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Resumo

Os medicamentos de biotecnologia sdo produzidos por tecnologia de DNA
recombinante, a partir de organismos vivos ou derivados destes. A tecnologia de DNA
recombinante, descoberta em 1973 por Stanley Cohen e Herbert Boyer, permitiu o
desenvolvimento de culturas microbianas capazes de produzir tanto proteinas expressas
pelo Ser Humano como, novas proteinas que vao além do que é codificado no genoma.

Um exemplo paradigmatico é a insulina. A insulina foi a primeira proteina
humana recombinante comercializada. Para além da produc¢do da insulina com a mesma
sequéncia de aminoacidos da insulina humana, pelo processo de tecnologia de DNA
recombinante, é possivel introduzir modificacdbes na sequéncia peptidica, que
constituem enormes vantagens terapéuticas, pela disponibilizacdo de insulinas com
diferentes perfis farmacocinéticos.

Os medicamentos de biotecnologia de uma maneira geral, devido a sua
novidade, sdo de uso mais frequente nos cuidados de saude diferenciados, mais ao nivel
hospitalar. Contudo, alguns, de utilizacdo mais bem estabelecida, estdo também
disponiveis na farmacia comunitdria. Tanto num caso como no outro, é de extrema
importancia que o Farmacéutico conheca as suas caracteristicas e particularidades para
melhor acompanhar a sua utilizacdo.

O objetivo desta dissertacdo é efetuar uma revisao bibliografica sobre alguns
aspetos da natureza, caracteristicas e especificidades genéricas dos medicamentos de
biotecnologia. Presta-se particular atencdo a insulina, enquanto medicamento de
biotecnologia de uso frequente no ambiente comunitario. Tendo em conta as
caracteristicas particulares dos medicamentos de biotecnologia, é necessario, no caso,
perceber a estabilidade das insulinas em duas condic¢des diferentes para além da normal
conservacdo recomendada a temperaturas de refrigeracdo: quando ha rotura da cadeia
de frio e quando em uso normal. Para tal, desenvolveu-se um estudo de caso das

insulinas comercializadas pela Novo Nordisk, em Portugal, quanto a sua estabilidade.

Palavras Chave: Diabetes Mellitus, Estabilidade, Insulina, Medicamentos de
Biotecnologia.



Abstract

Biotechnology medicinal products are obtained by recombinant DNA technology,
from living organisms or derivates thereof. Recombinant DNA technology, discovered in
1973 by Stanley Cohen and Herbert Boyer, allowed the development of microbial
cultures for producing proteins either expressed by humans or new entities that go
beyond what is encoded in the genome.

A paradigmatic example is insulin. Insulin was the first commercially available
recombinant human protein. In addition to producing insulin with the same amino acid
sequence as human insulin, using recombinant DNA technology, it’s possible to
introduce changes in the peptide sequence, which constitute enormous therapeutic
advantages, through the availability of insulins with different pharmacokinetic profiles.
Biotechnology medicines in general, due to their novelty, are more frequently used in
differentiated health care units, at the hospital level. However, some products, with
well-established use, are also available in the community pharmacy. In either case, it is
extremely important that the Pharmacist knows its characteristics and particularities to
better monitor its use.

The objective of this dissertation is to carry out a literature review on some
aspects of the nature, characteristics and generic specificities of biotechnology
medicines. Particular attention is paid to insulin, as a biotechnology medicinal products,
frequently used in the community environment. Taking into account the particular
characteristics of biotechnology medicines, it is necessary to understand the stability of
insulins under two different conditions, in addition to the normal recommended storage
at refrigerated temperatures: when the cold chain breaks and when in normal use. To
this end, a case study of the insulins marketed by Novo Nordisk, in Portugal, was

developed regarding their stability.

Keywords: Biotechnology medicinal products, Diabetes Mellitus, Insulin, Stability.
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1. Medicamentos de Biotecnologia

Os medicamentos de biotecnologia revolucionaram a farmacoterapia, em
especial no que se refere a necessidades médicas anteriormente ndo atendidas,
proporcionando novas opc¢oes terapéuticas para diversas patologias (1).

Vieram preencher um enorme gap onde respondem a inUmeras aplicagdes
terapéuticas, em especial nas areas das doencas inflamatdrias e infeciosas, doencas
autoimunes, metabdlicas, hormonais, cardiovasculares, neuroldgicas ou oncologia.

Os chamados Biofarmacos, quando recém-introduzidos sdo, em geral, muito
caros, pois trata-se, com frequéncia, de terapéuticas para um numero reduzido de
doentes por quem tem de ser distribuido todo o investimento (1). Os custos de
desenvolvimento dos novos medicamentos de biotecnologia sdo muito elevados,
estimando-se em cerca 1 800 milhdes de ddlares por cada nova molécula. Cerca de 63%
destes custos referem-se ao desenvolvimento clinico durante os ensaios das fases | a lll
e 32% aos estudos pré-clinicos (2). Quando uma das etapas do desenvolvimento ndo
demonstra beneficio suficiente, todo o investimento anterior se perde, pelo que
também estes custos de investimento ndo remunerado terdo de ser incorporados no
preco dos medicamentos de biotecnologia (2).

Os custos com as doengas oncoldgicas, as autoimunes, as infeciosas ou as
musculo-esqueléticas para a seguranga social, para os servicos de saude e para a
sociedade em geral sdo extremamente elevados. Porém, a despesa associada aos
medicamentos biofarmacéuticos ndo chega a atingir 10% da despesa total associada ao
tratamento destas doencas, contribuindo de forma significativa para o aumento da
produtividade e o regresso a vida ativa dos doentes, diminuindo de forma expressiva os
custos da Seguranca Social originados por baixas e reformas antecipadas (3).

Os elevados custos dos medicamentos de biotecnologia sdo, por isso, em grande
medida, compensados pelos beneficios que aportam a reducdo do sofrimento dos
doentes e aos gastos da sociedade com as patologias debilitantes que tratam (3).

Os medicamentos de biotecnologia sdo produzidos por tecnologia de DNA
recombinante, a partir de organismos vivos ou derivados destes (3). S3o, na maior parte
dos casos, produtos de natureza proteica, sendo que o seu desenvolvimento tecnolégico

se inicia, muito frequentemente, pela identificacdo do alvo terapéutico. Face ao objetivo



e ao alvo terapéutico a estrutura da proteina é concebida e a sua expressao bioldgica
viabilizada pela adequada sequéncia nucleotidica do gene artificial criado. A proteina de
interesse produzida é depois purificada e formulada para atingir o alvo e produzir os
efeitos terapéuticos desejados (1). As proteinas sao moléculas geralmente de grandes
dimensdes e com uma estrutura complexa. A sua estrutura primaria, definida pela
sequéncia linear de aminoacidos que a compdem organiza-se numa estrutura
secunddria de folhas plissadas beta e hélices alfa, que, se arrumam numa conformacao
global espacial que define a estrutura tercidria (4). A estrutura terciaria é determinada
por ligacdes covalentes e interagdes ndao covalentes, que ocorrem entre aminoacidos
gue podem estar a longas distancias na sequéncia primaria de aminoacidos, mas que se
aproximam no espaco pela forma como a proteina se dobra. A estrutura quaternaria
descreve como vdrias estruturas terciarias de cadeias polipeptidicas se unem para
formar uma Unica proteina multimérica funcional (4). A funcionalidade da proteina e
consequentemente o efeito terapéutico pretendido depende da manutencdo de uma
estrutura adequada.

Estas proteinas terapéuticas dos chamados medicamentos bioldgicos, diferem
em multiplos aspetos das pequenas moléculas classicas, dos designados medicamentos
farmacoldégicos. Nomeadamente, no tamanho, sendo as moléculas quimicas de
pequenas dimensdes e baixo peso molecular (1). Diferem também na sua estabilidade,
pois a sua muito maior dimensdo permite um mais alargado nimero de combinagdes
dos seus componentes estruturais. Se a estabilidade destas proteinas for
comprometida, ndo se mantendo a estrutura adequada, perde-se a fungao (1).

Diferem também na purificacdo. As substancias ativas de natureza quimica dos
medicamentos designados de farmacoldgicos sdo produzidas por sintese quimica a
partir de reagentes bem definidos e conhecidos, podendo, por isso, ser purificados de
formas muito especificas e controladas. Quando falamos de substancias ativas de
natureza bioldgica, em particular de proteinas, a sua purificacdo, a partir das células que
a produziram é mais complexa (1). Dada ainda a dependéncia da atividade bioldgica da
estrutura molecular, ndo podem ser usados processos drasticos na purificacdo das
proteinas. Eventuais contaminagdes intrinsecas ou adventicias sdo mais facilmente

removidas dos produtos de origem quimica que dos produtos de origem bioldgica.



Trata-se claramente de uma desvantagem dos medicamentos de origem biotecnoldgica
(1).

Como consequéncia das diferencas sinalizadas, seja na sua origem e natureza
guimica ou bioldgica, seja na potencialidade para a presenca de contaminantes ou
agentes infeciosos, existem multiplas diferencas nos aspetos regulamentares aplicaveis
aos dois tipos de medicamentos (1).

As diferencas para as substancias quimicas atrds elencadas dizem respeito a
todos os medicamentos de origem bioldgica, quer se trate de substdncias ativas
extraidas de organismos vivos ndo modificados, os designados medicamentos
biolégicos, quer se trate de medicamentos preparados por tecnologia de DNA
recombinante, designados de medicamentos de biotecnologia (1). A grande vantagem
relativa dos medicamentos de biotecnologia, ao contrario dos medicamentos bioldgicos,
prende-se com a sua disponibilidade, pois podem existir em quantidades virtualmente
ilimitadas. Esta enorme disponibilidade permite aplicar métodos e procedimentos mais
exaustivos que conduzem a substancias ativas mais purificadas, com perfis de
especificidade, efetividade, seguranca bioldgica e de reacBes adversas mais bem
definidos (1).

No entanto, estes medicamentos apresentam algumas particularidades que
merecem registo especial:

Prazo de validade - o prazo de validade é geralmente curto, de aproximadamente
dois anos. A dependéncia da atividade bioldgica das caracteristicas estruturais da
proteina impde prazos curtos que garantam a manutengao dessa estrutura durante o
armazenamento (1). Pelas mesmas razdes a conservacao &, geralmente, a temperaturas
de refrigeracdo por forma a que a mobilidade interna das moléculas ndo seja grande e
permita um prazo mais alargado de conservagdo. Também ndo podem ser conservados
a temperaturas de congelacdo para que a formacdo de cristais de 4gua ndo destrua a
estrutura molecular e possa ser preservada a funcdo bioldgica pretendida (4).

Modificacdes pos-traducdo — Muitas das substancias ativas de biotecnologia sdo
produzidas em células por traducdo dos RNAs nos ribossomas ligados ao reticulo
endoplasmatico. O processamento subsequente pelo Golgi para a secregcdo é
acompanhado de diversas modificacdes covalentes da proteina que inevitavelmente

condicionam a efetividade bioldgica da proteina. Também as proteinas sintetizadas nos



ribossomas citoplasmaticos livres podem ser modificadas pelas enzimas celulares, na
medida em que sdo proteinas ndo normais nas células recombinantes (5).

Potencial infeciosidade — Uma caracteristica indesejada dos medicamentos
biolégicos ou de biotecnologia relaciona-se com a existéncia de uma potencial
infeciosidade no produto final. Esta potencial presenca de agentes infeciosos pode
decorrer de contaminagOes intrinsecas, presentes nas células recombinantes, ou de
contaminacgdes extrinsecas, devido a entrada de agentes infeciosos no processo, seja
durante a fermentacdo da célula hospedeira, seja durante a purificacdo da substancia
ativa, ou na formulac¢do do produto final (1).

