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RESUMO

BARREIRA, A. L. S. Validacdo dos processos envolvidos na obtencdo do
polissacarideo capsular de Haemophilus influenzae tipo b conjugado com toxdéide
tetanico utilizado para producéo de vacina. 2013. 118 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2013.

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) € a principal causa de pneumonia
bacteriana e meningite em criangas com menos de 5 anos de idade. A doenca pode
ser prevenida através da vacinacdo com uma vacina conjugada polissacarideo-
proteina, uma vez que a vacina de polissacarideo ndo é eficaz. Desde 1999, o
Ministério da Saude incluiu a vacina conjugada Hib na rotina do calendario de
imunizacdo para criancas rotineiramente. Sendo este um processo de grande
importancia para as pessoas e demanda de producédo significativa para o governo
brasileiro, € necessario que 0s processos estejam de acordo com as normas
nacionais e internacionais de regulamentacao e devem ser validados. Uma operacao
validada assegura a producao de lotes uniformes que atendem as especificagcoes
exigidas, consequentemente, garantindo ao fabricante a capacidade de proporcionar
um produto de qualidade. O trabalho propde o desenvolvimento de uma metodologia
que evidencie e garanta o processo de producdo de um conjugado de
polissacarideo-proteina pelo método de conjugacdo quimica e que sera produzido
de forma consistente e de acordo com as suas especificacdes pré-definidas. Os
atributos de qualidade garantem o ndo desabastecimento da vacina Haemophilus
influenzae tipo b por desvios de processo, o que contribui com aumento do valor
agregado ao produto em questédo. Portanto, a metodologia de validacao foi aplicada
ao estudo de validacéo. O estudo baseou-se em trés etapas. A primeira foi baseada
em andlise de parametros do processo de conjugagdo quimica para mapear e
estabelecer intervalos criticos de controle quanto a estes parametros, a segunda
fase foi realizada com a producédo de trés lotes consecutivos, em escala industrial,
com monitorizacao regular dos parametros criticos mapeados anteriormente. A fase
final consistiu em amostras recolhidas, em tempo pré-determinado, durante o
processo de producao e de controle do produto final em tamanho 50% a mais que
na rotina de producgdo. Estas amostras foram analisadas utilizando os métodos de
analise que foram anteriormente validados, a fim de garantir a reprodutibilidade dos
resultados. A robustez do processo foi assegurada uma vez que todos os
parametros do processo avaliados apresentaram resultados dentro do padrédo de
conformidade com os resultados de controle determinados durante o processo, e no
produto final para a populacdo de amostragem dentro de especificacdes definidas
pelas metodologias analiticas validadas garantindo os resultados. O trabalho
proposto assegura status de processo validado para o conjugado polissacarideo-
proteina com excepcionais rendimentos obtidos, combinado com caracteristicas
guimicas bem definidas.

Palavras-chave: Validacdo. Vacina conjugada. Haemophilus influenzae tipo b.



ABSTRACT

BARREIRA, A. L. S. Processes validation involved in obtaining of capsular
polysaccharide of Haemophilus influenzae b with tetanus toxoid conjugate used for
vaccine production. 2013. 118 f. Dissertacao (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Haemophilus influenzae type b (Hib) is a primary cause of bacterial
pneumonia and meningitis in children under 5 years of age. The disease can be
prevented by immunization with a population of polysaccharide-protein conjugate
vaccine, once the polysaccharide vaccine is not effective. Since 1999, the Ministry of
Health included the Hib conjugate vaccine in the routine immunization schedule
children routinely. Since this is a production process of importance to people and
significant demand for the Brazilian government, it is required under rules that
national and international regulatory processes of this kind should be validated. An
operation validated ensures the production of uniform batches that attend the
required specifications, consequently generating to the manufacturer charge of
providing a quality product. The work proposes the development of a methodology
that provides evidence that the process and ensures the production of a
polysaccharide-protein conjugate by chemical conjugation method will be produced
consistently and according to its predefined specifications. The quality attributes,
guaranteeing, not the lack of Haemophilus influenzae type b by process deviations,
which would cause increased value added to the product in question. Therefore, the
validation methodology was applied to the validation study. The study was based on
three stages. The first one was based on examination of chemical conjugation
process parameters for mapping and establishing critical control ranges for these
parameters; the second phase was carried out with the production of three
consecutive batches on an industrial scale with regular monitoring of critical
parameters mapped previously. The final stage consisted in collected samples, at
predetermined time, during the process management and control of the final product
in a lot 50% higher than in the routine production. These samples were analyzed
using research methods that they have been validated before to ensure
reproducibility of the results. The robustness of the process was ensured since all
process parameters evaluated showed results within the compliance standard
determined with results of in-process control and final product for the population
sampled within specifications defined by analytical methodologies validated ensuring
the results. The proposed work secured status validated process for polysaccharide-
protein conjugate with exceptional yields obtained and combined with well-defined
chemical characteristics.

Keywords: Validation. Conjugate Vaccine.Haemophilus influenzae type b.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos produzir com qualidade tem sido fundamental na busca da
exceléncia para as industrias de um modo geral. Todos os caminhos levam a busca
da qualidade total e torna-se indispensavel conhecer perfeitamente cada fase de um
processo produtivo. E imprescindivel que se trabalhe de forma adequada e que se
garanta o seu produto final, a fim de se demonstrar o grau de confiabilidade de um
determinado produto que sera disponibilizado ao cliente ou consumidor em geral. As
competéncias de uma industria devem ir além da producdo, deve haver um
investimento continuo em ferramentas de qualidade avancadas que possam garantir
0s processos de producdo. O cumprimento dos requerimentos de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), assim como a certificacdo de qualidade nos diversos setores
dentro de uma empresa faz a diferenca para a competitividade tecnoldgica e
sobrevivéncia no mercado atual para qualquer companhia.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) alega que qualidade e
produtividade séo fatores essenciais para a competitividade e deve ser preocupacao
constante dos setores produtivos. A busca incessante pela qualidade por anos fez
com que tal abordagem se modificasse muito ao longo do tempo, porém até hoje é
fator chave de sucesso. O sistema de qualidade objetiva dar o suporte para que 0s
produtos estejam adequados ao seu uso indicado.

Para uma industria produtora de imunobioldgicos, o padrédo de qualidade exigido
€ muito alto, o produto final (aquilo que sera produzido) terd impacto direto na vida
de criancas e até mesmo de adultos. Por este motivo, 6rgdos reguladores como a
ANVISA e a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) propdem resolu¢gdes que devem
ser seguidas a fim de garantir o que se esta produzindo e 0 que sera proposto a
sociedade.Segundo o que € preconizado por estes 0rgaos, os aspectos da validacéo
sdo essenciais e devem ser utilizados como ferramenta principal para busca da
qualidade total. A aplicacao desta ferramenta garante a confiabilidade das utilidades,
instalagcdes, dos equipamentos e, principalmente, dos processos de
producdo(ANVISA, 2006).

A Validacdo, segundo a OMS, é o ato documentado que atesta que qualquer
procedimento, processo, equipamento, material, operacdo ou sistema realmente

conduza aos resultados esperados.



Para aFood and Drug Administration(FDA), a validacdo de um processo
fundamenta-se em estabelecer, através de evidéncias objetivas, que um processo
produz de formaconsistente um resultado ou produto dentro de suas especificacbes
pré-determinadas.Em outras palavras, seria a evidéncia documentada, clara e
evidente de que se pode confiar com um alto nivel de seguranca de que um
processo encontra-se estavel a ponto de fazer aquilo que propde rotineiramente de
forma consistente e dentro das especificacbes e atributos de qualidade
preestabelecidos (FDA, 1987).

De acordo com Moretto (1998), a industria farmacéutica deve se responsabilizar
pela qualidade dos produtos farmacéuticos, assegurando a adequabilidade dos
mesmos com relacdo aos fins para os quais tenham sido produzidos. Além disso,
deve cumprir com as exigéncias relativas ao registro, ndo colocando os pacientes
em risco, em funcéo de sua inadequabilidade em termos de seguranca, qualidade ou
eficacia.

Validar um processo significa garantir que o produto seja sempre fabricado
damesma forma, com a mesma qualidade e dentro dos limites de tolerancia
rigorosamentepré-estabelecidos (ATHAIDE, 2000; MORETTO, SHIB,2000;
EMANUELLI, SCANDIUZZI, 2000). Portanto, est4 claramente definido que validar
processos se torna cada vez mais necessario ao cenario atual, uma vez que
produzir de forma consistente garante ao produtor inUmeras vantagens. Dentre estes
beneficios, podem ser relacionadosareducéo de custos com desvios de processo,
amanutencao de tempos de processo ja pré-estabelecidos na rotina de producéo de
um produto especifico, a garantiada entrega nos tempos pré-determinados, e
principalmente cumprir a demanda imposta pela sociedade de um determinado
produto importante para a melhoria da saude publica do pais.

Sabe-se que validar processos é uma normativa nacional e internacional, porém
a aplicacdo de tal ferramenta ainda hoje é muito obscura. Ndo existe claramente
definido como deve ser realizado tal procedimento.Nao é encontrado na literatura,
em guias ou normativas nacionais ou internacionais um desenho ou proposta
formalmente aprovado para execucao de tais experimentos, sendo esta uma
dificuldade dos produtores em geral. Guias e normativas descrevem exaustivamente
sobre tal necessidade, estas fazem uma definicdo superficial sobre tal procedimento,

nao ha o planejamento ou norteamento de como executar, existe a falta de uma



padronizacdo de linguagem do setor de validacdo, o que cria uma barreira para o
entendimento total dos termos (ATHAIDE, 2000).

A diversidade e particularidade dos diversos processos hoje existentes nas
diferentes areas deve explicar tal dificuldade de se encontrar o0 mapeamento ideal
para as validacdes de processos.Hoje, é responsabilidade do produtor estudar seus
processos de forma exaustiva a fim de garantir através de um protocolo
experimental robusto que a validacdo a ser executada vai garantir a diminuicdo dos
riscos de desvios de qualidadee os riscos de ndo conformidades aos requisitos
estabelecidos.

As validagbes de processo podem ser do tipo prospectivo, concorrente ou
retrospectivo.Portanto, torna-se necessario fazer um estudo prévio e entendimento
suficiente de cada uma destas valida¢cOes para a escolha adequada da metodologia
a que se pretende aplicar ao seu processo a fim de garantir o objetivo final.

De acordo com o processo em questdo e em se tratando de um processo bem
estabelecido com relacdo a metodologia de producdo, sendo este fruto de uma
transferéncia de tecnologia repassada por uma empresa multinacional e muito bem
estabelecida no mercado, foram utilizados os conceitos de validagdo concorrente
para base de planejamento do experimento proposto neste trabalho.

O presente trabalho teve por objetivo principal validar os processos de producgéo
do insumo farmacéutico ativo Polissacarideo capsular de Haemophilus influenzae
tipo b conjugado com toxdide tetanico utilizado para formulagcdo da vacina contra
Hib.Utilizou-se uma metodologia de validacdo para garantir resultados confiaveis e
um produto dentro dos seus parametros especificos de qualidade, o que assegura
um processo controlado e a eficacia da vacina final.

A validacdo deste processo permitird a reproducdo de lotes satisfatorios pelo
aspecto das Boas Praticas de Fabricacdo, a diminuicdodos indices de perdas e a
reducado das reclamacdes de clientes.

Desta forma, os seguintes objetivos especificos foram definidos:

o> ldentificacdo de todas as variaveis existentes nos processos de

ativacéo e conjugacéo;

X DefinicAo das variaveis criticas a serem monitoradas, tanto com

relacdo ao processo quanto com relagéo ao produto;



X Definicdo das caracteristicas/atributos de desempenho do processo e
produto a serem monitorados, juntamente com os métodos de teste e limites de

aceitacao;

X Verificacdo dos detalhes dos equipamentos criticos a serem utilizados

durante os processos, bem como seu status de qualificacdo/calibracéo;

X Definicdo daamostragem, isso inclui, indicaros pontos de amostragem
e a frequéncia de retirada destas amostras, bem como tamanho desta

amostragem e quantitativo.

X Produzir 03 lotes consecutivos do polissacarideo capsular de
Haemophilus influenzae tipo b conjugado com toxdide tetanico conforme

procedimento de validacao estabelecido.

Como se trata de uma transferéncia de tecnologia, o processo de obtencdo do
polissacarideo capsular de Haemophilus influenzae tipo b conjugado com toxdide
tetanicoé fruto de um acordo formal com garantia de sigilo com uma multinacional
farmacéutica.Portanto, é necessaria a omissao de alguns dados brutos do processo,
consequentemente trata-se de uma dissertacdo de carater sigiloso o que gera

algumas limitagcdes e um desafio a realizacao deste trabalho.



1- FUNDAMENTOS TEORICOS
1.1—Histérico

A bactériaHaemophilusinfluenzae tipo b (Hib) é um coco-bacilo, Gram-negativo,
anaerobico facultativo. Possui capsula polissacaridica e é estimada como a maior
causadora de infeccdo bacteriana. Ocorre principalmente em criangcas com idade
inferior a 5 anos e idosos, o0 que pode levar a um diagndstico de otite média aguda,
bacteremia, meningite, pneumonia e artrite séptica (PELTOLA, 2000; WENGER et
al., 1997; JORDENS e SLACK, 1995).

Richard Pfeiffer descreveu pela primeira vez a
bactériaHaemophilusinfluenzaetipo b (Hib) em 1892, quando neste momento ocorreu
a maior pandemia de influenza. A bactéria foi encontrada na saliva de pacientes
doentes, onde esta foi associada casualmente aos sintomas conhecidos da gripe
(PITTMAN, 1931).

Winslow et al.em 1920 redefiniram a bactéria, até entdo reconhecida como bacilo
de Pfeiffer, para a denominacdo até hoje conhecida, Haemophilus influenzae. Tal
diferenciacdo foi detectada ao se estudar os fatores de crescimento da bactéria
guando se observou que uma das exigéncias para o cultivo do microrganismo foi a
presenca dos fatores sanguineos X (hemina) e V (adenosina dinucleotideo
nicotinamida-NAD). Observou-se ainda a formacéo de pequenas colonias de forma
convexa,lisas,claras,cinzas outransparentes(MICHAELS et al., 1976).

Na Figura 1 pode-se visualizar colénias de Haemophilus influenzae tipo b em
meio Agar Chocolate.

Figura 1- Colénias de Hib em meio Agar Chocolate. Cultivo de 24 horas, a 37 °C, 5%
CO, encontrada na saliva de paciente com pneumonia.
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A Haemophilus influenzae pode ser isolada na forma encapsulada ou néo
encapsulada segundo Margaret Pittman (1931). Dentro da linhagem encapsulada, foi
identificado e denominado seis sorotipos antigenicamente distintos (a-f), porém o
sorotipo b é o Unico de interesse médico (WENGER et al., 1990; PELTOLA, 1984).
Segundo Pittman toda linhagem isolada a partir de sangue ou fluido cérebro-
espinhal de jovens com meningite pertencia ao sorotipo tipo b, engquanto as
linhagens ndo encapsuladas eram encontradas nas secrec¢des do trato respiratorio
superior de adultos (PITTMAN, 1931).

Ao final dos anos 60, cientistas voltaram suas atengcdes para a necessidade de
se desenvolver uma vacina contra Hib. Schneerson (1971) observou que a presenca
do anticorpo obtido contra a capsula tipo b desenvolvia protecdo contra a doenca
causada por Hib, desta forma iniciaram-se as tentativas na busca da imunidade com
polissacarideo capsular como antigeno (SCHNEERSON, 1971).

A primeira vacina contra Hib foi desenvolvida nos anos 70, sendo esta composta
somente por polissacarideo capsular purificado (RODRIGUES et al.,, 1971;
ANDERSON et al., 1972; ADAMS et al., 1993). Esta vacina foi aprovada pelo FDA
por ter se mostrado eficaz em criangas acima dos 18 meses de idade (GRANOFF e
CATES, 1985; MMWR, 1991; ADAMS et al., 1993).

1.2 — Micro-organismo Haemophilus influenzae tipo b

Através das propriedades fenotipicas detectadas por testes bioquimicos, a
espécie Haemophilus influenzae foi subdividida em 4 biotipos, classificados de | a IV
(KILIAN, 1976),porém atualmente, estdo definidos 8 biotipos de | a VIII, existindo
uma forte correlagdo entre o biotipo | e a capsula do tipo b, ocorrendo em maior
predominéancia entre os demais(VAN ALPHEN, 1994).

As diferencas estruturais e antigénicas da molécula polissacaridica determinam
seu sorotipo, que pode ir de a-f. A capsula do tipo b é constituida de polissacarideo
de alta massa molecular e possui unidades repetitivas de poliribosil-ribitol-fosfato
(PRP) (KNISKERN e MARBURG, 1994; COCHlet al., 1985; CRISEL et al., 1975)
considerado como maior fator de viruléncia do microrganismo.

A capsula polissacaridica é um dos fatores criticos na patogénese da infeccgéo.
Seis tipos de capsulas, sorologicamente distintas, podem ser expressadas de
diferentes linhagens de H. influenzae. Para 0s sorogrupos a e b,existem



osheteropolimeros lineares compostos de unidades alternadas de glicose (tipo a) e
ribose (tipo b) e ribitol, unidos por uma ligacdo fosfodiéster na proporgcdo 1:1:1,
conforme a Figura2. Sorogrupos ¢ e f possuem em sua constituicdo N-acetil
glicosamina e N-acetil galactosamina unidos por uma ligacdo fosfodiéster em suas
unidades repetidas.Enquanto, os sorogrupos d e e possuem N-acetil glicosamina e
acido manurdnico em sua unidade repetida (ROBBINS, 1984). Somente o sorotipo b,
dentre todos os citados, € o responsavel pelas infeccfes invasivas 0 que ressalta a
1990; PELTOLA, 1984).

Figura 2—Estrutura do polissacarideo capsular de Haemophilus Influenzae tipo b.
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Fonte: Hermanson, 1996.

1.3 —A doenca causada pela bactéria Hib

A gripe H invasiva, ou doenca de Hib, € uma infeccdo causada pela bactéria Hib,
um patégeno restrito de humanos, que pode ser encontrado na flora comensal
normal das vias respiratOrias superiores, podendo durar meses sem a deteccdo dos
sintomas, no caso de portadores assintomaticos.

Antes do desenvolvimento da vacina, Hib podia ser isolado em cerca de 0,5 a
3% das criangas, enquanto que nos adultos n&o era praticamente detectado.
Acredita-se que até a idade de 5 anos a maior parte das criancas ja tenha entrado
em contato com o patdgeno. A transmissdo do micro-organismo de um portador para
outros individuos ocorre através de goticulas de saliva ou pelo contato direto.

Dependendo do tamanho do inéculo em alguns individuos, o micro-organismo

hY

pode causar infeccdo invasiva (SCHWARTZ, et al, 1989) que pode levar a

meningite bacteriana (uma infeccdo do cérebro € potencialmente fatal), a



hY

pneumonia, a epiglotite (inchaco severo acima das cordas vocais que torna a
respiracdo dificil) e a infeccdes do sangue, das articulacdes, dos ossos e do
pericardio (a membrana que reveste o coracéo).

O diagnostico desta doenca € silencioso, o que retarda o inicio do tratamento,
endo possui um quadro clinico Unico e especifico. A confirmacgdo desta doenca no
organismo humano requer coleta de sangue ou de fluido cérebro-espinhal para
isolamento e identificacdo do microrganismo em laboratorio.Em paralelo, o
tratamento com antibiéticos deve ser indicado mesmo antes de se confirmar tal
patologia (WATT et al., 2003), ja que a letalidade por esta doenca inclui as doencas
meningite e pneumonia que podem igualmente ser causadas por outros agentes
infecciosos como, Neisseria meningitidis ou Streptococcus pneumoniae, de quadro
clinico similar.

Infelizmente esta doenca invasiva possui como principal alvo a populacéo
infantil, entre 2 meses e 5 anos de idade, sendo este o intervalo imunolégico entre o
desaparecimento dos anticorpos maternos e o aparecimento de seus proprios
anticorpos protetores (JORDENS e SLACK, 1995).

Nos paises desenvolvidos, antes de 1987, 1 em cada 200 criangas menores de 5
anos foram alvo desta doenca invasiva. Este anoficou marcado pela introducao da
vacina conjugada nos paises desenvolvidos. Deste nimero, 5 a 8% morriam,
enquanto que 15 a 30% garantiram sequelas para toda vida relacionada a perda de
audicdo e retardo mental (WATT et al., 2003; SELL, 1987). Este nimero apresentou
reducao significativa marcada nos anos 90, quando as primeiras vacinas conjugadas
licenciadas foram introduzidas no esquema de vacinagdo monstrando-se eficazes no
combate a infeccdo por Hib. Deve-se ressaltar que a OMS possui dados que
demonstram que essa enfermidade ainda acomete cerca de 3 milhdes de pessoas,
ocasionando em torno de 300 mil mortes a cada ano, relacionado diretamente a
meningite e pneumonia (OMS, 1998).

Nos Estados Unidos, no inicio dos anos 80, a estimativa anual era de 40 a 50
casos de meningite causada por Hib a cada 100 mil criangas com menos de 5 anos
de idade (VAN ALPHEN, 1994). Esse numero foi reduzido com a introducdo da
vacina.

No Alasca, a doenca mostrou uma incidéncia elevada de 400 a 600 casos a

cada 100 mil criancas em 1991.Quando foi implementada a vacina no programa de



imunizacao,estesindices reduziram de forma significativa (KELLY et al., 2004,
PELTOLA, 2000).

De 20 a 40% dos pacientes na Africa morrem da doenca e um grande nimero de
sobreviventes ficam com sequelas neuroldgicas (BIJILMER, 1994). O numero de
portadores de Hib em nasofaringe é maiornos paises em desenvolvimento
(BIJILMER et al., 1989). Dos paises africanos, Gambia é um modelo de sucesso
apos implantacdo da vacina contra Hib, a incidéncia da doenca era de 200 casos
para cada 100mil criancas, e passou a 21 casos em cada 100 mil criancas, quando a
partir de 1997 passou a imunizar criangas com a vacina conjugada.

Dentre os paises latino-americanos, o primeiro a adotar a vacina conjugada foi o
Chile (PELTOLA, 2000). O numero de casos girava em torno de 40 casos para 100
mil criancas e reduziu em 90%.

Infelizmente, no Brasilndo existe um servico de vigilancia estruturado para
identificar com precisao aetiologia de doencas infecciosas.
Raramentesaoidentificados 0s agentes causadores de pneumonia e,mesmo nos
casos de meningite, muitas vezes ndo seconsegue isolar e identificar os agentes
etiol6gicos,mesmo nos melhores centros hospitalares. Entre 1987 e 1991, o Hib foi o
principalagente identificado como causa de meningitebacterianaem criangas
menores de 5anos. Além disso, diversos estudos realizados emhospitais
identificaram esta bactéria como o segundoagente causador de pneumonia
bacteriana emcriancas brasileiras menores de 5 anos (BOUSKELA, 1995). Em 1991,
o coeficiente de incidéncia da doencainvasiva por Hib em criancas brasileiras
menores de 5anos foi de 18,4 por 100.000 habitantes. Apesar deo coeficiente de
incidéncia de doencas invasivas porHib ter sido menor do que o encontrado em
paisesdesenvolvidos, deve-se considerar que, raramente sdo identificados os
agentescausadores de meningite, pneumonia, bacteremia e outras doencas
graves,sendo altamente provavel que estes dados ndaoreflitam a real incidéncia
desta doenca no pais. Além disso, é importante verificar que 24% dasdoencas
invasivas graves por Hib ocorrem emcriancas menores de 6 meses de idade,
engquantoentre nativos do Alasca, EUA e Finlandiaospercentuais de doenca invasiva
grave por Hib emmenores de 6 meses sdo de 30%, 18% e 5%,respectivamente.
Estes fatos indicam que, no Brasil, a vacinacadocontra o Hib deveria ter sido iniciada

precocemente, peloalto risco de doenca em lactentes de baixa idade.



