ressuspenséo.

4.4 Analises com DSC Q20

Os resultados obtidos pelo DSC confirmam os resultados obtidos
pelo FDM. Na fase de aquecimento, encontramos as temperaturas de

transicao vitrea e ponto de fuséo.
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A partir da temperatura de transicdo vitrea foi possivel orientar a
temperatura correta para assim iniciar a secagem primaria, sempre
mantendo uma margem de seguranca entre 3 a 5°C abaixo da
temperatura critica para que ndo ocorra colapso da amostra. E preciso
determinar o fim da secagem primaria para somente assim dar
continuidade ao processo. Esse procedimento ajuda a otimizar a

liofilizag&o™®.

Dentre as trés etapas da liofilizacdo, a secagem primaria € a etapa
mais longa e, portanto, a otimizacdo desta etapa é o foco da industria
1929 E nesta fase que o vacuo atua para iniciar a secagem primaria, e
assim, inicia-se a retirada da agua existente no produto. Esta fase é
critica e deve haver equilibrio, pois a retirada rapida faz com que as
moléculas do produto figuem num estado vitreo. Isto é importante para
conservacdo das amostras avaliadas neste estudo, pois ndo foram
utilizados tampfes ou crioprotetores para esta analise, assim as
temperaturas registradas sado de amostras puras, ou seja, sem
crioprotetores ou tampdes® %°.

Atualmente, a liofilizagdo € umas das melhores alternativas para a
conservacdo de muitos produtos, porém, o processo envolve muitas
tensdes térmicas que podem afetar na estabilidade do produto. Assim, a
tarefa mais importante € desenvolver formula¢cdes que podem conter
tampdes, agente de volume, estabilizantes, entre outros para aperfeicoar

tal processo e assim, encontrar as temperaturas envolvidas.

4.4.1 Crioprecipitado
FASE RESFRIAMENTO DA AMOSTRA ANALISADO PELO DSC

O primeiro teste realizado com amostra 1 de crioprecipitado,
sugere o encontro do ponto eutético a uma temperatura de -11,93°C.
Inicialmente a temperatura baixou até -22,19 °C, neste ponto a agua
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comecgou a cristalizar, tendo assim uma aparéncia sélida, mas estando
ainda no estado liquido, apresentando um aumento de viscosidade, o que
impede a cristalizac&o, para cristalizar totalmente e ficar completamente
duro, precisou chegar a temperatura de -11,93°C, 0 que seria seu ponto

eutético. Este processo pode ser visto verificado na Figura 11.

Sample: 33252-crioprecipitado DS C File: C:..\33252-crioprecipitado rep.001
Size: 8.9700 mg Operator: Michele
Method: Prof Marco FCF Run Date: 07-Nov-2019 12:28

Instrument: DSC Q20 V24.11 Build 124

204 -11.93°C
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Exo Up Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 11 - Ponto eutético/resfriamento do crioprecipitado.

E preciso lembrar, que a fase de congelamento é tdo importante
quanto a de aquecimento, o tempo de resfriamento, assim como a
temperatura interferem nos poros formados nos cristais de gelo, ou seja,
interfere na matriz vitrea, o que interfere no processo de liofilizacéo,
como ja foi falado anteriormente. Podendo assim, ter como resultado
uma pastilha ou cake liofiizado com uma aparéncia encolhida, nao
uniforme e com algumas rachaduras, por fim, esse produto néo elegante
resultante de uma liofilizac&o, n&o nos fornece o resultado esperado® **.
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A amostra entdo seguiu com diminuicdo de temperatura até -70 °C

no processo, sendo entao iniciado 0 seu aguecimento.

Na figura 12, é possivel se verificar ver as duas curvas no mesmo

gréfico, o resfriamento e o aquecimento.

DSC

Sow 89
Method Prof Masco FCF

Heatl Flow (Wig
‘\\\
“‘*_

L] o 20 40 0

Temperanse |*C)

Figura 12 - Aquecimento/Resfriamento do crioprecipitado.

FASE DE AQUECIMENTO ANALISADO PELO DSC
e Amostral-testel

Apds a amostra chegar ao resfriamento de -70° iniciou-se o

aguecimento com temperatura final de 28 °C.

