


O olho e suas patologias

lacrimal, de modo a que se aproxime da normal (Sommer, 1998; Roncone, 2006; Gong,

Sun, & Chapin, 2010; McLaughlin, Welch, MacDonald, Mantry, & Ramaesh, 2014).
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Figura 5. Manifestagdes bilaterais de xeroftalmia. (a) A cornea é opaca e revestida por uma membrana
amnidtica. (b) Irritacdo conjuntival e opacificacdo da cornea (adaptado de Moisseiev, Cohen, & Dotan,

2013)
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3. Tratamentos de patologias oculares

3.1 Tipos de preparacdes oftalmicas

Os varios tipos de preparagdes oftalmicas podem apresentar-se como: colirios; solugdes
para lavagem oftalmica; pos para colirios e solugdes de lavagem oftadlmica; preparagdes
oftdlmicas semi-solidas e insertos oftdlmicos. Na tabela 5, sdo descritas as principais
formas de apresentacdo e caracteristicas dos diferentes tipos de preparagdes oftalmicas.

Tabela 5 - Preparagdes oftalmicas e suas respectivas caracteristicas (adaptado de Farmacopeia Portuguesa
IX, Monografias das formas farmacéuticas, 2008)

Solugdo ou

suspensdo estéril;

Pode conter uma ou varias substincias activas
destinadas a aplicag@o de gota a gota no olho;

Solugdo deve estar ausente de particulas e ser
visivelmente limpida;

Suspensdo pode apresentar sedimentos de facil

disperséo;

Aquosa ou
oleada;
Solugdo aquosa
estéril;

Possuem como finalidade lavar ou banhar os olhos, ou
impregnar compressas oculares;

Solu¢do deve estar ausente de particulas e ser
visivelmente limpida;

Os recipientes multidose nido devem exceder os

200ml;

Preparagdes secas

Dissolvem ou dispersam num liquido apropriado;

estéreis; Preparagdo satisfaz as exigéncias dos colirios ou
solugdes para lavagem oftalmica;

Pomadas; Podem conter uma ou vdarias substincias activas,

Cremes; dissolvidas ou dispersas num excipiente apropriado;

Geles estéreis;

O excipiente utilizado ndo deve ser irritante para a
conjuntiva;

Sdo acondicionadas em tubos pequenos com canulas,
esterilizados e ndo devem exceder os 10g. Podem ser
acondicionadas em recipientes unidose;

Os tubos sdo de fecho inviolavel, para impedir

contaminagdo microbiana;

Preparagoes
solidas;
Preparagoes

semi-solidas;

Aplicagdo no saco conjuntival, ac¢do globo ocular;
Reservatorio de substincia activa: Matriz ou
membrana que controla o debito de libertagao;

Substéncia activa soliivel ou nédo, no liquido lacrimal;
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Quando o acondicionamento das preparacdes oftalmicas ¢ feito para varias doses,
“multidose”, adiciona-se um conservante antimicrobiano. O prazo de utilizacdo da
preparacdo ndo deve ser superior a 4 semanas, a partir do momento da abertura do
recipiente. No acondicionamento em “unidose” ou de dose multipla, ndo se adiciona
conservante, salvo justificagdo por parte do fabricante (Farmacopeia Portuguesa IX,
Monografia das formas farmacéuticas, 2008).

Todas as preparagdes oftdlmicas sdo obtidas através de produtos e métodos adequados,
que assegurem a esterilidade e o impedimento de contaminantes que possam vir a
danificar o produto. No processo de fabrico, as preparacdes que contenham particulas
em dispersdo, ¢ necessario garantir medidas para que o tamanho das particulas seja
apropriado para o uso previsto. No decorrer da producdo destas, deve ser indicado que ¢
possivel retirar o conteudo nominal das preparacdes oftdlmicas liquidas ou semi-sélidas,
aquelas que sdo acondicionados em recipientes unidose (Farmacopeia Portuguesa IX,

Monografia das formas farmacéuticas, 2008).
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3.2 Farmacos utilizados para o tratamento

Os farmacos utilizados para o tratamento de patologias oculares, variam conforme o
microorganismo e a patologia em questdo. Seguidamente na tabela 6 sdo descritas as
patologias referidas no ponto 2.2 e alguns dos possiveis tratamentos através de

farmacos.

Tabela 6 — Patologias e exemplos de farmacos (INFARMED, 2013)

Patologia Nome comercial Substéancia activa

Blefarite *  Cloranfenicol

e Clorocil®

e Oftacilox® * Ciprofloxacina

Conjuntivite *  Cloranfenicol

*  Clorocil®

e Ronic® *  Fosfato de dexametasona

Edema Macular e Iluvien ®* (Edema macular diabético) *  Acetonido de fluocinolona

*  Lucentis® (Edema macular diabético) *  Ranibizumab

*  Voltaren® Colirio (Edema macular cistdide) *  Diclofenac sddico

Glaucoma e Xalatan® e Latanoprost

¢  Dorzolamida® e Dorzolamida

Queratite e Clorocil® *  Cloranfenicol
Uveite *  Ciclosporina® * Ciclosporina
Xeroftalmia . Visidic® *  Carbomero 980
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4. Esterilizacao de farmacos
A esterilizagdo das formas farmacéuticas para administragdo oftdlmica constitui um
passo essencial na sua producdo e tem por objectivo garantir a auséncia de
microorganismos e pirogénios dos produtos, sem afectar a sua estabilidade. A presenca
de certos microorganismos nos produtos farmacéuticos pode conduzir a deterioracio
destes, devido a certas enzimas dos microorganismos que podem interagir com o
farmaco ou excipiente originando reac¢des quimicas que podem levar a sua degradagdo.
Além disso, caso a esterilizacdo ndo seja eficaz, a presenca de microorganismos podera
ser nefasta para o consumidor. Conforme referido anteriormente, certas preparagdes
oftdlmicas, como as de multidose, necessitam de um conservante antimicrobiano para
impedir o crescimento dos microorganismos, devido a facilidade do consumidor
‘acidentalmente’ contaminar o produto na sua utilizagdo, apesar de na producdo estar
garantida a sua esterilidade (Amin, Chauhan, Dare, & Bansal, 2010).
A selecg@o dos processos de esterilizagdo mais adequados depende de vérios factores,
como a natureza do produto e seus excipientes, recipiente ou embalagem final,
estabilidade quimica, as normas/directrizes e regulamentos a cumprir, sem esquecer 0s
custos econdmicos implicados no processo pretendido (Shintani, 2011; Pinto, Kaneko,
& Pinto, 2015). Existem varios métodos de esterilizacdo. Na area de investigagdo e
desenvolvimento de novos farmacos tém sido testados métodos convencionais bem
como métodos inovadores. Com efeito, nem todos os farmacos conseguem manter a sua
estabilidade apds serem submetidos a certos processos de esterilizacdo e ¢ necessario
identificar para cada produto qual ou quais os métodos mais adequados. Por exemplo,
produtos da classe de fArmacos glucocorticoides ndo podem ser sujeitos a temperaturas
elevadas devido a sua sensibilidade ao calor, nem podem ser esterilizados por radiagao
em virtude de poderem ser degradadas (Zani, Veneziani, Bazzoni, Maggi, Caponetti, &
Bettini, 2013).
Os processos de esterilizagdao dividem-se em:
- Esteriliza¢do quimica, nos quais sao utilizados gases ou liquidos como o 6xido de
etileno e o peroxido de hidrogénio,
- Esterilizacao fisica, onde se recorre por exemplo ao calor himido ou seco, radia¢des
ionizantes ou ndo ionizantes e a filtragdo esterilizante (Shintani, 2011).
Seguidamente sdo referidos alguns conceitos basicos relacionados com a esterilizacao,
essenciais para o desenvolvimento deste trabalho. Sdo também descritos e comparados

os processos de esterilizagdo mais usados pelos fabricantes, referindo-se as
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particularidades de cada um, desde o mecanismo de elimina¢ao/remocdo da populacao

microbiana, aos parametros do processo e sua aplicabilidade em produtos especificos.

4.1 Nocoes gerais de esterilizacao

As infeccdes associadas aos cuidados de saude sdo um factor importante de morbilidade
e de mortalidade na actualidade. Embora se pense que a principal fonte de patégenos
provenha da flora enddgena do individuo, estima-me que cerca de 20% sejam
adquiridos através do meio ambiente, e 20% a 40% ¢ através de infec¢cdo cruzada, mais
propriamente de maos contaminadas (Rutala & Weber, 2013).