A primeira imunizagcdo contra meningite no pais através da rede publica de
saude foi em 1999, contra o Hib. Na época, esse tipo de meningite era a segunda
causa mais comum da doenca, sendo responsavel por 1.700 casos por ano e uma
incidéncia média anual de 23,4 casos para cada 100 mil criangcas menores de um
ano. Com a introdugéo da vacina, o Brasil registrou uma reducéo de mais de 90% no
namero de casos, e 6bitos por meningite por Hib (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

1.4 — Vacinas de subunidades

Vacinas de subunidades sdo as que possuem o0 proprio polissacarideo
componente da capsula e principal fator de viruléncia como antigeno em sua
formulacdo. No caso da vacina Hib, a vacina de polissacarideo é composta por
polimeros de PRP que corresponde a subunidade constitutiva da capsula.

Resumidamente, a resposta imunolégica é gerada pelo polissacarideo quando
este interage com moléculas de imunoglobulina da superficie de células B, que séo
responsaveis pela secrecdo de anticorpos, na presenca de um segundo sinal.
Quando o segundo sinal é recebido, a célula B diferencia-se em célula plasmatica e
passa a secretar anticorpos (JONES, 2005).

A vacina polissacaridica contra Hib possui limitagdo imunoldgica, isto porque a
idade do individuo imunizado influencia e muito na resposta imunolégica (ADA e
ISAACS, 2003). Para criangas entre 2 e 6 anos, o polissacarideo purificado como
vacina induz resposta imunoldgica forte;em criancas entre 18 e 24 meses a resposta
€ intermediaria, ja em criancas abaixo dos 18 meses a resposta € muito fraca, o que
torna esta formulagao ineficaz (ADA e ISAACS, 2003, KAYHTY et al., 1994). Desta
forma, a fim de reverter as limitacbes imunoldgicas das vacinas constituidas de
poilissacarideo, a conjugacdo com proteinas carreadoras passou a ser adotada
garantindo a imunizagao das criangas abaixo dos 18 meses.

1.5 — Vacinas conjugadas

Karl Landsteiner,no inicio do século XX,mostrou que pequenas moléculas
denominadas haptenospodiam, apds se ligarem a um antigeno protéico, tornar-se
imunogénicas, ou seja, capazes de induzir a produgdo de anticorpos anti-hapteno.

Este principio foi empregado pela primeira vez em 1929 para aumentar a



imunogenicidade de polissacarideos. Avery e Goebel (1929), mostraram que através
da conjugacdo entre um glicidio e uma proteina era possivel obter resposta com
producdo de anticorpos direcionados para a porcao glicidica da molécula. A Figura 3
mostra a diferenca entre a resposta imune obtida através das vacinas
polissacaridicas e conjugadas. Neste esquema, o0 polissacarideo liga-se a
receptores presentes na superficie dos linfécitos B, induzindo a producdo de
anticorpos. Ja no caso da vacina conjugada, ocorre uma interacao entre os linfocitos
B e T, com liberacdo de citocinas que estimulam a producéo de anticorpos contra a
porcdo polissacaridica do antigeno, além da producdo de células de memodria
imunoldgica.

Figura 3—-Resposta imune T-independente e T-dependente as vacinas
polissacaridica (A) e conjugada (B). O polissacarideo liga-se aos receptores
presentes na superficie dos linfécitos B, induzindo a produgédo de anticorpos. No
caso da vacina conjugada, ocorre uma interacdo entre os linfécitos B e T, com
liberacdo de citocinas que estimulam a producdo de anticorpos contra a porcao

polissacaridica do antigeno além da producéo de células de memdria imunologica.
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Os primeiros estudos para obtencédo de uma vacina conjugada contra Hib foram
realizados na década de 80, por Gordon (1986), que conjugou o polissacarideo de

Hib através da técnica de aminacdo redutiva, ocorrendo a ligacdo deste



polissacarideo a uma proteina carregadora.Atualmente existem algumas vacinas
conjugadas licenciadas disponiveis para a populagdo, e estas sdo geralmente
obtidas através da ligacdo quimica entre o polissacarideo capsular de Hib e
proteinas, mas diferem no tipo de carregador proteico, tamanho da cadeia

polissacaridica e método de conjugacao quimica adotado.

1.6 — Eficacia e estabilidade das vacinas conjugadas

O polissacarideo é um polimero que apresenta em cada subunidade constitutiva
de sua estrutura quimica pelo menos um grupo funcional (hidroxila ou carboxila). Ja
na molécula de proteina, grupos carboxilicos e aminicos livres sdo observados para
conjugacao como o polissacarideo.

A imunogenicidade de uma vacina conjugada esta diretamente relacionada a
estrutura quimica final, a qual alguns fatores influenciam, sendo eles: o método de
conjugacdo adotado, natureza da proteina carregadora, tamanho da cadeia
polissacaridica, presenca de molécula espacadora, proporcao
polissacarideo/proteina. Assim, o controle de paréametros especificos durante o
processo garante a reprodutibiidade de conjugados bem definidos fisico-

guimicamente.

1.6.1— Métodos de conjugacao

Os métodos de conjugacdo mais aplicados a producdo de vacinas sédo aqueles
que introduzem espacadores entre 0os dois componentes a serem acoplados, neste
caso, polissacarideo e proteina. Dentre os diversos métodos descritos na literatura,
as metodologias classicas sdo o método da carbodiimida (metodologia utilizada no
experimento proposto neste trabalho) e o método da aminacao redutiva.

O método da carbodiimida compreende a formacdo de uma ligacdo amidica a
partir da reatividade entre um grupamento carboxilico e um grupamento amino.
Sendo assim, substancias denominados carbodiimidas reagem com a carbonila
formando o intermediario O-aciluréia, um éster altamente reativo que, ao sofrer
ataque de um composto nucleofilico, resulta na formacdo da ligacdo amidica
(HERMANSON, 1996). As carbodiimidas sao substancias capazes de reagir tanto
em meio aquoso como em solventes organicos, dependendo de suas caracteristicas

individuais de solubilidade. As sollveis em agua sao amplamente utilizadas para



obtencdo de glicoconjugados para uso biologico, entre elas a 1-etil-
3(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) (HERMANSON, 1996). A Figura 4
representa 0 esquema da reacdo de conjugacdo via carbodiimidaonde, um
grupamento carboxilico e uma amina primaria, em presenca de EDAC, resultam na

formacao do produto conjugado, contendo ligacdo amidica e no subproduto isouréia.

Figura 4 —Reacdo de conjugacdo pelo método da carbodiimida. Os acidos
carboxilicosreagem com EDAC, gerando O-aciluréia, um intermediario ativo. Em
presenca deumnucledfilo como, por exemplo, uma amina primaria, ha a formacéo do

composto comligagdo amidica e de isouréia (subproduto).
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Fonte: Hermanson, 1996.

Na década de 80, a partir da quimica da carbodiimida, foi desenvolvida a
primeira vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b (SCHNEERSON et
al., 1980). Por ndo possuir grupamentos reativos, como por exemplo, amino ou acido
carboxilico, que permitam a formacao direta da ligacdo covalente, o polissacarideo
capsular de Hib precisa sofrer modificacdes quimicas, a fim de ser conjugado a
proteinas (LINDBERG, 1999). A ativacdo do polissacarideo (Hib) é feita através da
reacdo com o brometo de cianogénio (CNBr), com a producdo de um isocianato
intermediario, que reage com a diihidrazida do acido adipico (ADH), resultando na
introducdo de grupamento amino (NH;) na molécula. A reacdo de conjugacao,

mostrada na Figura 5, ocorre ap0s a ativagdo prévia de grupos carboxilicos da



proteina (acido aspartico e acido glutamico) pela reacdo com N-etil-N- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC) seguindo-se o acoplamento com oS grupos
hidrazidas gerado no polissacarideo (CHUet al., 1983).

Figura 5 — Conjugacdo do polissacarideo de Hib pelo método da carbodiimida.
Opolissacarideo € ativado através de reacdo com o brometo de cianogénio
(CNBr),gerando um intermediario ao qual, posteriormente sdo adicionados
grupamentos amino,a partir da reacado com a diihidrazida do acido adipico (ADH). Os
grupos carboxilicos damolécula proteica sado ativados com o EDAC e conjugados

aos grupamentos aminointroduzidos no polissacarideo.

CNBr
OH —(- 0-CN
P35 H,N- HN- CO- (CH,); CO- NH- NH,

(Diidrazida do Acido Adipico; ADH)

O— CHN— NH— NH—CO- (CH,)} CO— NH— NH,

EDAC : ._ COOH
- Proteina

— O CNH- HN— HN— CO — (CH,)r CO— NH- NH— co— @)

Um dos problemas dessa estratégia de conjugacdo € o grande numero de
gruposreativos desnecessariamente gerados na proteina e no polissacarideo. Por
sua vez, ouso de substancias bifuncionais, como ADH, pode causar um
entrelacamento dasmoléculas do polissacarideo, criando estruturas de altamassa
molecular que ndo sofremreacdo de conjugacédo, enquanto a carbodiimida pode
formar uma série de produtossecundarios, contendo ligacdes éster e anidrido, além
do produto de conjugacdodesejado, que contém a ligacdo amidica (BEUVERYet al.,
1986), em funcdo dareatividade e instabilidade do intermediario formado. Todos
estes fatores podem levar aobtencado de estruturas antigénicas novas e indesejaveis
(DI FABIO, 1988).

As estratégias de ligacdo entre polissacarideos e proteinas para a formacgéo
deglicoconjugados normalmente ocorrem numa sequéncia reacional composta por

variasetapas. A necessidade de varias etapas esta relacionada com a falta de



grupamentosreativos na cadeia polissacaridica, por exemplo, que devem ser
geradosa fim depermitir o acoplamento com outras moléculas, tais como as
proteinas (HERMANSON,1996). Sabe-se que os grupamentos aldeido e cetona sao
alvos importantes para asreacdes de conjugacao e, uma vez que nem sempre estao
presentes em biomoléculas,eles podem ser gerados atraves de reacdes especificas.

O método da aminacdo redutiva (ANEXO A) prevé a ligacdo dos radicais
aldeidos (gerados pela oxidacdo das hidroxilas) ao aminogrupo da proteina
formando o conjugado (KNISKERN E MARBURG, 1994). Esta metodologia, muitas
vezes, implica na adicdo de agentes bactericidas para prevencéo de crescimento de
bactérias que possam contaminar a solucéo, pois o tempo da reacdo para formacao

do conjugado costuma ser muito extenso, acima de 5 dias.

1.6.2— Natureza da proteina carreqadora

Dentre as diversas proteinas existentes, o grupo dos toxoides bacterianos é um
dos mais antigos e amplamente descrito na literatura para utilizagdo como
carregadorprotéico em vacinas conjugadas. Neste grupo, incluem-se o toxdide
tetanico e o diftérico (PEETERS et al., 1992; BEUVERY et al., 1983; JENNINGS e
LOGOWSKI, 1981). O carregador proteico deve ser seguro o suficiente para
utilizagdo, incluindo auséncia de toxicidade primaria e riscos minimos de
complicacbBes alérgicas, o que pode ser encontrado nos toxodides diftérico (TDif) e
tetanico (TT). Estes, quando sdo bem preparados, ndo sao téxicos e a incidéncia de
reacoes alérgicas esta bem documentada.

A imunogenicidade do conjugado pode ser afetada pelo tamanho da proteina
carregadora. Proteinas de altamassa molecular sdo mais imunogénicas e usadas
como carregadoresde peptideos e haptenos a fim de promover a inducdo de
anticoporpos. Proteinas grandes promovem mais epitopos que uma proteina

pequena.

1.6.3— Tamanho da cadeia polissacaridica

A fim de ndo afetar sua imunogenicidade, o conjugado deve apresentar um
tamanho de cadeia com um namero minimo de unidades repetitivas ndo modificadas

e em sequéncia. Durante o processo de conjugacao, cada etapa deve ser controlada



para que a estrutura ndo seja modificada a ponto de descaracterizar os epitopos que
induzem os anticorpos contra a capsula da bactéria.

Os polissacarideos precisam ser ativados antes do acoplamento com a proteina.
Esta ativacdo resulta na quebra da cadeia ou na insercdo de um grupo reativo. Em
alguns casos, a proteina também precisa ser ativada.

O polissacarideo de Hib contém grupos hidroxilas que podem ser susceptiveis
de serem modificados e usados para gerar ligacbes covalentes. Na literatura é
comum a ativacao de cadeias polissacaridicas através da oxidacdo de carboidratos
contendo hidroxilas em atomos de carbono adjacentes com periodato de sédio, que
cliva a ligagdo C-C e oxida a hidroxila em grupos aldeidicos reativos (HERMANSON,
1996).

E necessario haver uma avaliacdo dos critérios com relacdo a escolha do
tamanho da cadeia de polissacarideo para desenvolver uma boa resposta imune. Se
por um lado, a cadeia deve ser pequena suficiente para induzir respostas de
anticorpos TD, por outro lado, o tamanho do hapteno deve ser
suficientementegrande para expressar o epitopo completo no antigeno nativo. Uma
analise da atividade funcional dos anticorpos anti-polissacarideo pode indicar o
tamanho ideal.

1.6.4— Presenca da molécula espacadora

A eficiéncia do processo de conjugacao pode ser impactada pela introducéo de
um espacador molecular que diminui o impedimento estérico, melhorando a
apresentacao do antigeno ao sistema imune (PEDERSEN et al., 2006; SEPPALA e
MAKELA, 1989; KING et al., 1986). Uma das moléculas espacadoras mais utilizadas
€ a ADH, molécula simétrica composta de 6 carbonos e dois grupos hidrazidas (NH.-
NH-) (HERMANSON, 1996).

As carbodiimidas sdo agentes condensadores também usados para mediar a
formacéo da ligagdo amida ou fosforamida entre um grupo —COOH e uma amina —
NH, ou grupo fosfato —PO, e grupo —NH,. S&o chamados “zero-lenght” porque a
formacdo da ligacdo ndo implica em mudancas na conformacdo quimica da
estrutura. O EDAC é talvez o reagente carbodiimida mais popular usado para
conjugacao de moléculas de uso em biomedicina (HERMANSON, 1996).



A ativacao da proteina por EDAC tem como base a ativacao do grupo carboxila.
A carbodiimida liga-se a —COOH formando um intermediario O-acilisouréia muito
reativo (eletrofilico) que pode sofrer ataque de uma espécie nucleofilica contendo
grupo amina formando um conjugado.

Apesar de muito eficiente na ativacdo de carboxilas protéicas, o EDACapresenta
grande labilidade na presenca de meio acido (LEI et al., 2002) e de atomos de
oxigéno por longo periodo, como encontrado na agua (HERMANSON, 1996). Estes
altimos podem agir como nuceldfilo atacante e levar a hidrélise do EDAC antes da
ativacdo da proteina (HERMANSON, 1996).

1.6.5— Proporcao polissacarideo/proteina

A proporcao polissacarideo/proteina tem um papel importante na habilidade da
vacina conjugada em induzir resposta imune. A vacina conjugada deve promover
inducdo concomitante dos anticorpos anti-proteina e anti-polissacarideo.

Uma baixa relacdo ou alta relacdo implica diretamente no rendimento da
conjugacao e na reversdo da resposta imune contra polissacarideo de Tl para TD,
portanto, um fino balanco da relagdo polissacarideo/proteina deve ser determinado

através de experimentos e estudos pré-clinicos.

1.7 —Processo de obtencao da vacina conjugada contra Hib

A metodologia de producdo que sera apresentada neste trabalho para obtencgéo
do concentrado vacinal de Hib (PS-TT) é uma preparacdo de Schneerson et
al.(1980). O método de conjugacdo escolhido é da carbodiimida e basicamente
composto por trés etapas simples: (1) ativagdo do polissacarideo seguido de (2)
derivatizacao e (3) conjugacdo do PRP com a proteina na presenca de carbodiimida.

Nesta metodologia, as hidroxilas do polissacarideo sao aleatoriamente ativadas
com CNBr seguidamente de derivatizacdo com ADH. O polissacarideo ativado exibe
um grau de derivatizacdo de 4 moléculas de ADH para 100 subunidades repetitivas.

O TT foi obtido ao final da fermentacdo da bactéria Clostridum tetanii que apés

tratamento apresenta massa molecular de aproximadamente 150kDa.



A etapa de conjugagdo acontece na presenca de EDAC. A reacdo de
conjugacdo se da apos a ligagdo da carboxila ativada com o grupo hidrazida do
espacador molecular ligado ao PRP. A purificacdo do conjugado e a remocéo dos
componentes livres e excesso de reagentes é feita em coluna de exclusdo molecular
contendo resina Sephacryl S 500HR. A Figura 6 apresenta as reagdes ocorridas
durante o processo de conjugacéo acima descrito.

Figura 6-Método de conjugacdo para obtencdo da vacina PS-TT. (1) PRP
poliribosilribitol fosfato. (2) Brometo de cianogénico (CNBr). (4) Diidrazida do acido
adipico (ADH). (5) PRP derivatizado com ADH. (6) Proteina Toxdide Tetanico (TT).
(7) Conjugado final PRP-ADH-TT.

Ativacio do polissacarideo com brometo de cianogénio:

PRP-OH + BrCN s=—=0= PRI’-OCN
() (2) (3

Derivatizacio do polissacarideo com ADH:

PRP-OCN + CO(CH,),CO — CO(CH,),CO C(=NH)O-PRP
(4) (5)

Conjugaciio do polissacarideo ativado e da proteina:

EDAC
PRP-O(HN=)C CO(CHy),CO +TT-COOH ==
(5) (6)

== TT-CO CO{CH;,CO C(=NH)O-PRP
(7)

7z

A vacina é obtida através de uma formulacdo composta por polissacarideo
conjugado PRP-TT purificado, agua para injetaveis e solucdo de lactose 15,75%
m/v, sendo comercializada na forma liofilizada, podendo ser reconstituida com a

Vacina difteria, tétano e pertussis (DTP) ou com solugdo salina (NaCl 0,9%), onde



tem-se 10pg de polissacarideo conjugado a 30ug de proteina, sendo a relagédo
polissacarideo/proteina de 0,5.
A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas das vacinas disponiveis

comercialmente.

Tabela 1 — Vacinas conjugadas de Haemophilus influenzae tipo b
Ativagdo de Método de

Idade da 1Y

VACINA Comparnhia Componentes PRP T Formulagdo final ey
PRP Sanofi Pasteur, [Polissacarideo de penhuma nenhum Polissacarideo de 24 meses
Wryeth Hib Hib (1985)
PRP-D - PRP e Toxdide Aminagio 25pg PRP e 18 meses
(ProHIBT) Rl Lol Redutiva 18ug TD (1987)
HbOC Wreth Oligossacarideo NalO Aminagio 10pug oligo PRP e | 18 (1988)
{HibTiter) ¥ e CRM; 5 e Redutiva 25pg CRM, 47 2 (1990)
1200l I MerckSharpd: PRP ¢ OMP Acido Oxilico, I5ug PRPe 15 (1989)
{PedvaxHIB) Dhome BrCH,COCI 250pg OMP 2 (1990)
PRP-T GlaxoSmith | PRP e ToxGide _ et 10pug PRP e 2 meses
(Hiberix) Kline Tetinico el e 30pg TT (1993)

Fonte: Kniskern e Marburg, 1994; Frasch, 1994; Plotkin, 1994.

*|dade ideal para imunizagdo em meses. Entre parénteses a data de libera¢éo para uso em humanos.

As vacinas encontradas na Tabela 1 por serem conjugadas, apresentam
resposta imunoldgica similar, com inducdo de anticorpos TD. A vacina conjugada de
polissacarideo de Haemophilus influenzae tipo b com proteina de membrana externa
(PRP-OMP) promove uma forte resposta de anticorpo contra Hib apds a primeira

dose e um efeito de reforco menos pronunciado nas imunizacfes subsequentes.

1.8 —Aplicabilidade da vacina Hib no Brasil

A vacina contra Hib no Brasil e em muitos paises faz parte do calendario de
vacinacao infantil, com um esquema de imunizacéo previsto por 3 doses (JORDENS
e SLACK, 1995), a partir dos 2 meses de idade com intervalo de 2 meses entre cada
vacinagdo. Este esquema nao inclui reforco apds 12 meses, e crian¢as de 12 a 23
meses somente recebem 1 dose (Ministério da Saude).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) disponibiliza no Calendéario Nacional de
Imunizacdo a vacina contra Hib sendo esta administrada juntamente com a vacina
DTP. A vacina DTP é produzida pelo Instituto Butantan e a Vacina contra Hib por
Bio-manguinhos/FIOCRUZ. A producéo da vacina contra Hib atualmente totalmente
nacionalizada por Bio-manguinhos, surgiu de um acordo de transferéncia de

tecnologia firmado em 1999 com uma industria farmacéutica multinacional.



Segundo dados do Minstério da Saude, por ano, nascem um pouco mais de 3
milhdes de criangas, sendo neste caso necessaria a producdo de 12 milhdes de
dose/ano da vacina contra Hib, incluindo as 3 doses obrigatdrias para atender a

demanda nacional.

1.9 — Qualidade na Industria Farmacéutica

O termo “controle da qualidade total” foi usado pela primeira vez por Armand
Feigenbaum, em 1956, quando ele propds a ideia de que a qualidade s6 podera
resultar de um trabalhoem conjunto de todos os que estdo envolvidos no
desempenho da organizagdo, ndo apenas de um grupo de pessoas. Embora
Feigenbaum também defendesse a criacdo de uma estrutura organizativa de suporte
a qualidade, a Engenharia de Qualidade, que seria a responsavel por resolver
guestdes de qualidade que englobassem mais de uma area da empresa. Assim, a
abordagem proposta por Feigenbaum d& énfase a comunicagdo entre o0s
departamentos da empresa, principalmente os responsaveis por producédo, materiais
e design.

Quando falamos de qualidade, estamos nos referindo as caracteristicas de um
produto ou servi¢co, que visa atender as exigéncias do cliente ou de outra pessoa
envolvida. Para o mundo nos ultimos anos, qualidade é, além do primeiro
significado, sinbnimo de melhoria continua.

Um dos pontos de enfoque principal das empresas, ja que o resultado final delas
depende diretamente da satisfacdo do cliente, é garantir a qualidade. Esta satisfacao
ndo estd relacionada apenas ao cumprimento de especificagbes técnicas para
determinado produto e servico, mas também a fatores como prazos, durabilidade,
atendimento e formas de pagamento. Na atualidade, garantir a qualidade é
necessidade ndo sO6 de organizacdes privadas, mas também de organizacfes
publicas, de qualquer porte, em materiais, produtos, processos ou servicos. A
conscientizacdo e a busca da qualidade e do reconhecimento da sua importancia
tornou a certificacdo dos sistemas de gerenciamento da qualidade indispensavel,
uma vez que aumenta a satisfagdo e a confiangca dos clientes, aumenta a
produtividade, reduz os custos internos, melhora a imagem e os processos de modo
continuo e possibilita acesso mais facil a novos mercados.

Cada tipo de negdcio tem determinados processos operacionais criticos para

seus objetivosestratégicos. O aperfeicoamento da empresa depende da sua
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capacidade de perceber assuas forgcas, fraquezas, e oportunidades de
melhoria. Tratando-se de uma industria de producéo de vacinas a qual é responsavel
poratender prioritariamente as demandas da saude publica nacional essa
preocupacdo com aqualidade torna-se ainda mais evidente. Isto se deve ao fato de
gue os produtos entram emcontato direto com a vida humana, em muitas das vezes
criangas, resultando em impacto direto na saude do paciente.Sendo assim o nivel de
qualidade exigido € muito alto e a adocédo de praticas de qualidade adequadas &
primordial para a sobrevivéncia de determinada instituic&o.

As industrias farmacéuticas de forma geral devem seguir 0s rigorosos requisitos
das BPF a fim de manter o padrdo de qualidade adequado e necessario para o
fornecimento de um produto final para a sociedade, além de garantir a certificacéo e
respaldo regulatorio. A ANVISA no Brasil e o FDA nos Estados Unidos sdo os
orgdos responsaveis por fiscalizar, controlar e manter os niveis dequalidade desse
tipo de industria.

De acordo com a norma 21 CFR, secédo 820.1 do FDA (2005), os requisitos de
boas praticasde fabricacdo controlam os métodos usados, as plantas e controles
usados para 0 projeto,manufatura, embalagem, etiquetagem, rotulacao,
armazenamento, instalacéo e servico detodos os dispositivos finais elaborados para
uso humano. Estes requisitos sado propostos paragarantir que os produtos finais
serdo seguros e efetivos.