A) Ponto de colapso do crioprecipitado

Nesta amostra pudemos avaliar em que momento poderia ocorrer
o ponto de colapso, quando a viscosidade do material decresce em
funcdo do aumento da temperatura, consequentemente o material néo

pode se sustentar uma vez que o gelo dendritico adjacente foi sublimado.
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A temperatura critica para este evento seria entdo, na interface da
liofilizacéo a -50 °C. Como o crioprecipitado estava totalmente congelado,
essa fase é critica, pois é onde pode ocorrer erro e atrapalhar todo o
processo de liofilizacdo. A temperatura de colapso deve ser evitada,
controlando o fluxo de calor para o produto, evitando que a temperatura
do produto exceda a temperatura critica para o crioprecipitado. O colapso
desestrutura o produto e afeta a qualidade do crioprecipitado liofilizado.

Nesta amostra, 0 colapso ndo ocorreu e 0 material se manteve estavel.

O colapso da matriz solida € observado na fase de transicao vitrea
(aquecimento), na interface da liofilizagdo, quando o gelo € sublimado a
uma temperatura acima da permitida, perdendo a estrutura da matriz
sélida, sem apoio do gelo, esta mistura colapsa, perde sua estrutura
porque o liquido viscoso flui para as cavidades do gelo existente. Devido
a essa reacdo ha uma obstrucdo dos poros, o que impede a saida de

vapor'™.

B) Secagem primaria do crioprecipitado (Sublimacao)
TEMPERATURA DE TRANSIQAO VITREA

Entre a secagem primaria e a secundaria, as temperaturas
encontradas pelo DSC, mostraram o0 momento certo do processo onde
atua o vacuo no equipamento liofilizador, para a retirada de
aproximadamente 95% da agua existente na amostra, ou seja, a maior
parte de 4gua existente na amostra. A temperatura de transicdo vitrea foi
de -35 °C (Figura 13). Neste momento temos o inicio da liofilizagdo com a

duracdo média em torno de 48 horas que varia dependendo do material.

Apés isso ha mudangas de temperatura até chegar a 8 °C muito
rapidamente. A temperatura critica de formulacéo do crioprecipitado néo
deve exceder entre 3 a 5 °C abaixo da margem das temperaturas
registradas como medida de seguranca, € no caso do crioprecipitado a

temperatura de transicdo vitrea se manteve estavel. As temperaturas
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registradas nessa fase de sublimacao foram de -33 °C, 44 °C, -32,51 °C,
e -31,70 °C, quando o produto continua com aparéncia sélida, porém
ainda se encontra em estado liquido. Neste estagio, o produto mostrou
aparéncia solida, mas o crioprecipitado estava no estado liquido. E a
transicdo reversivel em materiais amorfos (ndo possui estrutura atdbmica
definida), entre um estado duro e relativamente rigido e um estado mole,
€ caracterizada pelo aumento da viscosidade, onde a mobilidade
molecular diminui bruscamente, impedindo a cristalizacdo. Conhecendo-
se a temperatura critica da formulacdo, ela ndo excede e nédo entra em

colapso.

DSC File: 33252 croprecipiaco 001

Opeator: Mich
Rum Date: O7- 228
Instrument DSC Q20 V24 11 Bulg 124

Heat Flow (W)
'

Angbach)

N & 80 40 X 20 10

Temrperature (*C) Lotverss VEAA TA ingtomens

Figura 13 - Transi¢do vitrea/Aquecimento do crioprecipitado.

C) Secagem secundéria do crioprecipitado (Dessorc¢ao)

ApoOs a retirada de 95% da agua da amostra, a retirada dos 5%
restante de agua entre as moléculas da amostra ocorreu de forma eficaz.

Este € um processo forcado para remocgdo de agua que fica retida e

interagindo com o produto, a temperatura desta etapa ocorreu de -35 °C
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a 8 °C muito rapidamente e a pressado é bastante reduzida como uma
forma de forcar a retirada da 4gua, tem a duracdo entre 6 a 8 horas. A
umidade residual foi resumida ao maximo possivel para assegurar que 0
produto esteja em um estado de armazenamento permanente, porém
tendo ainda um controle do gradiente de pressdo e de temperatura para
que esta ndo exceda para ndo causar danos ao produto. E uma fase

delicada, mas houve estabilidade e ndo ocorreu colapso.

D) Ponto de fusédo do crioprecipitado

O ponto de fusdo foi encontrado na sequéncia da fase de
aguecimento, onde a amostra comeca a ficar liquida e finalmente todo o

produto esta no estado liquido.

Na temperatura de -3,28 °C a amostra comecou a ficar liquida,
havendo perda de calorias (251,8 J/g) chegando a 0,82 °C onde todo o
produto chega ao estado liquido, considerado este portanto o ponto de

fusado do crioprecipitado (Figura 14).