Intimeros estudos foram realizados desde o século XIX, sugerindo que a melhor forma
de evitar as infeccdes era prevenir, ou mesmo impedir que oS microorganismos
contactassem com as ferida e tecidos biologicos sensiveis expostos. A cerca de 50 anos,
Earle Spaulding criou uma metodologia racional sobre a esterilizacdo e desinfec¢do, que
dividia os materiais em 3 categorias com base no grau de risco de infec¢do: os criticos
(contacto com tecido estéril, o material necessita ser estéril), semicriticos (contacto com
a membrana mucosa, o nivel de desinfec¢do deve ser alto) e ndo criticos (contacto com
a pele, requer um nivel de desinfec¢do baixo) (Rutala & Weber, 2013).

A esterilizagdo ¢ um processo fisico ou quimico que elimina todas as formas de vida
microbiana, virus ou mesmo esporos em qualquer material, superficies ou
medicamentos. Nao existe actualmente nenhum processo de esterilizacdo capaz de
satisfazer todos os critérios necessarios aplicaveis a varios fins, como os cuidados de

saude, dispositivos, alimentos, materiais ¢ medicamentos (Zajko & Klimant, 2013).
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4.1.1 Esterilizacio, desinfecciio e assepsia

Esterilizacdo, desinfeccdo e assepsia sdo conceitos essenciais na darea biomédica e
farmacéutica.

A esterilidade corresponde a auséncia de microorganismos vivos, bem como das suas
formas germinativas (ovos, esporos e endosporos). Um produto esterilizado foi
submetido a um processo de esterilizagdo fisico ou quimico, que destrdi todas as formas
microbianas, existindo indicadores bioldgicos e fisicos que garantem a eficicia do
processo. Um produto ¢ considerado estéril quando a probabilidade de existéncia de
uma unidade no estéril no produto é de 10 (Allison, 1999). A aplicag¢io de um método
de esterilizagdo, por vezes ndo ¢ suficiente para garantir a esterilidade de um produto
(McDonnell, 2007).

A desinfec¢do refere-se a redu¢do do nimero de microorganismos viaveis, ou biocarga,
através de um procedimento fisico ou de agentes quimicos, capazes de remover ou
neutralizar a maioria dos microorganismos patogénicos, com a excep¢do dos esporos
bacterianos e alguns microorganismos mais resistentes. Os desinfectantes podem ser
subdivididos em trés classes: de alto nivel, intermédio e de baixo nivel, dependendo da
sua actuacdo. Os desinfectantes de alto nivel sdo considerados eficazes contra a maioria
dos microorganismos patogénicos, com a excep¢ao de alguns esporos bacterianos. Os
de nivel intermédio sdo eficazes contra mycobacteria, bactérias vegetativas, e a maioria
dos fungos e virus que nao sejam esporos. Finalmente, os desinfectantes de baixo nivel
sdo considerados eficazes contra a maioria das bactérias, virus que possuam involucro e
alguns fungos, mas ndo sdo eficazes contra a mycobacteria e esporos bacterianos. O
aumento do tempo de exposi¢do aos desinfectantes pode criar condi¢des para que estes
sejam esporicidas (McDonnell, 2007). A desinfeccdo normalmente aplica-se a materiais
semicriticos e ndo criticos. Na tabela 7 sdo referidos alguns exemplos de desinfectantes
(germicidas liquidos e gasosos) e o seu respectivo local de accao.

A assepsia ¢ um conjunto de técnicas aplicadas para prevenir a contaminag¢do por
microorganismos. Ela permite manter um ser vivo ou um material isento de bactérias.
Os antissépticos sdo produtos que destroem ou inibem microorganismos que estdo em
contacto com a pele ou mesmo com a mucosa. Os antissépticos ndo possuem 0 mesmo
poder de actuagdo que os agentes de esterilizacdo e ndo tem ac¢do esporicida, no qual
estes podem ser facilmente inactivados quando entram em contacto com certos tipos de

matéria organica ou mesmo quando ndo sdo correctamente diluidos (Barroso, Meligo-
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Silvestre, & Taveira, 2014). Na tabela 7 sdo dados alguns exemplos de agentes

antimicrobiano e seu respectivo local de acg¢ao.

Tabela 7 - Exemplos de agentes antimicrobiano e respectiva utilizagdo e local de acgdo (adaptado de

Barroso et al., 2014)

Classe de composto

Utilizagao

Local de acgao

Aldeidos

Esporicida

Parede celular, proteinas

Alcoois Desinfectante, antisséptico de uso | Membrana citoplasmatica, proteinas
geral

Compostos de iodo Antisséptico Proteinas

Compostos com cloro Esporicida Parede celular, acidos nucleicos

Compostos fenolicos

Desinfectante de uso geral

Membrana citoplasmatica, proteinas,

ADN

Ozono Esporicida Oxidagdo geral: lipidos, ADN,
ribossomas

Peréxido de hidrogénio Esporicida (vapor) e antisséptico | Oxidagdo  geral: lipidos, ADN,
(liquido) ribossomas

Bisguanidinas

Antisséptico

Membrana citoplasmatica, proteinas

Acido paracético

Esterilizante (vapor e liquido)

Oxidagdo  geral: lipidos, ADN,

ribossomas

Oxido de etileno

Esterilizante (vapor)

Oxidagdo geral, grupos amino, grupos

tiol, grupos — SH (enzimas)

Compostos de amodnio

quaternario

Desinfectante, antisséptico de uso

geral

Membrana celular

Lactonas

Esporicida

Oxidagao geral

4.1.2 Parametros de cinética de morte microbiana

No processo de esterilizagdo, os pardmetros mais comuns de cinética de morte
microbiana sdo D, Z e F.

O valor D corresponde ao tempo que € necessario para que o nimero de individuos da
populacdo microbiana seja reduzido por um factor de 10 ou uma unidade logaritmica,
podendo ser também designado como o tempo necessario para reduzir 90% da
populacdo microbiana inicial como se representa na figura 6. O valor D permite prever

0 nimero de microorganismos que sobrevivem apds um determinado tempo num

processo de esterilizacdo. A equagdo seguinte permite calcular o valor D:
D= t
“log N, —log N

Eq.(1)
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sendo ¢ o tempo de exposicdo em min, Ny a carga microbiana inicial e N a carga
microbiana sobrevivente apos tempo ¢ (Van Doornmalen & Kopinga, 2009; Chotyakul,
Velazquez , & Torres, 2011; Pinto et al., 2015).

O valor Z ¢ definido como a temperatura que ¢ necessaria para reduzir o valor D de uma
unidade logaritmica, podendo também expressar a resisténcia relativa de certos
microorganismos a diferentes temperaturas. O valor Z, depende das caracteristicas
especificas dos microorganismos, bem como do agente de esterilizagdo e condi¢des do

processo de esterilizagdo. A equagdo seguinte permite calcular Z:
T, — T,
7 = 1 0

log Dy — log D,

E.q.(2)

sendo Ty e T, os valores de temperatura (°C) inicial e final correspondentes ao valor Dy

e D; respectivamente (Van Doornmalen & Kopinga, 2009; Aulton & Taylor, 2013).

O valor F corresponde ao tempo necessario (min) a letalidade de um processo de
esterilizacdo a uma determinada temperatura T e um valor Z especifico. A equacdo
seguinte permite calcular o valor F:

F = At ¥ 10T0-T1/Z E.q.(3)

sendo At o intervalo de tempo entre medi¢des de temperatura, Ty o valor de temperatura
da medi¢do, T, a temperatura de referéncia e Z a taxa de inactivagdo do microorganismo
directamente relacionado com a temperatura utilizada, representado na figura 6 (Van

Doornmalen & Kopinga, 2009).

Na autoclavagem, a temperatura ¢ em geral 121°C, e o valor padrao de Z ¢ 10°C. A
equacdo seguinte representa a eficdcia do processo de esterilizagdo por calor humido
com uma temperatura constante desde o inicio do ciclo de esterilizagao até ao final do
ciclo, sendo Dy o valor do microorganismo em estudo, Ny a populacdo de
microorganismos inicial ¢ N; a populacdo final (Van Doornmalen & Kopinga, 2009;
Rodrigues, Luna, Henriques, & Costa, 2012).