Segundo a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) 59 da ANVISA (2000), cada
fabricante devera estabelecer e manterum sistema de qualidade para assegurar que
0S requisitos desta norma sejam atingidos eque os produtos fabricados sejam
seguros, eficazes e de maneira geral adequado ao uso pretendido. Como parte de
suas atividades no sistema de qualidade, cada fabricante devera: estabelecer
instrugdes e procedimentos eficazes do sistema de qualidade deacordo com as
exigéncias desta normaemanter as instrucdes e procedimentos estabelecidos para o
sistema de qualidadede maneira eficaz.Ainda segundo a RDC 59 da ANVISA, cada
fabricante devera projetar, conduzir econtrolar todos os processos de producéao a fim
de assegurar que o produto esteja emconformidade com suas especificacbes. Onde
puder ocorrer qualquer desvio nasespecificagcbes do produto, como resultado do
processo de fabricacdo, o fabricante deveraestabelecer e manter procedimentos de
controle de processo que descrevam todo controlenecessario para assegurar

conformidade as especificacbes. Os controles de processodeverao incluir:instru¢cdes



documentadas, procedimentos padrbes de operagdo e métodos quedefinam e
controlem a forma de producdo, instalacdo e assisténcia técnica,monitoracdo e
controle dos parametros de processo e caracteristicas decomponentes e
caracteristicas dos produtos durante a producéo, instalacdo e assisténciatécnica,
conformidade com normas, padrdes ou coédigos de referéncia aplicados
eprocedimentos de controle de processo, a aprovagdo dos processos e
equipamentos dos processos, e critérios de trabalho que deverdo ser expressos em
normas ou padréesdocumentados e através de amostras representativas.

No campo das BPF, o guia de harmonizacdo internacional a cerca das
legislacBes sanitarias aplicadas a medicamentos de uso humano (ICH) publicou os
documentos Q8, Q9 e Q10 considerados os documentos que mais diretamente
influenciaram o processo de harmonizacdo da industria farmacéutica. O Q8
estabelece os conceitos de Qualidade por projeto (Quality by Design) referente as
atividades de desenvolvimento tecnolégico, o Q9 estabelece a Gestdo da Qualidade
com base no gerenciamento de risco e 0 Q10 estabelece o Sistema da Qualidade
Farmacéutica.

Segundo Immel (2001), em uma visao de linha do tempo tem-se:

- Em 1996 ocorreu a revisdo dos requisitos da BPF americana na qual foram
adicionados detalhes relativos a validag&o, uniformidade das misturas, prevencao de
contaminacao cruzada e sobre o tratamento de resultados fora do especificado.

- Em 1997 foram estabelecidas as regras para registros eletronicos (21 CFR
parte 11) exigindo controles que garantissem a seguridade e integridade de todos os
dados eletrbnicos, passo inicial para os futuros requerimentos de validacdo de
sistemas computadorizados.

- Em 1998 o FDA disponibilizou inameros documentos em processo de
aprovacdo para orientagdo a industria farmacéutica. Dentre eles estavam as
orientacOes para fabricacdo, processamento e guarda de ingredientes farmacéuticos
ativos e para o processo de investigacdo de resultado de testes fora do especificado.
- Em 1999 o FDA disponibilizou novo procedimento para inspecionar as industrias
baseado em quatro subsistemas principais: controle do gerenciamento, controle do
projeto, controle de produto e processo e agdes corretivas e preventivas.

No Brasil, o desenvolvimento das legislacdes relacionadas com as BPF foram
fortemente direcionadas pelas legislagcbes americanas, europeias e recomendacdes

da OMS. Nos Estados Unidos da América, o cédigo 21 da regulamentacao federal



contém, nas partes 210 e 211, os requisitos minimos de garantia da qualidade para
os produtos farmacéuticos. Na Europa, foi publicado pela Comissdo Europeia o
documento Good Manufacturing Practices (GMP) for Medical Products in the
European Communities, que deve ser seguido por todos os paises da Unido
Européia (UE) (ROSENBERG, 2002).

A ANVISA foi criada em 1999 através da Lei 9.782 e em 16 de julho de 2001
ocorreu a publicacdo das BPF nacionais no Diario Oficial da Unido como RDC 134
da ANVISA aprovada em 13 de julho do mesmo ano. Seguindo a evolucéo dos guias
da OMS, a legislagéo brasileira buscou manter-se adequada aos padrbes mundiais,
promovendo a revisdo da RDC 134. Assim, em 14 de agosto de 2003 foi publicada a
RDC 210 substituindo a RDC 134 (FIALHO, 2005).

Ainda no cenario nacional, a ANVISA ja revisou e publicou a RDC 17 em 19 de
abril de 2010 para substituicdo da RDC 210/2003. Nesta nova RDC, a ANVISA se
tornou totalmente seguidora do que é preconizado nos guias mais recentes da OMS
e nos demais documentos de referéncia disponibilizados pelo ICH, adequando assim
a legislacao brasileira aos padrdes internacionais aplicados ao setor farmacéutico.
Novos requisitos como andlise de risco, validacdo de sistemas computadorizados,
um sistema de gestdo da qualidade especifico para o setor farmacéutico, entre
outros, estdo contemplados nesta nova RDC. Para a ANVISA, a validacéo é parte
integrante do sistema de gestdo da qualidade e tem papel fundamental e necessario
para processos e produtos, tornando obrigatéria a adocdo desta pratica dentro

deuma industria farmacéutica.

1.9.1- Fundamentos da validacdo de processos

Para estabelecer um alto padrédo de qualidade na producdo de medicamentos, a
validacdo na industria farmacéutica é a ferramenta adequada pelo qual assegura
gue um sistema encontre-se em um grau capaz de fornecer de forma constante e
consistente artigos medicamentosos, atendendo todas as especificacoes
farmacéuticas.

Segundo FDA (1987), validacdo de processo constitui evidéncia documentada
que prové com alto grau de seguranga, que um produto especifico produzira,
consistentemente, produto que atenda suas especificacdes pré-estabelecidas e

atributos de qualidade.



A validacdo faz parte da BPF como sendo um elemento da garantia da
qualidade associado a um produto ou processo em particular. Uma operacéo
validada assegura a producao de lotes uniformes que atendem as especificacdes
requeridas, consequentemente gerando ao fabricante a confianca do fornecimento
de um produto de qualidade.

Segundo a ANVISA atraveés da resolucdo RDC 17 (2010), validacdo de processo
€ o0 ato documentado que atesta que qualquer procedimento, processo,
equipamento, material, operacdo ou sistema, realmente conduz aos resultados
esperados, e tem como finalidade:

- Atender a exigéncia regulatoria;

- Conformidade as especificagoes;

- Processo seguro e confiavel.

Em um primeiro momento, tais definices, encontradas em diversos guias e
normativas, parecem objetivas e claras, contudo algumas duvidas surgem em uma
leitura mais critica. Nao € claramente definido na literatura, como deve ser elaborado
o protocolo de validacéo, e desta forma, fica a cargo do grupo de validacéao planejar
seus experimentos sem uma base sdlida que lhe forneca exatamente os pontos
necessarios e obrigatérios que lhe garanta um protocolo adequado. A necessidade
de definicbes amplas é importante para a universalidade das aplica¢des, contudo, ao
se criar um plano amplo demais se corre o risco de perder o foco e gerar duvidas no
que se refere a aplicacéo pratica de um conceito.

Toda ferramenta tem um objetivo em sua aplicacdo e néo € diferente o caso da
validacdo. Espera-se, em um objetivo mais primordial, assegurar que 0 processo
esteja ocorrendo da maneira como foi planejado e objetivado. Esta visédo, contudo, é
por demais simplista e perde uma riqueza de informacfes que podem ser obtidas.
Ao aplicar a validagédo em passos do processo, ou seja, validar individualmente cada
etapa relevante de um processo, garante ao produtor obter informagOes sobre a
performance de cada setor envolvido, avaliar pontos criticos de controle e de
melhoria, além de, sugerir alteracdes em etapas do processo.

A validacdo na industria farmacéutica gera as seguintes vantagens para
empresas do setor:aperfeicoar os conhecimentos dos processos produtivos e desta
forma assegurar que 0S processos encontram-se sob controle;diminuir os riscos de
desvio de qualidade;diminuir os riscos da ndo conformidade aos requisitos

estabelecidos;diminuir a quantidade de testes de controle de qualidade nas etapas



de controle em processo e no produto terminado;reducdo de perdas no
processo;maior racionalizacdo das atividades desenvolvidas;reducéo dos niveis dos
estoques de seguranca;criacdo de bases solidas para o desenvolvimento de
programas de treinamento.

Segundo a norma 21 CFR secao 820.75, do FDA devera ser documentada as
atividades eresultados da validacdo, incluindo datas e assinaturas das pessoas
aprovando a validacdoe, onde apropriado, o0 equipamento validado. Esta
documentacédo corresponde ao protocolode validacéo, elaborado antes de se iniciar
a validacéo propriamente dita, e que funcionacomo um plano de validacdo e também
ao relatério de validacdo, elaborado no término eque tem como objetivo registrar
tudo que foi realizado na validacdo.Um protocolo de validacéo, de acordo com Hojo
(2004), deve incluir os seguinteselementos:

- Identificagéo do processo a ser validado;

- Identificacao do dispositivo a ser produzido por este processo;

- Critérios mensuraveis e objetivos para o sucesso de uma validacao;

- Comprimento e duracéo da validacao;

- Turnos, operadores e equipamentos usados no processo;

- ldentificagcdo de utilidades para o equipamento do processo e qualidade
dasutilidades;

- Identificac@o de treinamentos necessarios dos operadores;

- Descricao completa do processo;

- Especificagbes relevantes que relatam ao produto, componentes, materiais
demanufatura, etc.;

- Quaisquer condicbes ou controles a ser colocados nos processos
precedentesdurante a validagao;

- Pardmetros de processo a ser monitorados e os métodos para controle
emonitoramento;

- Caracteristicas do produto a ser monitoradas e métodos de monitoramento;

- Qualquer critério subjetivo utilizado para avaliar o produto;

- Definicdo do que constitui ndo conformidade tanto para critérios subjetivos
guanto para critérios mensuraveis;

- Métodos estatisticos para coleta e analise de dados;

- Consideracao de manutencao e reparos dos equipamentos de manufatura;

- Critérios para revalidagao.



Uma validacdo é dividida em seis grandes etapas segundo Weber (2001),
Figura7: planejamento, qualificacao dainstalacao (Ql), qualificagdo operacional (QO),
qualificacdo do desempenho produto/processo(QD), monitoramento do processo e
revalidacao.

Figura 7 — Modelo de validagao de processos

6- Revalidagdo : 1- Planejamento

5- Monitoramento do . . 2- Qualificagao de
processo Validagao de processos Instalag3o

4- Qualificagdo do 3- Qualificagao

produto/processo : Operacional

Fonte: Weber, 2001.

Na qualificagdo da instalacdo (Ql) se verifica se 0s equipamentos estédo
instaladoscorretamente. As condi¢cdes de instalacdo dizem respeito a verificacdo das
agendas decalibracdo, manutencdo preventiva, limpeza, inspecbes de seguranca,
documentagcbes defornecedor, desenhos, manuais, software, lista de pecas de
reposicao, condigbesambientais, como temperatura, umidade, entre outros itens.A
qualificacdo operacional (QO)éconhecida como teste de curto prazo. Segundo Hojo
(2004), nesta fase os parametros deprocesso deverdo ser desafiados a fim de
garantir que resultem em um produto queencontre todos os requisitos definidos sob
todas as condi¢Oes antecipadas de manufatura,ou seja, testando o pior caso. Em
outras palavras, nesta etapa os parametros de processoséao testados nos limites de
suas janelas de operacéao, a fim de verificar a capabilidade doprocesso apds estes
testes.Aqualificacdo do desempenho(QD) tem como objetivo, segundo Hojo (2004),
demonstrar que o processo produziraprodutos aceitaveis sob as condi¢cdes normais
de operacéo. Esta fase caracteriza-se poruma simulacdo da producao real, ou seja,



todas as caracteristicas devem ser testadas. Osdesafios devem ser repetidos um
namero de vezes suficiente para garantir que osresultados sdo significativos e
consistentes.A validacdo € encerrada apos construcdo de um relatorio e aprovacao
do mesmopelas areas envolvidas (qualidade, operacdes, manutencdo). Nesse
relatério deve constartudo o que aconteceu na validacdo detalhadamente, os dados
coletados, as informagBesgeradas a partir dos dados, além das conclusées
chegadas a partir do estudo.

Conforme RDC 17, podemos conduzir a validacédo de acordo com trés diferentes
abordagens. Uma delas se baseia em dados historicos, enquanto as outras duas se
baseiam em dados experimentais. A primeira € conhecida como validagédo
retrospectiva, enquanto as outras duas, como validacao prospectiva (realizada antes
do sistema entrar em funcionamento ou do produto entrar no mercado) e validacéo
concorrente, realizada concomitantemente ao funcionamento do sistema.A validacao
retrospectiva ndo € aplicavel a fabricacdo de produtos estéreis e sua execucdo nao
émais incentivada para os demais produtos.

As modalidades de testes que se podem aplicar tanto na validacdo prospectiva
quanto naconcorrente, podem compreender:

- Testes abrangentes relacionados ao produto, os quais envolvem ampliagao
daamostragem, com aplicagédo de limite de confianca para resultados individuais
epara homogeneidade do lote;

- Simulacéo de processo produtivo;

- Testes desafio/pior caso para determinacao da robustez do processo;

- Parametros de controle em processo que sdo monitorados durante a producéo,
afim de obter informacgfes adicionais sobre a confiabilidade do processo.

A Validacdo deve ser conduzida durante um espaco de tempo, ou seja, no
minimo trés lotesconsecutivos (escala industrial) devem ser validados para
demonstrar a consisténcia do processo, (ANVISA, 2006).

Na validacdo prospectiva os fatores/parametros criticos que podem afetar a
qualidade do produto acabado devem ser determinados durante a fase de
desenvolvimento do mesmo. Para isso, 0 processo produtivo deve ser “quebrado”
em fases, a fim de que cada fase seja avaliada individualmente. Ap6s uma validacao
prospectiva bem sucedida, a documentacdo de fabricacdo de lote a ser utilizada
pode ser preparada jA que no processo de validacdo foram identificados os

parametros criticos do processo, bem como determinada a especificagdo dos



ajustes de maquinas, especificagbes dos componentes e condigcdes ambientais.O
namero de lotes produzidosnesse exercicio de validacdo deve ser suficiente para
permitir a determinacdo da extensdo normalda validacéo e as tendéncias, além de
fornecer dados suficientes para avaliacdo.A validacdo de processo pode ser
considerada apropriada quando os dados acerca dos parametrosfinais selecionados,
ao menos trés lotes consecutivos, indicarem que o produto final tem aqualidade
desejada.

A validacdo concorrente é uma parte da validacdo prospectiva e deve ocorrer
durante uma producédo de rotina e se aplica a diferentes concentragcbes de um
mesmo produto, tendo sido uma delasvalidada anteriormente, e ainda nos casos de
diferentes formas de comprimidos ou processos bem conhecidos.Aplica-se ainda no
caso de alteracdo de uma etapa de producdo ja bem definida anteriormente ou
guando nao existem dados suficientes ou disponiveis sobre dados do
desenvolvimento de produtos ja comercializados (CHAPMAN; KOLBERGER, apud
CHOW, LIU, 1995). Na validacao concorrente, 0s sistemas e equipamentos a serem
utiizados durante a validacdo devem ter sido corretamente qualificados
anteriormente.A documentacdo necessaria € a mesma daquela especificada na
validacéo prospectiva e oscontroles em processo a serem conduzidos, bem como as
especificacoes e testes a seremrealizados no produto final, devem estar
especificados nos protocolos aprovados. Osprotocolos completos e os relatorios
devem ser revisados e aprovados antes do produto serliberado para a venda. A
validacéo concorrente pode fornecer informagdes valiosas para modificar ou corrigir
um processo de producdo rotineiro, quando um problema é encontrado durante a
execucao desta validacao.

A validacdo retrospectiva € baseada na revisao histérica de dados a fim de
fornecerevidéncias documentadas de que o desempenho do processo objeto do
estudo seja aqueleesperado. Esse tipo de validagéo ainda requer a preparacao de
protocolos, relatérioscontemplando resultados dos dados revisados, conclusdo e
recomendacdes.A validacao retrospectiva ndo € o método de escolha para estudos
de validacdo de processoe devera ser utilizada apenas em casos excepcionais. A
escolha desse tipo de estudosomente sera aceitavel para processos bem
conhecidos, no entanto, é inadequada quandohouverem ocorrido mudancas
recentes na composicdo do produto, nos procedimentos deproducdo ou em

equipamentos utilizados.As fontes de dados para esse tipo de validacdo podem



incluir, ordens de producado, registrosde Controles em Processo, registros de
manutenc¢ao, registros de mudanca de pessoal, estudos de capabilidade, dados do
produto acabado e resultados deestabilidade. Talvez seja preciso utilizar ensaios
adicionais em amostras de referénciafutura para obter a quantidade ou o tipo de
dados necessarios.Para efeito desse procedimento, geralmente analisam-se dados
de 10 a 30 lotesconsecutivos para avaliar a regularidade do processo, nao se
esquecendo das exigénciasquanto a obrigatoriedade de auséncia de mudancas nos
lotes selecionados.Quando os resultados da validagdo retrospectiva forem
satisfatorios, isso servira somentecomo uma indicagdo de que O processo nhao
necessitard ser objeto de uma validagdoconcorrente imediata.

Uma vez o sistema ou processo validado, é esperado que este permanecesse
sob controle desde que ndo sejam feitas modificacdes criticas, porém a validacéo
ndo deve ser considerada como exercicio Unico, devendo haver também
revalidagbes periodicas ou monitoramento para acompanhamento e garantia da
qualidade (ANVISA, 2010). A revalidacdo é necessaria para assegurar que as
mudancas intencionais ou ndo, no processo de producdo, equipamentos e no
ambiente, ndo afetam adversamente as caracteristicas do processo e qualidade do
produto. A revalidacdo € obrigatéria apds qualquer mudanca que pode alterar a
qualidade do produto, em virtude de introducdo de qualquer etapaque afete a
fabricacdo e/ou o procedimento padrdo, com influéncia sobre as caracteristicas de
desempenhoestabelecidas para o produto.Cada mudanca de matéria-prima, material
de embalagem, processo de fabricacdo, equipamento, controles em processo, areas
de fabricagéo e utilidades, deve ser avaliada criticamente a fim de determinar se a
mesma € suficientemente significativa para justificar a revalidacdo e, sua
abrangéncia.A revalidacdo apds mudancas pode estar baseada no desempenho dos
mesmos testes e atividades realizados durante a validagao original, incluindo os

testes em processo e aqueles referentes aos equipamentos.



2 — MATERIAIS E METODOS

2.1- Equipamentos principais

2.1.1- Reator
Foi utilizado um reator do tipo vaso encamisado de vidro, que garante alta

resisténcia contra acidos e permite o monitoramento visual e controle do processo.O
vaso é construido em vidro borosilicato, com capacidade total de 10 L, volume util de
8 L, tampa em aco inox AISI 304 (Figura 8). O reator utilizado possui entrada
especifica para acoplamento do sensor de referéncia,modelo 780 (Metrohm, Suica),
sendo este o responsavel pelo monitoramento da temperatura e pH ao longo dos
processos e do agitador mecanico que asseguraeficiéncia na agitacdo, bemcomo a
exceléncia na transferéncia de calor. O equipamento foi utilizado tanto na etapa de

ativacao quanto na etapa de conjugagao.

Figura 8 —Reator de conjugacéo e ativacdo

2.1.2—Controlador de pH do reator

O controlador de pH, modelo PH 402G (Yokogawa, Jap&o), foi utilizado na etapa
de ativacdo (Figura 9).Neste equipamento foram conectados dois eletrodos para
medida do pH, um eletrodo de referéncia, outro de controle (indicador) e duas
sondas de temperatura, modelo PT100 (Yokogawa, Japéo), calibrados no momento
do uso. Durante a reagdo, o pH do meio reacional € medido, o sinal gerado é



enviado para um controlador que mantém a mistura no reator em um pH desejavel,
adicionando, quando necessario, umasolucdo de NaOH 0,250u 2,5mol.L™" através
de uma bomba dosadora.A temperatura da reacdo também é monitorada para a
compensacdo da medida do pH.Estes sinais sdo enviados para um sistema
supervisorio (PC) que monitora e auxilia o operador. Os dados de controle, obtidos
ao longo do processo, sdo armazenados pelo equipamento que emite registro apos
o término da operacéo.

Figura 9—pontroldor de pH do reator de ativacéo
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2.1.3— Titulador automatico Titrino

O titulador automético, modelo 718 (Metrohm, Suica), foi utilizado na etapa de
conjugacao (Figura 10).0 titulador foi acoplado a um dispositivo para aquisicao de
dados de controle (temperatura e pH), usando o software Tinet 2.50 (Metrohm,
Suica).Acoplado ao titulador foi utilizado um eletrodo combinado de pH (Metrohm,
Suica),calibrado no momento do uso em pH 7 e 4, e uma sonda de temperatura
modelo PT1000 do mesmo fabricante.



Figura 10—Titulador automatico Titrino

2.1.4— Sistema de cromatografia

O sistema de purificacdo cromatografica,Bioprocess 1291 (GE Healthcare Life
Sciences do Brasil), utilizado no processo de conjugacao,baseia-se no principio da
exclusdo molecular, a cromatografia de permeacédo em gel (Figura 11). Esta é uma
técnica utilizada em sistema de HPLC, composta de bomba isocratica, amostrador
automatico, detector de UV (ultravioleta) e RI (indice de refracdo), com trés colunas
cromatograficasem série modelo Sephacryl S 500HR, do mesmo fabricante, com
zona de fracionamento para moléculas globulares de 40 mil a 20 milhdes de daltons.
A aquisicdo dos dados foi realizada pelo softwareUnicorn 4.11, acoplado ao

equipamento.



Figura 11-Bioprocess System

2.1.5— Tanque

Foi utilizado um tanque sanitizado (Boccard do Brasil), construido em ago inox
do tipo 316L, com capacidade para 80L de volume total e dimensbes de 61 cm de
altura e 57 cm de diametro (Figural2), para coleta da fracdo purificada (PRP-ADH-
TT). O tanque utilizado é provido de agitador, medidor de pH, controle de
temperatura e registrador. O sistema para topo e fundo do tanque foram
previamente esterilizados e possui tubos de silicone grau farmacéutico com “y” de
aco inox e engates rapido, para transferéncia de solucoes.

Figura 12;Tanque de coleta




2.2 — Procedimento

O PRPutilizado neste trabalho para obtencédo do concentrado vacinal de Hib foi
anteriormente processado, isto é, obtido a partir de um processo de cultivo
(fermentacao), purificado e depois recebido para processamento nas operacdes de

ativacao e conjugacao.

2.2.1-Reacao de ativacdo

A metodologia adotada para ativacdo teve como objetivo preparar o
polissacarideo para a reacdo de conjugacao.A primeira etapa da reacdo de ativacao
do polissacarideo foi realizada com a finalidade de forcar a reacdo do PRPcom o
brometo de cianogénio (CNBr, Sigma), em meio basico, originando um intermediario
reacional isocianato. Desta forma, o PRP recebido foi previamente aclimatado e
dissolvido em solucdo de NaCl 2 mol.L™* dentro do reator de ativagéo sob agitacdo
mecanica. Acoplado ao reator existe um “cooler” de refrigeracdo com recirculacdo de
adgua deionizada (ADE) e “set point’previamente ajustado para 3,5°C, com a
finalidade de garantir a temperatura adequada do meio reacional. Apds 3 minutos de
reacdo, o reagente CNBr, que previamente foi dissolvido em agua para injetaveis
(WFI) e homogeneizado por 15 minutos, foiposteriormente adicionado ao meio
reacional (PRP dissolvido em solucdo de NaCl 2 mol.L™") em aproximadamente 5
segundos.

A segunda etapa da reacdo de ativacdo do polissacarideo ocorreu apos 9
minutos da reacdo entre o PRP e o CNBr,quando o intermediario reacional
isocianato formado foi colocado imediatamentepara reagir com um grande excesso
do nucledfilo bifuncional, dilhidrazida do &cido adipico (ADH - Sigma). A ADH antes
de ser adicionada ao meio reacional foi previamenteaclimatada e dissolvida em
solucdo de NaHCO; 0,5mol.L™* e homogeneizada por 15 minutos, sendo adicionada
ao meio reacional em aproximadamente 20 segundos. Apoés adi¢cdo da ADH ao meio
reacional, houve a derivatizacdo do PRP, com a formacédo do derivado de isouréia
(PRP-ADH).