As proteinas foram usadas pela primeira vez como medicamentos no final do
século XIX, quando os anti-soros de animais foram introduzidos para o tratamento de
infecOes graves, como a difteria e tétano de coelhos e cavalos imunizados (1). Porém, as
proteinas destes anti-soros sdo estranhas ao sistema imunoldgico dos doentes, tendo
como resultado efeitos colaterais graves e, por vezes, fatais. Na década de 1920, foram
introduzidos medicamentos de insulina suina e bovina para tratar a Diabetes Melittus
(DM). Muitos dos doentes que receberam tratamento com essas insulinas
desenvolveram anticorpos que neutralizam a proteina em questdo (1). Hoje, sabe-se
gue a insulina suina difere apenas num aminoacido comparativamente a sequéncia de
aminodacidos da insulina humana, e a insulina bovina em apenas trés aminoacidos. Esta

afirmacdo é ilustrada na figura 1.1.

signal peptide beta chain
human MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAED
porcine MALWTRLLPLLALLALWAPAPAQAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKARREAEN
bovine MALWTRLAPLLALLALWAPAPARAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKARREVEG
AR E Xk KA hAhAA AR ~ * % iti'i**i*t*'fitt***'i*ttl’i*ti*:i’!’t ~ *
alpha chain
human LOVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
porcine PQAGAVELGGGLG~-~GLQALALEGPPQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
bovine PQVGALELAGGPG===== AGGLEGPPQKRGIVEQCCASVCSLYQLENYCN
t.' :t*_ﬁ'ﬁ * .Qt* t"'i*'*'t:’:*'*tﬁﬁﬁt'tﬁ

Figura 1.1. Sequéncia de aminodcidos das insulinas humana, suina e bovina (adaptado de (1))



Os avancos na biotecnologia permitiram passar do uso de proteinas extraidas de
animais para proteinas recombinantes com a sequéncia de aminoacidos igual a
sequéncia da proteina humana (1).

No entanto, os medicamentos de biotecnologia também sdo imunogénicos, e, de
um modo geral, quando ndo se trata de vacinas, devem ser tdo pouco imunogénicos
guanto possivel. A melhoria da qualidade dos primeiros medicamentos de proteinas
terapéuticas resultou numa reducdo consideravel da imunogenicidade (1). Esta
imunogenicidade é a capacidade de uma substancia provocar uma resposta imune.
Nesta resposta imune ocorre o aparecimento de anticorpos especificos que neutralizam
a proteina e provocam uma diminuicdo da eficacia do medicamento. A imunogenicidade
raramente é resultado de um Unico fator, pois os varios fatores trabalham
sinergicamente (1). Estes fatores podem ser a sequéncia de aminoacidos e glicosilacGes
(quando exista maior variabilidade), a presenca de impurezas e contaminacgdes, a
formulac¢do, a via de administracdo (a via intravenosa induz menos imunogenicidade
enquanto a subcutdnea é, geralmente, mais imunogénica), a dose, o tempo do
tratamento, as caracteristicas do individuo, e ainda a fatores desconhecidos. Contudo,
as proteinas terapéuticas humanas, quando administradas no local certo e em dose
compativel com a concentragdao normal dessas proteinas no organismo, sdo menos
provaveis de causar efeitos indesejaveis por via de uma resposta imunogénica (1).

A utilizacdo crescente de terapéuticas a base de proteinas resultou em
incrementos na seguranca, eficacia e qualidade (6) bem como no advento de novas
terapéuticas onde existiam importantes gaps. O impacto dos medicamentos de
biotecnologia é evidente e contribui para a solucdo de doencas incapacitantes sem
terapéutica anterior. A sua mais valia para a progressdo da saude global em todo o

mundo é notdria (3).



2. Tecnologia de DNA recombinante e processo geral de fabrico

A tecnologia de DNA recombinante, descoberta em 1973 por Stanley Cohen e
Herbert Boyer, permitiu o desenvolvimento de culturas microbianas capazes de produzir
tanto proteinas expressas pelo Ser Humano bem como, novas proteinas que vado além
do que é codificado no genoma (7). A chave da tecnologia de DNA recombinante iniciou-
se em 1953 com a identificacdo da estrutura molecular do DNA em dupla hélice a que
se seguiram os estudos que levaram os conhecimentos da biologia molecular,
particularmente no que respeita a expressao genética, na década seguinte. Na década
de setenta observou-se o desenvolvimento das ferramentas que permitem manipular o
DNA, sendo particularmente relevante a descoberta de duas categorias de enzimas: as
endonucleases de restricdo e as DNA ligases. As endonucleases de restricdo sdo enzimas
de corte, pois para sequenciar o DNA, é necessario corta-lo em fragmentos menores,
em locais especificos (8). Em seguida a DNA ligase tem a capacidade de juntar dois
fragmentos de DNA distintos formando assim uma molécula hibrida e incorporar esses
fragmentos de DNA em vetores (plasmideos, bacteridfagos, cosmideos, etc.) que
viabilizam a manutencdo desses genes na célula recombinada e a sua expressdo (9). A
figura 2.1, ilustra o processo para a obtencdo de uma célula transformada

recombinante.
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Figura 2.1. Plasmideo recombinante (adaptado de (9))

A escolha do vetor depende de varios fatores, sendo mais relevantes a dimensao
do fragmento a ser inserido e a estratégia de expressdo necessaria a obtencdo da
molécula recombinada. A molécula resultante da recombinacdo do DNA de interesse
com o vetor é posteriormente inserida na célula hospedeira (6).

A célula hospedeira a recombinar, também chamado sistema de expressao,
depende da natureza e da origem da proteina de interesse, do seu uso terapéutico, da
guantidade pretendida e dos custos. Estes sistemas de expressao existentes podem ser
células procariotas, que é o exemplo da Escherichia Coli (E. Coli), e as células eucariotas

como sdo os exemplos mais significativos, as leveduras (Saccharomyces cerevisiae), os



sistemas de células de inseto (baculovirus), e as células de mamifero (Ovario de Hamster
Chinés - CHO). Mais de 70% das proteinas comercializadas sdo produzidas em células
CHO. A principal razdo das células de mamifero serem as prediletas para a producado de
proteinas terapéuticas é que, nestas células, as modificacdes pds-traducdo das proteinas
sintetizadas sdo similares a situacdo na célula humana (1). Outro importante fator é a
formacao de ligagGes dissulfeto entre duas moléculas de cisteina, pois estas ligagcdes sao
cruciais para definir a estrutura secundaria e terciaria de uma proteina. Qualquer
proteina pode ser produzida usando organismos geneticamente modificados, mas nem
todo o tipo de proteina pode ser produzido por todos os tipos de células (1).

Na tabela 2.1, observa-se as caracteristicas de cada sistema de expressdo, a fim
de proporcionar uma melhor sele¢do, do sistema de expressdo, para a proteina de

interesse (1).

Tabela 2.1. Caracteristicas dos sistemas de expressdo presentes (adaptado de (1))

Protein feature Prokaryotic Eukaryotic yeast Eukaryotic Eukaryotic plant Transgenic
bacteria mammalian cells cells animals

Concentration High High High Low Medium-High

Molecular weight Low High High High High

S-S bridges Limitation No limitation No limitation No limitation No limitation

Secretion No Yes/no Yes Yes/no Yes

Aggregation state  Inclusion body Singular, native Singular, native Singular, native Singular, native

Folding Risk of misfolding  Correct folding Correct folding Correct folding Correct folding

Glycosylation Limited Limited Possible Limited Possible

(human-like)
Contamination risk ~ Possible (endotoxin) Low Possible Low Very possible (virus,
(virus, prion, prion, endotoxin)
oncogenic DNA)
Cost to manufacture Low Low High High? Medium-high

Através da tabela, verifica-se as caracteristicas de cada sistema de expressdo. Um exemplo especifico, é a glicosilagdo N que é
importante para a atividade bioldgica completa, imunogenicidade, estabilidade, direcionamento e farmacocinética da proteina.
Conclui-se assim, que um sistema de expressdo procariota pode ndo ser adequado, mas o sistema de expressdo eucariota,

especificamente as células de mamifero, ja é adequado (1).

Multiplas repeticdes das etapas anteriormente referidas, criam milhGes de
copias do segmento amplificado (8).
Para o crescimento das células recombinadas e producdo da proteina de

interesse é necessario dispor de um meio de cultura com a composicao adequada ao



objetivo e nas condicdes ideais ao crescimento celular. Condicées como o pH, a agitacao,
0 oxigénio, a temperatura, a densidade, a area de contacto e a fase de crescimento,
entre outras, terdo de ser parametrizadas e cumpridas para o sucesso do processo
produtivo. Segue-se a fermentacdo, ou seja, o crescimento das células recombinantes e
a producdo da proteina, que pode ser feito num fermentador se os sistemas de
expressao sdo bactérias ou fungos, ou num bio-reator se os sistemas de expressdo sdo
células de mamiferos ou de insetos (1).

Terminada que seja a fermentacdo, ha que purificar a proteina terapéutica para
a formulacdo adequada a sua utilizagdo clinica. Esta purificacdo inclui quase sempre,
entre outros, trés passos de cromatografia. A primeira é uma cromatografia de
afinidade, que enriquece e concentra no produto intermediario a proteina de interesse.
A segunda e terceira cromatografias sdao, geralmente, de troca idnica para aumentar o
grau de pureza da proteina de interesse. Outros passos para “polimento” da proteina
terapéutica e para garantir a sua maior seguranca bioldgica sdo também executados
durante o processo de fabrico para a obtencdo do produto final (1).

Neste contexto e resumidamente, a tecnologia de DNA recombinante consiste
no isolamento ou preparacdo sintética de uma sequéncia DNA que codifica para a
proteina de interesse, que, numa fase posterior, é inserida numa célula hospedeira que
produz a proteina. Segue-se a purificacdo e a formulacdo da proteina de interesse
terapéutico para uso clinico. A tecnologia de DNA recombinante despertou, ndo so
possibilidades terapéuticas novas, mas também o melhor conhecimento de etiologia de
muitas doencgas, viabilizando também assim novas abordagens terapéuticas. Através
desta tecnologia pode-se sintetizar enzimas e recetores causadores ou envolvidos em
processos de doencas, facilitando o estudo de possiveis alvos para o desenvolvimento

de novos medicamentos (7).



3. Estabilidade dos medicamentos de biotecnologia

O conhecimento profundo das caracteristicas moleculares da proteina é
necessario para a compreensdo e controlo do processo de fabrico e da estabilidade da
molécula. Esta estabilidade é crucial para o desenvolvimento de um medicamento
adequado a sua fungdo, bem como para a definicdo da estratégia de controlo apropriada
para monitorizar a estabilidade durante o armazenamento a longo prazo. Para isto,
usam-se métodos analiticos que, naturalmente a maior parte deles, vem de tecnologias,
bem estabelecidas e tradicionais, de separacdo, como a cromatografia e a eletroforese
(1).

As técnicas de cromatografia sdo amplamente utilizadas em biotecnologia, nos
procedimentos de purificacdo de proteinas e na avaliacdo da integridade do produto.
Assim, com este método é possivel medir a quantidade relativa de proteina, através de
um sistema de detecdo localizado na saida da coluna, e estimar os baixos niveis de
componentes que aparecem ao longo do tempo em relagdo a proteina analisada, sendo
esta Ultima uma funcdo particularmente util quando se pretende avaliar a estabilidade
da proteina a longo prazo (1).

A eletroforese, de um modo geral, separa as proteinas num campo elétrico com
base na sua relagdo carga/massa. A carga da proteina depende da presenca de
aminodacidos 4acidos e bdasicos e pode ser controlada pelo pH da solugdo na qual a
proteina é separada. A eletroforese capilar é o principal método eletroforético utilizado
na analise biofarmacéutica (1).

A espetrometria de massa é uma técnica em que os ides de varias espécies
presentes na amostra sdo gerados usando diferentes técnicas de ionizacdo e onde as
suas massas moleculares sao medidas com alta precisdo. Este atributo permitiu medir
as modificacbes pds-traducdo com diferencas de massa de apenas 1 Da e modifica¢cGes
especificas que surgem durante os estudos de estabilidade (1).