Fy = Dy(log Ny — log N,) E.q.(4)

A letalidade no processo de esterilizagao por calor humido pode ser calculada através da

temperatura instantanea no ciclo, como representa a equacgao 5, sendo At o intervalo
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entre medi¢des, T a temperatura de medicao e 10 o valor padrdo Z (Rodrigues et al.,

2012).
Fy = At ¥ 10(T-121)/10 E.q.(5)

[
[

Log Valor D

Log nimero sobreviventes

- ]
- e

Valor D Valor z
(a) Tempo de aquecimento ( min) (b) Temperatura de aquecimento

Figura 6. Curva de calor ideal na inactivag@o de esporos bacterianos. (a) Declinio exponencial do niimero
de sobreviventes durante o aquecimento a uma temperatura constante, expressa o valor D. (b) Declinio
exponencial do valor D com o aumento de temperatura, designa o valor Z (adaptado de Fraise, Maillard,
& Sattar, 2013)

4.1.3 Sterility Assurance Level — SAL

O conceito nivel de seguranca de esterilidade (SAL, em inglés Sterility Assurance
Level), refere-se a probabilidade de um produto ser ndo estéril apoés submetido ao
processo de esterilizagdo, ou seja a probabilidade de existir um Gnico microorganismo
viavel apos o processo de esterilizagdo. Por outras palavras, descreve a probabilidade de
um processo de esterilizacdo ndo ser capaz de eliminar todos os microorganismos
presentes (Sandle, 2013).

A redugio dos indicadores bioldgicos na populagdo em logaritmos (10™") define o valor
SAL do produto final. Cada redugdo de um logaritmo (10™") representa 90% de redugio
da populacdo microbiana, sendo que um processo de esterilizagdo deve alcancar uma
redugdo de um logaritmo de -6 (10°), figura 7. Quando tal acontece, o processo
consegue reduzir uma popula¢io microbiana equivalente a um milhdo (10%) chegando

perto do valor tedrico esperado que serd 0 (Isaacson, 2009; Silva, 2011; Sandle, 2013).
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Curva de morte microbiana

N

NO de sobreviventes

IS

Log
N
=<
\

Tempo

Figura 7. Para uma carga microbiana inicial de 10” o processo de esterilizagio terd de alcangar uma
reducdo de 8 log em organismos viaveis. Isso exigird uma diminui¢do de 8 vezes o valor D (por exemplo,
se 0 organismo tem um valor D de 2 minutos, serdo necessarios 8 x 2 = 16 minutos para alcangar uma
reducdo de 8 log e um SAL de 10-6), que corresponde ao valor Z (adaptado de Isaacson, 2009)
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4.2 Directrizes/ normas nacionais e internacionais para a esterilizacio de farmacos
A industria farmacéutica ¢ uma induastria altamente regulamentada, em que todas as
actividades tém de obedecer a normas nacionais e internacionais. O controlo
microbiolégico ¢ imprescindivel para que os medicamentos sejam seguros para o
doente, sendo constante o controlo de factores de contamina¢do em todo o processo de
producdo de medicamentos.

As normas e directrizes na industria farmacéutica estdo em constante actualizagdo, e
tém como objectivo informar, regulamentar e uniformizar todos os procedimentos e
técnicas que sejam necessarias para a producdo de medicamentos. As normas e
directrizes, servem de guias (“guidelines™) para que as industrias consigam obter um
produto final em conformidade com o estipulado/legislado, que seja seguro, eficaz e de
qualidade. As “guidelines” determinam ndo so6 requisitos a que o local de fabrico deve
obedecer, e.g. as caracteristicas das infra-estruturas, mas também procedimentos
relativos ao processo de fabrico dos medicamentos, e.g. as técnicas que os operadores
devem utilizar na producdo, controlo de qualidade e prevencdo da existéncia de
contaminantes no produto.

Seguidamente referem-se as principais entidades e normas que regulamentam a
esterilizagdo de produtos farmacéuticos oftalmicos na Europa/Estados Unidos e

Portugal.
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4.2.1 Principais entidades reguladoras

4.2.1.1 EMA

A EMA — European Medicines Agency, ¢ uma agéncia que possui como principal
funcdo a protec¢do e promocdo da saude publica e animal através da supervisdo e
avaliacdo de medicamentos. A agéncia trabalha em cooperagdo com varias autoridades
nacionais dos 30 paises da Unido Europeia. A Farmacopeia Europeia, a Organizagao
Mundial da Saude e conferencias trilaterais (UE, Japao e Estados Unidos da América),
entre outras, contribuem para as actividades da EMA, visando sempre a protec¢do e
seguranga de saude publica a nivel europeu e mundial. (EMA, 2015)

Os novos pedidos de AIM - Autorizagdo Introdugcdo no Mercado, necessitam de ser
avaliados cientificamente pela EMA, que serd vigente em toda a Unido Europeia,
designado por um processo centralizado, de modo a facilitar todo o processo

apresentado assim um Unico pedido de AIM (EMA, 2015).

4.2.1.2 FDA

A autoridade regulamentar do medicamento nos Estados Unidos da América, FDA —
U.S. Food and Drug Administration, pertence a uma agéncia governamental, a HHS —
U.S. Department of Health & Human Services. A FDA ¢ responsavel pelo controlo de
alimentos (animais e humanos), suplementos alimentares, medicamentos (uso
veterinario e humano), cosméticos, derivados do sangue humano (e.g. plasma),
equipamentos e dispositivos médicos (FDA, 2015).

A FDA, como principal entidade regulamentar da area nos EUA, possui os seus
proprios guias de boas praticas de fabrico para a produ¢do de medicamentos estéreis na
indtstria e seguidamente a aprovagdo dos medicamentos. Esta entidade elaborou as
“guidelines” para a producdo dos medicamentos estéreis com os dois tipos de
processamento, a nivel asséptico e por esterilizagdo terminal. As boas praticos de
fabrico elaborados pela FDA, regem-se pela USP — United States Pharmacopeia (FDA,
2015).
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4.2.1.3 INFARMED

A autoridade regulamentar do medicamento em Portugal, o INFARMED- Autoridade
Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P. rege-se pela principal referéncia
para a producdo de medicamentos na Unido Europeia, “EudralLex — Volume 4 Good
manufacturing practice (GMP) guidelines”. O documento referido anteriormente
menciona os principios e directrizes das Boas Praticas de Fabrico de medicamentos para
uso humano e veterindrio, vigentes na Unido Europeia. Estas directrizes sdo aquelas que
os fabricantes devem seguir na produ¢do de medicamentos, respeitando sempre os
padrdes de referéncia dos pedidos de autorizacdo de fabrico bem como das inspecgdes.
As industrias farmacéuticas que produzem medicamentos estéreis, € em particular as
que produzem preparacdes oftdlmicas, regem-se pelo “Anexo 1 — Fabrico de
Medicamentos Estéreis” do “Eudralex — Volume 4 Good manufacturing practice
(GMP) guidelines”. Conforme descrito no ponto 83 do Anexo, todos os processos de
esterilizacdo necessitam de ser validados, devendo-se ter uma especial e redobrada
atencdo relativamente a métodos que ndo estejam patentes na Farmacopeia Portuguesa
ou Europeia, ou quando se trata de solugdes aquosas ou oleosas simples como por
exemplo colirios ou solugdes para lavagem oftdlmica. O método preferencial para
realizar a esterilizagdo de medicamentos ¢, por defeito, a esterilizagdo por calor.
(Comissao Europeia, 2009)

Em 1992, o INFARMED publicou o ‘Guia para o bom fabrico de medicamentos’
(Portaria n°42/92, de 23 de Janeiro) que definia os principios e directrizes que deviam
ser usados no fabrico de medicamentos para uso humano. Na sequéncia da adop¢ao da
directiva n°91/356/CEE de 13 Junho de 1991 da Comissdo das Comunidades Europeias,
a portaria acima mencionada foi revogada por diversas vezes, sendo que a ultima
alteracdo (Decreto-Lei n® 176/2006, de 30 Agosto) designada por “Estatuto do
Medicamento” marcou uma profunda mudanga sobre o sector do medicamento, desde
as areas de producdo, controlo de qualidade, seguranca, eficicia e AIM, até a sua
comercializacdo (Estatuto do Medicamento, 2006),

Além do INFARMED, ¢ importante também referir o papel do Instituto Portugués da
Qualidade, que estabelece e implementa normas da International Organization for

Standardization (ISO), também seguidas pela industria.
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4.2.2 Farmacopeia

A producgdo de medicamentos na Unido Europeia, baseia-se na Farmacopeia Europeia,
EP — European Pharmacopeia, ¢ também na farmacopeia do respectivo pais. Em
Portugal, utiliza-se a Farmacopeia Portuguesa IX, a que se fara referéncia
seguidamente. Nos Estados Unidos da América, o fabrico de medicamentos rege-se pela

sua propria farmacopeia, USP — United States Pharmacopeia.