O tempo de reacéo total foi de 99 minutos, sobconstante agitacdo mecanica. Os
reagentes em excesso e 0s subprodutos formados na reacéo foram eliminados por

diafiltracao tangencial.A diafiltracdo tangencial foi realizada trés vezes, em trés dias



consecutivos, por um sistema de filtracdo tangencial (CENTRASSETE™ — Pall —
Engefiltro), com trés membranas do tipo cassete, 6mega Screen channel de corte de
10 kDa. Durante as diafiltracdes, o meio reacional foi mantido constante, através da
adicdo de solucdo de NaCl 0,2 mol.L'na mesma vazdo em que o solvente e
moléculas menores do que o corte molecular utilizado passavam para o filtrado,

segundo o esquema reacional mostrado naFigura 13.

Figura 13— Sistema de filtrag&o tangencial
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As Figurasl4 e 15 representam o esquema da reacao de ativagdoe como estas

reacdes ocorrem, respectivamente.

Figura 14— Esquema da reacéo de ativacao
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Figura 15 — Reacédo de ativacdo. O polissacarideo € ativado através de reacdo com
o brometo de cianogénio (CNBr), gerando um intermediario ao qual, posteriormente
sao adicionados grupamentos amino, a partir da reacdo com a dihiidrazida do acido
adipico (ADH). Figura também mostra as rea¢fes indesejadas do éster: hidrolise e
rearranjos.
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2.2.2—Reacdo de conjugacdo

O PRP-ADH,recebido da etapa de ativacao, foi transferido para o reator de
conjugacéoe dissolvido em solucdo de NaCl 0,2 mol.L™. Acoplado a este reator
existe um sistema de refrigeracdo que recircula, através de mangueiras, dgua para
injetaveis (WFI). O “set point” do sistema de refrigeracdo foi previamente ajustado
para 18 - 22°C. Ao PRP-ADH, dissolvido em solucdo de NaCl 0,2 mol.L?, foi
adicionado o reagente 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC, Sigma),
sob agitacdo. O reagente EDAC foi retirado do refrigerador (-20°C), uma hora antes
de ter a massa medida e adicionado ao meio reacional. Em seguida, foi adicionada a
proteina monomeérica tetanica (PMT, Tecpar) ao meio reacional, com agitacao
constante.A PMT utilizada foi previamente diluida em solucdo de NaCl 0,2 mol.L™
para a concentracdo de 10 mg.mL™* para posteriormenteser utilizada na conjugacéo.
Ao término da adicdo dos reagentes,o conjugado PRP-ADH-TT foi transferido do



reator para um garrafdo pyrex de 10L e a reagao foi mantida por mais 72 horas sob
agitacdo lenta a 4-8°C, em camara fria.A Figura 16 apresenta, de forma

esquematica, como ocorrem as reacfes de conjugacao.

Figura 16 —Reacao de conjugacao. A proteina (PMT) reage com o acido carboxilico
derivatizado em presenca do reagente EDAC, gerando um composto comligacéo

amidica e um derivado isouréia (subproduto).
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ApoOs 72 horas de reacdo em camara fria, o conjugado PRP-ADH-TT bruto foi
purificado por cromatografia de exclusdo molecular e a fracdo eluida de interesse foi
recolhida em tanque provido de agitagdo, com controles de pH e temperatura.
Sequencialmente, o conjugado PRP-ADH-TT purificado, foi filtrado em membrana
0,45um, filtrado em membrana esterilizante 0,22um, concentrado e diafiltrado estéril
obtendo o concentrado vacinal de Hib (PS-TT). A Figura 17 apresenta o fluxograma

do método de conjugacéo.



Figura 17 — Fluxograma do método de conjugacao
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2.2.3— Metodologia de validacdo adotada

L CEETH

= Concentrado Vacinal
de Hib

O trabalho propde a metodologia de validacdo concorrente para a validagao dos

processos envolvidos na obtencdo do concentrado vacinal de Hib. Para escolha da

metodologia ideal de validacdo que deveria ser submetido o processo em questao,

levou-se em consideracao a aplicacdo do fluxograma apresentado na, Figura 18.



Figura 18 — Fluxograma para avaliacdo do método de validacao apropriado.
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Tal metodologia (validagdo concorrente) foi considerada a apropriada levando-se
em consideracdoque para 0 processo proposto a qualificacdo das instalacdes
(QI),qualificacdo operacional (QO) e as calibracbes de equipamentos criticos ja
haviam sido realizadas. O segundo passo foi verificar a estabilidade do processo. A
palavra estabilidade foi utilizada com sentido de auséncia de mudangas no processo
e, neste caso em se tratando de um processo recebido em contrato de transferéncia
de tecnologia, levamos em consideracdo a mudancga critica em se reproduzir um
processo em uma nova planta produtiva, com operadores diferentes, podendo

ocorrer sim uma diferenciacdo na aplicacdo do procedimento. Nesse sentido, se



considerando o processo como ndo estavel, a alternativa sugerida é a de validacéo
concorrente, planejando conforme uma validacdo prospectiva, documentando os
resultados e aprovando as conclusoes.

A validacéo concorrente baseia-se no principio da metodologia de uma validacéo
prospectiva a qual foi representada no fluxograma, figura 19. Este fluxograma refere-
se as etapas béasicas desse tipo de validacdo. Inicia-se uma validagcdo prospectiva
com o planejamento e elaboracdo do plano mestre de validacdo (PMV), realiza-se a
QIl, QO e calibragdes necessarias, procede-se a qualificacdo do produto/processo,
que seria a qualificacdo do produto e do processo. E sendo o processo capaz
gerando um produto dentro das especificagdes, elabora-se o relatério de validacao e
aprovam-se as conclusdes. O tamanho da amostra conforme RDC 17 (ANVISA)
deve ser de 3 lotes consecutivos.

Figura 19 — Fluxograma de etapas da validag&o prospectiva.
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Para aplicacdo desta metodologia as etapas de QI (qualificacdo da instalacdo) e
QO(qualificacdo operacional) foram verificadas estando de acordo para o
prosseguimento do processo. Para a qualificacdo do produto/processo foram
definidos os parametros de processo, e os atributos de qualidade para o produto. Os
atributos de qualidade para o produto foram obtidos, através de ensaios de controle
de qualidade e de controle em processo a serem analisados. Seguidamente foram
mapeados os critérios de aceitacdo utilizados na validacdodo processo de forma a
demonstrar que este produz os resultados esperados com um alto grau de
confiabilidade.Todos os parametros criticos de processo e atributos de qualidade
para o produtoque foram controlados durante a execucédo dos procedimentos de

ativacao e conjugacéao estao descritos nasTabelas2 e 3, respectivamente.

Tabela 2—Parametros criticos de processo

Parametro de processo

Etapa ativacao

Etapa conjugacéo

Tempo maximo armazenamento PRP
Temperatura maxima de armazenamento do
PRP

Tempo minimo para aclimatacdo PRP

Temperatura de aclimatacdo PRP

Temperatura cooler

Temperatura camisa reator
Velocidade agitacdo da solucdo PRP
Temperatura PRP dissolvido

Tempo agitacdo da solucdo PRP

Tempo de agitacédo da solucao de ADH

Velocidade de agitacao da solugcédo de ADH

pH final da solu¢do de ADH

Temperatura da solucdo de ADH

Tempo de dissolucdo de CNBr

Velocidade de agitacao da solucédo de CNBr

pH do PRP dissolvido no momento da adicao do

Velocidade de agitacdo do PRP-ADH diluido

Tempo minimo para aclimatagdo da proteina

Tempo minimo para aclimatacdo do EDAC

Temperatura do cooler

Velocidade de agitacdo da proteina antes da
transferéncia para o sistema de adicao

Tempo minimo de agitacdo da proteina antes da
transferéncia para o sistema de adicao

Tempo de adicao da proteina

pH do meio reacional

Tempo de permanéncia do sistema em equilibrio
com controle de pH

Tempo de reacao

Velocidade de agitacdo do PRP-ADH-TT bruto
durante o acondicionamento em camara fria
Tempo de reacdo do PRP-ADH-TT bruto em
camara fria

Temperatura de acondicionamento do PRP-
ADH-TT bruto

Composicdo do empacotamento das colunas
Kd da fracdo PRP-ADH-TT eluida

Velocidade de agitacdo do tanque de



CNBr
pH do PRP dissolvido apés adicdo do ADH

Velocidade de agitacdo do meio reacional
Tempo de reacao

Tempo o entre o inicio da reacao e diafiltracdo
do meio reacional

Area filtrante das diafiltracdes

Cutt-off

Integridade dos cassetes

Material das membranas

Pressao transmembrana durante as diafiltracdes

Velocidade de agitacdo do diafiltrado
Temperatura de acondicionamento do PRP-ADH
diafiltrado

Holding time do PRP-ADH diafiltrado

aquecimento de PRP-ADH-TT

Temperatura da jaqueta do tanque de PRP-ADH-
TT

Temperatura do tanque de PRP-ADH-TT
Temperatura final do PRP-ADH-TT

pH final do PRP-ADH-TT

Presséo do tanque de PRP-ADH-TT

Area filtrante

Tamanho do poro

Material do filtro

Tempo duracao filtracao esterilizante PRP-ADH-
TT filtrado

Volume de PS-TT a ser concentrado

Presséo tanque durante concentracdo

Velocidade de agitacdo do concentrado

Pressé&o transmembrana durante concentracao
Vazao do filtrado durante concentracao

Volume do concentrado

Pressao do tanque durante diafiltracéo

Volume de WFI utilizada diafiltracéo

Pressao transmembrana durante diafiltracdo 20L
iniciais

Pressao transmembrana durante diafiltracdo 21L
até 75L

Vazao do filtrado durante diafiltracao




Tabela 3—Atributos de qualidade para o produto

Atributos de qualidade

Etapa ativacéao

Determinacao da concentracéo de polissacarideo pelo método colorimétrico — Orcinol
Concentracdo de ADH — método colorimétrico

Controle da eliminacédo no concentrado do polissacarideo ativado apés as diafiltracdes (%ADH livre)
Determinacao da distribuicdo de peso molecular (%kd <0,3)

Taxa de ativagéo

Etapa Conjugacao - PRP-ADH-TT bruto e purificado

Determinacao da concentracéo de polissacarideo pelo método colorimétrico — Orcinol

Determinacao da concentracdo de proteinas — Método Lowry

Etapa Conjugacao - Concentrado vacinal de Hib

Determinacao da concentracéo de polissacarideo
Determinacao de polissacarideo livre
Determinacéo de pH

Determinacao da concentracéo de proteinas
Distribuicdo de peso molecular (%Kd)
Determinacao de proteina livre

Concentracdo de EDAC

Concentracédo de cianeto

Taxa de conjugacéo (razédo ps/pt)

Para verificacdo da consisténcia do processo foram utilizados critérios de

aceitacdo pré-determinados.

2.2.4— Selecao dos pontos criticos de controle

Os pontos criticos de controle, os quais se encontram listados nas Tabelas 2 e 3,
para 0s processos de ativacdo e conjugacdo foram mapeados através de uma
equipe multidisciplinar, onde foram utilizados como base toda documentacéo interna
de producao (POP — procedimento operacional padréo e IT — instrucdo de trabalho),
fluxogramas de processo, formulas mestras, dossiés de producdo de lotes
anteriores, especificagcbes de qualidade e documentagdo da transferéncia de
tecnologia. No entanto,em se tratando de rea¢Bes quimicasatencdo especial foi
dada aos seguintes parametros:temperatura, pH,tempo de reacdo e de adicdo dos

reagentes. As metodologias de controle destas variaveis foramdescritas a seguir.



2.2.4.1-Controle das variaveis de interesse durante processo de ativacao

O pH e a temperatura do meio reacional foram controlados através do medidor
de pH (Yokogawa, Japédo), e pelas sondas de temperatura, modelo PT100
(Yokogawa, Japdo), enquanto o tempo foi monitorado por cronémetro.O controle
rigoroso das condigbes do meio reacional foi extremamente importante para garantir
que ocorra a reacdo de interesse, evitando a possivel hidrélise do polissacarideo, ja

que este nao € muito estavel no pH ideal para a reacao (pH = 10).

% Calibracao do controlador de pH e temperatura

Antesda reacdo quimica propriamente dita, os eletrodos indicador e referéncia
do controlador (Yokogawa, Japéo), foram calibrados com as solu¢cbes padrédo pH
4,01 e 7,00 (Merck, Alemanha) e verificados com as solugdes padréo pH 4,01, 7,00,
9,21 e 11,00 (Mettler, Suica).

Na etapa de calibracéo, os eletrodos de pH e as sondas de temperatura foram
conectados ao controlador de pH (Yokogawa, Japao), em seguida eles foram
rinsados com agua WFI e imersos na solucdo padrdo de pH 7,00. Apds
estabilizacdo, a temperatura da solucdo foi verificada devendo estar
preferencialmente entre 4 e 6°C.Em seguida, foi iniciada a calibracdo automatica
pelo equipamento. Este procedimento foi repetido para solugdo padréo 4,01, apos a
rinsagem dos eletrodos de pH e sondas de temperatura com agua deionizada. Apés
a calibracdo, a verificacdo da linearidade dos eletrodos foi realizada pelo
equipamento. Os eletrodos e as sondas de temperatura foram imersas nas solucoes
padrdo 4,01, 7,00, 9,21 e 11,00, respectivamente, com rinsagem dos eletrodos e
sondas de temperatura com WFI na troca de cada solugdo padréo. Foi emitido o

relatorio da calibracao e verificacdo pelo equipamento.

% Controle de pH do meio reacional durante a reacao de ativagao

Durante todo o processo de ativacdo, o pH do meio reacional foi controlado
através do controlador de pH, Figura 20. Para manter o pH do meio reacional dentro
da faixa especificada na figura 23, durante a dosagem do CNBr , foi utilizado como
agente de titulacdo uma solucdo de NaOH 0,25 mol.L™ e durante a dosagem da
ADH uma solucdo de NaOH 2,5mol.L™.



Figura 20 — Curva de pH durante a reacg&o de ativacao.
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No inicio do processo, foi realizada a correcdo do pH da solucédo do PRP que
encontrava-se na faixa de 5,00 — 6,00 para 10,85,através da adicdo de solucdo de
NaOH 0,25mol.L™*. Apés 3 minutos, a reacdo de ativacdo foi iniciada através da
adicdo em excesso de uma solucdo de CNBr ao meio reacional. Esta adicéo foi
realizada, em aproximadamente,5 segundos mantendo-se o controle continuo de pH
em 10,85, por mais 6 minutos.

Apds 9 minutos, a adicdo de ADHem excesso ao meio reacional foi realizada em
20 segundos, ocorrendo um decréscimo no pH para 8,75, e em seguida a reacao foi
mantida sob controle por mais 90 minutos.Durante os 90 minutos, a manutencéo do
pH, no meio reacional, foi conseguida através da adicdo de solucdo de NaOH
2,5mol.L™". A duracdio total da reacdo quimica foi de 99 minutos. Durante os
primeiros 15 minutos de reacdo,o pH e temperatura do meio reacional foram
controlados com medicdo a cada 60 segundos e somente foi realizado um novo
controle quando concluida a reagédo quimica com 99 minutos.

O excesso de brometo de cianogénio e o controle do meio reacional foram
fundamentais nesta etapa, porque esta € uma reacdo secundaria (apenas 5% do
brometo foi utilizado para a reacao). Além disso, o estér de cianeto ou isocianato,
gue é bastante reativo, poderia sofrer hidrolise e gerar o carbamato que € inerte ou

sofrer um rearranjo entre as cadeias, formando o imidocarbonato linear ou, ainda,



sofrer rearranjo da prépria cadeia originando o imidocarbonato ciclico que sdo bem
pouco reativos, conforme o desenho esquematico mostrado na Figura 21.

Figura 21-Reacdes indesejadas do Isocianato: hidrélise e rearranjos.

Hidrdlise: carbamato (inerte)

Rearranjo entre cadeias: imidocarbonatolinear

Isocianato ) " (bem pouco reativo)

(bastante reativo) )
Rearranjo intra-cadeia: imidocarbonato ciclico

(bem pouco reativo)

Além do Isocianato, o imidocarbonato formado, embora pouco reativo, também
reagiu com a ADH produzindo, além do derivado de isouréia, o imidocarbonato N-
substituido e o carbamato N-substituido, mostrado na Figura 22.

Figura 22—Reag¢des do imidocarbonato

=7 Derivado de isouréia PRP-ADH

Imidocarbonato + ADH - Imidocarbonato N-substituido

Carbamato M-substituido

O excesso de ADH foi importante para forcar que o isocianato reagisse com a

ADH em detrimento da reacéo de hidrdlise e dos rearranjos possiveis do éster.

2.2.4.2—Controle das variaveis de interesse durante processo de conjugacao

O pH foi monitorado através do equipamento titulador automatico Titrino,modelo
718 (Metrohm, Suica), durante todo o tempo da reacao. Foi utilizado um cronémetro
para acompanhar o tempo de reacdo.Na reacao de conjugacao, o PRP derivatizado
foi ligado a proteina tendo como mediador o reagente 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDAC), o qual teve a funcdo de ativar o grupamento carboxila

existente na proteina.

% Calibracao dotitulador automatico



Foi realizada calibracdo do eletrodo combinado de pH (Metrohm, Suica), com as
solugbes padrdo pH 7 e 4 (Merck, Alemanha), antes da reacao de conjugacao.

+ Controle de pH do meio reacional durante a reagcéo de conjugacéo

O pH do meio reacional foi mantido entre 4,8 — 5,2 e a temperatura entre 18-
22°C. Durante a reacdo quimica, quando houve necessidade de ajuste no pH do
meio reacional, foi utilizado como agente de titulagdo a solucdo de HCI 2,5 mol.L™
estéril.O pH inicial do meio (PRP-ADH diluido em NaCl 0,2mol.L™) foi medido e o
decréscimo de pH até 5,0, para inicio da adicdo do reagente EDAC foi aguardado. A
adicdo do EDAC ao meio reacional foi realizada de uma s6 vez e mantendo-se o
controle continuo de pH, até que o mesmo retornasse a 5,0, para iniciar a adicdo da
proteina monomérica tetanica (PMT).A adicdo da proteina foi realizada
lentamenteao meio reacional, em torno de 60-70 minutos, isso se deve a
possibilidade de reaces intercadeia de PMT, ocorrendo preferencialmente a reacao
de conjugacéao e reduzindo o rendimento na obtencéo do conjugado.Apos término da
adicao da proteina, o pH do sistema permaneceu em equilibrio e foi monitorado por
mais 60 minutos, totalizando em torno de 120-130 minutos de rea¢cdo. Em seguida, o
conjugado obtido PRP-ADH-TT bruto foi colocado sob agitagcéo lenta em camara fria

por trés dias.

2.2.5— Purificacao do conjugado PRP-ADH-TT bruto
A cromatografia por exclusdo molecular foi utilizada para separar o conjugado

PRP-ADH-TT bruto, dos reagentes ndo conjugados.Estaetapa compreendeu trés
operacOes sucessivas: teste de desempenho, regeneracdo da coluna e purificacao
do conjugado.

A primeira etapa foi realizada para certificar que a coluna estava em condi¢des
de operacdo. Na regeneracdo, a coluna foi sanitizada e acondicionada para
purificacdo. A purificacdo ocorreu com deteccdo por UV em 280nm, onde foi
coletado o conjugado purificado que eluiu até coeficiente de distribuicdo (Kd)0,40. O
conjugado purificado eluido foi recolhido em tanque de acgo inox, previamente
sanitizado, e mantido sob agitacdo. O “set-point” do tanque, o qual continha a fragcéo
eluida de interesse, foi ajustado para 18 °C e do trocador de calor para 25°C.Em
seguida, o pH e temperatura do conjugado purificado recolhido foram

medidos.Posteriormente, este foi filtrado em membrana 0,45um, sendo recolhido em



outro tanque e mantido pressurizado.Apos a filtragdo, o conjugado purificado passou
por filtracdo esterilizante em membrana 0,22um, seguidamente foi concentrado e
diafiltrado em sistema de filtracdo tangencial para obtencdo do concentrado vacinal
de Hib (PS-TT)

2.2.6— Definicdo dos pontos de amostragens

ApoOs cada etapa realizada, ativagcdo e conjugacdo, uma amostra do produto
obtido foi recolhida. A amostra retirada foi ampliada em 50% a mais que a amostra
de rotina, este € um requisito mandatorio em guias utilizados para validacdo de
processos (ANVISA, 2006). As amostras retiradas foram submetidas as
metodologias analiticas especificas, conforme descrito a seguir.

Foram retiradas duas amostras de 10,0mL de PRP-ADH, apés as diafiltracdes
tangenciais, para determinagdo das concentracbes de polissacarideo e ADH,
controle da eliminagdo no concentrado do polissacarideo ativado apos as
diafiltracbes, determinacao da distribuicdo do peso molecular, assim como taxa de
ativacdo, sendo esta uma amostragem para controle de processo.

Foram retiradas duas amostras de 6,0mL de PRP-ADH-TT bruto, apos reagao
de conjugacdo, para determinacdo das concentracdes de polissacarideo e de
proteina. Esta sequéncia de amostragem foi repetida para o PRP-ADH-TT
purificado e ajustado, ap0s a etapa cromatografica. Estas amostras foram
encaminhadas para controle de processo.

Foram retiradas trésamostras de 10 mL, do concentrado vacinal PS-TT apos
concentracdo e diafiltracdo tangencial, para determinacdo das seguintes
metodologias: proteina livre, pH, concentracdo de proteina, distribuicdo de peso
molecular, concentracdo de polissacarideo, concentracdo de EDAC, taxa de
conjugacgao e cianeto.Foram retiradas cinco amostras de 1 mL, para determinacao
de polissacarideo livre. Estas amostras foram encaminhadas para Controle de
Qualidade.

2.2.7—Critérios de aceitacao

Para que os processos sejam considerados validados, apos realizacdo das trés
corridas, os parametros de processo e os atributos de qualidade para o produto

devem obedecer aos critérios de aceitacao constantes das Tabelas 4 e 5.



Tabela 4—Critérios de aceitacdo parametros de processo

Parametro de processo

Critério de aceitacao

Etapa Ativagédo

Tempo maximo armazenamento PRP
Temperatura maxima de armazenamento do
PRP

Tempo minimo para aclimatacdo PRP
Temperatura de aclimatacdo PRP

Temperatura cooler

Temperatura camisa reator

Velocidade agitacdo da solucao PRP
Temperatura PRP dissolvido

Tempo agitacdo da solucdo PRP

Tempo de agita¢édo da solucio de ADH
Velocidade de agitacdo da solugdo de ADH

pH final da solu¢do de ADH

Temperatura da solucdo de ADH

Tempo de dissolucdo de CNBr

Velocidade de agitacao da solucédo de CNBr
pH do PRP dissolvido no momento da adicao do
CNBr

pH do PRP dissolvido apos adicao do ADH
Velocidade de agitacdo do meio reacional
Tempo de reacao

Tempo entre o inicio da reacéo e diafiltracdo do
meio reacional

Area filtrante das diafiltracdes

Cutt-off

Integridade dos cassetes

Material das membranas

Presséo transmembrana durante as diafiltracdes
Velocidade de agitacdo do diafiltrado
Temperatura de acondicionamento do PRP-ADH
diafiltrado

Holding time do PRP-ADH diafiltrado

5 anos
-15°C

30 minutos
Temperatura ambiente
3,040,5°C
584a6,0°C
500 £10 rpm
58a6,0°C
15a8h

30 +£15 minutos
150 £50 rpm
9,0+0,1
4a10°C

15 a 30 minutos
150 £50 rpm
10,85

8,75

250 £10 rpm

99 minutos

3h e 15min (£15 min)

1,38 m*

10Kd
Conforme
Polietersulfona
0,5+0,1

150 £50 rpm
2-8°C

No maximo 48h

Etapa Conjugacéo

Velocidade de agitacdo do PRP-ADH diluido
Tempo minimo para aclimatacéo da proteina
Tempo minimo para aclimatacdo do EDAC

Temperatura do cooler

250 £50 rpm
la2h

1lh

18-22 °C



Velocidade de agitagcao da proteina antes da
transferéncia para o sistema de adicao

Tempo minimo de agitacdo da proteina antes da
transferéncia para o sistema de adicao

Tempo de adicdo da proteina

pH do meio reacional

Tempo de permanéncia do sistema em equilibrio
com controle de pH

Tempo de reacao

Velocidade de agitacdo do PRP-ADH-TT bruto
durante o acondicionamento em camara fria
Tempo de reacao do PRP-ADH-TT bruto em
camara fria

Temperatura de acondicionamento do PRP-
ADH-TT bruto

Composicdo do empacotamento das colunas

Kd da fragcdo PRP-ADH-TT eluida

Velocidade de agitacdo do tanque de
aquecimento de PRP-ADH-TT

Temperatura da jaqueta do tanque de PRP-ADH-
TT

Temperatura do tanque de PRP-ADH-TT
Temperatura final do PRP-ADH-TT

pH final do PRP-ADH-TT

Pressao do tanque de PRP-ADH-TT

Area filtrante

Tamanho do poro

Material do filtro

Tempo duracéo filtracdo esterilizante PRP-ADH-
TT filtrado

Volume de PS-TT a ser concentrado

Presséo tanque durante concentracao
Velocidade de agitacdo do concentrado

Presséo transmembrana durante concentra¢éo
Vazéao do filtrado durante concentracao

Volume do concentrado

Presséo do tanque durante diafiltragédo

Volume de WFI utilizada na diafiltracado

Presséo transmembrana durante diafiltragcdo 20L

iniciais

200 £10 rpm

2 minutos

60 a 70 minutos
5,0 +0,2

Minimo 60 minutos

120 a 130 minutos
70 £10 rpm

2 a 3 dias

2-8°C

Sephacryl HR500
0,40
100 £10 rpm

25°C

18°C

20+2°C

6,1 0,3

0,7 0,2 bar

1,2m?