A inter-relacdo de instabilidade quimica e fisica, instabilidades que ocorrem
durante o bioprocessamento, o impacto do ciclo de liofilizacdo sobre a estabilidade da
proteina, quando é esse o caso, e a importancia do empacotamento na manutengao da
estabilidade da proteina sdo critérios muito importantes. A instabilidade quimica

envolve processos que formam ou quebram ligacGes covalentes. Por outro lado, existem
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instabilidades fisicas para proteinas em que a composi¢cdo quimica é inalterada, mas o
estado fisico da proteina altera-se. A perda da estrutura secundaria e/ou terciaria
corresponde a uma perda de atividade bioldgica da proteina terapéutica. Estas
alteracdes nas estruturas podem incluir desnaturacdo, agregacdo, precipitacdo ou
adsorcdo da proteina, entre outras (10).

Relativamente a instabilidade quimica, pode ocorrer, por exemplo, a
desamidacao da asparagina e a isomerizacdo do aspartato. O mecanismo de
desamidacdo envolve a formag¢do de um intermediario imida ciclico, a succinimida, que
por sua vez hidrolisa a mistura de acido isoaspartico/aspartico numa proporgdo de 3:1.
Estas modificacbes podem ser benignas, mas também podem resultar em
consequéncias graves para a proteina, alterando a atividade bioldgica desta (1). A
instabilidade quimica gera impurezas relacionadas ao processo e produtos de
degradacdo, podendo contribuir para o aumento da imunogenicidade (10).

Em relacdo a instabilidade fisica, esta refere-se a qualquer processo pelo qual a
proteina muda o seu estado fisico sem qualquer mudanga na composicdo quimica (10).

A desnaturacdo caracteriza-se pela perda da estrutura globular ou tridimensional
gue a maioria das proteinas adota. Consequentemente, apds este desdobramento, a
proteina altera o seu estado fisico mantendo a composi¢cao quimica (10).

A agregacdo de proteinas terapéuticas pode aumentar a probabilidade de
reacOes adversas e efeitos imunogénicos durante a terapia, associados ao aumento da
morbilidade ou mortalidade do doente. A agregacdo pode ter muitas causas, tais como
dobramento incorreto durante a expressao da proteina e perturbacdo da conformacao
nativa durante a purificacdo da proteina, formulacdo, congelamento, descongelamento,
liofilizacdo, ultrafiltracdo/diafiltracdo, enchimento do frasco ou da seringa,
bombeamento, transporte e armazenamento. Estes processos podem comprometer a
estabilidade da proteina (10).

A revisdo de 1989 listou a precipitacio como uma das 4 principais vias de
instabilidade fisica. Por um lado, hd formacdo de agregados que resulta numa
manifestacdo macroscopica de agregacdao em que se observa nebulosidade, sendo este
processo irreversivel, levando ao desdobramento parcial ou completo da proteina. Por

outro lado, nem todo o material proteico é insolivel devido a agregacdo. Pode-se ter
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uma proteina com sal adsorvido, que retem a atividade e a estrutura, podendo o
processo de precipitacdo ser reversivel apds diluicdo (10).

A adsorcdo em si, € também uma instabilidade fisica. Proteinas em solucdo
aquosa sdo conhecidas por adsorverem a varias superficies. A instabilidade da proteina
induzida pela superficie comeca com a adsor¢do da proteina nativa ou da proteina
parcialmente desdobrada, na superficie. Esta interacdo &, geralmente, mais energética
guando uma proteina é parcialmente desdobrada devido a exposicdo das cadeias
laterais de aminoacidos hidrofébicos, que normalmente, estdo no nucleo da proteina
(10). Apds adsorcdo inicial da proteina, as forcas de tensdo superficial em varias
interfaces (ar-liquido, sdlido-liquido) pode conduzir a agregacao, afetando a integridade
da proteina que povoa essa interface. Assim, verifica-se que a estabilidade interfacial de
uma proteina é dependente de um numero de fatores como, a tensdo superficial, area
de superficie disponivel para adsorcao, hidrofobicidade, e da estabilidade estrutural
(10).

Existem vdrias diretivas da Comissdo Europeia e “guidelines” da Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) relativas a estabilidade dos medicamentos de
biotecnologia e ao impacto das alteracbes do processo de fabrico nessa estabilidade e
consequente efetividade do medicamento.

Na mesma linha, estes estudos de verificacdo da manutencao da estabilidade, no
decurso de alteracGes do processo de fabrico, servem também para os estudos de
comparabilidade de medicamentos de referéncia com biossimilares (10).

Quando had mudangas nos métodos de producdo de um medicamento de
biotecnologia é exigida também uma avaliacdo de comparabilidade para garantir que
estas mudancas de fabrico ndo afetam a seguranca, pureza ou eficacia do medicamento.
Dependendo da natureza da proteina ou da alteracdo, esta avaliagdo consiste numa
hierarquia de testes sequenciais em testes analiticos, estudos pré-clinicos em animais e
estudos clinicos (10). As diferencas nos resultados dos testes analiticos entre os
produtos pré e poés-mudanca podem exigir testes funcionais para estabelecer o
significado bioldgico ou clinico da diferenca observada. Um principio bdsico da
comparabilidade é que, sob certas condi¢Ges, os produtos proteicos podem ser
considerados comparaveis com base apenas nos resultados dos testes analiticos (10).

Por vezes é necessario alterar o método de fabrico por motivos de melhoria de
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rendimento, aumento de escala, novas tecnologias, maior pureza, ou novas formulagdes
e as vantagens e desvantagens de qualquer método depende da propriedade da
proteina a ser caracterizada. Isto exige comparar o material antes e depois da mudanga
para avaliar se uma mudanga ocorreu, e em caso afirmativo, se afeta a seguranca e
eficacia.

A imunogenicidade continua a ser uma preocupacado para a caracterizacdo da
proteina porque os testes pré-clinicos ainda ndo sdo capazes de prever o que acontecera
na populacdo-alvo. Os requisitos dos testes de imunogenicidade sdo determinados pela
natureza da proteina, o risco para a populacdo de doentes e a gestdao do tratamento
(11).

O facto de os medicamentos de biotecnologia serem tdo suscetiveis a variacoes,
€ necessario que haja um controlo eficiente e é obrigatério garantir que as industrias
farmacéuticas de biossimilares produzam uma versdo do medicamento de biotecnologia
adequadamente semelhante ao medicamento de referéncia ja aprovado (12). Por esse
motivo, para um biossimilar que esta no processo de Autorizacdo de Introdugdo no
Mercado (AIM), recomenda-se uma conduta gradual de procedimentos ndo clinicos e
clinicos, incluindo o uso de estudos farmacodindmicos e farmacocinéticos, ensaios
clinicos em populacdes adequadas, ensaios de eficacia, estudos de seguranca, uma
avaliacdo da imunogenicidade e da farmacovigilancia, destinados a extrapolar a
seguranca e eficacia do biossimilar em relacdo ao medicamento de biotecnologia ja
autorizado (12).

Na diretriz “guideline on similar biological medicinal products containing
biotechnology-derived proteins as active substance: non-clinical and clinical issues” sao
estabelecidos os principios gerais para o desenvolvimento clinico e n3do-clinico e é
estabelecida a avaliacdo dos pedidos de AIM dos biossimilares. A comparabilidade
clinica de um biossimilar é normalmente, um procedimento gradual que deve comecar
com estudos farmacocinéticos e, se possivel, farmacodindmicos, seguidos da eficacia
clinica e ensaios de seguranca (13).

Ja os estudos ndo clinicos de apoio a biossimilaridade devem ser planeados antes
de iniciar qualquer ensaio clinico em humanos. Estes estudos devem ser baseados em
diversas abordagens de forma a avaliar principalmente ensaios comparativos in vitro

entre o medicamento de referéncia e o biossimilar (12). Estes testes in vitro tém como
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objetivo avaliar a capacidade de ligacdo a alvos, bem como transducgdo de sinal e
atividade funcional/viabilidade dos medicamentos comparados. Além disso, a presenca
de diferencas potencialmente relevantes entre os dois medicamentos devem ser
consideradas em termos de formulacdo, qualidade e estabilidade (12). E é aqui, na visdo
geral ndo clinica que, a abordagem adotada, devera ser totalmente justificada (13).
Podemos concluir que, com base em estudos de comparabilidade, pode ser
estabelecida a similaridade do biossimilar ao medicamento de referéncia de acordo com

a garantia da qualidade, atividade bioldgica, seguranca e eficacia (13).
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4. Estudos de estabilidade

A diretriz sobre “Quality of Biotechnology Products: Stability Testing of
Biotechnological/Biological Products” aplica-se a proteinas e polipeptideos bem
caracterizados, e seus derivados dos quais sao isolados de tecidos, fluidos corporais ou
culturas de células produzidas por tecnologia de DNA recombinante (14).

Os medicamentos de biotecnologia tém caracteristicas especificas que devem
ser levadas em consideracdo em qualquer programa de teste bem definido projetado
para comprovar a sua estabilidade durante o periodo de armazenamento pretendido.
As substancias ativas destes medicamentos sdo tipicamente proteinas e/ou
polipeptideos, logo, a manutencdo da conformacdo molecular e, portanto, da atividade
biolégica, depende tanto das for¢cas ndo covalentes como das covalentes (14). Estes
medicamentos sdo particularmente sensiveis a fatores ambientais, como mudancas de
temperatura, oxidacdo, luz e, material idnico. Para garantir a manutencdo da atividade
bioldgica e evitar a degradacdo, geralmente sdo necessarias condi¢cGes rigorosas para o
seu armazenamento (14).

Quando aplicavel, devem fazer parte nos estudos essenciais de estabilidade os
ensaios de atividade bioldgica. Os métodos fisico-quimicos, bioquimicos e
imunoquimicos apropriados para a anadlise da estrutura molecular e a detecdo
guantitativa de produtos de degradacdo também devem fazer parte dos estudos de
estabilidade sempre que a pureza e as caracteristicas moleculares do medicamento o
permitirem (14).

O requerente do medicamento de biotecnologia deve desenvolver os dados de
estabilidade de suporte adequados e considerar as condi¢gGes externas que podem
afetar a poténcia, pureza e qualidade deste medicamento. Os dados primarios para
apoiar um periodo de armazenamento solicitado para qualquer substancia ou
medicamento devem ser sempre baseados em estudos de estabilidade em condicdes
reais, em tempo real e de longo prazo (14).

Relativamente ao produto final na embalagem, as informac¢ées de estabilidade
devem ser fornecidas em pelo menos 3 lotes do produto final representativo daquele

gue sera usado na escala de fabrico. Sempre que possivel, os lotes do produto final
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incluidos no teste de estabilidade devem ser derivados de diferentes lotes de material a
granel (14).

Os estudos de estabilidade realizados em matriz pretendem avaliar o
comportamento das substancias ativas no armazenamento por extrapolagdo. Apesar da
indicacdo de que os estudos de estabilidade dos medicamentos de biotecnologia
deverdo ser realizados a temperaturas reais e em tempos reais, é possivel estudar
apenas uns lotes e deduzir dai o comportamento de outros. E o caso, por exemplo de
estudar a estabilidade duma proteina terapéutica numa concentra¢do de 10 mg/ml e na
concentracdo de 100 mg/ml. Se os dados da estabilidade mostrarem suficiente
equivaléncia, podem ser extrapolados para uma solugdo da mesma proteina, nos
mesmos excipientes, na concentragdo de 50 mg/ml. J& a extrapolagdo para as
concentragdes de 5 mg/ml ou de 200 mg/ml ndo poderdo ser deduzidas dos dados
recolhidos. Os dados estatisticos de um estudo de estabilidade em que diferentes
fracoes de amostras sdo testadas em diferentes pontos de amostragem, sé deve ser
aplicada, quando a documentacdo adequada é fornecida e que confirma que a
estabilidade das amostras testadas representa a estabilidade de todas as amostras. A
matriz ndo deve ser aplicada a amostras com diferencas ndo representadas nas
amostras estudadas, como por exemplo, diferentes dosagens e diferentes recipientes,
pois ndo pode ser confirmado que os produtos respondam de forma semelhante as
mesmas condi¢cOes de armazenamento (14).