Farmacopeia Portuguesa IX

A Farmacopeia Portuguesa IX ¢ baseada na Farmacopeia Europeia. Segundo a
Farmacopeia Portuguesa IX (FP IX), no texto “monografia das formas farmacéuticas”,
as preparagdes oftdlmicas podem ser preparagdes liquidas, semi-solidas ou solidas,
estéreis, cuja finalidade ¢ a aplicagdo no globo ocular, conjuntiva ou saco conjuntival.
As varias preparagdes podem apresentar-se como: colirios; solugdes para lavagem
oftdlmica; pds para colirios ou solugdes para lavagem oftdlmica; preparagdes oftalmicas
semi-solidas e insertos oftdlmicos, conforme se referiu no ponto 3.1 (Farmacopeia IX,
Monografia das formas farmaceuticas, 2008).

Segundo a FP IX (texto “métodos de preparacdo de produtos estéreis), as preparagdes
oftalmicas sdo obtidas a partir de produtos e métodos que consigam garantir a sua
esterilidade e impedir o crescimento de microorganismos que possam vir a contaminar
as preparagoes aquando da sua produgao.

Deverdo tomar-se sempre elevadas precaugdes para evitar a contamina¢do microbiana,
procurando utilizar-se matérias primas com baixo grau de contaminagdo. Quando
utilizados produtos biologicos de origem animal ou humana nos processos de produgao
¢ necessario que exista uma validacdo que demonstre que o processo seja capaz de
remover ou inactivar os componentes virais relevantes (Farmacopeia X, Textos gerais
sobre esterilidade, 2008). Se na formulacdo duma preparacdo oftalmica se utilizar um
conservante antimicrobiano, este necessita de satisfazer as regras definidas pelas
autoridades competentes, relativamente a eficicia do mesmo através de ensaios
apropriados e critérios de avaliacdo do antimicrobiano (Farmacopeia IX, Monografia
das formas farmaceuticas, 2008).

Na produgdo das preparagdes oftdlmicas que contenham particulas dispersas na sua
formulagdo ¢ necessario garantir que o tamanho das particulas seja devidamente
controlado e apropriado para o uso previsto (Farmacopeia [X, Monografia das formas

farmaceuticas, 2008).
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Segundo a FP IX, ¢ essencial que o efeito do procedimento de esterilizagdo no produto
seja investigado, para assegurar a eficacia e integridade do mesmo, procedendo-se a sua
validacdo, para a posteriori obter um produto adequado para a comercializacao.

Segundo a Farmacopeia Portuguesa IX, é sempre preferivel que um produto seja
esterilizado na sua embalagem final (esterilizagdo terminal) pois tal elimina os riscos
decorrentes de uma eventual contaminacdo do produto durante o processo de fabrico. A
escolha do recipiente que seja concilidvel com o tipo de esterilizagdo ¢ de elevada
importancia, dado que este pode afectar o produto na esterilizagdo terminal. Se a
esterilizagcdo terminal ndo for possivel, deve-se recorrer a esterilizacdo por filtracao
usando um filtro que retenha as bactérias, ou entdo recorre-se a técnica asséptica.
Sempre que possivel, deve-se aplicar um tratamento complementar (e.g. aquecimento)
ao produto no seu recipiente final, para garantir a totalidade de auséncia de
microorganismos. Todos os produtos que sejam submetidos a métodos de esterilizagcdo
terminal, podem ser libertados por libertagdo paramétrica, ou seja, a libertagdo de um
lote esterilizado ocorre com base nos dados obtidos de produgdo, ao invés de uma
amostra que tem que ser submetida a testes confirmatdrios de esterilidade (Farmacopeia

IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008).
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4.2.3 Principais directrizes/normas reguladoras

4.2.3.1 Normas ISO

A International Organization for Standardization (ISO) é uma organizacdo nao
governamental que desenvolve normas internacionais que garantem a qualidade,
seguranga ¢ eficiéncia de produtos, servicos e sistemas. As normas I[SO sdo
recomendadas em todos os sectores, desde a tecnologia, seguranca alimentar, e
agricultura, a saude. No sector da satde, mais propriamente na producdo de
medicamentos estéreis, existem varias normas sobre os processos de esterilizacdo que
um produto deve obedecer (ISO, 2015)

A norma internacional ISO 14937:2009 - Sterilization of health care products, descreve
0s requisitos para a caracterizacdo dos agentes de esterilizacdo fisicos ou quimicos. A
norma especifica a forma de desenvolver, validar e implementar rotinas de controlo dos
processos de esterilizacdo. (ISO 14937, 2009).

A especificacdo técnica ISO/TS 11139:2006 fornece definigdes de termos relativos aos
processos de esterilizagdo. No entanto ndo refere quaisquer requisitos para a validagdo
ou controlo de um processo de esterilizacdo. (ISO/TS 11139, 2006)

Os varios métodos de esterilizacao sao referidos em diferentes normas. Na tabela 8 sao
abordadas normas relativas ao método de esterilizagdo por calor humido, calor seco,
filtracdo esterilizante, irradiacdo (radiacdo gama) e esterilizacdo quimica (6xido

etileno).
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Tabela 8 - Normas ISO referentes aos varios métodos de esterilizag¢do. (adaptado de ISO/TC 198, 1990)

Método de Esterilizacdo

Norma ISO

Titulo

Calor humido (autoclave)

17665-1:2006

Esterilizagdo dos produtos de cuidados de satude - Calor hiimido - Parte 1: Requisitos para o desenvolvimento, validagdo e

controlo de rotina de um processo de esterilizagdo para dispositivos médicos

17665-2:2009

Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Calor himido - Parte 2: Orientag¢des sobre a aplicagdo da ISO 17665-1

11138-3:2006

Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Indicadores bioldgicos - Parte 3: Indicadores bioldgicos para os

processos de esterilizagdo por calor himido

Calor seco

20857:2010

Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Calor seco - Requisitos para o desenvolvimento, validagdo e controlo

de rotina de um processo de esterilizagao para dispositivos médicos

11138-4:2006

Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Indicadores bioldgicos - Parte 4: Indicadores bioldgicos para os

processos de esterilizagdo por calor seco

Filtragdo esterilizante

13408-1:2008

Processamento asséptico de produtos de saude - Parte 1: Requisitos gerais

13408-2:2003

Processamento asséptico de produtos de satude - Parte 2: Filtragao

Radiacao ionizante

11137-1:2006

Esterilizagdo dos produtos de cuidados de satde - Radiagdo - Parte 1: Requisitos para o desenvolvimento, validagdo e

(irradiacdo) controlo de rotina de um processo de esterilizagdo para dispositivos médicos
11137-2:2013 Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Radiagao - Parte 2: Estabelecer a dose de esterilizagao
11137-3:2006 Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Radiagdo - Parte 3: Orientagdo sobre aspectos dosimétricos
Quimica 11135:2014 Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Oxido de etileno - Requisitos para o desenvolvimento, validagdo e

(6xido de etileno)

controlo de rotina de um processo de esterilizagdo para dispositivos médicos

11138-2:2006

Esterilizagdo dos produtos de cuidados de saude - Indicadores bioldgicos - Parte 2: Indicadores bioldgicos para os

processos de esterilizagdo por 6xido de etileno
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4.2.3.2 Boas Praticas de Fabrico
Embora a esterilizacdo terminal seja muitas vezes o passo final no processo de producao
de medicamentos, a observagdo das “Boas Praticas de Fabrico” (BPF) por parte das
industrias pode minimizar significativamente o grau de contaminacdo dos produtos e
eventualmente originar produtos estéreis. As industrias farmacéuticas ao observar as
BPF, necessitam de respeitar e assegurar que possuem 0s seguintes requisitos:
(Farmacopeia IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008)

* Pessoal qualificado com formagao adequada, que respeite as normas;

* Instalac¢des adequadas, de acordo com as normas;

* Equipamento de producdo adequado, sendo planeado para assegurar uma facil

limpeza e esterilizagao;
* Precaugdes adequadas para garantir a carga microbiana minima antes do
processo de esterilizagao;

* Procedimentos validados para todas as etapas de produgdo criticos;

* Monitorizagdo ambiental, bem como dos procedimentos;
As boas praticas de fabrico que regulam a produg¢do de medicamentos na Unido
Europeia, “Eudralex — Volume 4 Good manufacturing practice (GMP) guidelines”
mais propriamente o fabrico de medicamentos estéreis, “Anexo 1 — Fabrico de
Medicamentos Estéreis” indicam que o fabrico de produtos estéreis pode ser conseguido
se ocorrer em areas limpas em que as entradas de pessoal, equipamento e materiais
sejam efectuadas de forma pressurizada, mantendo sempre um nivel de limpeza
adequado e um ar sem particulas, afim de evitar a contamina¢do do produto fabricado.
Existem 4 tipos de classes para as salas de fabrico de medicamentos (tabela 9),
conforme a EN ISO 14644-1. As varias classes diferenciam-se de acordo com as etapas
do fabrico de produtos estéreis e o niimero maximo de particulas permitido por m’ e

tamanho dessas particulas. (Comissdao Europeia, 2009)