0,65 — 0,45 pm
Acetato de celulose

<90 minutos

65 +5L

0,2 +0,1 bar
250 £50 rpm
0,2 0,1 bar
1,5 40,5 L/min
7,5-8,25L
0,2 +0,1 bar
75 +1L

0,2 +0,1 bar



Presséo transmembrana durante diafiltracdo 21L

até 75L

Vazao do filtrado durante diafiltracdo

0,5 0,1 bar

2,0 +1,0L/min

Tabela 5—Critérios de aceitacao atributos de qualidade para o produto

Critério de aceitagao

Etapa Ativagéo

Determinacdo da concentragcéo de
polissacarideo pelo método colorimétrico —
Orcinol

Concentracdo de ADH— método colorimétrico
Controle da eliminacédo no concentrado do
polissacarideo ativado apés as diafiltracdes
(%ADH livre)

Determinacao da distribuicdo de peso molecular
(%kd <0,3)

Taxa de ativacéo

>2500 pg/mL

A quantificar (ug/mL)
<10%

>25%

1,0-2,5%

Etapa Conjugacéo - PRP-ADH-TT bruto e purificado

Determinacao da concentragéo de
polissacarideo pelo método colorimétrico —
Orcinol

Determinacao da concentracdo de proteinas —
Método Lowry

A quantificar (ug/mL)

A quantificar (ug/mL)

Etapa Conjugac¢éo —PS-TT Concentrado vacinal de Hib

Determinacdo da concentragcéo de
polissacarideo

Determinacao de polissacarideo livre
Determinacao de pH

Determinacao da concentracédo de proteinas
Distribuicdo de peso molecular (%Kd)
Determinacao de proteina livre
Concentracdo de EDAC

Concentracéo de cianeto

Taxa de conjugacéo (razéo ps/pt)

500-1000 pg/mL

No maximo 20%
50a7,0

A quantificar (ug/mL)
>80% com K<0,2
<1,0%

<1,5 pg/mL

No maximo 10 ng/mL
0,3A0,6

2.3— Metodologias Analiticas

2.3.1— Determinacédo do contelldo de polissacarideo — Método colorimétrico orcinol

A determinacgéo de polissacarideo foi feita de acordo com a metodologia descrita

por Ashwell (1957),

convertendo-se o0s valores encontrados de

ribose em



concentracdo de PRP. Para se determinar a concentragdo de ribose, o polimero é
hidrolisado pela agdo combinada do &cido cloridrico e ion cloreto com aquecimento.
O orcinol reage com a ribose, proveniente do polissacarideo, produzindo um
complexo verde (furfural) cuja absorvancia € proporcional a concentracdo de ribose.
As operacdes da metodologia analitica empregada sdo descritas, de forma
resumida, a sequir:

Aliguotas de 400puL de amostras de PRP foram distribuidas em tubos de ensaio,
fazendo-se as diluicdes necessarias. Em seguida, 800 pL do reagente orcinol foram
adicionados a amostra. A mistura foi homogeneizada e aquecida em placa de
aguecimento a 100°C, por 20 minutos. A concentracéo de ribose foi obtida medindo-
se a absorvancia da amostra, em 669nm e interpolando-se na curva analitica feita
com ribose. De acordo com a férmula molecular do PRP, a concentracdo de ribose,
determinada por este método,deve ser multiplicada por um fator de 2,5 para obter a

concentracédo de PRP da amostra.

2.3.2— Determinacdo da concentracdo de ADH

A concentragcdo de ADH presente na amostra foi determinada por
espectrofotometria através do método do &acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico
(TNBS-Pierce) descrita por Qi e colaboradores (1988) com algumas modificacdes.

Neste ensaio, 500 pL das amostras foram incubadas com 500 pL de uma
solugdo saturada de borato de sodio, em tubos de ensaio, por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 125 pL de uma solucdo de
TNBS30mg.mL™?, deixando-se incubar por mais 30 minutos & temperatura
ambiente.A absorvancia foi medida em 490nm e a curva analitica foi determinada
empregando-se ADH em concentracdes variando de Oa 10 ug.mL™. A concentracéo
das amostras foi calculada através da curva analitica, considerando-se o fator de
diluicéo.

Esta metodologia permite dosar somente os grupos hidrazidas (NH2NH-) livres
presentes na amostra. A funcdo amina presente na ADH reage com o reagente
TNBS quando colocada em contato com borato de sédio para produzir uma

coloracédo alaranjada, cuja intensidade foi medida espectrofotometricamente.



2.3.3— Determinacao do percentual de ADH livre

A determinagdo do percentual de ADH livre na amostra foi realizada por
cromatografia de gel filtracdo, no equipamento, modelo Alliance 2695, Waters,
Estados Unidos.

Nesta determinacédo, 1,0 mL de amostra foi filtrado em filtro 0,45um para um vial
de vidro com tampa roscada e septo de silicone. Em seguida o vial foi posicionado
no carrossel e as condicbes de andlise determinadas no equipamento conforme
dados a seguir: volume de injecao de 30 uL de amostra com tempo de corrida de 20
minutos, vazdo de 1 mL.min™, medida do sinal em 206 nm e o eluente utilizado foi
solucdo de cloreto de sédio 0,2 mol.L™. A eluicdo do polissacarideo ativado foi
realizada no volume morto da coluna e a eluicdo do ADH préximo ao volume
méaximo de retencdo de 10 minutos. A quantidade de ADH foi calculada pelo
percentual do pico apds tempo de retencdo de 10minutos, em relacdo a superficie

total do cromatograma.

2.3.4— Determinacdo da concentracao de proteinas

A quantificacdo de proteina foi realizada pelo método de Folin-Lowry (KUMAR
etal., 2005). Esta quantificacdo € determinada através de um método
espectrofotométrico baseado em uma reagdo quimica entre as ligagbes peptidicas
das proteinas com o cobre,em meio alcalino, para produzir Cu®, que deve reagir com
o reagente do Folin, formando um complexo de coloracdo azul que deve ser
detectado em 750 nm. A coloracdo desenvolvida é mais intensa que a de cada
reagente em separado, o que torna o método de Folin-Lowry muito sensivel.

Neste ensaio, 200 pL de cada amostra foram transferidos para um tubo de
ensaio e adicionou-se 1,0 mL da solucdo quelante, constituida de 0,5mL de solucéo
de tartarato de potassio a 2% m/v, 0,5mL de solucdo de sulfato de cobre Il
(CuS04.5H,0) a 1% m/v e 50mL de solucdo de carbonato de sédio a 2% em NaOH
0,1 mol.L?, preparada no momento do uso. Apés 10 minutos de reacdo a
temperatura ambiente, foi adicionado 100 uL de solucéo de Folin fenol Ciocauteus
1/2, homogeneizado e colocado a reacéo por mais 30 minutos amesma temperatura.
Apés 30 minutos, o conteudo dos tubos foi transferido para uma cubeta. O
espectrofotometro teve o sinal zero ajustado com a solucdo branco e a absorvancia

da solucéo foi medida em 750nm.



2.3.5— Determinacdo da taxa de conjugacao

A taxa de conjugacdo foi quantificada através da relacdo concentracdo de

polissacarideo (ug.mL™)/concentracéo de proteina (ug.mL™).

2.3.6— Determinacdo da distribuicdo da massa molar (% kDa)

A distribuicdo de peso molecular foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia por exclusdo molecular. Foi utilizada uma coluna analitica Tosohaas
TSK G5000 PWXL-CP 10 um(7,8 mm ID X 30cm L).O sistema foi equilibrado através
da passagem da fase mével, uma solucdo constituida de NaCl 0,2 mol.LY/TRIS
0,01mol.L™, pH 7,0, a uma vazado de 0,3mLmin™, até obtencdo de uma linha de base
estavel. A coluna foi mantida a uma temperatura constante de 25°C durante a
andlise e a amostra foi diluida por quatro na fase movel.

Os polissacarideos contém uma fracdo de alto peso molecular eluindo no
volume nulo da coluna. O volume de eluicdo desse polissacarideo de alto peso
molecular foi utilizado para determinar o valor de Vo. O volume total Vt foi
determinado com solucédo de azida sédica.A eluicdo do soluto foi caracterizada por
um coeficiente de distribuicdo (Kd) definido como:

Ve -Vo
Vt-Vo

Kd =

Onde,

Vo= volume de eluicdo do primeiro pico do polissacarideo fracdo de maior peso

molecular
Vt= volume de elui¢do da solucéo de azida sodica
Ve = volume de elui¢do da solucéo do polissacarideo

A quantidade do polissacarideo eluidaa um Kd < 0,20 foi determinada através da
equacao (ll), abaixo descrita. O valor de Vefoi obtido através da utilizacdo do
marcador Dextrana que possui Kd préximo ao valor 0,2. Desta forma, a percentagem

eluida para este Kd foi marcada no cromatograma, para calculo do Ve,



Ve = [0,2x(Vt-Vo)] + Vo (1

2.3.7— Determinacéo de polissacarideo livre

O polissacarideo livre foi determinado através do ensaio imunoenzimatico
ELISA. O preparo da amostra foi realizado da seguinte forma:

» Incubacdo com soro anti-TT (cobaia):

A amostra foi previamente diluida em NaCl 0,9% m/v até a concentracdo de
1,088ug.mL™ de polissacarideo total e posteriormente incubada em uma solucéo
contendo soro anti-TT IgG na diluicdo de 1:50. A amostra foi homogeneizada em
vortex e incubada sob agitacdo a 150rpm por 2hs a 37°C.Apoés tratamento a amostra
com soro anti-TT IgG, foi adicionado gota a gota 360mL de PEG 6000 a 50% e ,em
seguida, a amostra foi homogeneizada e mantida em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a mesma foi centrifugada durante 30
minutos a 12.000rpm para que os polissacarideos (PRP) conjugados ao TT fiqguem
precipitados no fundo do tubo eppendorf e a parte sollvel correspondente ao
polissacarideo livre fique no sobrenadante. O sobrenadante foi diluido na proporcao
de 1:10 em PBS-T(diluicdo de trabalho) para posterior uso.

> Ensaio:

Placas de 96 pocos, conforme representada na Figura 23, foram sensibilizadas
com anticorpo anti-PRR’P na concentracdo de 1/6000 (100 uL/ pogo) e incubadas
durante 2 horas a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas quatro vezes com 100
puL da solucdo NaT (Cloreto de sodio 0,9% m/v e Tween 20 0,05% viv, pH 7,4) e
quatro vezes com 100 pL de agua para injetaveis (WFI). Posteriormente foram
adicionados, 200 pL de PBS-T nos orificios A1 e A12, 200 uL da solucéo diluida do
polissacarideo padrdo na concentracdo de 488ugmL™ nos orificios A2 e A7 e 200 L
das amostras em duplicatas na diluicdo de trabalho nos orificios A3 e A8, A4 e A9,
A5 e A10 e A6 e All. Em seguida, foi adicionado 100 pL de solucdo de PBS-T em
todos os orificios da microplaca da linha B a H para a realiza¢do da diluicdo seriada
das amostras e padrdo. A placa foi incubada por 18 horas a 4°C. A seguir, estas
foram lavadas, da mesma forma descrita acima, para posterior adicdo do anticorpo
conjugado anti-PRR’P-HRPO diluido em PBS-T na concentracdo de 1/1500 (100
uL/poco). Esta foi mantida em agitacdo orbital por 30 minutos a temperatura

ambiente. Na etapa final, as placas foram novamente lavadas, da forma descrita



anteriormente e adicionados 100uL por orificio do tampéo de revelagéo, constituido
de 10 mL de tampao fosfato, 4 mg de orto-fenilenodiamina e 10 pL de solucao de
H.O, a 30%vl/v, e incubadas a temperatura ambiente até ocorrer a viragem de cor. A
atividade enzimatica foi bloqueada com a adicédo de 50 puL de uma solucédo H,SO,4 2
mol.L ™ através do orificio da placa e a absorvancia medida, em cada orificio, em 490
nm em um leitor de ELISA.

Figura 23 — Representacdo da placa de 96 pocos e esquema de analise.
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2.3.8— Determinacéo de proteina livre

A determinacdo da proteina livre na amostra foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, noequipamento,modelo Alliance 2695, Waters, Estados
Unidos. Previamente, foi determinada a concentracao de proteina e a distribuicéo de
peso molecular do conjugado PRP-ADH-TT purificado.

Nesta determinagdo, a amostra foi preparada com 1,0 mL de PRP-ADH-TT, o
volume determinado de proteina diluida e o volume de fase mével, constituida de
Tris0,01 mol.L*/NaCl 0,2mol.L™, suficiente para completar 4,0 mL. A quantidade de
proteina livre a ser adicionada foi calculada de forma a termos 1% da concentracao
total de proteina do conjugado PRP-ADH-TT. As condi¢cdes de andlise foram as
seguintes: volume de injecdo de 100 uL de amostra com tempo de corrida de 60
minutos, vazdo de 0,3mL.min? e medida do sinal em 206nm. O contetdo de
proteina livre foi determinado através da comparacdo dos cromatogramas de
distribuicdo de peso molecular do conjugado PRP-ADH-TT puro e do PRP-ADH-TT
acrescido de PMT, de forma a termos 1% de proteina livre na amostra final.



2.3.9— Determinacdo da taxa de ativacao

A taxa de ativacdo foi quantificada através da relacdo concentracdo de ADH

(ug.mL™) /concentracdo de proteinas(pg.mL™).

2.3.10— Determinacao de EDAC

A quantificacéo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa com uma coluna C18, 5um, 300 angstrons de tamanho de poro, no
cromatografo liquido, modelo Alliance 2695, Waters,Estados Unidos. Um volume de
amostra foi centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para analise.

Acorrida cromatogréafica foi realizada em tampdo acido (pH 3,25) contendo
acetonitrila como modificador organico. O padrdo de referéncia de EDAC (cloridrico)
foi devidamente diluido em agua purificada e acidificada uma hora antes da injecéao.
O volume de injecéo (amostra e padréo) foi de 100 pL, a vazédo de 1mL.min™* com a
medicdo do sinal em 214nm. Os picos de EDAC, do padrdo e da amostra aluiram
em um tempo de reten¢cdo em torno de 5 minutos. A area do pico de EDAC residual
na amostra foi determinada e comparada com a area obtida com o padrédo de EDAC.

2.3.11- Determinacao de cianeto

O cianeto residual foi determinado na amostra por cromatografia de troca iGnica
com deteccdo amperométrica pulsada. O equipamento utilizado foi o cromatégrafo
de ions DX 500 Dionex, Estados Unidos, com detector eletroquimico ED 40. A fase
mével usada apresentou a seguinte composicdo NaOH 0,4mol.L*/Na,C,04 7,5
mol.L™ sendo preparada anteriormente a determinacédo. A curva analitica de cianeto
foi preparada a partir de uma solugéo estoque de cianeto a 1 mg.mL™ devidamente
diluida para 10 ng.mL™. Foi transferida uma amostra de 3,6 mL para o frasco do
amostrador Dionex (vial de 8mL), a linha de base foi estabilizada e iniciada a
sequéncia da determinacé&o. Foi utilizada uma coluna analitica lon Pac AS7 250mm
X 4mm, volume de injecdo de 1500pL, vazdo de 1,0 mL.min‘com um tempo de

retencdo de aproximadamente 9,0min.



2.3.12— Determinacao de pH

A determinacdo do pH das amostras foi realizado através da potenciometria
direta, a qual determina a concentracdo do ion ativo simplesmente medindo a f.e.m
da célula, com auxilio de um eletrodo. O equipamento utilizado na medicdo possui
um eletrodo combinado, contendo um eletrodo de indicador com membrana de vidro
e um eletrodo de referéncia prata/cloreto de prata. O equipamento foi devidamente
calibrado antes da medicdo. No momento da medida, um volume de 10 mL de
amostra foi transferido para um bécher de 25 mL, previamente limpo, em seguida foi
realizada a imerséo do eletrodo na amostra para medida. Foi anotado o valor de pH

da amostra ap0s aestabilizacao.



3—- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Obtencéao do concentrado vacinal de Hib

Foram realizadas trés corridas consecutivas, de acordo com o protocolo de
validacdo concorrente adotado, obtendo-se trés lotes em escala industrial do
concentrado vacinal de Hib, a partir das etapas de ativagédo e conjugagao conforme
o procedimento descrito nos itens 2.2.1 e 2.2.2. Os tamanhos dos lotes de
concentrado vacinal de Hib obtidos neste experimento foram: 7722 mL (lote PS-
TTO1), 7849 mL (lote PS-TT02) e 7892 mL(lote PS-TT03). Seguindo o preconizado
pela ANVISA (2006) é mandatorio que os lotes de validacdo devem ser, do mesmo
tamanho dos lotes industriais a serem produzidos na rotina e posteriormente
comercializados.

Para os lotes produzidos, neste experimento, foram utilizados como partida trés
diferentes lotes de PRP anteriormente fermentado e sequencialmente purificado em
Bio-Manguinhos. A proteina (PMT) utilizada na etapa de conjugacéo foi fornecida
pelo Instituto Tecpar (Instituto Tecnologico do Parana), ja pronta para utilizacéo, isto
e, fermentada e detoxificada, sendo este o fornecedor responsavel deste insumo
para as produgdes de rotina.

Foi realizada avaliacdo dos operadores envolvidos, a verificagdo da qualificacéo
dos equipamentos criticos aos processos e a calibracdo dos instrumentos
necessarios conforme demonstrado na Figura 24.0s resultados destas avaliacbes

encontram-se no texto a seguir.

3.1.1— Avaliacdo da operacao

Os operadores envolvidos nos processos de ativacdo e conjugacdo, estavam
devidamente treinados nos procedimentos operacionais internos especificos para
execucgao de cada atividade, conforme ANEXO B.

Pode-se verificar no anexo B, em questdo, que para a etapa de ativacdo foram
necessarios quatro operadores e para etapa de conjugacao seis operadores. Todos
0os operadores foram previamente treinados nos dois procedimentos internos, no
caso da etapa ativacdo e em quatro procedimentos internos, no caso da etapa
conjugacao. Estes procedimentos sao diretamente ligados as etapas praticas que
foram desenvolvidas. Foram utilizados os mesmos operadores nas trés corridas de

validacdo, para cada etapa especifica, ativacdo e conjugacgdo, a fim de evitar o



acréscimo de varidveis ao experimento. Tais operadores também obtiveram
aprovacao pratica na reproducédo dos procedimentos, sem qualquer restricdo quanto
a operacao, comprovando a aptidao para o desenvolvimento da validagéo.

Segundo a ANVISA (2006), o pessoal envolvido nas atividades de validacao
deve estar treinado para a participacdo no estudo, a fim de eliminarmos a variavel
mio de obraem caso de resultados insatisfatorios nas corridas realizadas. E
necessario que se tenha certeza de que o pessoal envolvido esta devidamente

capacitado para participar do estudo.

3.1.2— OQualificacdo do Titulador automéatico Titrino e sistema de cromatografia

Bioprocess
Atualmente as industrias farmacéuticas precisam qualificar seus processos

produtivos e isto pressupde a qualificacdo de todos o0s equipamentos criticos
envolvidos nestas operagbes. O titulador automatico Titrino e o sistema de
cromatografia Bioprocess foram avaliados quanto aos requisitos de instalacdo e
operacao conforme ANEXO C.

O anexo em questdo demonstra a identificacdo interna de tais equipamentos a
fim de garantir a rastreabilidade dos equipamentos utilizados nos processos, nimero
do relatério de qualificacdo emitido e validade desta e ainda status da qualificacédo
realizada. Tais verificacbes reduzem a oscilacdo destes equipamentos durante as
trés corridas de validacdo e garantem a utilizacdo destes através dos resultados de
qualificacdo de instalacdo e operacdo, conforme determinado pela ANVISA (2006).
A qualificacao deve estar finalizada antes da validacdo. Os principais equipamentos
necessitam da QI (Qualificacdo de Instalacdo) e QO (Qualificacdo de Operacéo),
uma vez que seu mau funcionamento pode afetar a qualidade do medicamento.

O relatorio de qualificacdo do titulador automatico Titrino e do sistema de
cromatografia Bioprocess compreendeu as etapas de Qualificacdo de Instalacdo, e
Qualificacdo de Operacdo. Tais etapas asseguraram a adequacdo dos
equipamentos ao uso pretendido por apresentarem caracteristicas de
operacionalidade e desempenho capazes de garantir todos os requisitos exigidos

para utilizagcdo em processo.

Os resultados da qualificacdo da instalacdo garantiram que 0s equipamentos

foram instalados de acordo com o especificado no manual técnico, garantindo que



as instalacbes atenderam aos requisitos recomendados pela empresa. Na
qualificacdo de operacao foram obtidos resultados satisfatorios quando verificada as
condicbes operacionais dos equipamentos. Foram verificados todos os controles
operacionais, comandos de acionamento, funcionalidade de itens acoplados e por
fim realizada a calibragcdo dos equipamentos.Foi ainda verificado a exatiddo dos
resultados (reprodutibilidade e repetibilidade). Todos o0s resultados foram
confrontados com as recomendacdes e especificacdes solicitadas pelo usuario.

Ao final da Qualificagcdo com todos os resultados satisfatorios, tanto para o
titulador automatico Titrino quanto para o sistema de cromatografia Bioprocess,
prosseguiu-se com o processo de producao dos lotes para validagéo.

Todos os relatorios de calibracdo dos outros equipamentos/instrumentos
utilizados nos processos foram verificados e os resultados obtidos estavam em
conformidade para utilizacdo destes sem risco de resultados falso positivos. Todos
0S equipamentos/instrumentos utilizados foram listados a fim de garantir a
rastreabilidade dos mesmos quanto a sua identificacdo interna, e controlada quanto
a validade das calibracdes. Esta verificacdo € mandatoria para garantia de utilizacao
dos equipamentos. A listagem de tais equipamentos/instrumentos encontra-se no
ANEXO D.

3.2 — Monitoramento dos parametros criticos de processo

Os parametros criticos de processo foram monitorados durante a producéo dos
trés lotes do concentrado vacinal de Hib.

Nas Tabelas 6 e 8 estdo apresentados os resultados do monitoramento
realizado para cada parametro de processo pré-definido, para a reacao de ativacao

e para a reacdo de conjugacao, respectivamente.