Relativamente ao perfil indicador de estabilidade, em geral, ndo existe um Unico
ensaio ou parametro indicador de estabilidade que traca o perfil das caracteristicas de
estabilidade de um medicamento biotecnoldgico. Estes indicadores da estabilidade de
uma proteina terapéutica sdo identificados caso a caso. O fabricante deve propor um
perfil indicador de estabilidade que forneca uma garantia de que as alteracGes na
estrutura, pureza e poténcia do produto serdo detetadas. Os testes a ser incluidos
constituirdo especificagcOes obrigatdrias da substancia ativa ou do medicamento (14).

O dossié que acompanha o pedido de AIM deve incluir um protocolo detalhado
sobre a avaliacdo da substancia ativa e do medicamento apoiado nas condi¢des de
armazenamento propostas e nos prazos de validade decorrentes dos estudos de

estabilidade. O protocolo deve incluir todas as informagBes necessdrias que
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demonstrem a estabilidade do medicamento biotecnolégico ao longo do prazo de
validade proposto, incluindo, especificacdes bem definidas e intervalos de teste (14).

Para fins de teste de estabilidade dos medicamentos de biotecnologia, é
necessario fazer parte deste, o estudo da poténcia. A poténcia é a habilidade ou
capacidade especifica de um medicamento atingir o efeito pretendido. Este estudo da
poténcia baseia-se na medicdo de algum atributo do medicamento e é determinada por
um método quantitativo adequado (14). Devem também fazer parte dos testes de
estabilidade dos medicamentos de biotecnologia, estudos da pureza, em que esta é um
termo relativo. Devido ao efeito de glicosilacdo, desamidacdo ou outras
heterogeneidades, a pureza absoluta de um medicamento de biotecnologia é
extremamente dificil de determinar. Assim, a pureza de um medicamento de
biotecnologia deve ser tipicamente avaliada por mais do que um método, devendo os
testes de pureza concentrarem-se em métodos para determina¢do de produtos de
degradacdo (14). O uso de metodologias analiticas fisico-quimicas, bioquimicas e
imunoquimicas relevantes deve permitir uma caracterizacdo abrangente da substancia
e do medicamento, como por exemplo, o tamanho molecular, carga, hidrofobicidadde
e a detecdo precisa de altera¢Ges de degradacdo que podem resultar da desamidacao,
oxidacdo, sulfoxidacdo ou fragmentacdo durante o armazenamento (14).

As condicOes de armazenamento mais relevantes sdo a temperatura, humidade,
luz, condicOes aceleradas e de stress, embalagem primaria e respetiva tampa e a
estabilidade apds reconstituicio do medicamento liofilizado, quando é este o caso. E
fortemente sugerido que os estudos sobre a substancia e o medicamento sejam
conduzidos sob condicGes aceleradas e de stress (14). Os estudos em condigGes
aceleradas podem fornecer dados de suporte Uteis para manutencdo do prazo de
validade, quando existam alteracbes no processo de fabrico. As informacdes de
estabilidade do medicamento, seja a temperatura de conservacao seja em condicoes de
stress, sdao importantes para o desenvolvimento futuro do medicamento, e preciosos
auxiliares na validagcdo de métodos analiticos para os estudos de estabilidade, ou gerar
informacgBes que possam ajudar a elucidar o perfil de degradacdo do medicamento (14).
Os estudos sob condicGes de stress, como por exemplo, a temperaturas elevadas, sdo
regulamentares e estdo previstos nas guidelines tanto para caracterizacdo da substancia

ativa e do produto final como para antecipar consequéncias em caso de exposi¢do
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pontual a estas situacOes. Sdo particularmente relevantes, para comparar as substancias
ativas ou produtos intermediarios ou finais, quando existem alteragdes significativas no
processo de fabrico, como atrds se referiu. E também com base nestes perfis de
degradacdo das substancias ativas quando expostas a condicdes de stress, que
permitem a comparacdo dos biossimilares. As condi¢des devem ser cuidadosamente
selecionadas caso a caso (14).

A embalagem primaria e respetiva tampa, devido as possiveis interacées com o
medicamento de biotecnologia, podem induzir alteracdes na estrutura da proteina
terapéutica e, consequentemente na qualidade e eficacia do medicamento. Os dados
devem ser fornecidos para todas as diferentes combinagGes de recipiente/tampa que
serdo comercializadas (14). Para além dos dados padrdo necessarios para um frasco para
injetdveis de uso Unico convencional, por exemplo, o requerente deve demonstrar que
a tampa usada com um frasco para injetaveis de dose multipla é capaz de suportar as
condicGes de repetidas insercbes e retiradas de modo que o medicamento retenha a
sua poténcia e pureza total e qualidade pelo periodo maximo especificado nas
instrucbes de uso em recipientes, embalagens e folheto informativo. Por fim, a
estabilidade do medicamento liofilizado apds a sua reconstituicdo deve ser
demonstrada para as condi¢Oes e o periodo maximo de armazenamento especificados
nos recipientes, embalagens e folhetos informativos (14).

Relativamente a frequéncia de testes sabe-se que o prazo de validade dos
medicamentos biotecnoldgicos pode variar entre dias a varios anos, sendo dificil tracar
diretrizes uniformes em relagdo a duracdo do estudo de estabilidade e frequéncia de
testes que seriam aplicaveis a todos os tipos de medicamentos de biotecnologia (14).

Cada medicamento deve manter as suas especificacbes dentro dos limites
estabelecidos de seguranca, pureza e poténcia ao longo do prazo de validade proposto.
Estas especificacOes e limites devem ser derivados de todas as informacdes adquiridas
através dos estudos laboratoriais, pré-clinicos e clinicos, usando os métodos estatisticos

apropriados (14).
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5. Biossimilares

Um medicamento genérico deve conter o mesmo principio ativo do
medicamento original, mas no caso de uma proteina terapéutica, isto é quase
impossivel. Isto acontece porque ha diferencas nas condi¢cdes do sistema de expressdo
e do meio de cultura, para além das pequenas mudancas no processo de purificacdo da
proteina terapéutica que podem afetar a sua atividade e quantidade (1). Segundo a
Organizacdao Mundial de Saude, denomina-se biossimilar o medicamento bioldgico e de
biotecnologia que ¢ similar em termos de qualidade, seguranca e eficacia ao
medicamento biologico e de biotecnologia de referéncia ja aprovado (15). O
desenvolvimento de um biossimilar consiste em demonstrar a biossimilaridade, ou seja,
a alta similaridade em termos de estrutura, atividade bioldgica, perfil de eficacia, de
seguranca e de imunogenicidade. A demonstracdo da biossimilaridade assenta em
estudos exaustivos de comparabilidade com o medicamento de referéncia. Ao
demonstrar a biossimilaridade, evita-se uma repeticdo desnecessaria de todos os
ensaios clinicos ja realizados com o medicamento de referéncia (16).

Esta comparabilidade é delineada por trés etapas, especificamente concebidas
para cada produto. Os conhecimentos provenientes dos estudos iniciais de
comparabilidade da qualidade, referentes a primeira etapa, sdo utilizados para
determinar o teor e o tipo dos estudos ndo clinicos (segunda etapa) e clinicos (terceira
etapa) necessarios para a proxima etapa do desenvolvimento, sempre com o intuito de
excluir do desempenho clinico as diferencas entre o biossimilar e o medicamento de
referéncia (16). Detalhadamente, na primeira etapa fazem-se estudos comparativos da
gualidade, que consiste em estudos in vitro onde comparam a estrutura das proteinas e
a funcdo bioldgica. Na segunda etapa, os estudos ndo clinicos comparativos, incluem
estudos farmacodindmicos in vitro, que se debrugcam sobre a ligacdo e a ativacdo dos
recetores fisiologicos e sobre os efeitos fisioldgicos imediato nas células. Os estudos
farmacodinamicos in vivo sé serdao efetuados se ndo existir um modelo in vitro
adequado. Os estudos toxicoldgicos in vivo s6 sdo necessarios em determinados casos,
por exemplo, quando o biossimilar é produzido num novo tipo de célula ou organismo,
ou quando a formulacdo inclui novos excipientes que ndo foram utilizados

anteriormente. Na terceira etapa, os ensaios clinicos sdo adaptados na perspetiva de
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confirmar a biossimilaridade e abordar quaisquer questdes que possam ter ficado sem
resposta em anteriores estudos clinicos ou funcionais (16).

Neste sentido, na UE, a aprovacgao dos biossimilares, da mesma forma que para
os medicamentos de biotecnologia, segue uma via centralizada através da EMA. A
recomendacdo final para autorizacdo de medicamentos biossimilares é produzida pelo
Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) da EMA. Na maioria dos casos,
os testes clinicos comparativos do medicamento biossimilar deve incluir uma avaliagdo
robusta de seguranca e confirmacdo de eficacia em populagcbes de doentes apropriadas
(1).

Realcar que, os biossimilares de insulina aprovados em Portugal, sdo a insulina
glargina com o nome comercial Abasaglar (17) e Semglee (18) e, a insulina lispro (soltvel)
com o nome comercial Insulina Lispro Sanofi (19), embora esta ndo esteja

comercializada em Portugal.
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6. Aprovacao de Medicamentos de Biotecnologia

Os pedidos de AIM de medicamentos de biotecnologia, incluindo os
biossimilares, sdao avaliados por procedimento centralizado pela EMA. A comissdo
Europeia emite as decisOes finais relativas as autorizagdes destes medicamentos com
base nos pareceres cientificos da EMA. A AIM resultante é valida em todos os Estados
Membros da EU (20).

A maioria das diretrizes do International Conference on Harmonization (ICH)
contém as informagdes sobre qual a documentagdo necessaria para um pedido de AIM.
Em 2000, o ICH publicou uma diretriz muito importante sobre o dossier Common
Technical Document (CTD), pois é util para todos os envolvidos que os documentos
sejam estruturados de forma semelhante para diferentes regides (21). O CTD estd
organizado em cinco mddulos onde relne todas as informagdes de qualidade, seguranga
e eficacia. O mdédulo 1 é especifico da regido e os mdédulos 2, 3, 4 e 5 devem ser comuns

a todas as regides (22).

Not part
of the CTD

Module 2

Figura 6.1. Organizagdo do Dossier Técnico Comum (adaptado de (22))

21



Na figura 6.1, esta representada a organizacdo do CTD em forma de triangulo,
onde mostra que quanto mais ampla for a sec¢do, maior é a quantidade necessaria de
documentacao.

Nos mddulos 3,4 e 5 contém a documentagdo completa e detalhada que abrange
a qualidade, seguranca e eficacia. No moédulo 2, incluem-se resumos gerais sobre cada
tdpico, sdo versdes condensadas para melhorar a legibilidade do dossier. Relativamente

ao modulo 1, cada regido deve elaborar o seu préoprio modulo 1 (21).
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7. Impacto do avango da biotecnologia no tratamento da diabetes
mellitus

A DM é uma doenca cronica, definida pelo aumento dos niveis de glucose no
sangue. A DM é reconhecida como uma epidemia global emergente que representa uma
das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (23). Pessoas com
DM, tém um risco aumentado de desenvolver complicacbes microvasculares que
incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia e, complicagdes macrovasculares que
incluem doenca cardiaca coronaria, acidente vascular cerebral e doenca vascular
periférica (24). Estes problemas de salde resultam em custos mais elevados de cuidados
médicos, reducdo da qualidade de vida e aumento da mortalidade (25).

A DM tipo 1 é uma doenga autoimune na qual as células B pancreaticas,
produtoras de insulina, sdo destruidas pelo sistema imunitario, resultando numa
deficiente ou inexistente producdo de insulina (26). J& os principais defeitos
fisiopatoldgicos da DM tipo 2 sdo a secrecdo de insulina progressivamente prejudicada
pelas células B pancredticas e a resisténcia a insulina pré-existente no musculo
esquelético, figado e tecido adiposo (27). As células B pancredticas estdo
metabolicamente ligadas a manutencdo da homeostasia glicémica, sendo o principal
regulador da secrecdo de insulina, a concentracdao de glucose plasmatica presente.
Embora a concentragdao de glucose presente no plasma seja o mediador primario na
regulacdo da secrecdo de insulina, podem também contribuir nesta regulacdo os
aminodcidos, acidos gordos, incretinas, alguns neurotransmissores e certas hormonas
hipofisarias (28).