Tabela 9 - Numero méaximo permitido de particulas/m3 em funcdo do tamanho (adaptado de ISO
14644,2008)

i Em repouso Em operagédo
Classe = 0,5 pm 5,0 pm 0,5 pm 5,0 pm
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352 000 2900
C 352 000 2900 3520 000 29 000
D 3520 000 29 000 Nao definido Nao definido
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Na produg¢do de medicamentos utilizando técnicas assépticas, o manuseamento de
matérias primas e componentes esterilizados ou nao filtrados deve ocorrer numa sala de
classe A com uma envolvente de classe B, salvo se os componentes forem depois
sujeitos a uma esterilizagdo ou uma filtragem para eliminar os microorganismos
presentes. A preparacdo de solugdes que irdo a posteriori ser esterilizadas por filtracao
deve ocorrer numa sala de classe C. (Comissao Europeia, 2009)

Os produtos que sdo submetidos a esterilizacdo terminal, devem ser processados no
minimo num ambiente de classe D, sendo que o enchimento de produtos para
esterilizagdo terminal deve ocorrer no minimo num ambiente de classe C. Se o produto
apresentar um elevado risco de contaminagdo, deve utilizar-se um ambiente de classe A
com uma envolvente de classe C no minimo, a tabela 10 demonstra a relagdo da

operacao de fabrico com a respectiva classe.

Tabela 10 - Exemplo operagdes de fabrico de medicamentos estéreis (esterilizagdo terminal) e sua
respectiva classe (adaptado de Comissido Europeia, 2009).

Classe Processo de fabrico
A *  Enchimento de produtos com elevado risco de contaminagao
C *  Enchimento de produtos (classe minima)

* Preparagdo e enchimento de pomadas, cremes e suspensodes, antes da esterilizagdo

terminal

D *  Preparagdo de solugdes e componentes para enchimento posterior

Conforme referido no subcapitulo 4.2.1.3 INFARMED, todos os processos de
esterilizagdo necessitam de ser validados. Antes do inicio do processo de esterilizagdo, ¢
obrigatdrio demonstrar através de medigdes fisicas e indicadores biologicos, que o
processo ¢ adequado ao produto e que ¢ eficaz conforme a carga processada. Os registos
dos indicadores do processo de esterilizagdo de um produto devem ser efectuados
anualmente e sempre que o equipamento sofra alteragdes. (Comissdao Europeia, 2009)

As boas praticas de fabrico recomendam a implementacdo de métodos que permitam
distinguir claramente produtos esterilizados e ndo esterilizados, para que ndo exista
contaminagdo cruzada. Os registos de esterilizacdio para cada série devem ser
aprovados, para que exista a libertacdo do lote e consequentemente para sua

comercializacdo. (Comissdo Europeia, 2009)
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4.3 Tipos de esterilizacao

A seleccdo de um método de esterilizagdo deve ter em conta a natureza do produto.
Além disso, a forma de acondicionamento das preparagdes oftdlmicas também
influencia o método de esterilizacao escolhido. (Fraise et al., 2013).

Seguidamente serdo abordados os principais métodos utilizados na esterilizagdo de
farmacos, dando particular énfase ao processo e referindo alguns exemplos de farmacos
para aplicacdes oftalmoldgicas que podem ou ndo ser esterilizados pelos referidos

métodos.

4.3.1 Calor Humido

A esterilizagdo por calor ¢ bastante utilizada na industria farmacéutica, podendo ser
feita de duas formas: calor hiimido e calor seco.

O calor humido pode ser produzido em autoclaves ou por esterilizadores a vapor, sendo
que este método ¢ o mais estudado no ambito dos métodos de esterilizagdo. Os produtos
que sejam tolerantes ao calor normalmente sdo esterilizados por calor himido, dado que
este método se encontra entre os mais economicos, eficazes e confidveis (Killeen &
McCourt, 2012). A esterilizacdo por calor huimido ¢ o método recomendado para as
solugdes aquosas (Farmacopeia Portuguesa X, Textos gerais sobre esterilidade, 2008).
A esterilizacdo por calor humido ¢ mais eficiente que com calor seco. Com efeito, com
calor humido ¢ possivel utilizar uma temperatura e tempo inferior a utilizada com calor
seco. A difusdo do vapor quente, (autoclave), ¢ mais rapida e eficiente que o calor seco,
(estufa ou forno) (Killeen & McCourt, 2012; Barroso et al., 2014).

A eficiéncia deve-se ao facto de, a medida que a dgua ¢ aquecida, ser absorvida energia
até se chegar ao ponto de ebulicdo, (calor latente). O calor latente corresponde a energia
necessaria para que ocorra o processo de transicao de fase de liquido para gasoso. Como
existe um elevado consumo de energia, o processo inverte-se originando condensacao
do gas, originando vapor saturado. Toda a energia despendida no processo, confere a
esterilizagdo por calor himido um elevado rendimento (Rodrigues et al., 2012).

A esterilizagdo por calor hiimido, mais concretamente em autoclave, funciona
habitualmente com as condi¢des padrdo, sendo a pressdo relativa de 1 atmosfera (15
psi) e a temperatura de 121°C. Podem utilizar-se outros valores de temperatura, bem
como de pressdo relativa, em que o aumento de temperatura (e aumento de pressdo) ira

diminuir o tempo de esterilizagdo, como ¢ representado na tabela 11.
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Tabela 11 - Relagdo ente pressdo, tempo e temperatura no ciclo de esterilizagdo de autoclave (adaptado de
Denyer, Hodges, & Gorman, 2004)

Temperatura (°) Tempo de esterilizagdo (min) Presséo (psi)
115 30 10
121 15 15
126 10 20
134 3 30

E reconhecido que o contacto directo do vapor saturado com o produto a uma
temperatura de 121°C durante 10 min consegue eliminar a maioria das formas
bacterianas e outros microorganismos. Contudo, o tempo de exposicdo do processo
varia conforme a carga microbiana do produto ou o seu volume (Barroso et al., 2014). A
figura 8 descreve as fases de um ciclo de esterilizacdo por calor hiimido, mais

propriamente de autoclave (Najafpour, 2015).

Vacuo Aquecimento Esterilizagdo Arrefecimento

4 | ] | | .

Pressao

Fim
: ; } \% = min.
Secagem

Figura 8. Fases do ciclo de esterilizagdo na autoclave (adaptado de Najafpour, 2015)

O mecanismo de ac¢do que leva a eliminacdo dos microorganismos no processo de
esterilizag@o por calor humido, baseia-se no facto do vapor de agua a uma temperatura
elevada, conseguir desnaturar e coagular as proteinas celulares, destruindo pontes de
hidrogénio, o que origina na disfuncionalidade das enzimas. A elevada temperatura
aliada ao vapor de agua, altera a estabilidade da membrana citoplasmatica, provocando
o efluxo dos constituintes celulares essenciais para o crescimento e sobrevivéncia dos
microorganismos ¢ bactérias. Assim, ocorrera morte celular e ndo se observara

crescimento dos microorganismos (Shintani, 2011; Barroso et al., 2014).
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No processo de esterilizagdo por calor himido, podem utilizar-se diversas temperaturas
na autoclave sem ser a das condig¢des padrdo, caso existam microorganismos resistentes

ao calor himido, a fim de garantir que estes sejam eliminados (figura 9).
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Figura 9. Temperaturas de esterilizag@o correspondentes aos microorganismos resistentes ao calor himido
(adaptado de Barroso et al., 2014)

A esterilizagdo por calor humido pode influenciar a actividade do produto. Por exemplo,
ao esterilizar-se uma solucdo de diclofenac de sodio a altas temperaturas, por
autoclavagem, pode influenciar-se na ac¢do terapéutica deste anti-inflamatorio devido a
alteracdo de certas caracteristicas fisico-quimicas, como o pH. Apesar dessa
modificacdo, ¢ seguro administrar o diclofenac de sédio. A vantagem decorre de poder
esterilizar em larga escala (Asasutjarit, Thanasanchokpibull, Fuongfuchat, &
Veeranondha, 2011).