Tabela 6 — Resultado do monitoramento dos parametros criticos de processo para

ativacao
Parametro de Critério de aceitacao Resultados
processo
Lote 1 Lote 2 Lote 3

Tempo maximo 5 anos 27 dias 36 dias 39 dias
armazenamento PRP
Temperatura maxima de
armazenamento do -15 -28,3 -32,0 -30,4
PRP(°C)
Tempo minimo para
aclimatacdo PRP (min) 30 30 30 30
Temperatura de Temperatura

. ~ - conforme conforme conforme
aclimatacédo PRP ambiente
Temperatura cooler (°C) 3,0+0,5 3,2 3,0 3,2
Temperoatura camisa 58- 6.0 6.0 6.0 6.0
reator ("C)
VeIochade agitacao da 500 +10 510 500 510
solugcédo PRP (rpm)
Temperatura PRP 0
dissolvido (°C) 58a6,0C 6,0 6,0 6,0
Tempo agitacdo da
solucdo PRP (h) 15-8,0 1,52 1,50 1,65
Tempo de agitacdo da
solucao de ADH (min) 3015 15 15 15
Velocidade de agitacéo
da solucéo de ADH (rpm) 150 £50 200 200 200
pH final da solucao de
ADH 9,0+0,1 9,10 9,10 9,12
Temperatura da solucao
de ADH (°C) 4-10 6,0 6,7 4,0
Tempo de dissolucéo de
CNBr (min) 15a30 15 15 15
Velocidade de agitac&o
da solucdo de CNBr 150 £50 150 150 150
(rpm)
pH do PRP dissolvido no
momento da adi¢cdo do 10,85 10,85 10,85 10,85
CNBr
pH do PRP dissolvido
ap6s adicdo do ADH 8,75 8,75 8,75 8,75
VeIom_dade d_e agitacao 250 +10 240 250 260
do meio reacional (rpm)
Tempo de reagdo (min) 99 99 99 99
Tempo entre o inicio da
reacdo e diafiltracdo do 3,25+ 0,25 3,12 3,03 3,20
meio reacional (h)
Temperatura de Min.:3,1 Min.:2,6 Min.:3,5
acondicionamento do 2-8 Max.3.5 Max.-7 0 Max.5 8
PRP-ADH diafiltrado (°C) e T e
Holding time do PRP- Méx. 48 43,92 44,00 47,53

ADH diafiltrado (h)




Na etapa de ativagdo pode-se observar através da tabela 6 que o PRP utilizado
nos trés lotes encontrava-se dentro do critério de aceitacdo preconizado para o
tempo maximo de armazenamento, o qual € de 5 anos. Apesar da validade do PRP
estd determinada para utilizacdo em até 5 anos, foi utilizado nos trés lotes PRP
armazenadoscom tempo proximos, para se evitar questionamentos futuros em
relacdo a variabilidade de resultados, caso estes viessem a ocorrer. De qualquer
forma, é importante salientar que a estabilidade de 5 anos do PRP ja foi garantida
através de estudo de estabilidade. Este produto foi testado ao longo dos 5 anos e
manteve seus atributos de qualidade dentro dos limites preconizados. A temperatura
maxima de armazenamento dos lotes de PRP utilizados foi registrada e obtiveram-
se os resultados de acordo com o critério de aceitacdo preconizado de -15 °C no
maximo. Tal condicdo de armazenamento garante a utilizacdo deste produto no
processo ja que a estabilidade do mesmo € garantida por 5 anos nesta condi¢éo de
estocagem. O PRP utilizado nas 3 corridas foi retirado do freezer e se fez necessario
sua aclimatacdo para posterior dissolucdo. Conforme a tabela 6, para os trés lotes
foram necessarios 30 minutos para aclimatacdo do PRP a temperatura
ambiente,resultado dentro dos critérios de aceitacdo preconizados nos lotes
investigados. Nos lotes 1, 2 e 3 pode-se observar que a temperatura do cooler foi
ajustada para o critério de aceitacdo de 3,0 +0,5°Ce obtiveram-se resultados dentro
deste faixa preconizada. Tal ajuste garantiu a temperatura da camisa do reator,
dentro do critério de aceitacdo de 5,8 a 6,0°C, que em cascata mantém a
temperatura do meio reacional durante todo o processo.

Durante a dissolucdo do PRP com solucdo de NaCl 2 mol.L™ a velocidade de
agitacao e o tempo desta dissolucdo foram monitorados e os resultados obtidos nos
lotes 1, 2 e 3 estiveram dentro do critério preconizado de 500 +10rpm e 1,5 a 8h,
respectivamente, o quegarantiu uma solugdo homogénea para inicio da etapa de
ativacdo. A temperatura do PRP dissolvido ndo variou com resultado de 6,0°C, nos
trés lotes, estando dentro do critério preconizado de 5,8 a 6,0°C. A homogeneizagdo
da solucdo de ADH em solucdo de NaHCO; 0,5 mol.L™* também foi monitorada
quanto aos parametros tempo de agitacdo, velocidade de agitacdo, pH final da
solugdo e temperatura da solugcdo, para os trés lotes.Os resultados obtidos
estiveram dentro do critério preconizado, 30+15 minutos, 150£50rpm, 9,0+0,1 e 4 a
10°C, respectivamente. O monitoramento do pH final da solucdo de ADH é

importante j& que a adicdo da solucdo de ADH ao meio reacional acontece em pH



préximo a 10,85 com a finalidade de reduzi-lo para proximo de 8,75. Apesar de 0s
resultados obtidos para a temperatura da solugdo estarem dentro do critério de
aceitacao, o resultado obtido no lote 3, divergiu dos resultados obtidos nos lotes 1 e
2, porém nao interferiu no processo ja que apoés adicdo da solucdo de ADH ao meio
reacional a temperatura deste também foi monitorada imediatamente, com o0s
seguintes resultados obtidos respectivamente, 6,5, 6,6 e 6,5°C para os trés lotes. A
dissolucdo do reagente CNBr em agua para injetaveis também foi monitorada
qguanto ao tempo de dissolucéo e velocidade de agitacao e foram obtidos resultados
dentro dos critérios preconizados para os trés lotes, 15 a 30minutos e 150+50rpm,
respectivamente. Os proximos dois parametros monitorados, pH do PRP dissolvido
no momento da adicdo do CNBr e pH do PRP dissolvido apés adicdo do ADH, sdo
extremamente importantes para o desenvolvimento da reacéo, jaA que uma eficiente
reacao de ativacao deve seguir o desenho demonstrado na figura 20. O pH do PRP
dissolvido inicial variou de 6,02 a 6,44, nos lotes 1, 2 e 3, sendo estes ajustados
gradualmente para =10,85 para adigdo do CNBr dissolvido e em seguida reduzido
para = 8,75 com a adi¢do da solugdo de ADH. Desta forma, pode-se observar que o
pH do PRP dissolvido no momento da adigdo do CNBr, nos trés lotes, foi proximo de
10,85, sendo este o critério pré-determinado de aceitacdo. J4 o pH do PRP
dissolvido ap6s adicdo do ADH dissolvido, nos trés lotes, foi de aproximadamente
8,75, sendo este também o critério de aceitacdo pré-determinado. Os resultados
obtidos para a variavel pH durante a reacdo de ativacdo foram demonstrados na
tabela 6 somente nos momentos de adicdo dos reagentes durante a reacdo, porém
toda a reacao foi monitorada e os resultados encontram-se na Tabela 7.



Tabela 7— Controle depH do meio reacional durante a reacdo de ativacéo

pH controle Temperatura pH referéncia Temperatura
controle referéncia
tempo/min Lotel Lote2 Lote3 Lotel Lote2 Lote3 Lotel Lote2 Lote3 Lotel Lote2 Lote3
0 6,44 6,28 6,02 6,0 6,0 6,0 6,44 6,29 6,04 6,0 6,0 6,0
1 6,87 8,18 6,68 6,0 6,0 6,0 690 845 6,77 6,0 6,0 6,0
2 845 10,60 10,06 6,0 6,0 6,0 886 10,61 10,09 6,0 6,0 6,0
3 10,64 10,86 10,75 6,0 6,0 6,0 10,69 10,89 10,76 6,0 6,0 6,0
4 10,84 10,85 10,91 7,4 7,2 75 10,83 10,88 10,93 74 7,2 7,5
5 10,85 10,85 10,82 7,4 7,2 75 10,83 10,87 10,82 7,4 7,2 7,5
6 10,86 10,86 10,82 7,4 7,2 74 10,84 10,89 10,83 7,4 7,2 7,4
7 10,83 10,77 10,89 7,3 7,2 74 10,81 10,79 10,90 7,3 7,2 7,4
8 10,86 10,91 10,77 7,3 7,2 74 10,85 10,92 10,78 7,3 7,2 7,4
9 10,79 10,91 10,90 7,3 7,1 73 10,77 10,93 10,91 7,3 7,1 7,3
10 8,76 8,90 9,00 6,5 6,6 65 877 892 9,02 6,5 6,6 6,5
11 8,91 8,62 8,70 6,7 6,7 6,7 888 863 8,71 6,7 6,7 6,7
12 8,68 8,89 8,64 69 7,0 68 870 891 8,64 6,9 7,0 6,8
15 8,80 8,80 868 7,0 7,2 71 878 881 8,70 7,0 7,2 7,1
99 8,76 8,76 876 59 6,3 63 875 876 8,76 5,9 6,3 6,3

Na Tabela 7 pode-se notar que o pH da reacao de ativacao foi controlado minuto
a minuto durante os primeiros 12 minutos de processo, depois o controle foi
realizado com 15 minutos e finalizando aos 99 minutos de reacado. Foi utilizado um
sensor de pH de referéncia a fim de comparar os valores com o sensor de pH de
controle garantindo a eficacia do monitoramento do processo. O pH inicial do meio
reacional (PRP dissolvido) apresentou valores que variaram de 6,02 a 6,44
(controle) e 6,04 a 6,44 (referéncia), sendo este corrigido gradualmente com NaOH
0,25 mol.L™* a fim de atingir o valor de 10,85 no inicio da adicdo do primeiro
reagente. Aos 3 minutos de reacdao, o pH de controle apresentou valores que
variaram de 10,64 a 10,86 e o de referéncia 10,69 a 10,89, desta forma apos 3
minutos de reacao foi adicionado ao meio reacional a solugcdo de CNBr. Apés essa
adicdo, o pH foi mantido em torno de 10,85 até 9 minutos de reacgdo, variando de
10,77 a 10,91 no sensor de pH de controle e de 10,77 a 10,93 no sensor do pH de

referéncia. Apds 9 minutos de reacdao, foi realizada a adicdo do reagente ADH onde



era esperado decréscimo brusco de pH para em torno de 8,75, permanecendo neste
valor até o término da reagdo. Com esta adicdo, houve o decréscimo de pH
conforme esperado que permaneceu em torno da faixa de processo esperada,
variando de 8,64 a 9,00 no sensor de controle e de 8,63 a 9,02 no sensor de
referéncia. A temperatura do meio reacional foi controlada durante os 99 minutos de
reacao, onde a sonda de controle apresentou valores que variaram de 5,9 a 7,5. O
controle de temperatura do meio reacional foi necessario somente para ajudar a
manter o pH dentro dos parametros de processo. E possivel verificar através da
tabela 8 que aos 11 minutos de reacdo quando o sistema esta buscando a
estabilizacdo em pH em torno de 8,75, no lote 2, pode ser visualizada uma diferenca
de pH em relagédo aos outros lotes com um decaimento diferenciado de pH quando
este passa de 8,90 para 8,62 e depois retornando para o valor de processo em torno
de 8,75, com valor encontrado de 8,89 e dai em diante seguindo sua estabilizacao
durante o tempo restante de reacdo. Tal diferenca ndo é significativa nesta etapa da
reacdo, ja que o importante € manter o pH acima de 10 quando adicionado o
reagente CNBr evitando hidrélise do polissacarideo e formacdo de reacbes
indesejaveis e reduzindo para pH 8,75 apods adicdo da ADH. O tempo de reacao foi
respeitado durante as trés corridas com finalizacdo do processo em 99 minutos de
reacdo. Foi importante monitorar o tempo de reacdo e o pH do meio reacional
garantindo o objetivo da etapa de ativacdo do polissacarideo, que seria, preparar o
complexo PRP-ADH para a fase de acoplamento com a proteina. Durante a reacao,
a velocidade de agitagdo do meio reacional variou de 240 a 260rpm, nos trés lotes,
seguindo o critério preconizado de 250 +10rpm, garantindo a homogeneiza¢do do
meio reacional. Apos a reacdao total, foi monitorado o parametro tempo entre o inicio
da reacdao e diafiltracdo do meio reacional, onde se pode observar através da tabela
6 que para os lotes 1, 2 e 3, foram obtidos resultados dentro do tempo pré-
determinado pelo critério de aceitacdo de, no maximo, 3h e 15 min £15 minutos.
Iniciar a diafiltracdo acima deste critério de aceitacao poderia inviabilizar as corridas
de validacéo, ja que estariamos mantendo o meio reacional em tempo superior ao
preconizado com os subprodutos formados durante a reacdo de ativagdo. Durante
as 3 diafiltragbes também foram monitorados alguns parédmetros de processo
conforme ANEXO E.Todos os resultados reproduzidos estavam de acordo com o0s
critérios de aceitacdo nos trés lotes. Finalizando, a temperatura de

acondicionamento do PRP-ADH diafiltrado foi verificada onde se pode observar



através da Tabela 6 que os resultados variaram de 2,6 a 3,5°C no termdémetro de
minima e de 3,5 a 7,0 °C no termémetro de maximo, para os trés lotes. Todos 0s
resultados obtidos estiveram dentro do limite de aceitacdo de 2 — 8°C, garantindo o
armazenamento adequado. O PRP-ADH diafiltrado possui pré-determinado o tempo
méaximo de espera em camara fria 2 — 8°C para a utilizacdo na etapa de conjugacao
de 48h, sendo este parametro monitorado nos lotes 1, 2 e 3, estando os resultados
dentro do preconizado como se pode observar, na Tabela 6. O lote 3 foi
propositalmente utilizado mais proximo do tempo maximo de holding time a fim de
avaliar qualquer possivel alteracdo na caracterizagdo do conjugado ou nos
resultados de produto, porém nado pode ser feita qualquer comparacédo a partir deste
desafio.Os resultados,mostrados a posterior, fornecem indicios de que é
possivelalterar a programacédo de producdo, em caso de necessidade, e garantir que
o PRP derivatizado seja mantido durante todo o tempo pré-estabelecido.

Na Tabela 8, pode-se observar que, na etapa de conjugacéo, para os lotes 1, 2
e 3 a velocidade de agitacdo da diluicdo do PRP-ADH em NaCl 0,2 mol.L-1 estava
de acordo com o critério de aceitacdo estabelecido. Antes do inicio da reacéo de
conjugacao, a proteina e o reagente EDAC foram aclimatados para utilizacdo no
processo, sendo obtidos resultados de acordo com os critérios de aceitacdo
preconizados. A aclimatacao dos reagentes € importante ja que 0s mesmos estavam
acondicionados em refrigerador e freezer, respectivamente. Estes séo retirados, no
dia do processo, previamente para entdo serem aclimatados e estarem aptos para a
dissolucdo na temperatura da sala. Antes da transferéncia da proteina para o meio
reacional, foi feito o monitoramento da velocidade de agitacdo e do tempo minimo de
agitacao para garantir sua homogeneizacgao. Para os trés lotes, os resultadosobtidos
estiveram dentro dos critérios preconizados. Durante a rea¢ao de conjugacao alguns
parametros foram monitorados conforme indicados na Tabela 8 (tempo de adi¢éo da
proteina, tempo de permanéncia do sistema em equilibrio com controle de pH e
tempo de reacdo total). Todos apresentaram resultados dentro dos critérios de
aceitacao pre-definidos, porém, dentre todos os parametros monitorados, o controle
de pH do meio reacional durante a etapa de conjugacdo merece destaque no
trabalho em questdo. Na Tabela 9 pode-se verificar que a reacdo de conjugacéo foi
monitorada ao longo do tempo com intervalos de 240 s (4 minutos) durante toda a

reacao.



Tabela 8 — Resultado do monitoramento dos parametros criticos de processo para

conjugacao

Parametro de
processo

Critério de
aceitacdo

Resultados

Velocidade de agitagcéo do
PRP-ADH diluido (rpm)
Tempo minimo para
aclimatagao da proteina (h)
Tempo minimo para
aclimatagdo do EDAC (h)
Temperatura do cooler (°C)

Velocidade de agitagcdo da
proteina antes da
transferéncia para o
sistema de adicao (rpm)
Tempo minimo de agitacdo
da proteina antes da
transferéncia para o
sistema de adi¢cdo (min)
Tempo de adi¢cdo da
proteina (min)

pH do meio reacional

Tempo de permanéncia do
sistema em equilibrio com
controle de pH (min)

Tempo de rea¢do (min)

Velocidade de agitagcéo do
PRP-ADH-TT bruto durante
0 acondicionamento em
camara fria (rpm)

Tempo de reacdo do PRP-
ADH-TT bruto em CF (h)
Temperatura de
acondicionamento do PRP-
ADH-TT bruto (°C)

250 +50
1-2

1
18-22

200 +10

60 - 70
50+0,2

Min. 60

120 - 130

70 +10

48 - 72

Lote 1

Lote 2

Lote 3

250
1,03
1
18,0 - 18,6

207

60
5,02 -5,04

67

128

70

68,7

3,2-9,6

260

1,00

1,62
18,6-19,0

200

67
5,00 - 5,07

61

128

70

67,6

28-91

270

1,00

1,17
18,2-18,7

200

60
4,96 — 5,06

67

128

70

62,8

29-93




Tabela 9 — Controle de pH do meio reacional durante a rea¢do de conjugacao

Tempo/s Lote 1 Lote 2 Lote 3

0 5,81 5,98 5,73
240 5,27 5,24 5,07
480 5,03 5,03 5,01
720 5,03 5,03 5,00
960 5,04 5,03 5,01
1200 5,03 5,04 5,01
1440 5,03 5,04 5,01
1680 5,04 5,04 5,01
1920 5,03 5,03 5,01
2160 5,04 5,04 5,01
2400 5,04 5,04 5,00
2640 5,04 5,04 5,01
2880 5,04 5,04 5,01
3120 5,04 5,03 5,01
3360 5,04 5,03 5,01
3600 5,04 5,04 5,01
3840 5,03 5,04 5,01
4080 5,03 5,03 5,01
4320 5,03 5,05 5,01
4560 5,03 5,06 5,00
4800 5,03 5,02 5,00
5040 5,03 5,01 5,00
5280 5,02 5,00 5,00
5520 5,03 4,99 5,00
5760 5,02 4,97 5,00
6000 5,02 4,97 5,00
6240 5,02 4,96 5,00
6480 5,02 4,96 5,00
6720 5,02 4,96 5,00
6960 5,02 4,96 5,00
7200 5,02 4,96 5,00
7440 5,02 4,96 5,00
7680 5,02 4,96 5,00

No inicio o valor de pH do meio reacional PRP-ADH ativado dissolvido em solugao
de NaCl 0,2 mol.L™* variou de 5,73 a 5,98 nos trés lotes produzidos. Decorrido um
tempo de 480 s, foi possivel verificar que houve um decréscimo do pH para em torno

de 5,0. Este valor foi alcancado através da titulagdo com solucgéo de HCI 2,5 mol.L™



estéril. Com 480 s, o valor de pH obtido nas trés corridas variou de 5,01 a 5,03,
sendo possivel a adicdo do espacador molecular EDAC. Em seguida, foi possivel
adicionar a proteina ao meio reacional ja que o sistema se manteve com pH estavel
em torno de 5,0, mantendo-se constante durante todo o tempo de reacdo desde
480s até o término do processo com 7680 s. Durante todo o tempo de reagdo, o
sistema se manteve em equilibrio com pH dentro da faixa de aceitacdo de 4,8 — 5,2,
garantindo um eficiente acoplamento entre o PRP derivatizado e a PMT, sendo este
0 meio propicio para tal processo. Realizando uma andlise mais detalhada dos
resultados da Tabela 9 é possivel visualizar que o pH inicial do polissacarideo
ativado PRP-ADH dissolvido em solugéo de NaCl 0,2 mol.L ™ iniciou préximo de 6,0
mais com a adicéo do titulante HCI 2,5 mol.L™ houve um decréscimo para a faixa de
trabalho entre 4,8 e 5,2, permanecendo assim até o final da conjugacdo. Apos a
estabilizacdo, o pH permaneceu estavel ao longo de toda a rea¢do, com excecao do
lote 3 que apos 4560s apresentou um decréscimo leve no pH que alcangou o valor
minimo de 4,96, ainda dentro da faixa de trabalho, bem longe do limite minimo de
aceitacdo de 4,8. O decréscimo do pH no lote 3 ndo comprometeu a eficacia da
reacdo de conjugacéo,pois foi mantida a faixa de processo estabelecida.lsso foi
garantido pelo equipamento de monitoramento adotado e titulante utilizado,
conforme resultados acima demonstrados na Tabela 10. Na rea¢&o de conjugacéo,
ocorre uma ligacao entre a hidrazida livre do composto PRP-ADH ao grupo carboxila
ativado da proteina. Esta ligagdo pode ocorrer entre os pHs 45 e 7,5
(HERMANSON, 1996). O controle de pH é necessario porque pode influenciar
diretamente no rendimento do conjugado obtido. Existem trabalhos que relatam o
meio alcalino como sendo favoravel para obtencdo de um melhor rendimento da
reacdo. No trabalho de Lorthiois (2007), existe um estudo comparativo que
demonstra a influencia do pH no rendimento da reacéo, sendo relatado que em pH =
8, 0 rendimento médio da conjugacao foi melhor que em pH = 5. No trabalho de
Kossaczka e colaboradores (1997), o rendimento da conjugacdo entre
polissacarideo capsular de Salmonella typhi e proteina derivatizada com ADH foi
influenciado pelo pH da reacédo, sendo este mantido entre 5,5 e 6,0, pois levou ao
melhor rendimento de conjugacdo em relacdo ao pH mais &cido. Desta forma, a
faixa estabelecida se mostra de acordo com dados da literatura e os resultados
obtidos garantem o processo. Apos os 128 minutos de reacdo, o conjugado PRP-

ADH-TT bruto obtido permaneceu por quase 3 dias em camara fria sob agitacao



lenta para completa reacdo, porém o limite pré-determinado foi de 2 - 3 dias.
Segundo Schneerson e colaboradores (1980), 24 horas seria o tempo ideal de
conjugacao entre PRP com TT para obtencédo do melhor rendimento,pois o PRP foi
ativado com CNBr e a proteina foi derivatizada com ADH. No trabalho de Lorthiois
(2007), o tempo de reacéo para formacao do conjugado foi estudado e, demonstrou
gue entre outros fatores, depende da massa molecular do polissacarideo e da
proteina, levando-se em conta que o PRP-ADH possui cerca de 14kDa e TT
150kDa, massa molecular consideravel. Deve-seainda ser levado em consideracao
gue o PRP-ADH somente possui quatro sitios locais para se ligar ao TT e os
resultados demonstraram, que apdés 2 dias de reacdo, ndo h& aumento no
rendimento da conjugacdo e a relacdo em massa PRP-ADH/TT manteve-se
constante. Assim, o tempo fixado, neste experimento, foi de 2 a 3 dias de reacdo em
camara fria, que garante ao processo um rendimento de conjugacao interessante
para atendimento a rotina de producdo. Os tempos de reacdo, em camara fria,estao
descritos na tabela 8: 68,7 h para o lote 1, 67,6 h para o lote 2 e 62,8 h para o lote 3.
A temperatura da camara fria onde foi realizado o acondicionamento do PRP-ADH-
TT bruto ficou acima do especificado (2 - 8°C) nas trés corridas, 9,6, 9,1 e 9,3°C,
respectivamente. Tais resultados poderiam possibilitar a formacéo de reagbes
indesejadas, comprometendo a qualidade do produto e o rendimento do processo,
porém foi verificado no relatorio de qualificacdo desta camara fria que o sensor que
registra a condicdo do produto dentro da mesma permaneceu dentro dos limites
especificados (2 - 8 °C) durante todo o estudo de qualificagdo, mesmo com a
temperatura dentro da camara, em alguns momentos, ultrapassando o limite maximo
de 8°C . Desta forma, pode-se garantir que a condicdo de armazenamento do PRP-
ADH-TT bruto manteve-se dentro das especificagcdes durante os experimentos. Apos
finalizar a reagcéo de conjugacao em camara fria, o conjugado obtido PRP-ADH-TT
bruto nas trés corridas foi purificado por cromatografia de exclusdo molecular. A
purificacdo ocorreu com deteccdo por UV, no comprimento de onda 280nm, para
que seja coletada a fracdo FEI (fracdo de interesse — PRP-TT purificado), que elui
até 0,40 kDa. FCC é a fragcéo eluida apos 0,40 kDa.Esta fracdo € associada ao meio
nao conjugado e é indicada pela medida da absorvancia, em 280 nm, inferior a
0,005 mAU. Existe uma vasta literatura a respeito da purificacdo de conjugados,
porém é muito indicada a cromatografia por exclusdo molecular. Esta etapa

compreendeu trés operacbes sucessivas: teste de desempenho, regeneracédo da



coluna e purificacdo do PRP-ADH-TT bruto. Todas ocorrem em camara fria (2-8°C).
Inicialmente, realizou-se o teste de desempenho da coluna no sistema de
cromatografia (Bioprocess) para certificar-se de que a mesma estava em condi¢des
de operacdo. Em seguida, fez-se a regeneracdo, na qual a coluna foi sanitizada e
acondicionada para a purificacdo. As fracdes purificadas FEI e FCC foram coletadas
em tanques apropriados que foram posicionados conforme instru¢cdes do software
do sistema de cromatografia e colocados em camara fria. Foram transferidos 22,5L
de solucdo de NaCl 0,2mol.L™ estéril para o tanque de coleta de FEI e iniciou-se a
agitacdo para 100 + 5rpm. Foi verificado o pH da solucdo de NaCl 0,2 mol.L™
transferido, devendo estar em 6,1 + 0,3. O sistema foi rinsado com solu¢édo de NacCl
0,2mol.L™" e transferido a haste do sistema de injecdo para o frasco contendo o
conjugado PRP-ADH-TT bruto.A cromatografia foi iniciada de acordo com a
solicitacdo do método. Para evitar a entrada de bolha de ar no sistema, quando
guase todo o conjugado havia sido aspirado, foi vertido cuidadosamente 250mL de
solucdo de NaCl 0,2 mol.L™ para o frasco com PRP-ADH-TT bruto. Ao término da
coleta da fracdo FEI, o tanque de FEI foi desconectado do Bioprocess, pesado e
encaminhado para aquecimento e pré-filtracdo em membrana 0,45um.Seguidamente
a filtracdo esterilizante foi realizada com membrana 0,22um, obtendo-se o
concentrado vacinal de Hib, produto de interesse. As etapas de purificagdo e
finalizacdo do conjugado também tiveram alguns parametros de processo
monitorados.Os resultados encontram-se no ANEXO F. Todos os resultados obtidos
estiveram dentro dos critérios preconizados. Na Figura 24 sao apresentados os
perfis cromatograficos do conjugado PRP-TT purificado das trés corridas

executadas.