A insulina é necessaria para transportar a glucose para as células e facilita a
absorcdo e o armazenamento de acidos gordos e de aminodacidos. Esta liga-se ao seu
recetor que esta presente na superficie celular e esta interagdo estimula uma cascata de
reacOes intracelulares, cada uma catalisada por uma enzima diferente, que resulta na
producdo da proteina GLUT4, chamada de transportador de glucose (29). Esta proteina
migra para a superficie da célula facilitando a entrada de nutrientes moleculares
maiores, como a glucose. A insulina estimula as enzimas que produzem glicogénio e
gordura, e suprime as enzimas que cessam este processo, sendo este, vital para o

processo metabdlico (29). Na auséncia de insulina, o processo é muito rapido, e o
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organismo ndo consegue utilizar os metabolitos produzidos e é criado um estado
catabdlico. O figado também pode produzir glucose a partir das proteinas e do glicerol.
Este processo resulta em hiperglicemia, seja de deficiéncia, ou de resisténcia de insulina
(29).

Neste sentido, a deficiéncia de insulina resulta na reversdo de processos vitais.
Na DM tipo 1, a glucose ndo consegue entrar nas células e acumula-se no sangue,
levando a uma hiperglicemia, colocando em causa a vida do doente, se ndo for tratada.
Esta hiperglicemia resulta em sintomas tipicos como polilria (excesso de urina), levando
consequentemente a polidipsia (sede excessiva) para compensar a perda de agua,
seguida de polifagia (excesso de fome) (29). Quando a ingestdo de alimentos e liquidos
ndo esta em proporcdo com as perdas, ocorre desidratacdo e deficiéncia eletrolitica. Os
acidos gordos e glicerol sdo libertados no sangue e transportados para o figado, onde
sdo convertidos em corpos cetonicos. Estes sdo produzidos mais rapidamente do que as
células sdo capazes de utilizar, levando a uma acumulagdo que provoca acidose. O
resultado final é a cetoacidose que pode levar a coma e morte, se ndo for tratada. A
cetoacidose é uma doenga comum em doentes com DM tipo 1, e raramente acontece
em doentes com DM tipo 2 (29).

Na DM tipo 2 existem muitos genes envolvidos, em que a maioria dos quais ainda
ndo foi identificado. Estes genes controlam varias etapas quimicas relativamente a acdo
das células 3 pancreadticas, secrecao de insulina, agao da insulina e produgdo do recetor
da insulina pela célula. Uma modificacdo em qualquer um desses genes pode interferir
na producdo das enzimas, bloqueando assim, a acdo da insulina. Este bloqueio pode
interferir na captacdo da glucose pela célula, aumentar a producdo de glucose pelo
figado, afetar a absorcdo de glucose e acidos gordos e aumentar a degradacdo dos
triglicéridos, causando muitas outras disfuncdes (29).

A hiperglicemia crdnica esta associada a complicacdes a longo prazo e a faléncia
de diferentes 6rgdos, em especial aos olhos, rins, coracdo e nervos periféricos (30).

O tratamento da DM tipo 1 consiste na substituicdo externa das fung¢des das
células B pancreaticas com o objetivo de atingir os niveis sanguineos de glucose ideais,
o que faz com que estes individuos necessitem de insulina para viver. Esta abordagem
significa que os niveis de insulina devem imitar a secrecdo e acdo da insulina fisioldgica

(31). Em individuos com DM tipo 2, quando os antidiabéticos orais ndo conseguem
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regularizar os niveis sanguineos de glucose e HbAlc, a insulina pode ser utilizada em
associacdao ou mesmo em monoterapia (32).

Os objetivos do tratamento passam por melhorar os sintomas, reduzir o risco de
complicacdes microvasculares e macrovasculares, reduzir a mortalidade e melhorar a
gualidade de vida (24).

A previsdo do tempo de vida é mais baixa em doentes com DM tipo 1
comparativamente a doentes com DM tipo 2, devido a incidéncia relativamente maior
de doencas cardiovasculares e disturbios metabdlicos agudos nos primeiros (32).

Antes dos avancos da biotecnologia e mesmo com a descoberta da insulina
animal, as pessoas com DM tipo 1 morriam precocemente, inclusive criangas. Isto
porque, apesar da semelhanca entre a insulina suina e a insulina humana, eram sempre
extratos animais administrados a humanos, o que induzia uma resposta imunoldgica no
individuo humano que se manifestava como efeitos indesejaveis, por vezes, fatais. Com
a biotecnologia, tudo mudou. Passou a ser possivel produzir insulina com a mesma
sequéncia de aminoacidos da insulina humana, garantido seguranca e efetividade na

administracao.
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8. Insulina

A insulina, descoberta em 1920 por Banting and Best, desenvolvida através da
extracdo dainsulina do pancreas de bovinos e suinos, representou uma grande evolugdo
na medicina, em que apenas 3 anos mais tarde, a insulina suina é industrializada (33).
No entanto, para controlar os valores sanguineos de glucose, eram necessarias varias
administracdes por dia, causando ao doente abcessos graves para além, dos problemas
de imunogenicidade que ocorriam. Foram feitas varias tentativas com o intuito de
retardar a absorcdo para reduzir o numero de injecGes necessarias por dia, levando ao
desenvolvimento de Lente, Semilente, Ultralente, Monotard (70% Ultralente / 30%
Semilente) e Insulina Protamina-Zinco que permaneceram até 2004/2005 (34).

Contudo, tornou-se necessario desenvolver insulinas que melhor imitassem a
secrecdo e acdo da insulina fisiolégica e, que permitissem ultrapassar o problema da
imunogenicidade. Assim, desenvolveu-se, em 1982, a primeira insulina humana
biossintética, Humulin, produzida em bactérias E. Coli, através da tecnologia de DNA
recombinante (35). Esta importante conquista, foi o resultado de uma vasta rede de
avancos cientificos que comecaram na década de 1950 com estudos da estrutura de
DNA por Watson e Crick e estudos da insulina por Sanger (35). O facto da E. Coli ter sido
a escolha para o sistema de expressao baseia-se na sua cinética de crescimento rapido,
sendo o seu tempo de duplicacdo de cerca de 20 minutos, a facilidade de alcancar
culturas de alta densidade celular, producdo a partir de componentes baratos e
prontamente disponiveis, e pela transformacdo com DNA exdgeno facil e rédpida, em
apenas 5 minutos (36). Atualmente, a insulina é produzida também em células de
Saccharomyces cerevisiae e Pichia Pastoris, pois tal como a E. coli, estas células crescem
rapidamente e sdo muito faceis de manusear, sendo passiveis de varias manipulacdes
genéticas. Pichia Pastoris em comparag¢ao com a Saccharomyces Cerevisae oferece uma
grande vantagem na glicosilacdo de proteinas secretadas porque nao hiperglicosila as
proteinas heterdlogas, podendo estas, ser mais adequadas para uso terapéutico (37).

Em individuos ndo diabéticos, apds ingestdo de alimentos, os niveis de
concentracdo de insulina aumentam relativamente rapido, num periodo entre 30 a 45

minutos seguido de um declinio para os niveis normais apds 2-3 horas (38).
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Apds a administracdo da insulina humana regular, sendo que esta é de acao
curta, a concentracdo glicémica pode atingir o pico tarde demais e o seu efeito pode
durar muito tempo. Estudos de individuos com diabetes conduzidos por Bashkar et al
(39) e Gardner et al (40) mostram que o efeito do pico provocado pela insulina regular
ocorre entre 2 a 6 horas apds a administracdo desta e os seus efeitos podem prolongar-
se até 16 horas. Consequentemente, isto leva a hiperglicemia pds-prandial precoce
seguida de uma hipoglicemia antes da refeicdo seguinte. Da mesma forma, a insulina de
acdo intermédia, NPH, é incapaz de fornecer um nivel basal de insulina estavel e
continuo. Com estas limitacGes identificadas, desenvolveram-se analogos de insulina,
através da tecnologia de DNA recombinante. Os analogos de insulina sdo moléculas
produzidas pela modificacdo da estrutura da proteina nativa, resultante da alteracdo
das propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e farmacodinamicas (38).

O objetivo é reduzir a hiperglicemia e a hipoglicemia, diminuir a variabilidade da
eficacia nos doentes, melhorar a qualidade do controlo glicémico e, consequentemente,
reduzir os riscos de complicacdes a longo prazo (34).

Estimou-se que em 2017, 451 milhGes de pessoas tinham diabetes, com um
aumento projetado, em 2045, para 693 milhdes de pessoas, a nivel global. Portanto,

prevé-se que a necessidade de insulina aumente drasticamente (25).

8.1. Estrutura da insulina

A insulina é uma pequena proteina globular (41), com peso molecular de 5734
Da (42), sintetizada nas células 3 pancreaticas e excretada na forma de polipéptido (41).
A insulina, composta por duas cadeias, contendo a cadeia A 21 aminoacidos e a cadeia
B, 30 aminoacidos, esta ligada por duas pontes dissulfidricas, A7-B7 e A20-B19, e tem
uma ponte dissulfidrica adicional intra-cadeia, na cadeia A, nas posicoes A6-Al1l. O

nucleo hidrofébico da insulina é composto por quatro elementos estruturais: a hélice
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central da cadeia B (B9-B19), a ponte de dissulfeto A20-B19, a hélice C-terminal da
cadeia A (A13-A19), e uma volta B em B20-B23 (43). Na figura 8.1, esta representada a

estrutura primaria da insulina humana (44).
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Figura 8.1. Estrutura primdria da insulina humana (adaptado de (44))

Tendo por base a estrutura secundaria e terciaria da insulina, esta contém duas
o, hélices de A2 para A8 e de A13 para A20, e de uma Unica a hélice na cadeia B de B9
a B19. Enquanto que as hélices da cadeia A e a hélice da cadeia B sdo estruturalmente
estaveis, os segmentos B25-B30 e B1-B8 sdo variaveis na sua conformacao (45).

O mecanismo de acdo da insulina baseia-se na diminuicdo dos niveis de glucose
no sangue pela estimulacdo da captacdo de glucose periférica, especialmente pelo
musculo esquelético e pelo tecido adiposo, e também por inibicdo da producdo de
glucose pelo figado. Para além disso, a insulina inibe a lipdlise nos adipdcitos, inibe a
protedlise e estimula a sintese proteica (46).

Assim, a acdo da insulina é mediada pelo seu recetor, uma glicoproteina
transmembranar com atividade intrinseca chamada tirosina quinase. O recetor do fator
de crescimento (IGF-1) e o recetor da insulina exibem uma estrutura homologa, pois
compartilham mais de 80% de identidade na sequéncia de aminoacidos no dominio
guinase, mas tém baixa identidade na sequéncia de aminodcidos no dominio
extracelular (47). Os aminoacidos da molécula de insulina essenciais para a ligacdo ao
seu recetor sdo A1Gly, A2lle, A3Val, A19Tyr, B6Leu, B12Val, B23Gly, B24Phe, B25Phe,
enguanto que, alteracdes nas regides B10 e B26 a B30 na molécula de insulina, alteram

a sua afinidade com o recetor IGF-1, melhorando esta ligacdo (48). No entanto, a
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constante de afinidade de ligagdo ao recetor (10°) é muito maior do que a constante de
dimerizacdo (10°) (49).

A ligacdo recetor-insulina pode ser comprometida devido a uma alteracdo na
estrutura terciaria, em que diminui a ligacdo da insulina ao recetor. Outro fator que leva
ao comprometimento desta ligacdo, é quando ha modificagdes nos aminoacidos
integrados na regido de ligacdo recetor-insulina, que faz com que a ligacdo total ao
recetor, ndo seja alcancada. A ligacdo ao recetor, que é obtida por interacdes
hidrofdbicas e formacao de ligacGes de hidrogénio especificas podem também levar ao
comprometimento da ligacdo. As ligacGes de hidrogénio contribuem para a estabilidade
do complexo recetor-hormona. No entanto, alteracdes fora da regido de ligacdo da
insulina ao recetor, podem, mesmo assim, afetar esta ligacao (49).