Samphe' 33252 crioprecipilado Fie C. \33252 criopreopiada 001

Sae 89700 mg DSC Operator. Mchole

Method. Praf Mareo FCF Run Date: O7-Nov-2010 1228
Instrument. OSC Q20 V24 11 Build 122

Heat Flow (Wog)

| Reamamemo

v . ' ' ' v ' '
50 50 al 3 20 10 0 10 20 3

Ew0 Uy Temperature ("C) Urveasrna Ve B4 TA batrmmene

Figura 14 - Temperatura de Fus&o do crioprecipitado.
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e Amostra 2—teste 2
E) Secagem primaria do crioprecipitado (Sublimacgéo)
TEMPERATURA DE TRANSICAO VITREA

As temperaturas registradas nessa fase de sublimacédo foram de
23,2°C; - 24,2°C e -31°C quando o produto continuava com aparéncia
sélida, mas se encontrava no estado liquido, e assim encontramos o

ponto de transicao vitrea a — 29,27°C.

Na figura 16 a seguir, podemos ver a temperatura de transicao
vitrea encontrada no segundo teste da segunda amostra.

Figura 15 - Temperatura de transicdo vitrea da amostra 2 do crioprecipitado.

4.4.2 Giroxina
FASE RESFRIAMENTO DA AMOSTRA

As temperaturas encontradas sugerem que a temperatura eutética
seria encontrada no inicio do resfriamento onde a temperatura foi
baixando até -22,71 °C, a 4gua comecou a cristalizar, tem aparéncia

sélida, mas ainda esta no estado liquido com aumento da viscosidade,
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impedindo a cristalizagdo, e assim o processo precisou liberar calorias
(283.0j/g CALOR), chegando assim a -11,18 °C que seria supostamente
a temperatura do Ponto Eutético, com aparéncia soélida em todo o

produto (Figura 16).

Sampie: 33252-Giroxina DSC File: C-.. \Rui Seabra\33252-Groxina 001
Size: 89700 mg Operator: Michele
Method: Prof Marco FCF Run Date: 07-Now-2019 15:34

Instrument: DSC Q20 V24.11 Build 124
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Figura 16 - Ponto Eutético sugerido da Giroxina.

Na figura 17, foi possivel se verificar as duas curvas, de
resfriamento e do aquecimento da giroxina. Podemos visualizar na

mesma figura o ponto de fusdo a 1 °C .
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DSC Fie: C.. \Resuftacdos 33552-Girowona 001
Operator. Michele
Run Date, 07-Now-201% 153

Instrument: OSC Q20 V24,11 Buda 12

/

Heat Flow (Wig)

Ew Up ]’emm,gdmye ‘C) Urvverssd VA SA TA radumm

Figura 17 - Resfriamento/Aquecimento da giroxina.

FASE RESFRIAMENTO DA GIROXINA

Apds a amostra chegar ao resfriamento de -70 °C, iniciou-se o
aguecimento com temperatura final de 1 °C. Nessa amostra obtivemos o
registro de dois possiveis pontos de transicao vitrea ou duas possiveis

temperaturas distintas de transicao vitrea e ponto de fusao.
A) Transicdo vitrea da Giroxina

Neste experimento pudemos verificar a diferengca que existe entre
as duas amostras, giroxina e crioprecipitado, pois foram registradas na
giroxina duas temperaturas diferentes de transicdo vitrea, a primeira
transicdo vitrea registrada foi -57 °C e a segunda a -22.94 °C. As
temperaturas registradas na primeira transigéo vitrea foram de -61.65°C,
e precisou de 1, 213 J/g de calorias para chegar até -57 °C e a segunda

foi -24,87 °C e precisou de 9.040j/g calorias para chegar até -22,94 °C.
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O fato de termos registrado dois pontos de transi¢cdo vitrea sugere

gue a amostra giroxina precisa de estabilizantes para conseguir realizar

uma liofilizacdo de maneira adequada. Isto ter sido causado pelo baixo

pH (3,0) em que a amostra se encontra. Neste caso, esta indicado a

utilizacdo de estabilizantes para otimizar o processo de liofilizacdo da

giroxina devido o registro de dois pontos de transi¢do vitrea. Na figura 18,

pudemos observar que o DSC encontrou duas temperaturas distintas de

transicao vitrea para a giroxina.

Sample: 33252.Giroxina
Size: 8.9700 mg
Method: Prof Marco FCF

DSC
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File: C:..\Rui Seabra\33252-Giroxina, 001
Operator: Michele

Run Date: 07-Nov-2019 15:34
Instrument: DSC Q20 V24,11 Build 124
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Figura 18. Registro de 2 pontos de transicao vitrea da giroxina.