Figura 24 — Cromatogramas de purificacao dos lotes 1, 2 e 3 de PRP-TT purificado
das trés corridas de validagéo.
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Nos perfis cromatograficos obtidos nas trés corridas, lotes 1, 2 e 3, Figura 24, é
possivel observar que estes sdo compostos por um pico principal na fragédo eluida
de interesse FEI, com tempo de retencao proximo a 51 min, seguido de um “ombro”

deste pico que corresponde a proteina livre no conjugado (tempo de retencdo do TT



livre proximo a 70 min.). No final da corrida, pode ser verificado a eluicdo de outro
pico consideravel no tempo de retencdo de 110,6 min, equivalente ao tempo de
retencdo do PRP-ADH livre. A deteccdo de PRP no comprimento de onda de
280nmsomentefoi possivel neste procedimento devidoa presenca do ADH ligado a
molécula. Desta forma, é possivel verificar com clareza a separacdo do conjugado
de interesse fragcdo FEI da fragcdo FCC, a qual possui PRP-ADH livre.Segundo a
literatura, tal separacdo é imprescindivel para prosseguimento do processo ja que
para utilizacdo deste conjugado como antigeno vacinal, segundo Kniskern e Marburg
(1994),0 PRP-ADH né&o conjugado pode induzir tolerancia.

O concentrado vacinal de Hib obtido, ao final de todo o processo,indicou o
seguinte rendimento para os trés lotes produzidos: PS-TTO1l 84,85% (449.726
doses), PS-TT02 92,30% (489.180 doses) e PS=TT03 87,44% (463.450 doses),
respectivamente. Tais rendimentos estdo totalmente dentro dos valores esperados
para o processo quando a intengdo é de se produzir em torno de 450.000 doses por

batelada.

3.3 — Monitoramento dos atributos de qualidade para o produto

Os resultados obtidos nesta etapa da proposta de trabalho sdo os mais
importantes de todo o experimento realizado, isto porque o objetivo final de uma
proposta de validacdo € sempre garantir que 0 Seu processo proposto gera um
produto dentro das especificagdes de qualidade pré-definidas. E nesta fase do
trabalho que se pode verificar que 0s pontos de processo monitorados garantiram
uma batelada de produc&o comos parametros do produto previamente definidos.

ApoOs realizacdo das etapas ativacdo e conjugacdo, nas trés corridas de
processo utilizadas para validacdo, uma amostragem foi feitacom tamanho 50% a
mais que a amostragem de rotina, em momentos pré-determinados, como criticos ao
processo, para andlise do produto obtido naquela determinada fase. O volume
amostrado e quantitativo de amostras ja foi descrito no item 2.2.6.

Para que o processo proposto a validacdo possa resultar em produto que
corresponda a sua utilizacdo, este deve atender as especificagcfes de qualidade.
Desta forma, cada metodologia analitica utilizada nas avaliacdes do concentrado
vacinal de Hib, descriminadas na tabela 5, foram anteriormente validadas pelo

detentor da transferéncia de tecnologia e em fase final de validacdo por Bio-



manguinhos a fim de assegurar tanto a implantacdo da metodologia como a

confiabilidade dos resultados analiticos.

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados obtidos para os parametros de

produto nas trés corridas de validacdo, para etapa ativacdo e conjugacao,

respectivamente.

Tabela 10 — Resultados obtidos para os atributos de qualidade para o produto

s Resultados
A Critério de
Parametro Testado Aceitacio
¢ Lote 1 Lote 2 Lote 3
Etapa Ativacdo — PRP-ADH

Determinagdo da concentracéo de >2500 3430 3391 3709 3645 3421 3364
polissacarideo - método colorimétrico
Orcinol (ng/mL)
Concentragédo de ADH — método A quantificar 48,19 49,08 51,24 50,25 47,30 46,01
colorimétrico TNBS (ug/mL)
Determinagéo da distribuicdo de massa o
molar (%kDa<0,3) >25% 60,42 62,39 61,09 61,12 79,00 80,15
Taxa ativagdo (%) 1,0-25 1,40 1,45 1,38 1,38 1,38 1,37
Controle da eliminag&o no concentrado
do polissacarideo ativado apos a A quantificar 40,38 38,36 37,09 38,62 37,68 38,81
1%diafiltrac&o (%ADH livre)
Controle da eliminag&o no concentrado
do polissacarideo ativado apos a A quantificar
2°diafiltragao (%ADH livre) 354 3.4 2.2 234 3681 342
Controle da eliminacdo no concentrado
do polissacarideo ativado apos a o
3diafiltracéo (%ADH livre) <10% ND ND ND ND ND ND

Etapa Conjugacgdo — PRP-ADH-TT Bruto
Determinagdo da concentracéo de A quantificar 1635 1719 1494 1574 1756 1716
polissacarideo - método colorimétrico
Orcinol(pg/mL)
Determinagéo da concentracao de A quantificar 4918 4997 4857 4811 5287 5190
proteinas — Método Lowry(ug/mL)

Etapa Conjugacao — PRP-ADH-TT Purificado

Determinagao da concentracéo de A quantificar 126 130 130 126 122 124
polissacarideo pelo método colorimétrico
- Orcinol(ug/mL)
Determinagao da concentracéo de A quantificar 299 302 283 279 274 287

proteinas — Método Lowry(ug/mL)



Continuacédo da Tabela 10 — Resultados obtidos para os parametros criticos de

produto
s Resultados
A Critério de
Par@metro Testado Aceitacio
¢ Lote 1 Lote 2 Lote 3
Etapa Conjugacao — Concentrado Vacinal de Hib —
PS-TT
Determinagdo da concentracéo de 500-1000 739 747 789 785 745 745
polissacarideo(ug/mL)
Determinagéo de polissacarideo livre No méximo 20% 1,34 0,83 3,7 3,70 3,13 3,86
Determinagéo de pH 50a70 6,2 6,2 6,5 6,5 6,8 6,8
Determinagéo da concentracao de A quantificar 1222 1238 1603 1585 1492 1504
proteinas (ug/mL)
Distribuicdo de massa molar (%kDa) 280% com kDa<0,2 94,47 95,62 91,60 91,20 93,10 93,30
Determinacgéo de proteina livre (%) <10 <10 <10 <1.0 <10 <10 <10
Concentracéo de EDAC (ug/mL) <1,5 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Concentracao de Cianeto (ng/mL) Maximo 10
<10 <10 <10 <10 <10 <10
Taxa de conjugacéo (razéo ps/pt) 0,3a0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5

ND — Nao detectado

Na etapa ativagdo da Tabela 10, os testes realizados foram para controle do
processo a fim de mapear os parametros necessarios e acompanhar a efetividade
da etapa realizada frente aos resultados encontrados. Avaliando os resultados
obtidos, € possivel verificar que todas as amostras enviadas para teste
apresentaram resultados dentro dos critérios de aceitacdo. Para o parametro
concentracdo de ADH ndo h& critério de aceitacdo pré-estabelecido, ja que de
acordo com o parceiro detentor da transferéncia de tecnologia tal parametro é
informativo, porém é essencial a analise deste para posterior calculo da taxa de
ativacdo. A concentracdo de polissacarideo foi determinada através do meétodo
colorimétrico Orcinol conforme descrito no item 2.3.1 e os resultados obtidos para
este parametro variaram de 3364pgmL™ a 3709ug mL™?, estando em conformidade
com o critério de aceitacdo, >2500ugmL™. A concentracdo de ADH foi determinada
pelo método TNBS-Pierce, conforme descrito no item 2.3.2, e variou de 46,0 ug mL™
a 51,2ugmL™. Tais determinacdes foram necessérias para célculo da taxa de
ativacdo. O principal parametro testado nesta etapa foi a taxa de ativacdo, sendo
esta calculada atravées da relacdo concentracdo de ADH/concentracdo de

polissacarideo. Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que o parametro



taxa de ativacéo variou de 1,37% a 1,45%, valores dentro do critério de aceitagdo. A
taxa de ativacdo é um parametro de produto impeditivo, estando esta fora do critério
de aceitacdo € necessario interromper 0 processo, ja que nado sera garantida a
reacdo de ativacdo com formacdo de PRP-ADH num grau de substituicdo de 4
moléculas de ADH para cada 100 subunidades de PRP, necessario na etapa de
conjugacao, onde ocorrerd o acoplamento com a proteina. Resultados de taxa de
ativacdo, fora do critério determinado, podem ser indicativos de que houve
polimerizacdo na molécula. O ADH é uma molécula simétrica que apresenta dois
grupos hidrazidas passiveis de se ligarem ao aldeido do PRP. Devido a este fato
podem ocorrer multiplas combinagfes entre o PRP e o ADH, levando a formagé&o de
polimeros.A andlise para avaliar a distribuicdo de massa molar foi realizada por
cromatografia liqguida de alta eficiéncia por exclusdo molecular, item 2.3.5. Esta
distribuicdo éum parametro para a caracterizagdo do polissacarideo ativado. Este
método cromatografico separa por tamanho molecular e com isso é possivel avaliar
se 0 polissacarideo apos ativagcdo possui tamanho molecular caracteristico,
conforme especificado. Através da tabela 10, é possivel observar que nas trés
corridas de validacdo o %éarea com kDa< 0,3 maior que 25%, variou de 60,42% a
80,15%, estando dentro do critério preconizado. Também foi possivel avaliar, nesta
dosagem, se houve formacdo de outros subprodutos de reagcdo com massas
molares menores, porém nada foi observado. A determinacdo do percentual de
ADH livre presente no polissacarideo ativado PRP-ADH foi um parametro de
extrema importancia para o controle do meio reacional. Os resultados obtidos nesta
andlise, conforme Tabela 10, variaram de 40,38% ao limite de ndo deteccéo,
demonstrando a eficiéncia das trés diafiltracoes realizadas apos derivatizacdo do
PRP. Nas primeiras duas diafiltracdes, a determinacao funciona como informativo,
sem critério de aceitacdo pré-determinado, mas de controle necessério, apos a
terceira diafiltracdo o percentual de eliminacdo de ADH deve ser menor que 10%. O
objetivo das diafiltracdes foi exatamente de eliminar todos os subprodutos formados
OuU reagentes em excesso que nao reagiram. Através daFigura 25, € possivel
observar que o percentual de ADH livre no meio reacional decresce na medida em
que ocorrem as diafiltracfes,inclusive atingindo nivel de ndo detecgdo apds terceira
diafiltracdo, garantindo totalmente o PRP-ADH para utilizacdo na préxima etapa do

processo (conjugacao).



Figura 25 — Resultados obtidos nas 3 diafiltragbes. (a) grupo de resultados em
duplicata das trés corridas somente da 1%iafiltracdo. (b) grupo de resultados em
duplicata das trés corridas somente da 2%diafiltragdo. (c) grupo de resultados em

duplicata das trés corridas somente da 3%diafiltracéo

Avaliando os resultados de conjugacado, € possivel verificar através da tabela
10que todos os testes realizados antes da purificacdo cromatografica (PRP-ADH-TT
bruto) e apdés a purificacdo cromatografica (PRP-ADH-TT purificado)foram para
controle do processo, objetivando acompanhar a eficiéncia da reacédo de
conjugacdao, através da relacdo PS/PT. Para os dois parametros avaliados, nesta
etapa, a concentracdo de polissacarideo e a concentracdo de proteinas, ndo ha
critério de aceitagdo pré-estabelecido, j& que de acordo com o parceiro detentor da
transferéncia de tecnologia tal parametro € informativo, porém necesséario para
acompanhamento da eficiéncia da conjugacao. A concentracdo de polissacarideo foi
determinada através do método colorimétrico Orcinol, conforme descrito no item
2.3.1, e os resultados obtidos para este parametro variaram de 1494pgmL™ a
1756pgmL™, para o PRP-ADH-TT bruto e de 122pgmL™a 130ugmL™, para o PRP-
ADH-TT purificado. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
Folin-Lowry, conforme descrito no item 2.3.3, e variou de 4811pgmL*a 5287ugmL™,
para o PRP-ADH-TT bruto e de 274pgmL™a 302pgmL*, para o PRP-ADH-TT
purificado. Tais determinagfes foram necessérias para calculo da razdo entre as
concentracdes de polissacarideo e proteina (PS/PT).

Desta forma, foi possivel determinar a razdo entre as concentracdes de
polissacarideo e proteina (PS/PT) na molécula. Os requisitos para a producdo da
vacina conjugada contra Hib (WHO, 1998) sugerem a determinacdo deste
parametro, que fornece uma medida indireta da extensdo da reagcéo de conjugacao
(JODAR, GRIFFITHS& FEAVERS, 2004). Na Tabela 11, estdo apresentados os
valores obtidos para a concentracdo de proteina, polissacarideo e a razdo entre

eles.



Tabela 11 — Resultado da razao PS/PT na molécula

Parédmetro Testado Critério de Real
Aceitacao Lote 1 Lote 2 Lote 3
Etapa Conjugacédo — PRP-ADH-TT

Bruto
Determinacé&o da concentragéo de A quantificar 1635 1719 1494 1574 1756 1716
polissacarideo - método colorimétrico
Orcinol(pg/mL)
Determinacé&o da concentragéo de A quantificar 4918 4997 4857 4811 5287 5190
proteinas — Método Lowry(ug/mL)
Razéo PS/PT 0,3a0,6 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

Etapa Conjugacéo — PRP-ADH-TT Purificado
Determinacé&o da concentragéo de A quantificar 126 130 130 126 122 124
polissacarideo pelo método

colorimétrico - Orcinol(ug/mL)

Determinacé&o da concentragéo de A quantificar 299 302 283 279 274 287
proteinas — Método Lowry(ug/mL)

Razéo PS/PT 0,3a0,6 0,4 0,4 0,5 0,5 0,4 0,4

Pode ser visualizado na Tabela 11 que a razdo PS/PT para todos os lotes
analisados nas trés corridas de validagéo tanto no PRP-ADH-TT bruto quanto no
PRP-ADH-TT purificado apresentou resultados dentro do critério de aceitagédo
proposto para o concentrado vacinal de Hib, entre 0,3 e 0,6. Conforme descrito no
capitulo 1, item 1.6, os parametros devem ser controlados para garantir a
reprodutibilidade do processo a fim de obter conjugados com caracteristicas fisico-
quimicas bem definidas.Dentre estes fatores a relacdo polissacarideo/proteina é
relacionada como um dos fatores que poderiam influenciar na imunogenicidade de
uma vacina conjugada. Desta forma,os resultados dentro da especificacdo para o
concentrado vacinal nesta etapa do processo garantem a eficiéncia da conjugacao.

A caracterizagao do conjugado concentrado vacinal de Hib (PS-TT) obtido nas
trés corridas de validacdo foi evidenciada através de analise do produto final
realizada pelo controle de qualidade interno, usando as metodologias analiticas
validadas pelo produtor detentor da transferéncia de tecnologia.A grande maioria
destas metodologias ja foi validada também internamente, conforme ANEXO G.Os
resultados estiveram dentro dos critérios de aceitagdo preconizados, conforme

resultados disponiveis na Tabela 10. O parametro concentracdo de polissacarideo



foi determinado através do meétodo colorimétrico Orcinol, item 2.3.1descrito
anteriormente.Este pard@metro é necessario para calculo da taxa de conjugacao,
razdo PS/PT. Para este parametro, foram obtidos resultados que variaram de
739ugmL™a 789ugmL™, estando em conformidade com o requerimento que possui
faixa de variacdo de 500 a 1000pgmL™. A concentracéo de proteina foi determinada
pelo método de Folin-Lowry, conforme descrito no item 2.3.3, e variou de 1222ugmL’
'a 1603ugmL™, e para esta metodologia ndo existe critério de aceitacdo
preconizado.A taxa de conjugacao foi determinada através da relacao PS/PT, sendo
esta determinacédo de suma importancia para a caracterizacdo do conjugado obtido.
Nesta determinacdo foram obtidos resultados que variaram de 0,5 a 0,6. A
estabilidade dos resultados obtidos para taxa de conjugacédo garante a eficacia da
utilizacdo deste conjugado para a producdo da vacina. Uma baixa relacdo
polissacarideo/proteina implica em uma imunizacdo com quantidades mais do que
necesséria de proteina, podendo ocasionar uma hiperestimulagédo do sistema imune
(ADA e ISAACS, 2003). Um alto valor da razéo polissacarideo/proteina pode indicar
que uma grande quantidade de sacarideos esteja ligada as proteinas, escondendo
epitopos essenciais do carreador do sistema imune e, dificultando, assim, o
reconhecimento do conjugado como um antigeno TD (PEETERS et al., 1996).A
proteina livre no concentrado vacinal de Hib foi determinada através da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme item 2.3.7. Para todos os lotes
analisados nas trés corridas de validacéo o resultado obtido foi <1,0%, estando em
conformidade com o requerimento que propde resultado aceitavel para valores
menores que 1,0%. Os cromatogramas mostram(Figura 27)que junto a fracdo FEI
(PRP-ADH-TT purificado), elui também um “ombro” que segundo literatura
corresponde a proteina livre. Tais resultados obtidos garantem a eficiéncia da
filtracdo 0,45um seguida da filtracdo esterilizante 0,22um no conjugado PRP-ADH-
TT purificado.Estas contribuiram para a retencdo da proteina livre no conjugado
obtido. A concentracdo de EDAC no concentrado vacinal de Hib foi quantificada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, conforme item 2.3.9. Para
todos os lotes analisados nas trés corridas de validac&o o resultado obtido foi inferior
a 1,5pgmL™?, estando em conformidade com o requerimento que propde resultado
aceitavel para valores menores que 1,5ugmL™. Tal metodologia é aplicada a fim de
verificar os niveis residuais de EDAC no produto final obtido, que devem ser

reduzidos apos a filtracdo 0,45um, seguida da filtracdo esterilizante 0,22um no



conjugado PRP-ADH-TT purificado. O EDAC foi utilizado na etapa de conjugacéo
com o Unico objetivo de ativar o grupo carboxila da proteina. A carbodiimida liga-se a
—COOH para formar um intermediario o-acilisouréia muito reativo que se liga ao
PRP-ADH, formando o conjugado. A concentracdo de EDAC utilizada na reacédo se
mostrou adequada ja que ndo foram encontrados niveis residuais altos apds as
filtracdes. A concentragao de cianeto no concentrado vacinal de Hib foi quantificada
por cromatografia de troca i6nica com deteccdo amperométrica pulsada, conforme
item 2.3.10. Para todos os lotes analisados nas trés corridas de validacdo, o
resultado obtido foi <10ngmL™, estando em conformidade com o requerimento que
propde resultado aceitavel para valores menores que 10ngmL™. Tal metodologia é
aplicada a fim de verificar os niveis residuais de cianeto no produto final obtido, que
devem ser reduzidos apos as trés diafiltracfes realizadas no complexo PRP-ADH. O
CNBr foi utilizado na etapa de ativagdo com o Unico objetivo de ativar as hidroxilas
do polissacarideo para seguidamente ser derivatizada com ADH. Os resultados
obtidos demonstram a eficiéncia das trés diafiltracbes. Conforme mostrado na tabela
10, nas trés corridas avaliadas obteve-se o0 maior valor de pH de 6,8 e 0 menor valor
de 6,2. O processo de formulacdo da vacina contra Hib tem como insumos, o
concentrado vacinal de Hib (PS-TT), Solucédo de lactose a 15,75% e agua para
injetaveis (WFI), e por este motivo a Ultima etapa de producdo do concentrado
vacinal de Hib, diafiltracdo, se faz necesséario para a troca da solugdo NaCl 0,2 ml.L™
por WFI. Apés diafiltracdo, o pH do concentrado vacinal, se mantem entre 5,0 e 7,0
conforme preconizado na especificacdo. A WFI que entrou no processo de
diafiltracdo foi testada previamente e encontrava-se dentro dos parametros USP,
com faixa de pH de 5,0 a 7,0.A distribuicdo damassa molar do concentrado vacinal
de Hib foi realizada através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia por
exclusdo molecular, item 2.3.5. A caracterizacdo do polissacarideo conjugado foi
realizada também através desta técnica. Conforme a tabela 10 foi possivel observar
que nas trés corridas de validacdo os resultados para esta determinacdo variaram
de 91,2% a 95,6%, quando o critério determinado era de que pelo menos 80% do
polissacarideo conjugado deveria eluir antes de kDa =0,2, estando desta forma
todos os resultados dentro desta especificacdo. A quantificacdo de polissacarideo
livre no concentrado vacinal de Hib foi determinada através do ensaio
imunoenzimético (ELISA), conforme descrito no item 2.3.6. Tal quantificacdo tem

como objetivo verificar o quantitativo de polissacarideo livre ndo conjugado e que



nao foi eliminado, no concentrado vacinal obtido. Conforme a Tabela 12, para este
ensaio os resultados obtidos variaram de 0,83% a 3,86%, estando dentro do critério
de aceitacdo determinado. Apesar dos resultados obtidos estarem bem abaixo da
especificacdo, € possivel verificar através da Tabela 12, que ha uma grande
variagcao entre os resultados obtidos na primeira corrida de validagdo com relagcéo ao
obtido nas outras duas corridas. Ainda na Tabela 12 foi realizada uma comparacéo
entre os resultados de polissacarideo livre obtidos para os trés lotes de concentrado
vacinal de Hib da validacdo com o resultado obtido para estes lotes quando

utilizados na formulacgéo da vacina final contra Hib.