Os corticosterdides (classe de farmacos a que pertence a dexametasona) podem ser
esterilizados através de calor himido. A adi¢do de um gas, como o CO,, permite criar
condi¢des ndo oxidativas dentro da autoclave. Assim, pode utilizar-se vapor saturado

com COa,, para esterilizar pd seco ou himido deste tipo de farmaco (Zani et al., 2013).
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4.3.2 Calor Seco

Ao longo dos séculos, o calor foi conhecido como um agente purificador e de limpeza.
Um estudo realizado por William Henry em 1832, descobriu o efeito do calor sobre
roupa contaminada por doentes com tifo e escarlatina. Colocou a roupa contaminada
num recipiente equipado com uma valvula de seguranca a uma temperatura superior a
100°C e concluiu no final do estudo que estas ja ndo se encontravam contaminadas e
podiam ser usadas novamente sem que se contraisse as doengas (Fraise et al., 2013).

A esterilizacdo por calor seco ¢ utilizado para esterilizar material de vidro, pegas ou
objectos metalicos, substancias em pd, e outras substancias que possam suportar
elevadas temperaturas. A producdo de calor seco para o processo de esterilizacdo pode
ser feita através de estufa ou forno tipo Pasteur (equipado com um termdstato e um
dispositivo que assegura a circulagdo do ar no interior do forno) (Shintani, 2011;
Barroso et al., 2014).

Como foi referido no ponto 4.3.1, a esterilizagdo por calor himido ¢ mais eficaz que por
calor seco. No entanto para certos produtos que possuam agua em pequena percentagem
na sua formulacdo e que ndo se deixem penetrar pela humidade, como a vaselina, 6leos,
gorduras solidas ou liquidas e pds, o procedimento que em geral se adopta ¢ a
esterilizagdo por calor seco. Na esterilizagdo em estufa, o calor penetra mais lentamente
que o calor humido, por isso ¢ necessario utilizar temperaturas mais elevadas e tempos
mais prolongados (Barroso et al., 2014). A esterilizacdo por calor seco, funciona
habitualmente com as condi¢des padrao de temperatura de 160°C e um tempo minimo
de 2 horas. As combinagdes de temperatura e tempo para o processo de esterilizagdo
podem variar, desde que se assegure uma taxa de letalidade adequada (Farmacopeia
Portuguesa IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008).

A esterilizagdo por calor seco elimina/inactiva as células através de incineragdo. O
mecanismo de actuacdo do calor envolve um processo oxidativo dos microorganismos,
onde os componentes celulares sdo destruidos/inactivados devido as elevadas
temperaturas a que sao submetidos. Embora muitas toxinas bacterianas e fingicas sejam
inactivadas a certas temperaturas, as endotoxinas bacterianas necessitam de
temperaturas mais elevadas para que sejam definitivamente eliminadas (Shintani, 2011;

Barroso et al., 2014).
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4.3.3 Filtracao

A filtragdo ¢ utilizada quando certas substancias activas ou produtos ndo podem ser
submetidas a um processo de esterilizagdo terminal mais agressivo. O processo de
esterilizagdo por filtragdo ¢ aplicada a liquidos, gases termoldbeis ou mesmo o ar
atmosférico. Utilizam-se filtros que sdo capazes de reter os microorganismos aquando
da sua passagem (Farmacopeia Portuguesa IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008;
Barroso et al, 2014).

Na filtragdo ndo ocorre destruicdo dos microorganismos quando passam no filtro, em
contraste com os outros métodos de esterilizacio que envolvem a eliminacdo dos
microorganismos. O mecanismo de ac¢do do processo de filtragdo baseia-se na
eliminagdo fisica dos microorganismos, retendo-se e removendo-se todos os
microorganismos que ndo passam no filtro. Nao existe nenhuma classificacdo ao nivel
de seguranca de esterilidade para este processo, dado que ndo se consegue calcular o
valor (Shintani, 2011).

O processo de esterilizagdo por filtracdo ¢ utilizado frequentemente em laboratdrios
farmacéuticos ou hospitais, em produtos, nomeadamente solu¢des que sdo facilmente
alteraveis pelo calor, como as vitaminas, soro, plasma ou solugdes proteicas (Barroso et
al., 2014).

As solugdes sdo filtradas por uma membrana antibacteriana com uma porosidade
nominal inferior ou igual a 0,22 um, que assegura a eliminagdo dos microorganismos,
com dimensdes maiores. Actualmente através da técnica de microfiltragdo, podem ser
removidas particulas at¢ 0,05 pum, que corresponde ao tamanho de varios
microorganismos ou mesmo virus (Barroso et al., 2014).

O filtro ndo deve ser reutilizado durante um espaco de tempo superior aquele que foi
definido aquando da sua validagdo, devido ao risco de libertagdo do contaminante. Em
determinados casos, e para minimizar o risco de contaminagdo, realiza-se uma pré-
filtracdo com um filtro antibacteriano (Farmacopeia Portuguesa IX, Textos gerais sobre
esterilidade, 2008).

A glicerina, bastante utilizada nas formulagdes farmacéuticas como excipiente nos
farmacos para administragdo via oral, topica, preparagdes parentéricas e oftalmicas ¢
muitas vezes esterilizada por filtragdo. Com efeito, conforme a finalidade da glicerina,
algumas preparacdes necessitam de serem estéreis, por exemplo nos firmacos para
administragdo oftdlmica. As propriedades fisicas da glicerina, como a elevada

viscosidade e o teor minimo em agua, limitam os varios processos de esterilizacdo. A

53



Esterilizag¢do de farmacos para terapia ocular

esterilizagdo por calor himido ndo ¢ adequada para esterilizar a glicerina, devido ao teor
minimo de agua. O método por esterilizacdo quimica ndo ¢ adequado devido aos
residuos de substancias que advém do método, podendo comprometer a pureza da
glicerina. A radiacdo ionizante, também ¢ preterida devido as instalagdes especiais que
necessita e outros factores limitativos, como o custo. Deste modo, a filtragcdo
esterilizante e o calor seco sdo os métodos adequados para esterilizar o excipiente em
questdo. A esterilizagdo por calor seco, como referido anteriormente, envolve um forno
de alta temperatura que destrdi os microorganismos, sem que altere a composi¢ao dos
produtos devido a ndo utilizacdo de vapor saturado. A esterilizagdo por filtragdo ¢é
preferivel ao calor seco, devido as condi¢des que sdo precisas para O processos, € as
necessidades de validagdo. Na esterilizacdo por filtragdo, o caudal da solucdo que
atravessa o filtro, ¢ afectado pela resisténcia do filtro, a viscosidade da solu¢do ou a
pressdo do processo. Como a glicerina possui uma elevada viscosidade, a taxa de fluxo
pode ser aumentada para atravessar mais rapidamente no filtro, aumentado a area da
superficie do filtro ou aumentando o diferencial de pressdo através do filtro

(McCluskey, 2008).

4.3.4 Radiacio ionizante (gama - v)

A esterilizagdo por radiacdo pode envolver radiagdo ionizante (raios y e raios X) e
radia¢do ndo ionizante (raios ultravioletas).

A radiacdo mais utilizada pela industria farmacéutica ¢ a radiacdo ionizante por raios ¥,
que ¢ emitida por is6topos radioactivos como o cobalto-60 (“*Co) ou feixes de electrdes
de alta velocidade (e-electrdes). A radiagdo ¢ produzida por aceleradores de particulas, e
constitui uma alternativa aos outros tipos de esterilizacdo, quando os produtos sdo
sensiveis ao calor, ja que a esterilizagdo por radiacdo utiliza tipicamente temperaturas
entre 4-5°C. A dose padrdo de radiagdo que se utiliza para este método ¢ de 25 kGy,
sendo que se podem utilizar outros valores desde que seja assegurada um NSE de 107
(Farmacopeia Portuguesa IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008; Fraise et al., 2013).
As moléculas organicas de grande tamanho, como por exemplo o ADN (acido
desoxirribonucleico), demonstram ser sensiveis a radia¢do ionizante. Os raios Yy
possuem um efeito microbicida, uma vez que a estrutura do ADN ¢ afectado pela
radiacdo, bem como as proteinas celulares e outros constituintes das células. Estas

mutagdes provocam a inviabilidade dos microorganismos. Os raios y, podem provocar
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também efeitos indirectos nas reac¢des de ionizagdo e da agua (radical de peroxido e
hidroxilo) (Shintani, 2011).