Com base neste conhecimento, foi possivel desenvolver andlogos de insulina,
preservando a ligacao da insulina ao recetor, mas com pequenas alteragdes noutras

propriedades.

8.2 Tipos de insulina

8.2.1. Analogos de insulina de agdo rapida

Os primeiros analogos de insulina de acdo rapida foram projetados para formar
hexameros de insulina menos estaveis que, apds a injecdo subcutanea, rapidamente se
dissociam em dimeros e mondmeros, o que permite uma absorg¢do nos vasos sanguineos
mais rapida, comparativamente a insulina humana regular. Isto é possivel, alterando a
sequéncia de aminoacidos da insulina humana regular. A regido B26-30 da molécula de
insulina ndo é fulcral na regido de ligacdo desta ao seu recetor, no entanto, é importante
na dimerizacdo. Portanto, modificagcdes estruturais na insulina, geram analogos de

insulina com tendéncia minima para a autoassociacdo e com afinidade inalterada para
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o seu recetor. Este perfil de acdo permite uma reducdo do tempo entre a injecdo e o
inicio da refeicdo, fornecendo a combinacdo ideal entre o perfil de acdo da insulina e os
valores sanguineos de glucose pds-prandiais desejados (38).

Neste momento, ha trés analogos de insulina de acdo rapida, disponiveis para
uso clinico na Europa e nos EUA, sendo estes a insulina lispro, insulina aspartico e a
insulina glulisina (31). Recentemente, foi desenvolvida ainda, a insulina aspartico soluvel
com acdo ultra rapida (50).

A insulina lispro foi aprovada em 1996, e é reconhecida como um analogo de
insulina de acdo rapida e curta duracdo de a¢do (38). Ainsulina lispro é produzida em E.
Coli através da tecnologia de DNA recombinante (51) e difere da insulina humana regular
pela inversao da prolina na posicdo 28 da cadeia B com a lisina na posicdo 29 da mesma
cadeia (LysB28, ProB29). A figura 8.2 ilustra esta alteracdo de aminoacidos. Apesar da
afinidade de ligacdo da insulina lispro ao recetor IGF-1 ser ligeiramente maior com esta
modificacdo, ndo é o suficiente para causar uma diferenca na atividade do crescimento

celular (38).
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Figura 8.2. Sequéncia de aminodcidos da insulina humana regular e da insulina lispro (adaptado de (31))

Relativamente as formulagcbes da insulina humana regular e da insulina lispro,
estas sdo hexameros estabilizados com ides de zinco e conservantes fendlicos para
garantir 2 anos de validade a 42C. No entanto, a formulacdo da insulina lispro, apds

injecdo, dissocia-se, instantaneamente, em subunidades monoméricas (52), pois é nesta
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forma que a insulina é reconhecida pelo seu recetor para desencadear uma resposta
bioldgica (53).

Estudos farmacocinéticos mostram que, na primeira hora apds a injecdo, a
concentracdo plasmatica maxima da insulina lispro é duas vezes maior
comparativamente a concentracdo plasmatica da insulina humana regular. Quando
comparado o tempo maximo, a concentracdo da insulina lispro é aproximadamente
metade, da insulina humana regular. A concentracdo da insulina lispro diminui para
niveis inferiores a 20% das concentracdes maximas, 4 horas ap0s a injecdo. Isto permite
gue, a insulina seja administrada apenas 15 minutos antes da refeicao (54)(55).

A insulina lispro pode ser usada em varias combinacdes de insulinas para o
tratamento da DM tipo 1 (53). Num estudo, em que a insulina lispro foi combinada com
NPH, em cada refeicdo, em proporcdes varidveis, verificou-se que a frequéncia de
hipoglicemia diminuiu cerca de 35%, bem como a HbAlc comparativamente a doentes
a fazer a combinacdo deinsulina humana regular com NPH (56). A adicdo de NPH, resulta
numa melhoria da glicemia pré-prandial e em jejum, fazendo com que permanecam
concentragOes adequadas de insulina no sangue entre refei¢cdes (53).

A insulina aspartico, produzida em Saccharomyces cerevisae por tecnologia de
DNA recombinante (57), aprovada para uso clinico nos Estados Unidos em 2000 (38),
difere da insulina humana regular pela substituicao da prolina pelo acido aspartico, de
carga negativa, na posicdo 28 da cadeia B. A figura 8.3 ilustra esta alteracdo de
aminodcidos. Esta substituicdo apenas leva a pequenas modificacdes locais tendo pouco
efeito na conformacdo geral. A repulsdo de carga, gerada por esta substituicdo, contribui

para a dissociacdo rapida em mondmeros logo apds a injecdo (53).
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Figura 8.3. Sequéncia de aminodcidos da insulina humana regular e da insulina aspdrtico (adaptado de (31))
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A afinidade de ligacdo da insulina aspartico ao recetor IGF-1 é semelhante a
observada pela insulina humana (58). O perfil de acdo da insulina aspartico é semelhante
ao perfil de acdo da insulina lispro (59), sendo a absor¢cdo da insulina aspartico, em
média, duas vezes mais rapida alcancando niveis de concentrac¢do de insulina duas vezes
maiores comparativamente a insulina humana (53).

Um estudo multicéntrico, com doentes diabéticos tipo 1, a fazer administracdo
da insulina aspartico antes das refeicbes, mostrou que houve uma reducao de 50% nos
principais eventos hipoglicémicos comparativamente a insulina humana (60).

Ainsulina aspartico ultra rapida é uma nova formula¢do da insulina aspartico que
contém adicionalmente, a niacinamida e L-arginina. A niacinamida proporciona uma
absorcdo inicial mais rapida na corrente sanguinea, aumentando a abundancia inicial de
mondmeros de insulina aspartico no tecido subcutaneo resultando num efeito
vasodilatador e a L-arginina funciona como um agente estabilizador (50).

O perfil farmacolégico melhorado e com maior agdo redutora dos niveis precoces
de glucose através do tratamento com insulina aspartico ultra rapida em comparacao
com a insulina aspartico sugere que, a primeira, € mais vantajosa para pessoas com
diabetes que usam infusdo subcutanea continua de insulina (CSIl). O controlo da glucose
pos-prandial com terapia com CSll, permanece limitado pela farmacocinética dos
analogos de insulina de ac¢do rapida (50).

Numa andlise de seis estudos clinicos, em adultos com DM tipo 1, a insulina
aspartico ultra rapida administrada por injecdo subcutanea, demonstrou um inicio na
circulagdo sanguinea 5 minutos mais cedo, duas vezes maior exposicdo precoce a
insulina e efeito de reducdo de glucose inicial de 74% dentro dos primeiros 30 minutos,
em comparacdo com a insulina aspartico. Quando administrado por meio de CSll, o
desvio a esquerda no perfil farmacoldgico da insulina aspartico ultra rapida versus
insulina aspartico, parece ser ainda maior em comparagdo com a inje¢do subcutanea.
Nos adultos com DM tipo 1 usando CSII, a insulina aspartico ultra rdpida demonstra uma
reducdo da glucose de 100% nos primeiros 30 minutos, 3 vezes mais, em comparacao
com ainsulina aspartico. Isto acontece devido ao fornecimento continuo de niacinamida
numa configuracdo CSIl dado que, aumenta mais a taxa de dissociagdo do mondmero

de insulina. Isto também é possivel devido ao menor tamanho do depdsito de CSlI,
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comparativamente ao da injecdo subcutanea que, contribui para a cinética acelerada da
insulina aspartico ultra rapida (50).

A insulina glulisina é produzida em E. Coli por tecnologia de DNA recombinante
(46). A estrutura molecular da insulina glulisina difere da insulina humana regular pela
substituicdo de asparagina por lisina na posicdo 3 da cadeia B, e pela substituicdo de
lisina por acido glutamico na posicdo 29 da mesma cadeia (Lys3B, Glu29B). Esta
alteracdo de aminodcidos é ilustrada na figura 8.4. Em contraste com as insulinas lispro
e aspartico, a insulina glulisina contém na sua estrutura polissorbato 20 ao invés de

zinco.
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Figura 8.4. Sequéncia de aminodcidos da insulina humana regular e da insulina glulisina (adaptado de (31))

Varios estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos que compararam ainsulina
glulisina concomitantemente com as insulinas aspartico e lispro, verificaram que a
insulina glulisina tem um inicio de acdo ligeiramente mais rapido, particularmente, em
doentes obesos (31). Pensa-se, que isto, deve-se ao facto da formulagdo da insulina
glulisina ndo conter zinco, pois este atrasa a absorc¢do e a acdo das insulinas lispro e
aspartico comparativamente a insulina glulisina (61). Por outro lado, as insulinas lispro
e aspartico sdo mais estaveis em infusdo, que faz com que haja menos problemas de
coagulacdo e obstrucdo dos cateteres, comparativamente a insulina glulisina (31).

A hiperglicemia pode ser sintomatica ou pode ser detetada através da
monitorizacdo dos valores de glucose e, esta pode ser corrigida de forma mais eficaz

com um andlogo de insulina de acdo répida (53).
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Figura 8.5. Perfil farmacocinético das insulinas de ag¢do rdpida e ultra rdpida (adaptado de (31))

Através do grafico, na figura 8.5, podemos comparar o perfil de acdo da insulina
humana regular com os andalogos de insulina de agdo rapida, nomeadamente, insulina
aspartico, insulina lispro e insulina glulisina e, ainda, com o analogo da insulina aspartico
de acdo ultra rapida. Analisando o comportamento destas, conclui-se que os analogos
de insulina tém um inicio de acdo mais rapido, um pico mais elevado, e a sua duragdo
de acdo é mais curta comparativamente a insulina humana regular. Comparando ainda,
a insulina aspartico ultra rapida com os restantes andlogos podemos verificar que ha
diferencas no perfil farmacocinético, sendo a curva da insulina aspartico ultra rapida
deslocada para a esquerda relativamente aos restantes analogos, o que faz com que

tenha um inicio de acdo ainda mais rapido e que atinja o pico mais cedo (31).
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8.2.2. Analogos de insulina de agdo lenta

As insulinas de acdo intermédia disponiveis eram a NPH, Lente, Ultralente e uma
mistura de 30% de Semilente e 70% Ultralente, mas estas apresentavam varios defeitos
farmacocinéticos e farmacodinamicos. Apds injecdo da insulina NPH ou Lente, o perfil
de atividade mostra um pico precoce, cerca de 4 a 5h apds a injecdo e, 5a 6 h apds o
pico, ha um declinio da acdo. Isto contribui para a hipoglicemia nas primeiras horas
durante a noite (53). Deste modo, os doentes com DM1, necessitam de quantidades
varidveis de insulina durante a noite, sendo que necessitam de menor quantidade entre
as 00h0O0 e as 3h00 e consequentemente, um aumento de cerca de 30% entre as 4h00
e as 7h00 (62). Assim, foi necessario desenvolver analogos de insulina de agdo lenta, de
modo a retardar e a estabilizar a absorc¢do da insulina.

Os primeiros andlogos de insulina de acdo lenta aprovados foram a insulina
detemir e a insulina glargina. Uma possibilidade para tornar a acdo da insulina lenta é
elevar o ponto isoelétrico da insulina humana, passando o PH de 5,4 para um PH neutro,
tornando o analogo menos soltuvel ao PH fisiolégico no local de injecdo (38). Assim, a
preparacao de insulina resultante é soluvel em solucdo acida, mas apos inje¢do, no
tecido subcutdaneo onde o PH é neutro, precipita em microcristais. A outra possibilidade
¢ uma modificacdo que promova a ligacdo a albumina que, consequentemente,
aumentara o tempo de semi-vida no plasma prolongando o perfil de agdo (53). A
albumina serve como uma proteina de transporte multifuncional, que esta presente no
fluido do tecido subcutaneo e, usufrui de uma taxa de eliminacdo lenta (38).