Tabela 12 — Resultado de polissacarideo livre no concentrado vacinal e na vacina
final

Poli Livre PS-TT Poli Livre Vacina Hib
(Especificagao: <20%) (Especificagdao: <20%)
1,34
Lote 1 9,99
0,83
Lote 2 3,7
9,46
3,70
Lote 3 3,13
11,19
3,86

Através da Tabela 12 é possivel verificar de imediato que os resultados do
concentrado vacinal de Hib que chamaram atencéo na primeira corrida de validacao,
lote 1, ndo impactaram no resultado deste mesmo parametro na vacina final contra
Haemophilusinfluenzae tipo b. No concentrado vacinal pode-se observar que foram
obtidos teores de 1,34 e 0,83% de polissacarideo livre, porém quando este lote de
concentrado vacinal entrou na formulacdo da vacinal final o resultado obtido foi de
9,99%. Este resultado foi proximo daquele encontrado para o lote 2 de vacina final
de 9,46%, onde nesta formulacdo o resultado para o concentrado final encontrado
foi de 3,7%. A especificagcdo para o concentrado vacinal de Hib e para a vacina
contra Haemophilus influenzae tipo b para esta metodologia é igual ou menor que
20%. Desta forma, a expectativa que se teria era de resultados menores no
concentrado vacinal podendo fazer com que a vacina, ao longo do periodo de

estabilidade, tivesse uma margem para incremento no resultado em virtude de uma



possivel desconjugacao do polissacarideo em funcdo do tempo de estocagem no
periodo de validade de 24 meses.Isto poderia deixa-la forade especifica¢do,porém
tal observacdo ndo pode ser comprovada quando se avalia os resultados de
estabilidade.Observa-se uma pequena variagao nos resultados de estabilidade tanto

do concentrado vacinal quanto da vacina, indicada nos graficos das Figuras 26 e 27.

Figura 26 — Resultados de polissacarideo livre obtidos no estudo de estabilidade de
longa duracao para a Vacina contra Haemophilus Influenzae tipo b (conjugada).

Polissacarideo livre (2-8°C / 24 meses)
Estudo estabilidade Vacina Contra Haemophilus Influenzae tipo b
25,00 -
& 20,00
()
3
s 15,00
3 ~
S 10,00 - \ N
I
[9]
8 .
£ 500 -
0,00
0 6 12 18 24
Tempo (meses)
—o—HIBO1 HIB02 HIBO3 —Limite Maximo

Avaliando os resultados da Figura 26 pode ser facilmente observado o perfil
instavel de trés lotes de vacina que foram colocados em estabilidade de longa
duracdo. E possivel iniciar uma andlise através do tempo 0, analise inicial para
liberac&o dos lotes para venda. E importante citar que os lotes HIBO1 e HIB02 foram
produzidos sequencialmente enquanto que o lote HIBO3 foi produzido no ano
posterior. No tempo 0, os resultados obtidos estavam acima de 10% e abaixo dos
15%, para os trés lotes, mantendo uma proximidade nos resultados inicialmente.
Apos 6 meses de estabilidade no tempo 6, para os trés lotes os resultados de poli
livre sofreram um decréscimo ficando entre 5 e 10%, reducéo esta nao justificavel, ja
gue o produto manteve-se durante os seis meses armazenado em camara fria 2-8°C
(temperatura de estocagem deste produto). Fato bastante intrigante ocorreu depois
de passado mais 6 meses, no tempo 12, quando tanto o lote HIBO1 quanto o lote de

HIBO2 (produzidos em campanha) tiveram um acréscimo nos resultados



comparando com o periodo anterior, ficando entre 10 e 15%, resultado similar com o
obtido no tempo 0, o que poderia ser justificado por uma possivel desconjugacdo do
polissacarideo. Ja o lote HIBO3 produzido no ano posterior, manteve o perfil do
tempo 6, decrescendo com o0 tempo. Passados mais seis meses, no tempo 18,
houve novamente um decréscimo brusco dos resultados dos lotes HIBO1 e HIB02,
passando para em torno de 5%, enquanto que o HIBO3 obteve um acréscimo no
resultado com relacdo ao obtido no periodo anterior, perdendo o perfil de
decaimento obtido até o momento. No periodo final da validade, apos mais seis
meses, no tempo 24, os lotes HIBO1 e HIB02 mantiveram-se em torno dos 5%
obtidos no periodo anterior e o HIBO3 teve seu resultado acrescido em relacdo aos
altimos 6 meses finalizando em torno de 12%. Verifica-se, portanto a variabilidade
nos resultado e a instabilidade desta metodologia.

Avaliando os resultados da Figura 27 pode ser facilmente observado que o perfil
obtido durante o estudo de estabilidade do concentrado vacinal também € instavel,
porém nao tanto quanto o observado na vacina, para os trés lotes de concentrado
vacinal colocados em estabilidade de longa duracdo. E possivel iniciar uma anélise
através do tempo 0, andlise inicial para liberacdo dos lotes para serem utilizados na
formulagdo da vacina. E importante citar que os lotes PS-TT01 e PS-TT02 foram
produzidos sequencialmente enquanto que o lote PS-TTO03 foi produzido no mesmo
ano, mas apos a producdo de 19 lotes a contar do PS-TT02. Para o tempo 0, os
resultados obtidos foram os seguintes: PS-TTO01, 3,39%, PS-TT02, 12,21%, PS-
TTO03, 5,61%. E possivel verificar uma diferenca de 8,82% entre os dois primeiros
lotes produzidos sequencialmente em campanha. Fato ocorrido nos lotes de
validacdo quando foi obtida uma diferenca de 2,87%, entre os resultados da primeira
corrida (0,83%) e da segunda corrida (3,7%). ApOs trés meses de estabilidade no
tempo 3, ocorreu um decréscimo no resultado do lote PS-TT02 em relacdo ao
resultado obtido no tempo 0, passando a 5,46%, resultado mais préximo do lote PS-
TTO1 que ocorreu um acréscimo no resultado passando a 4,29%, também ocorreu
um acréscimo de resultado no lote PS-TT0O3 passando o resultado para 6,78%.
Passados mais 9 meses da estabilidade, nos tempos 6, 9 e 12, os lotes PS-TTO1 e
PS-TT02 produzidos na rotina sequencialmente passaram a variar juntos e
discretamente, chegando ao final da validade, com 0s seguintes resultados, lote PS-
TTO1, 6,81%, e PS-TT02, 7,94%. Para o lote PS-TT03, apods trés meses a contar do

tempo 3, no tempo 6, houve um acréscimo brusco em relacdo ao tempo 3, com



resultado obtido de 16,52%. Nos tempos 9 e 12 subsequentes o lote PS-TTO03
seguiu a variagdo dos lotes PS-TTO1 e PS-TT02, atingindo ao final da validade
resultado de 9,51%.

Finalizando a discussao relacionada ao parametro de produto polissacarideo
livre, ndo foi observado ao longo das corridas de validagdo qualquer desvio de
processo que justifique a diferenca nos resultados entre a corrida um de validacao
das corridas dois e trés. Todos os parametros de processo mapeados foram
controlados e mantiveram os resultados dentro dos critérios pré-estabelecidos pela
validacdo. As massas de partida padrédo tanto do produto intermediario PRRPquanto
dos insumos de producdo, ADH, CNBr, PMT e EDAC, diretamente responsaveis
pelo desenvolvimento das reacdes também mantiveram-se dentro dos critérios pre-
determinados pela férmula padrdo de producdo, ndo sendo os resultados aqui
divulgados na tabela de parametros de processo, apenas pela necessidade de
confidencialidade e sigilo industrial desta informagéao do processo produtivo.

Figura 27 — Resultados de polissacarideo livre obtidos no estudo de estabilidade de
longa duracéo para o Concentrado Vacinal de Hib.
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CONCLUSOES E SUGESTOES

ApoOs andlise de todos os resultados e discussdo destes com relacdo ao
desempenho em determinada etapa do processo, € possivel concluir que o protocolo
de validacdo proposto cumpriu as diretrizes estabelecidas para validacao
concorrente de um processo conforme guias regulatérios, normas do 6rgéo
regulador nacional ANVISA e inclusive 6rgdos regulatorios internacionais FDA e
OMS preconizam, ja que todos os resultados obtidos estiveram dentro dos limites
pré-determinados.

E possivel confirmar que a metodologia de validacdo adotada, validag&o
concorrente, atendeu ao processo em questdo sendo totalmente aceitaveis pelos
orgéos reguladores e com a vantagem de se poder comercializar os lotes utilizados
no experimento, apos finalizagdo do estudo com resultados satisfatérios, evitando o
desperdicio de lotes para o laboratorio produtor.

Os parametros criticos de processo mapeados para as duas etapas foram
adequados ao protocolo proposto, sendo atendidos em sua totalidade diante dos
critérios de aceitacdo pré-determinados com excecdo apenas do parametro,
temperatura de acondicionamento do PRP-ADH-TT bruto. Porém, tal desvio foi
justificado e aceito com base no relatorio de Qualificacdo, nimero 164653, onde se
pode concluir que a condigdo de armazenamento do PSTT bruto foi mantida dentro
das especificagoes.

E necessario se manter em estado de operacgéo 6timo os controladores de
pH utilizados durantes as duas etapas de producdo. Tais equipamentos sao
extremamente importantes para o acompanhamento do desempenho das reacdes
através do controle da variavel pH, ajustando o meio reacional quando necessario, e
mantendo as faixas de aceitacdo pré-determinadas, garantindo o sucesso da
batelada de producéo.

Conforme demonstrado nos resultados ndo ha necessidade de se manter a
reacdo de conjugacdo em camara fria por até 3 dias, conforme dados historicos de
producdo. Através dos resultados obtidos e discussfes realizadas com base em
resultados encontrados na literatura é possivel a reducdo deste parametro de
processo. Nao houve correlacdo entre o rendimento obtido com o tempo de reacao
em camara fria. O maior tempo de reagdo em camara fria foi de 68h 42min para o



lote 1, sendo o rendimento obtido no concentrado final de 84,85%. Ja para o menor
tempo de reacdo em camara fria de 62h 50min, para o lote 3, obtivemos rendimento
de 87,44% no concentrado final. Porém, para o lote de tempo intermediario com
relacdo aos lotes 1 e 3, de 67h 38min, o rendimento final obtido foi de 92,30%.

De acordo com os resultados obtidos dentro dos limites especificados para
todos os parametros criticos de produto mapeados, considera-se aprovada a
validacdo de processo para obtencdo do concentrado vacinal de Hib utilizado para
producdo de vacina, através da metodologia de conjugacdo quimica via
carbodiimida. Vale ressaltar que a metodologia desenvolvida foi especifica para esta
validacdo, necessitando assim de adaptacdes para utilizacdo em outros
eguipamentos e outras metodologias de conjugacao.

E importante citar que apesar de os resultados de polissacarideo livre
(pardmetro de produto) estarem dentro do limite de aceitagdo pré-determinado tal
ensaio demonstrou alta variabilidade através dos resultados obtidos, sem uma
correlacédo claramente definida ou justificada tecnicamente.

E possivel concluir que os resultados obtidos para os atributos de qualidade
para o produto sdo confiaveis, e que as metodologias utilizadas foram adequadas e
precisas uma vez que, estas estavam validadas pelo detentor da transferéncia de
tecnologia, e os resultados satisfatérios foram obtidos ndo s6 nos lotes de
concentrado vacinal, como também nos lotes de vacina produzidas com estes
concentrados produzidos na validacao.

A validacdo deste processo de producao gera confiabilidade na producao
deste concentrado vacinal, garantindo que toda batelada padrao realizada, seguindo
0s parametros de processo pré-determinados, produzird consistentemente lotes de
concentrado vacinal de Hib dentro dos critérios estabelecidos para o produto,
evitando perdas de lotes inteiros de producdo conforme ha um total de 15 registros
por desvios ocorridos durante o processo de produgéo.

Esta validacédo rendera impactos positivos a este processo de producéo, ja
que devem ser estabelecidos em procedimentos de rotina os parametros de
processo e os atributos de qualidade de produto utilizados na validacao, sendo estes
obrigatoriamente seguidos nas bateladas realizadas, garantindo a qualidade dos
lotes produzidos e certamente o atendimento as demandas do Ministério da Saude,
evitando o desabastecimento da Vacina contra Haemophilus influenzae tipo b nos

postos de vacinacdo. Além de atendimento a um item mandatorio e cobrado pelos



orgaos reguladores tanto internacionais quanto nacionais, garantindo a imagem da

instituicdo frente as auditorias de rotina.

Sugestoes

Deve ser estabelecida uma rotina de monitoramento de todos os parametros
e atributos de qualidade mapeados neste estudo. Tal monitoramento deve ser
realizado através de ferramentas estatisticas usuais a fim de avaliar a consisténcia
desta validacéo e verificar a possibilidade de pontos fora de controle mesmo que
nao fora dos limites de aceitacdo, a fim de se observar com antecedéncia uma
possivel necessidade de alteracdo nos processos de producdo e uma posterior
revalidag&o do processo.

Faz-se necessario avaliar com cautela a estabilidade do parametro
polissacarideo livre em mais lotes do que o de rotina (3 lotes). Deve ser inserido
neste estudo de estabilidade lotes com resultados extremos obtidos no concentrado
vacinal, isto €, resultados muito baixos e resultados muito altos, a fim de se verificar
a performance destes na vacina final pelo periodo de validade de 24 meses.

O ensaio utilizado para determinacdo de polissacarideo livre deve ser
validado internamente com certa prioridade a fim de garantir que a variabilidade
obtida ndo vem do ensaio realizado.

Reduzir o critério de aceitacdo de 2 a 3 dias para 2 dias no maximo para o
parametro de processo, tempo de reacdo em camara fria na etapa de conjugacéo, ja
que os resultados demonstraram que dois dias sao suficientes para uma conjugacao

completa e eficiente.
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ANEXO A — Método aminacéao redutiva com formacéo da base de Schiff

0]
R-NH, + R’—< T R—N N

H R
Composto contendo grupo Composto contendo Formagﬁ‘o da Base de

amina grupo aldeido Schiff

R—N NaCNBH; R — NH
N R ———— pN R
Base de Schiff Reducio da Base de Schiff a

amina secunddiria

Aldeidos ou cetonas podem reagir com aminas primdrias ou secunddrias para formar
Bases de Schiff, uma reacdo de desidratacio que leva a gera¢do de iminas. No entanto, a
formacao da Base de Schiff é relativamente labil, uma interacao reversivel que é rapidamente
clivada por hidrdlise em solucio aquosa. O rendimento da reacdo € consideravelmente mais
elevado quando efetuado em solugdo com pH alcalino, mas ainda nao € o suficiente para ser
aplicado em condi¢des de conjugacio de macromoléculas a menos que a ligagido seja reduzida

a uma amina terciaria ou quaternaria.



ANEXO B — Avaliacéo da operacao

Etapa ativacao

Registro de
treinamento? Operacéo apropriada?
Operador Atividade
. " . Sim com ~
Sim N&ao Sim restricoes? Nao
Atividades referentes aos DI's
Operador 1 1740 e 1894 X X
Atividades referentes aos DI's
Operador 2 1740 e 1894 X X
Atividades referentes aos DI’s
Operador 3 1740 e 1894 X X
Atividades referentes aos DI’s
Operador 4 1740 e 1894 X X
Etapa conjugacéo
Registro de
treinamento? Operacdao apropriada?
Operador Atividade
Sim Nao Sim S|m. c~0m Nao
restricoes?
Atividades referentes aos DI’s
Operador 5 1312, 1315, 1316 e 0089 X X
Atividades referentes aos DI’s
Operador 6 1312, 1315, 1316 e 0089 X X
Atividades referentes aos DI's
Operador 7 1312, 1315, 1316 e 0089 X X
Atividades referentes aos DI's
Operador 8 1312, 1315, 1316 e 0089 X X
Operador 9 Atividades referentes aos DI's X X
b 1312, 1315, 1316 e 0089
Operador 10 Atividades referentes aos DI's X X
b 1312, 1315, 1316 e 0089




ANEXO C — Avaliacéo da qualificacdo dos equipamentos principais

. N° Relatdrio .
Equipamento TAG Qualificacio Validade Status
Titulador automatico Titrino TIT0O0S 161788 06/2012 APROVADO
Sistema Cromatografia BIO003 200108-1291 | Indeterminada | APROVADO

Bioprocess




ANEXO D — Avaliacéo qualificacao/calibracdo demais instrumentos utilizados

Etapa ativacao

Validade da Ne°

Descrigéo Marca Modelo Série Calibragéo/ Certificado/

Qualificacao Relatério
Medidor de pH HA4(§’7'6OS' 400 AO5745 01/2012 168935
Indicador de HA405-60S- 400 AO5743 01/2012 168935
temperatura S7
Indicador de pH PH402G NA S32100006 01/2012 168934
Indicador de pH PH402G NA S32200006 01/2012 168935
Indicador de pH HA4(§’7'6OS' 400 AO5747 01/2012 168934
PT-100 3 fios
Termoresisténcia CONSISTEC simples N/C 03/2012 144372
Classe 1/5
PT-100 3 fios
Termoresisténcia CONSISTEC simples N/C 03/2012 144371
Classe 1/5
A PT- T1D2147724
Termoresisténcia YOKOGAWA 100/UM330 08 03/2012 144372
Potenciometro 826 NA 1826&051004 11/2011 132133
Condutivimetro 325 NA 02240391 01/2012 140769
. N° Relatério de .

Equipamento TAG Qualificacio Validade Status
Freezer FRZ054 160776 08/2013 APROVADO
Freezer FRZ117 160778 07/2013 APROVADO

Banho termostético BMAO66 161345 08/2013 APROVADO
Banho termostético BMAO64 161344 08/2013 APROVADO
Balanca Sartorius 4,2Kg WI055 163968 01/2012 APROVADO
Balanca Sartorius 34Kg WI054 163972 01/2012 APROVADO
Balanca Sartorius 4,2Kg WI053 163969 01/2012 APROVADO
Camara Fria CFRO038 154522 04/2012 APROVADO
Agitador magnético AGTO099 163687 06/2012 APROVADO
Agitador magnético AGT100 163688 06/2012 APROVADO
Agitador mecénico SIC1TAQO01 166145 08/2012 APROVADO
Paltronic TIFOO7 140472 06/2012 APROVADO




Etapa conjugacéao

ANEXO D — Avaliacéo qualificacao/calibracdo demais instrumentos utilizados
(continuacéo)

. N©°
Validade da -
Descricao Marca Modelo Série Calibracéo/ Certlfllcado
Qualificacéo Relatério
Medidor de pH METROHM 780 1780001005209 09/2012 172347
LL
Eletrodo METROHM SYNTRODE 10552317 09/2012 172347
Condutivimetro WTW 330l 02310007 07/2012 165864
Celula de WTW 325 02240391 07/2012 165864
condutividade
Potencidmetro METROHM 826 1826001004145 10/2012 174765
Eletrodo METROHM POROTRODE 10954996 06/2012 174765
Medidor de pH METROHM 704 1704001024208 08/2012 169824
Eletrodo METROHM POROTRODE 10954996 08/2012 169824
o -
Equipamento TAG y Rel_a_tor|o~de Validade Status
Qualificacao
Modulo de fluxo MFU025 139288 12/2011 APROVADO
unidirecional
Freezer FRZ054 160776 06/2013 APROVADO
Balanca W1048 175274 04/2012
Balanca Sartorius 34Kg WI059 163970 01/2012 APROVADO
Balanca piso WI060 155203 05/2012 APROVADO
Agitador magnético AGT158 194488 11/2012 APROVADO




ANEXO E - Resultado do monitoramento dos parametros criticos de processo para
as diafiltracdes tangenciais

Parametro de Critério de aceitacéao Resultados
processo

Lote 1 Lote 2 Lote 3

Etapa Ativacéo

Area filtrante dazs 138 1,38 1,38 1,38
diafiltracdes (m”) '

Cutt-off (kD) 10 10 10 10
Integridade dos cassetes Conforme Conforme Conforme Conforme
Material das membranas Polietersulfona Polietersulfona Polietersulfona Polietersulfona
Presséo transmembrana

durante a 1° diafiltrag&o 0,5+0,1 0,55 0,55 0,55
(bar)

Pressé&o transmembrana

durante a 2° diafiltrac&o 0,5+0,1 0,51 0,55 0,55
(bar)

Presséo transmembrana

durante a 3° diafiltrac&o 0540 1 0,5 0,55 0,55
(bar) e

Velocidade de agitacdo do

diafiltrado - 1* diafiltrag&o 150 %50 150 175 165
(rpm)

Velocidade de agitacdo do

diafiltrado - 2* diafiltracéo 150 +50 150 150 150
(rpm)

Velocidade de agitacdo do

diafiltrado - 3* diafiltraco 150 +50 150 153 150

(rpm)




ANEXO F — Resultado do monitoramento dos parametros criticos de processo para
purificacéo e finalizacdo do conjugado

Parametro de Critério de aceitacéao Resultados
processo
Lote 1 Lote 2 Lote 3

Composi¢do do Sephacryl Sephacryl Sephacryl
empacotamento das Sephacryl HR500 HR500 HR500 HR500
colunas
Velocidade de agitacdo do
tanque de aquecimento de 100 +10 105 104 106
PRP-ADH-TT (rpm)
Temperatura da jaqueta do
tanque de PRP-ADH- 25 25 25 25
TT(°C)
Temperatura do tanque de
PRP-ADH-TT(°C) 18 18 18 18
Temperatura final do PRP-
ADH-TT(°C) 20 £2 20 18,5 18,3
Presséo do tanque de 0,7 0,5 0,5
PRP-ADH-TT (bar) 0.7+0.2
Area filtrante (m?) 1,2 1,2 1,2 1,2
Tamanho do poro (um) 0,65 - 0,45 0,65 -0,45 0,65 -0,45 0,65 -0,45
Material do filtro Acetato de celulose Acetato de Acetato de Acetato de

celulose celulose celulose
Tempo duracéo filtracéo
esterilizante PRP-ADH-TT <90 45 36 34
filtrado (min)
Volume de PS-TT a ser 65+ 5 65.6 65.6 65.2
concentrado (L)
Pressao tarlque durante 02401 0.2 0.2 01
concentracao (bar)
Velocidade de agitacdo do 250 + 50 300 300 300
concentrado (rpm)
Presséo transmemtirana 02401 03 03 03
durante concentracéo (bar)
Vazdo do f|I~trado dprante 15405 12-17 12-20 12-17
concentracdo (L/min)
Volume do concentrado (L) 7,5-8,25 7,722 7,917 7,966
P_re_ssaoNdo tanque durante 02+01 03 01 01
diafiltracéo (bar)
Vqu_mg deYVFI utilizada 7541 74.4 756 751
na diafiltracdo (L)
Presséo transmembrana
durante diafiltracdo 20L 0,2+0,1 0,275 0,3 0,3
iniciais (bar)
Pressédo transmembrana
durante diafiltracédo 21L até 0,5+0,1 0,57 0,5 0,45
75L (bar)
Vazao do filtrado durante 20+1.,0 1,1-25 1,4-3,3 1,2-3,3

diafiltracéo (L/min)




ANEXO G - Avaliacao da validacédo das metodologias analiticas utilizadas

POP/IT de

i [0} a
Método Referéncia EqU|pan_1entos N Protoc~olo Status Dgta 1~
. Envolvidos / validacao validagéo
do Método .
Tipo
Distribuicdo de peso 1487 HPLC Waters 035/2008 Validado 03/2009
molecular
Determinacdo de EDAC 1184 HPLC Waters 008/2006 Validado 01/2007
Detezgggfoao de 1587 HPLC Dionex 002/2006 Validado 03/2007
Determinacédo da
concentracdo de 0223 HPLC Dionex 085/2011 Validado 03/2011
polissarideo
Dosagem de Proteinas 1012 Espectrofotometro | 970/2003 Validado 06/2004
Método de Lowry
Conteddo de
Polissacarideo - Método 1015 Espectrofotdmetro 86717 Revalidado | 02/2012
colorimétrico (Orcinol)
Conteado de
Polissacarideo - Método 1015 Espectrofotdometro 971/2003 Validado 11/2005
colorimétrico (Orcinol)
Determinagao da 0956 Espectrofotdmetro |  2894/2004 Validado 12/2005
concentracdo de ADH
Eliminacdo de ADH 1000 Cromatégrafo 150/2005 Validado 10/2006
Proteina livre ©Em validagdo N3o aplicavel N3o aplicavel N3o aplicavel N3o aplicével
Polissacarideo livre ©Em validagdo N3o aplicavel N3o aplicavel N&o aplicavel N&o aplicavel

(*) Em validacao internamente mais ja validada pelo detentor da tecnologia.