B) Ponto de fus&o da Giroxina

O ponto de fuséo foi encontrado a 1 °C onde o produto estava

todo no estado liquido, iniciou a -4,47°C, apds perder calorias de 289,9

j/g, chegamos a temperatura de fuséo de 1°C.

A figura 19 mostra o ponto inicial de fusdo a -4,47°C e a
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temperatura final de fusdo a 1°C, assim como os dois pontos de transicao
vitrea, -57,00°c e -22,91°C.

Sample 33252-Gaouns
Size. 85700 mg DSC
Methoo Prof Marco F
7 0%
- . —
N7 =T
\/ \‘ /7
. \ /
\ /
J
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3 f
s |
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2
= 41 u
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|
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AQsecrmectn
. a 40 &
Temperature (“C aratl Vi 54 TA Ptramenty

Figura 19 - Ponto de fusédo da giroxina.

Alguns autores verificaram que em testes feitos com albumina
bovina (100mg/ml) em tampéo fosfato (ph= 7,3), a temperatura de
transicao vitrea registrada foi de -25°C, sendo que a -15°C observou-se
uma possivel cristalizacdo dos sais de tampao e a 8°C chegou ao ponto
de fusdo da composicdo. Deve-se salientar o fato de que este
experimento utilizou tampdes e estabilizadores, enquanto utilizamos a
amostra de crioprecipitado em estado puro, sem uso de tampdes e
crioprotetores*®. Mesmo assim, foi possivel ja obter um bom resultado na
liofilizacdo do crioprecipitado, porém 0 mesmo n&do ocorreu com a
giroxina que se mostrou instavel e colapsou. A giroxina mostra, portanto,
a necessidade de utlizacdo de tamplOes e estabilizadores para

possibilitar a sua liofilizacao.
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Em estudos anteriores com presunto e lombo inteiros (diametro de
20mm) liofilizados mostraram temperatura de colapso (Tc) de -31,9°C
para o presunto e de -30,8°C para o lombo, assim, a temperatura de -
35°C a estrutura das amostras se mantiveram intactas, sem colapso. Os
pontos de fusdo do presunto e do lombo foram de -38°C e -37°
respectivamente. A temperatura de pré-congelamento foi a -52°C. Assim,
definiu-se o ponto eutético de ambos foi -42°C e devem ser liofilizados,

portanto, de 10 a 20 °C abaixo da temperatura de transicao vitrea®’.

Assim, para cada material liofilizado existe um mapa de liofilizacédo

préprio, ndo havendo, portanto, uma formula comum.

As caracteristicas desejadas quando se trata de um produto final
liofilizado é que a pastilha ou cake liofilizado esteja intacto e elegante,
com uma cor uniforme e suficientemente seco, poroso, estéril e
guimicamente estavel, podendo ser armazenado e transportado de forma
segura a temperatura ambiente, mas ainda sim mantendo todas as

principais acdes bioldgicas para ser ressuspendido rapidamente®.

E sabido que liofilizacdo um método de secagem de formulagdes
biofarmacéutica muito apreciada pelos pesquisadores e principalmente
pela industria para aumentar a estabilidade da proteina. Esse processo
geralmente é feito abaixo da temperatura de transicdo vitrea de solucées
concentradas com congelamento maximo (Tg'), para evitar a agregagéo
de proteinas, preservar a atividade das proteinas e obter bolos ou
pastilhas “elegantes”. Mas ainda € um processo dificil e caro. Ja existem
estudos que mostram uma secagem primaria acima de Ty ou mesmo
acima da temperatura de colapso (T¢), e ainda assim néo prejudicar a
amostra, sendo uma opcao interessante para se estudar a fundo, pois

otimizaria o ciclo™®.

Desta forma, focar somente no processo de liofilizacdo e nas
etapas de secagem, ou seja, na etapa de aquecimento é um fundamento

ultrapassado, uma vez que a etapa de congelamento afeta o
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desempenho do processo, assim como a qualidade e estabilidade do
produto final liofilizado®.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho permitiu identificar as temperaturas envolvidas no
processo de liofilizacdo do criopreciptado obtido do sangue de bufalos e
da giroxina purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus
componentes do Selante de Fibrina heterdlogo. Desta maneira foi
possivel determinar as temperaturas para cada produto, como a
temperatura de transicao vitrea, temperatura de colapso e temperatura
de fusdo e sugere ponto eutético mesmo sendo um produto in natura, além

disso, visualmente podemos ver e analisar essas temperaturas através de

capturas de fotos, incluindo o colapso.