A insulina detemir, produzida em Saccharomyces cerevisiae por tecnologia de
DNA recombinante (63), € um andlogo de insulina basal solivel, com PH neutro, em que
na posicdo 30 da cadeia B a treonina foi removida e um acido gordo de 14 carbonos foi
adicionado a lisina na posicdo 29 da cadeia B. Esta alteracdo na sequéncia de
aminodcidos é ilustrada na figura 8.6. Estas modificacdes facilitam a autoassociacdo das
moléculas de insulina em di-hexameros no local da injecdo, facilitando também a

ligacdo, reversivel, a albumina, no tecido e na corrente sanguinea (31).
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Figura 8.6. Sequéncia de aminodcidos da insulina NPH e da insulina detemir (adaptado de (31))

Os estudos que investigam o comportamento da insulina detemir, em doentes
com DM1, relatam uma diminuicdo notavel na hipoglicemia noturna. Contudo, ndo se
verifica a reducdo dos niveis de HbA1c (31).

Num estudo de 26 semanas verificaram que havia uma menor probabilidade de
hipoglicemia noturna em doentes a administrar insulina detemir duas vezes ao dia do
gue em doentes a administrar insulina glargina uma vez ao dia (64).

Em todos os estudos, em que compararam a insulina detemir com a insulina NPH,
verificou-se que houve um menor ganho de peso e que até houve uma perda de peso
em doentes usando a insulina detemir como terapéutica (31).

A insulina Glargina, produzida em E. Coli por tecnologia de DNA recombinante
(65), aprovada pela Food and Drug Aministration (FDA) e pela EMA em 2000, resulta do
alongamento da extremidade C-terminal da cadeia B, ao qual foram adicionados dois
aminodacidos de Arginina, como também da substituicdo da Asparagina pela Glicina, na
posicdo 21 da cadeia A (A21Gly, B31Arg, B32Arg insulina humana) (38). Esta alteracdo

na sequéncia de aminoacidos é ilustrada na figura 8.7.
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Figura 8.7. Sequéncia de aminodcidos da insulina NPH e da insulina glargina (adaptado de (31))

Apods injecdo subcutanea, a insulina glargina precipita nos tecidos subcutaneos o
gue faz com que haja um atraso na absor¢do e prolongue a sua duracdo de acdo,
formando hexameros mais estdveis e mais densos comparativamente aos formados na
insulina humana (66). A insulina glargina tem maior afinidade com o recetor IGF-1
comparativamente a insulina humana. Um dos problemas associados a modificacdo da
estrutura dainsulina, € o aumento do risco de desenvolvimento de anticorpos e rea¢ées
adversas no local de injecdo. Contudo, isto ja acontecia aos doentes a usar a insulina
NPH como terapéutica (38). A insulina glargina esta disponivel comercialmente a 100U
e 300U (31).

Num estudo clinico de curto prazo, em doentes com DM tipo 1, a receber uma
injecdo por dia de insulina glargina concluiu-se que houve um controlo glicémico
semelhante ao controlo conseguido pela insulina NPH com 4 inje¢Ges diarias das
mesmas unidades totais (38).

A insulina Degludec, produzida em Saccharomyces cerevisiae por tecnologia de
DNA recombinante (67), resultou da remocdo da treonina na posi¢cdo 30 da cadeia B,
bem como da adi¢do de um acido gordo com 16 carbonos na posicao 29 da cadeia B, da
insulina Humana. Esta alteracdo na sequéncia de aminoacidos é ilustrada na figura 8.8.
Estas modificagOes permitem que haja formacado de cadeias de multi hexameros apds a
sua administracdo e ainda, que a albumina se ligue a insulina favorecendo, assim, um

perfil de acdo longo e estavel (31).
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Figura 8.8. Sequéncia de aminodcidos da insulina NPH e da insulina degludec (adaptado de (31))

Num estudo, em doentes com DM tipo 1, foram estudados os perfis
farmacocinéticos e farmacodinadmicos da insulina degludec comparativamente com a
insulina glargina e concluiu-se que o tempo de semi-vida de acdo da insulina degludec
foi de 25,4h e dainsulina glargina foi apenas de 12,1h (68). Foi demonstrado, em ensaios
clinicos, que uma administracdo por dia da insulina degludec, ndo leva a uma
acumulacdo de insulina ativa, mas leva a uma reserva estavel de insulina, resultando
num perfil de acdo de insulina estavel. O facto da insulina degludec apresentar uma
duracdo de acdo muito longa permite uma grande flexibilidade na administracdo desta
tendo-se estabelecido um intervalo de tempo entre as administracées entre 8h a 40h
(31). Em contraste, € mandatério que as insulinas glargina e detemir sejam
administradas no mesmo horario, diariamente, para manter uma cobertura adequada
de insulina basal. Um pequeno estudo observacional demonstrou que, em doentes com
DM tipo 1, a administrar insulina glargina ou detemir duas vezes ao dia alteraram para
a insulina degludec uma vez ao dia, em doses menores, obtiveram melhores resultados
relativamente aos niveis de HbAlc, risco de hipoglicemia e a satisfacdo do tratamento.
Ainsulina degludec esta disponivel comercialmente em duas formulagdes: 100U e 200U

(31). Apesar de, em Portugal, apenas ser comercializada a dose de 100U/mL.
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Figura 8.9. Perfil farmacodindmico das insulinas de agdo lenta (adaptado de (31))

Na figura 8.9, os perfis de acdo farmacocinética ndo podem ser comparados
porque as insulinas detemir e degludec sdo principalmente ligadas a albumina e, neste
sentido, as concentragdes totais de insulina ndo fornecem informacgdes Uteis sobre os
perfis de acdo. Portanto, este grafico compara apenas a acdo farmacodindmica da
insulina NPH com os andlogos de insulina de acdo lenta, nomeadamente, as insulinas
degludec, detemir e glargina, no estado estacionario. A diferenca no perfil de agcdo entre
uma Unica injecdo e o estado estacionario é particularmente importante para as
insulinas com um tempo de semi-vida superior a 12 horas (insulina glargina U300 e
insulina degludec) (31).

Devido as caracteristicas farmacocinéticas dos analogos de insulina, os doentes
com DM tipo 1 e tipo 2, conseguem alcancar o perfil de insulina ideal, o mais
semelhante possivel ao da insulina fisioldgica, melhorando o controlo metabdlico e o

estilo de vida (53).
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8.2.3 Esquemas de insulina que hoje se preconizam para tratar a diabetes mellitus
tipo1l

Na DM tipo 1, os esquemas terapéuticos com insulina, devem ser
individualizados e devem adaptar-se ao perfil glicémico do doente e ao seu estilo de
vida. A dose didria total inicial de insulina em adultos varia de 0.2 a 0.4 unidade/kg/dia.
Em criancas, a dosagem didria inicial serd de 0.5 a 1 unidade/kg/dia e, durante a
puberdade, as necessidades podem aumentar até 1.5 unidade/kg/dia. E possivel
elaborar esquemas de multiplas inje¢Ges diarias, com base na preferéncia do médico e
do doente e modifica-los de acordo com os dados da glucose que sdo consistentemente
monitorizados (69).

Pode-se usar a combinacdo de insulina de a¢do lenta (insulina detemir, degludec
ou glargina) numa dosagem basal e insulina de acdo rapida (insulina lispro, aspartico ou
glulisina) numa dosagem em bélus (69).

Quando se fala em Insulinoterapia basal recomenda-se a insulina detemir duas
vezes por dia, ou em alternativa, a insulina glargina uma vez por dia se o doente nao
tolerar a insulina detemir ou por preferir apenas uma administracdo por dia. Se houver
preocupacdo especifica com hipoglicemia noturna, a melhor opg¢ado € a insulina degludec
uma vez por dia (70).

No que diz respeito a insulinoterapia em bélus, as insulinas de acdo rapida, a
insulina lispro, a insulina aspartico e a insulina glulisina sdo a op¢do de primeira linha

(70).

8.2.4. Insulinas Pré-misturas ou Bifasicas

As Insulinas Pré-misturas ou bifasicas foram desenvolvidas para uma melhor
regulacdo dos valores de glucose no sangue e reduzir o numero de administracdes
diarias necessdarias, fornecendo caracteristicas de acdo rapida e de acdo intermédia
numa sé formulacdo. Embora ndo houvesse um algoritmo fixo para a dosagem de
insulina a administrar, uma abordagem comum era administrar 2/3 da insulina diaria
total antes do pequeno-almoco e 1/3 antes do jantar numa proporc¢do de 2:1 de NPH e

insulina de zinco cristalina (também chamada de insulina regular) e na proporg¢do de 1:1
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antes do jantar. Os doentes tinham que misturar as insulinas, administrando
primeiramente a insulina humana regular e de seguida administrar a NPH. Esta
abordagem de tratamento levou ao desenvolvimento de pré-misturas, tornando
possivel uma proporg¢do de insulina humana regular e NPH sem a complexidade da auto
mistura. Assim, as caracteristicas da insulina de a¢do curta fornecem um pico de insulina
pos-refeicdo e reduz a quantidade de insulina NPH, evitando niveis elevados de insulina
no inicio da manh3, e consequentemente, a hipoglicemia (71).

A formulagdo 70/30 NPH/insulina humana regular tornou-se muito popular tanto
na DM tipo 1 como na DM tipo 2. Com o desenvolvimento do analogo de insulina lispro,
as propriedades de ac¢do rapida melhoradas levaram a uma formulacdo de 75/25
(Protamina Neutra Lispro/Lispro) e o desenvolvimento do analogo de insulina aspartico
deu origem a uma formulacdo de 70/30 de NPH/Aspartico. Existe ainda, a formulacdo
de insulina degludec 70% e insulina aspartico 30% (ndo comercializadas em Portugal) e,
a pré-mistura de insulina lispro na proporg¢do de 50/50 (soluvel/protamina) (71).

As insulinas de pré-mistura sdo adequadas para o tratamento da DM tipo 2 e
podem ser administradas antes das refeicGes, uma a trés vezes ao dia. Clinicamente,
estas insulinas sdo mais adequadas a individuos que mantém consisténcia nos horarios
das suas refeicoes (72).

Num estudo, em que foram questionados 1408 médicos sobre a terapia com
insulinas pré-mistura no tratamento da DM tipo 2, concluiu-se que a pré-mistura dos
analogos de insulina foram preferidos a pré-mistura de insulina humana por mais de

metade dos médicos participantes (52,2%) (73) .

8.3. Estabilidade da insulina

A estabilidade conformacional da insulina representa uma das estratégias para a
preservacao da sua funcdo bioldgica, pois a estrutura tridimensional da insulina,
fundamental para a ligacdo ao seu recetor e consequente acdo bioldgica, é altamente
sensivel as condicGes ambientais e as modificagdes quimicas (74). Uma modificacdo na

estrutura da insulina pode alterar a atividade bioldgica devido a uma reducdo da
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afinidade entre o recetor e a proteina ou por diminui¢cdo da capacidade do complexo,
guando formado, de induzir uma resposta bioldgica (49).

A instabilidade fisica refere-se a alteragGes na estrutura, sejam a nivel da
estrutura secundaria, tercidria ou quaternaria, levando a desnaturacdo da proteina e,
consequente perda de fungdo (45).

Quanto a instabilidade quimica, esta baseia-se numa alteracdo covalente da
sequéncia, a nivel da estrutura primaria, levando a formacdo ou clivagem de uma
ligacdo. Na pratica, estas alteracGes podem acontecer em concomitancia, pois
alteracdes na estrutura afetam a suscetibilidade da molécula a nivel quimico e vice-versa
(45).

Enquanto que, as pontes dissulfeto A7-B7 e A20-B19 s3o facilmente reduzidas, a
A6-A1l1 é a ligacdo dissulfeto mais estavel, sendo essencial para a sua funcdo bioldgica

(74).
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9. Estudo de caso - Insulina

Os medicamentos de biotecnologia sdo mais comuns em ambiente hospitalar
mas, também existem ao nivel da farmdcia comunitaria, sendo de extrema importancia
que o Farmacéutico conheca as suas caracteristicas e particularidades. E o caso das
insulinas na farmdcia comunitaria.