As principiais vantagens do método sdo: ser de alta seguranca, libertacdo paramétrica
dos produtos tratados, permitir o uso imediato dos mesmos, ndo existir mais ensaios de
qualidade sem ser os de valida¢do bioldgica, permitir esterilizar simultaneamente um
volume elevado de produtos, ocorrer a uma temperatura baixa e permitir esterilizar o
interior das embalagens e produtos farmacéuticos (Fraise et al., 2013).

O aciclovir revestido por microesferas, PLGA - Poli(di-lactido-co-glicolido), para tratar
certas patologias oculares, pode ser esterilizado por radiacdo ionizante, mais
propriamente radiagdo gama y. As condigdes padrao de esterilizacdo, demonstram que o
farmaco ndo altera a sua eficdcia e que as caracteristicas das microesferas se mantém
intactas. A esterilizagdo por calor himido ou seco, ndo ¢ adequado para microesferas,
como o PLGA, por alterarem a composi¢do quimica e fisica do polimero (Sancho,
Vanrell, & Negro, 2004).

Em muitos polimeros (biodegraddveis ou ndo), mais propriamente nos hidrogéis, o
método de esterilizagdo por radiacdo ionizante ndo influencia a estrutura e propriedades
dos polimeros. Contrariamente, o calor seco degrada a nivel fisico e quimico o
polimero, o que constitui um entrave a preparacdo das formas farmacéuticas para o

tratamento de patologias oculares (Khutoryanskiy, 2015).

4.3.5 Quimica (6xido de etileno)

A esterilizag@o por 6xido de etileno deve ser apenas utilizada em ltimo recurso, devido
aos efeitos nocivos que o produto possa sofrer durante o processo e ao vestigio do gas
residual que o mesmo ainda pode conter, podendo transformar-se e provocar efeitos
toxicos no organismo (Farmacopeia Portuguesa IX, Textos gerais sobre esterilidade,
2008).

Embora se recomende que a esterilizagdo quimica apenas seja utilizada em ultimo
recurso, cerca de 50% do mercado industrial utiliza o método como esterilizagdo
terminal, com o 6xido de etileno como o gas preferencial para este tipo de esterilizagao
(Lambert, Mendelson, & Craven, 2011).

O método de esterilizacdo por oxido de etileno ¢é utilizado quando os produtos sdo
sensiveis a temperaturas superiores a 60°C ou sensiveis a radiacdo. A esterilizacdo ¢
geralmente praticada a uma temperatura entre os 30°C e 60°C, com um humidade

relativa superior a 60%, uma concentracdo de gas entre 200 e 800 mg/L e com uma
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duracdo de pelo menos 3 horas, sendo estes valores varidveis, conforme as
caracteristicas dos produtos a serem esterilizados. No processo de esterilizagdo, ¢
necessario determinar e registar a humidade, o gas (6xido de etileno), a temperatura e o
tempo de exposicdo (Farmacopeia Portuguesa IX, Textos gerais sobre esterilidade,
2008; Hsiao, Liu, Ueng, & Chan, 2012).

O processo de esterilizagdo por 6xido de etileno ¢ normalmente dividido nas seguintes
fases (Pinto et al., 2015):

- Pré-acondicionamento

- Acondicionamento,

- Exposi¢ao ao 6xido de etileno,

- Lavagem do produto

- Ventilagdo final

O mecanismo de acc¢do do processo de esterilizacdo quimica, envolve a interaccdo do
oxido de etileno com os componentes celulares e as macromoléculas, tais como acidos
nucleicos e proteinas/enzimas. O 6xido de etileno ¢ um agente alquilante (transferéncia
de um grupo alquilo de uma molécula para outra molécula), que reage com os
componentes celulares e as macromoléculas constituintes dos microorganismos,
eliminando-os. A sua eficicia ¢ elevada, relativamente a esporos bacterianos, virus,
bactérias e fungos. Os grupos funcionais das macromoléculas, carboxilo (-COOH),
hidroxilo (-OH), sulfidrilo (-SH) e grupo amino (-NH2), sdo de elevada importancia na
estrutura e fungdo da proteina, sendo que a actuacdo do oxido de etileno sobre estes
grupos ira perturbar a sua actividade e consequentemente, se a proteina for essencial
para a replicagdo celular, ira originar a morte celular, e consequentemente a eliminagdo
do microorganismo (Shintani, 2011). Apesar do processo ser de elevada eficacia, ¢
recomendado que a utilizagdo do 6xido de etileno s6 ocorra em condigdes estritamente
necessarias, devido ao potencial efeito de carcinogenicidade genotdxica do géas (Hsiao
et al, 2012).

A titulo de exemplo, refira-se que para esterilizar insertos oftalmicos, o processo mais
adequado de todos os ja referidos, € a esterilizagdo quimica com gas de 6xido de etileno.
Este método mantém as propriedades dos insertos, ndo deformando o material, quando,
em contra partida, a autoclavagem, devido as altas temperaturas altera o inserto

(Kozakiewicz, 2014).
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4.4 Validacgao da esterilizagao

O processo de esterilizagdo nao ¢ directamente mensuravel. Para confirmar se o produto
ficou realmente estéril (validar a esterilidade), existem diversas técnicas que podem ser
aplicadas (Doornmalen & Kopinga, 2008). A validacdo da eficacia da esterilizagdo pode
ser feita por indicadores fisicos, quimicos e bioldgicos (Sandle, 2013).

Segundo a FP IX e as boas praticas de fabrico que regulam a producdo de
medicamentos na Unido Europeia, “Eudral.ex — Volume 4 Good manufacturing practice
(GMP) guidelines”, mais propriamente o fabrico de medicamentos estéreis, “Anexo 1 —
Fabrico de Medicamentos Estéreis”, os indicadores fisicos para os varios tipos de

esterilizagdo sdo os descritos na tabela 12.

Tabela 12 - Indicadores fisicos e os varios tipos de esterilizagdo (adaptado de Farmacopeia Portuguesa
IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008; Comissdo Europeia, 2009).

Tipo de esterilizagdo Indicador fisico

Calor humido *  Medigdo de temperatura e pressdo em cada ciclo (sonda);
* Colocagdo de sonda em recipientes representativos no local

mais frio da camara;

Calor seco *  Medigdo de temperatura em cada ciclo (sonda);
* Colocagdo de sonda em recipientes representativos no local

mais frio da camara;

Filtragao * Integridade do filtro antes e apos sua utilizagdo (ponto de

bolha, taxa de difusdo ou teste manutengdo de pressdo);

Radiagdo * Indicador dosimétrico que absorva radiagdo;

*  Se for um indicador dosimétrico de plastico (perspex);

Quimica (6xido de etileno) *  Medigdo de temperatura e pressdo em cada ciclo;

*  Concentragdo de gas, humidade, tempo de esterilizagdo;

Nos indicadores quimicos utiliza-se um ou mais produtos quimicos que sofrem uma
alteracdo fisica ou quimica, mudando em geral a cor para ser ser visivel a olho humano
(Ames, 2014). A ISO 11140-1:2014 fornece especificagdes sobre os requisitos e
métodos de ensaio a utilizar para proceder a validacdo da esterilizagdo por indicadores
quimicos. Os indicadores quimicos ndo fornecem informacdo sobre a presenca ou
auséncia de algum microorganismo vivo no produto, mas sim se o produto foi
devidamente esterilizado (ISO 11140,2014). Os indicadores quimicos podem ser

divididos em dois grupos: tiras de ensaio para solugdes ou mesmo indicadores
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quimicos. As tiras sdo utilizadas em processos de esterilizagdo quimica no qual os
produtos a esterilizar sdo liquidos. As tiras permitem verificar se o esterilizante quimico
estd acima ou abaixo da concentracdo eficaz para esterilizar. A formulacao da tira, ao
reagir com o esterilizante quimico, originard uma mudanga de cor. A mudanga de cor,
bem como o tempo da interac¢do da tira com o esterilizante, varia conforme o tipo de

tira e a solugdo em processamento, como ¢ representado na figura 10.

Mergulhado 2 90 segundos a
segundos revelar

Figura 10 - Exemplo de uma tira de solugdo de ensaio, mudanca de cor (adaptado de Ames, 2014)

O segundo grupo de indicadores quimicos referido, ¢ utilizado frequentemente em
ensaios de controlo de qualidade dos processos de esterilizacdo baseados em vapor/gas
como o oxido de etileno. Basicamente consistem numa fita, que ¢ colocada na parte
externa da embalagem quando estd dentro da cdmara. testes de remocdo de ar para
verificar se existe alguma fuga, nomeadamente esterilizadores que funcionam com
vapores. Existem outros tipos de indicadores quimicos, como o de Bowie-Dick, que é
um teste especifico para remoc¢ao de ar no processos de esterilizacdo a vapor (figura 11)

(Ames, 2014).