Por meio dos equipamentos DSC e FDM, conseguimos registrar
as temperaturas de cada amostra. No caso da giroxina esta indicada a
adicdo de algum crio-conservante para auxiliar e otimizar o processo de

liofilizacao.

A transicao vitrea do criocreciptado pelo DSC, foi de — 35 °C para
a amostra 1 e — 29,27 °C para a amostra 2. Assim, devido a proximidade
dos dois resultados podemos validar estas temperaturas. Por meio do
FDM a transi¢ao vitrea do crioprecipitado foi de — 36,6 °C para a amostra
1 e — 23,2 °C para a amostra 2. A primeira transicao vitrea registrada
para giroxina foi de -57 °C e a segunda de -22,94 °C. Nao foi possivel

encontrar a temperatura para secagem primaria da giroxina.

O ponto de fuséo, encontrado para crioprecipitado no primeiro
teste (amostral) foi a 0.82°C, onde todo o produto se encontra no estado

liquido. O ponto de fuséo registrado para giroxina foi a 1°C.

Devido ao fato de termos identificado duas temperaturas de

transicdo vitrea para a giroxina, percebemos a necessidade do uso de
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tampbes e estabilizantes para otimizar a técnica sem prejuizos aos
efeitos bioldgicos da amostra. Ja o crioprecipitado notamos uma certa
estabilidade mesmo sem uso de de crioprotetores. Porém, a pastilha
formada no produto final liofilizado mostrou aspecto encolhido e partido,
assim, para obtermos um produto liofilizado com um pé elegante e de
facil redissolucédo, estaria também indicado o uso de crioprotetores, pois
todo produto liofilizado € composto por agente de bulking, material

amorfo, tampéao, ajuste de tonicidade, entre outros componentes.

A liofilizacdo dos componentes do selante heterélogo de fibrina é
uma tecnologia que tornara possivel a sua manutencdo em temperatura
ambiente, favorecendo assim o aumento do tempo de prateleira, a
diminuicdo dos custos ja que ndo necessitara da cadeia de frio para seu
transporte e acondicionamento, ajudando assim no escalonamento de

sua producao e disponibilizacdo ao consumidor final.

Tisseel® é um selante de fibrina homdélogo produzido pela Baxter
Hospitalar LTDA gque além da apresentacédo liquida que deve ser mantida
congelada (-18 a -22°C), possui também a apresentacdo liofilizada de
seus componentes (Tisseel Lyo®). Esta indicado como selante em um
complemento para técnicas cirargicas padrdo (como sutura e ligadura)
para evitar vazamento de anastomoses colbnicas apos a reversdo de
colostomias temporarias. Também esta indicado para uso como
adjuvante da hemostasia em pacientes adultos e pediatricos (> 1 més de
idade) submetidos a cirurgia quando o controle do sangramento por
técnicas cirdrgicas convencionais (como sutura, ligadura e cautério) é

ineficaz ou impraticavel’.

Além das indicagdes anteriormente citadas de um selante de fibrina
comercial, o selante heterélogo de fibrina tem sido amplamente estudado
como scaffold para células tronco'? e associado com terapias
regenerativas complementares como a Fotobiomodulacdo®® e adicéo de
agentes antimicrobianos**, tendo obtido resultados promissores na

14,36 22,31,35

regeneracao de tecido 0sseo e Nervoso
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Recentemente, o selante heter6logo de fibrina foi avaliado e
aprovado em um estudo clinico de fase I/ll que avaliou a seguranca de
seu uso em Ulceras venosas crénicas em 40 pacientes®. Os excelentes
resultados auxiliaram a equipe do CEVAP no ajuste das doses utilizadas,
bem como seus desfechos preliminares de eficacia encorajaram a equipe
a iniciar as acgOes para a realizacdo do estudo clinico de fase Il para sua

comprovacao e posterior registro do biomedicamento na ANVISA.
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CERTIFICADO N° 04/2019 - CEUA

Certificamos que o projeto intitulado “LIOFILZACAO DO SELANTE DE FIBRINA HETEROLOGO", vinculado ao Protocolo n® 04/2019,
sob a orientac3o do Prof. Dr. Rul Seabra Ferreira JUnior e colaboracdo de Juliana de Barros Mennocchi, para fins de pesquisa
cientifica {ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi

aprovado pela Comisslo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biotecnologia da UNESP na reunido de 14 de fevereiro
de 2019,

Finalidade: [ ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto: Inicio: 01/03/2019 Término: 01/03/2021

Botucaty, 28 de abrll de 2020,

,'\r‘ﬁ‘ A
Prof. Dr. Silvio Luls de Oliveira
Coordenador da CEUA
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