Todos os medicamentos sdo submetidos a ensaios de estabilidade que
estabelecem as suas condi¢cOes de conservacdo e prazo de validade que devem ser
cumpridos antes da AIM, como atras se refere. Duma maneira geral, os medicamentos
termolabeis de uso ambulatério, devem ser conservados a temperaturas de
refrigeracdo, entre 22C e os 8 2C, para assegurar a sua estabilidade. As condicdOes
particulares de conservagcdo sdao descritas no Resumo das Caracteristicas do
Medicamento (RCM) dos medicamentos (75). Contudo, estes medicamentos
termolabeis podem ser sujeitos a quebras inadvertidas da cadeia de frio, ou conservados
a temperaturas diferentes das recomendadas para a sua conservacdo, quando em uso.
Face aos estudos realizados, as informacGes relativas a estabilidade de cada
medicamento sdo do conhecimento dos titulares de AIM do respetivo medicamento e
nem sempre partilhadas com o utilizador no RCM. Quando ocorra quebra na cadeia de
frio do medicamento de biotecnologia, durante o seu armazenamento, as
consequéncias dessa exposicdo a temperaturas diferentes deverdao ser alvo de
guestionamento especifico ao titular da respetiva AIM. O procedimento a adotar
consistira no contacto com o titular de AIM do respetivo medicamento, expondo o nome
do medicamento, o respetivo lote, data de validade, intervalo de tempo a que o
medicamento esteve sujeito a temperaturas fora do intervalo entre 2 a 8 2C, bem como

as temperaturas maximas e minimas atingidas (75).

9.1. Objetivo

O objetivo deste estudo de caso é perceber a estabilidade das insulinas em duas

condicOes diferentes: quando ha rotura da cadeia de frio e quando estdo em uso normal.
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9.2. Metodologia

Para tal, efetuou-se uma revisdo sobre a natureza, caracteristicas e
especificidades dos medicamentos de biotecnologia no geral e procedeu-se a consulta
dos titulares de AIM das insulinas comercializadas em Portugal quanto a sua
estabilidade, usando por base um questionario elaborado para o efeito.
Lamentavelmente apenas se recebeu resposta da empresa Novo Nordisk. Nesta
circunstancia restringimos o objetivo ao estudo de caso que inclui apenas as insulinas

comercializadas pela Novo Nordisk, em Portugal.
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9.3. Resultados

Na tabela 9.1, estdo presentes as condicbes de conservacdo das insulinas
comercializadas pela Novo Nordisk, ao nivel da farmacia comunitaria, em dois
momentos. Em uso normal, condi¢cdes constantes no RCM de cada insulina mencionada
e, ha rotura da cadeia de frio, de acordo com informacdes obtidas através do titular de

AIM destas insulinas.

Tabela 9.1. Condigbes de conservagdo das insulinas da Novo Nordisk comercializadas em Portugal

Em uso normal (RCM) Rotura da cadeia de frio
Temperatura | Prazode | Temperatura Prazo de
Insulinas

(eC) utilizagao (eC) validade
Actrapid® 100 Ul/ml (frasco) (76) <25 6 semanas
Actrapid” Penfill 100 Ul/ml (76) <25 6 semanas
Insulatard” 100 Ul/ml (frasco)(77) <25 6 semanas
Insulatard® Penfill 100 Ul/ml(77) <30 6 semanas
Mixtard 30° Penfill 100 Ul/ml (78) <30 6 semanas
Fiasp® FlexTouch 100 Ul/ml (79) <30 4 semanas
Fiasp® Penfill 100 Ul/ml (79) <30 4 semanas

— < 259C até 24 Prazo de
Fiasp 100 Ul/ml (frasco) *(79) <30 4 semanas

horas validade

NovoRapid® Penfill 100 Ul/ml (80) <30 4 semanas mantido
NovoRapid® PumpCart ** 100 Ul/ml | <30 2 semanas

(80)

NovoMix 30° Penfill 100 Ul/ml (57) | <30 4 semanas
NovoMix 30° FlexPen 100 Ul/ml (57) | <30 4 semanas
Levemir® FlexPen 100 Ul/ml (63) <30 6 semanas
Tresiba” 100 Ul/ml (caneta)(67) <30 8 semanas

* Relativamente a Fiasp 100 Ul/ml de solugdo injetavel em frasco apds a primeira abertura, o medicamento pode ser conservado
durante um maximo de 4 semanas, incluindo o tempo de permanéncia no reservatério de uma bomba de perfusdo, sendo este, um
periodo maximo de 6 dias (79).

** A partir deste periodo de tempo (2 semanas), pode ser utilizado durante o maximo de 7 dias a uma temperatura inferior a 37°C

em sistemas de bombas de perfusdo de insulina concebidos para serem utilizados com este cartucho (80).
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No RCM de cada insulina, estdo descritos o prazo de validade e as precaucées
especiais de conservacao. O prazo de validade é de 30 meses antes da abertura inicial
(63),(67),(76)-(80), a excecdo da insulina Novomix 30, que é de apenas 24 meses (57).
Para todas estas insulinas aqui descritas, devem-se conservar no frigorifico, entre 22C a
89C.

Sabemos que as insulinas denominadas FlexPen ou FlexTouch sdo em caneta pré-
cheia e, as insulinas denominadas Penfill ou PumpCart sdo em cartucho. Todas elas sdo
em solucdo injetavel, a excecdo de todas as insulinas Insulatard, NovoMix 30 e Mixtard
30 que sdo em suspensdo injetavel.

Conforme indicado no RCM, a Actrapid em frasco para injetaveis de 100 unidades
internacionais/ml, durante a utilizacdo ou quando transportado como sobresselente,
pode ser guardada durante um maximo de 6 semanas e deve ser conservada a uma
temperatura inferior a 252C (76). A tabela deve ler-se desta forma, e 0 mesmo acontece
com as restantes insulinas, em que apresentam valores diferentes entre elas.

Relativamente a rotura da cadeia de frio, para todas as insulinas aqui presentes,
podem ser armazenadas abaixo dos 252C fora da temperatura de conservacdo por um
periodo maximo de um dia (24 horas), mantendo-se assim o seu prazo de validade
inscrito na embalagem. De notar que, posteriormente, ndo excedendo as 24 horas, o
medicamento deve ser armazenado a temperaturas entre os 22C e o 82C, novamente.
Excedendo as condic¢Oes indicadas pelo Fabricante, os medicamentos ndo deverdo ser

utilizados.

9.4. Discussao

Inicialmente o projeto pensado baseava-se em obter os dados de estabilidade
dos medicamentos de biotecnologia dispensados na farmacia comunitaria, em duas
condic¢Ges diferentes, na rotura da cadeia de frio e em uso normal.

Relativamente a situacdo da rotura da cadeia de frio, para obter os dados de

estabilidade de cada medicamento de biotecnologia dispensado na farmacia
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comunitaria necessitava de contactar os titulares de AIM de cada medicamento, a
solicitar os dados de estabilidade destes medicamentos em especifico, numa situacao
da rotura da cadeia de frio e, na impossibilidade destes, recorrer ao centro de
informacdo do medicamento (CIM) da ordem dos farmacéuticos. O objetivo era
perceber se apds esta rotura, ha impacto na conservacao daquele medicamento, ou
seja, quanto tempo o medicamento é estavel apds ter sido exposto as condi¢Ges
alteradas de frio e se de alguma forma isso afeta ou ndo o seu prazo de validade, de
acordo com as temperaturas atingidas e o tempo que permanecem a essa temperatura.
Mas estes dados apenas nos foram fornecidos pela Novo Nordisk, o que limitou esta
dissertacdo. Com esta insuficiéncia de dados, contactamos também o CIM, mas ndo
obtivemos uma resposta concreta pois, para tal, teriamos de apresentar a situagao real
de rotura da cadeia de frio (duracdo e temperatura atingida) e ndo o exercicio tedrico
que estdvamos a tentar construir.

Assim, os dados presentes nesta dissertacdo apenas se referem as insulinas
comercializadas em Portugal, pela Novo Nordisk, relativos a uma rotura de apenas 24
horas a uma temperatura abaixo dos 252C fora da temperatura de conservacgdo. Esta
falta de dados, ocorreu porque os dados sdo dependentes de varios fatores,
nomeadamente, quanto tempo especifico esteve fora da temperatura de conservagao
e, em que intervalo de temperaturas esteve durante aquele periodo de tempo. Hd uma
necessidade de fazer caso a caso, medicamento a medicamento. Lamentavelmente os
outros titulares de AIM de insulinas ndo nos libertaram os seus dados.

Relativamente a situagdao em uso normal, esta apenas se baseou em transcrever
os dados de estabilidade destas insulinas do respetivo RCM para esta dissertacao.

Estas condicdes de conservacao a que estes medicamentos estao sujeitos devem
ser cumpridas, pois a insulina € uma proteina altamente sensivel aos stresses ambientais
0 que pode provocar alteragdes estruturais e, consequentemente, ter um impacto na
eficacia bioldgica em relacdo as atividades fisioldgicas e farmacoldgicas (74).

Para tal ndo acontecer, ou para existirem dados para apresentar ao titular de
AIM, a farmdcia deve dispor de um frigorifico com sistema de monitorizacdo continua
de temperatura interna, deve estar equipado com um alarme sonoro ativado para se
ocorrerem variacoes de temperatura fora do intervalo permitido (29C a 82C) e, deve

estar ligado a um circuito elétrico independente com disjuntor préprio e tomada
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exclusiva, para assegurar que ndo seja acidentalmente desligado e, se houver quebras
de energia frequentes, estar ligado a uma fonte de energia alternativa. O farmacéutico

deve assegurar o seu imediato armazenamento no frigorifico (75).

9.5. Conclusao

Os dados obtidos a partir dos estudos de estabilidade da substancia e do produto
final sdo usados para definir as condicdes de armazenamento ideais e correspondentes
prazos de validade (81).

Quando ha uma rotura da cadeia de frio, numa farmacia comunitaria, o
farmacéutico deve contactar o titular de AIM de cada medicamento. Se estes dados
fossem divulgados e organizados num documento, haveria uma enorme facilidade na
verificacdo da estabilidade destes. Tendo estas informacdes sistematizadas, ha uma
menor necessidade de recursos, havendo menos pessoas envolvidas e,
consequentemente, menos tempo o medicamento ficaria em quarentena a espera
desta avaliacdo da estabilidade.

No entanto, compreende-se que isto seria dificil porque seria necessario
especificar a temperatura a que o medicamento esteve sujeito e quanto tempo o
medicamento esteve a essa temperatura. Existem numerosos dados, o que torna dificil
a sua recolha.

Desenvolver este estudo de caso foi muito interessante e mesmo que, sejam
insuficientes estes dados, acredito que possam ajudar, de certa medida, alguma
farmacia que se encontra nesta situacdo e, de certa forma, ajudar também algum utente
diabético que nao |he tenham informado acerca destas condi¢cdes de conservacdo, e

tenha dificuldade em fazer essa pesquisa no Infomed.
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10. Perspetiva do autor

Uma grande preocupacdo da industria farmacéutica e autoridades de saude é
garantir que os medicamentos sejam entregues aos utentes sem perda das
propriedades terapéuticas. Os medicamentos sensiveis as condicdes de transporte
precisam de um cuidado especial para garantir que a sua qualidade ndo seja prejudicada
pelo transporte (81). E é aqui que o farmacéutico comunitario atua. Ao aumentar o
conhecimento e a experiéncia no desenvolvimento, aplicacdo e uso terapéutico dos
medicamentos de biotecnologia, pode ser facilitada a aplicacdo ampla, racional e segura
desta classe terapéutica importante e em rdpida evolugdo. Versando concretamente
para as insulinas, como podemos ver nesta disserta¢do, que sdo um medicamento com
algumas especificidades, e é fulcral que o farmacéutico ao dispensar, chame a atencao

dos utentes sobre todas elas.
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