Nao exposto Aprovado Nao aprovado

Figura 11. Teste de Bowie-Dick (adaptado de Mesa Laboratories, 2014)
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A FP IX bem como a USP exigem o uso de indicadores bioldgicos para validar os
diferentes processos de esterilizagdo nomeadamente calor humido, calor seco, radiacao
e quimica (6xido de etileno) (Sandle, 2013).

Segundo a FP IX, os indicadores bioldgicos sdo preparagdes aferidas de
microrganismos previamente seleccionados, que possuem como finalidade avaliar a
eficacia de um processo de esterilizagdo (Farmacopeia Portuguesa IX, Textos gerais
sobre esterilidade, 2008). Os microorganismos sdo seleccionados conforme os critérios
pré-estabelecidos, ndo devendo ser patogénicos. Devem ser de facil cultura e devem ter
uma resisténcia acima da média ao processo de esterilizacdo escolhido (Sandle, 2013).
Os indicadores bioldgicos sdo tipicamente preparacdes de esporos bacterianos que siao
apresentadas em diversas formas, como esporos em discos, suspensao em agua ou meio
de cultura, esporos numa tira de papel, tubos de ensaio ou ampolas. As varias formas
destas preparagdo devem ser devidamente embaladas para que fiquem protegidas de
uma eventual contaminagdo ou alteracdo, permitindo que s6 no processo de
esterilizagcdo, o agente esterilizante, entre em contacto com o indicador, neste caso o
microorganismo (Farmacopeia Portuguesa IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008;
Sandle, 2013).

A norma ISO 11138-1:2006 fornece os requisitos gerais do indicadores bioldgicos,
desde a sua produg¢do até a monitorizagdo da validacao do processo de esterilizagdo. Na
tabela 13 referem-se as principais caracteristicas de diversos indicadores biologicos, em
conformidade com as referidas normas e consoante o tipo de esterilizagao.

A preparagdo dos indicadores biologicos implica um minimo de populagdo microbiana
previamente definido pela farmacopeia, sempre superior a 1 x 10°, podendo variar
conforme o tipo de aplicacdo. Este valor ¢ usado para que exista um alcance da reducao
da populagdo microbiana em valores 10 de acordo com o conceito de seguranca de
esterilidade. Para confirmar a reducdo da populagdo, ¢ normalmente feita uma contagem
dos microorganismos e os critérios de aceitagdo ndo devem ser inferiores a 50% e nunca

mais do que 300% da populagdo inicial (Sandle, 2013).
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Tabela 13 - Indicadores biologicos e respectivo método de esterilizagdo (adaptado de Farmacopeia

Portuguesa IX, Textos gerais sobre esterilidade, 2008; Sandle, 2013

Método de Esterilizagdo

Indicador biologico

Populacao

Caracteristicas

Calor himido

* Geobacillus
stearothermophilus

o 5x 10°

* Exposi¢do durante 6 min a 121 +

1°C, os esporos mantém-se
revivificaveis;

Exposi¢do durante 15 min a 121 +
1°C, os microorganismos ndo se

desenvolvem;

Calor seco

* Bacillus subtilis
* Bacillus

atrophaeus

o 1x10°
o 1x 10°

Temperaturas superiores a 220°C
eliminam pirogénios no material
de vidro;

A temperatura superior a 220°C, se
reduzir de 3 log de endotoxinas
bacterianas resistentes, substitui

um indicador bioldgico;

Radiagdo ionizante

* Bacillus pumilus

o 1x 10’

Valor D necessita de ser superior a
1,9 kGy;

Os microorganismos ndo se
desenvolvem a uma exposicdo de

25 kGy (dose minima absorvida);

Quimica  (6xido de

etileno)

* Bacillus subtilis
* Bacillus

atrophaeus

o 5x 10°
o 5x 10°

Valor D superior 2,5 min por ciclo
de esterilizagdo de 600 mg/l de
oxido de etileno & temperatura de
54°C com 60% de humidade
relativa;

Apds 60 min de ciclo, auséncia de
desenvolvimento de

microorganismos;

Filtragao

* Pseudomonas

diminuta

o 1x 10’

Capacidade de produzir um
filtrado estéril a partir de um
indicador bioldgico;

Filtro com porosidade nominal

inferior ou igual a 0,22 um;
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5. Conclusio

O olho, sendo um o6rgdo de elevada importancia, necessita de um tratamento correcto
sempre que ¢ afectado por uma patologia. O tratamento das patologias oculares envolve
muitas vezes a utilizagdo de farmacos, que para evitar outras complicagdes, necessitam
de serem estéreis. Evitar/eliminar contaminagdo dos farmacos ¢ de extrema importancia,
devido ao desenvolvimento de microorganismos que podem influenciar o tratamento da
patologia. Por exemplo, se um fdrmaco para o tratamento de uma conjuntivite viral,
nomeadamente a substancia activa ou excipiente, ndo for devidamente esterilizado na
sua preparacao e produc¢do, a condicao patologica do doente pode piorar.

A esterilizagdo de fdrmacos para terapia ocular pode ser feita por diferentes métodos:
esterilizagdo por calor humido, calor seco, filtragdo, radia¢do ionizante e esterilizacao
quimica sdo 0s mais comuns.

Os processos de esterilizagdo t€ém por objectivo garantir a auséncia de microorganismos
e pirogénios no produto, sem afectar a sua estabilidade. Utilizam-se indicadores
biologicos para validar os processos de esterilizagdo, confirmando se houve uma
eliminagdo ou redu¢do de microorganismos efectiva.

As principais entidades reguladoras do medicamento, estabelecem normas e regras
conforme a legislagdo para aprovagdo de medicamentos, sendo o INFARMED a
entidade principal reguladora do medicamento em Portugal. As BPF e a FP IX sdo de
extrema importdncia na producdo de medicamentos estéreis, nomeadamente as
preparagdes oftalmicas.

As preparagdes oftalmicas para as varias patologias oculares apresentam-se sob
diferentes formas (e.g. colirios, po, inserto oftdlmico ou preparacdes semi-solidas), e
contendo diferentes substancia activas e excipientes. Esta variabilidade ird influenciar a
escolha do processo de esterilizacao.

Os varios farmacos, devido as suas caracteristicas quimicas e fisicas, ndo sdo passiveis
de ser esterilizados através de um unico processo de esterilizagdo. O método
recomendado por defeito pela FP IX, BFP e o INFARMED ¢ esterilizagdo por calor
himido (autoclave) devido a simplicidade do equipamento envolvido, possibilidade de
esterilizagdo de produtos em larga escala e facilidade do processo. De acordo com a
literatura, a esterilizagdo por calor humido e quimica (6xido de etileno) encontram-se
entre os métodos mais utilizados por parte da industria farmacéutica. A esterilizagdo por
autoclave ndo ¢, no entanto aconselhdvel em produtos que possuam quantidades de agua

diminutas, como a glicerina, dado que pode influenciar as suas propriedades. Apesar de
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ser um dos métodos mais utilizados pelas industrias, ele ¢ também desaconselhdavel no
caso de farmacos termosensiveis, muitos com aplicagdo para terapia ocular.

A radiagdo ionizante apesar de ndo ser o método de elei¢do das entidades e normas
reguladores, constitui uma alternativa bastante utilizada pelas industrias farmacéuticas,
visto ser um processo de alta seguranca que permite esterilizar um elevado nimero de
produtos.

A esterilizacdo quimica, tem um elevado efeito toxico nos produtos a esterilizar, sendo
por isso o ultimo processo de esterilizagdo a ser escolhido apesar de ser bastante
utilizado pelas industrias.

Certas substancias activas ou produtos que ndo podem ser esterilizadas por esterilizacao
terminal, s3o esterilizadas por filtragdo.

Actualmente, a esterilizagdo de farmacos para terapia ocular ndo possui muita literatura
especifica. Além disso as industrias que produzem este tipo de firmacos/formulagdes
ndo fornecerem dados relativos aos processos, em particular, ndo tornam publico os
métodos que utilizam para esterilizar as diferentes substancias activas. Tal ¢ expectavel
que decorra do facto de existir uma elevada competitividade no mercado para conseguir
a melhor relagdo custo/beneficio no processo de producdo, que envolve a esterilizaciao
do produto.

Finalmente, dado que os microorganismos, bactérias e virus, tem tendéncia a criar mais
mecanismos de resisténcia ao longo do tempo, ¢ de extrema importancia a pesquisa e

evolucdo dos actuais processos de esterilizagao.
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