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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para obtencdo do grau de Engenheiro de Bioprocessos.

ESTUDO PRELIMINAR DE VIABILIDADE TECNICO-ECONOMICA
RELATIVO A PRODUCAO DE UMA NOVA VACINA CONTRA FEBRE
AMARELA

Lucas dos Santos Silva
Dezembro, 2020.

Orientadores: Profa. Leda dos Reis Castilho, Dr.-Ing.

Profa. Flavia Chaves Alves, D.Sc.

A febre amarela é uma doenca viral de alta letalidade que é endémica em vastas regifes
da Africa e das Américas. Devastadora até o desenvolvimento de uma vacina na década de
1930, ainda hoje é responsavel por 29.000-60.000 mortes por ano e causa surtos esporadicos,
como na Africa em 2016 e no Brasil em 2017-2018. Além disso, hé o risco de que o virus
se espalhe e inicie transmissdo local em areas ainda ndo-endémicas, como evidenciado pelos
casos importados para a China que ocorreram durante a epidemia na Africa em 2016.

A principal forma de combate a doenca é a vacinagédo, sendo a vacina atual produzida
com o virus atenuados em ovos embrionados de galinha. Apesar de segura e eficaz, a vacina
atual apresenta limitacGes, principalmente no que se refere ao aumento da escala de produgao
para atender as demandas em situacdes de surto, além de efeitos adversos raros, mas fatais.
Assim, uma nova vacina e uma nova tecnologia de producao se mostram necessarias.

O presente trabalho analisa a oportunidade econémica da producdo de uma nova
vacina recombinante baseada em particulas pseudo-virais (VLPS) produzidas por células
HEK293 em biorreatores. A partir de uma analise de mercado e projecdo de demanda, a
capacidade da planta foi definida em 40 milhdes de doses anuais. Com base nesta capacidade
produtiva e na sintese do processo realizada, os equipamentos foram dimensionados e
consumo de matérias-primas necessarias foi calculado. O investimento total e 0s custos
totais de producdo foram calculados, resultando em um custo unitario por dose de US$ 0,35.

Os dados obtidos para valor presente liquido (US$ 19,68 milhdes), taxa interna de
retorno (19,76%) e tempo de retorno do investimento (6 anos a partir do inicio de operacao

da planta) indicaram o projeto como economicamente viavel. Analises de sensibilidade



realizadas para estudar diferentes cenérios indicaram que o preco de venda do produto, a
quantidade de doses vendidas e o custo dos estudos clinicos s&o variaveis de grande impacto.
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Capitulo 1 — Introdugéo

E crescente a preocupacio global com a febre amarela nos Gltimos anos, sobretudo apds
os recentes surtos da doenca em Angola e na Republica do Congo em 2016 e, mais
recentemente, no Brasil em 2017-2018. A febre amarela desperta um novo alerta mundial, ndo
s6 pela sua alta letalidade e difusdo na Africa e nas Américas, mas também pela possibilidade
de comecar a se espalhar e iniciar uma transmissdo local em areas ainda ndo-endémicas,
possibilidade esta que ficou evidente com os casos importados para a China que ocorreram
durante a epidemia na Africa em 2016 (WHO, 2018a).

A atividade humana tem um papel fundamental no ressurgimento da febre amarela no
cenario mundial. Fatores como o movimento humano no interior de florestas, com intuito de
promover o desmatamento da area, na busca de atividades de mineracdo ou de preparo da area
para agricultura, submetem seres humanos a um contato maior com 0s reservatorios animais do
virus (primatas ndo humanos) e com os mosquitos transmissores. Além disso, 0 aumento da
facilidade e da frequéncia de deslocamento de grupos humanos, aliados a crescente agregacao
populacional em centros urbanos também favorece a mudanca no perfil de transmissao da febre
amarela. Todos esses fatores, somados a mudancas climaticas ocorridas nas ultimas décadas,
contribuiram para um ressurgimento do vetor primario em ciclos urbanos - mosquitos da
espécie Aedes aegypti - fortalecendo a ocorréncia de surtos ndo s6 de febre amarela, mas
também de outras arboviroses ao redor do mundo como dengue, zika e chikungunya (WHO,
2018a).

Dado esse cenario mundial referente a febre amarela, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima um aumento substancial na demanda da vacina e coloca o aumento da producéo
como uma das metas a ser alcancada a fim de eliminar a doenca, prevendo cerca de 1,38 bilhdes
de doses como necessérias para tal (WHO, 2018b).

O controle da proliferacdo do mosquito, embora seja um medida a ser incentivada, se
limita a circulacdo urbana do vetor e representa um grande desafio no controle da transmisséo
(WHO, 2018a). Sendo assim, a vacinacdo coloca-se como a medida de prevencdo mais
importante, recomendada a residentes de areas endémicas e pessoas que viajam a essas areas.
Uma vacina para a febre amarela estd disponivel desde a década de 1930, tendo sido
desenvolvida a partir do virus da febre amarela atenuado e sendo produzida em ovos
embrionados de galinha. Desde ent&o, essa tem sido a Unica principal plataforma de producgéo

da vacina, responsavel pela imunizacgéo segura e eficaz milhes de pessoas (PATO et al., 2019).
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Apesar da vacina atual ser segura e eficaz, além de ter um custo baixo para os paises
endémicos, existem alguns problemas associados a ela. Um deles diz respeito a ocorréncia de
alguns efeitos adversos raros, mas que podem ser fatais. Destaca-se, nesse contexto, 0
desenvolvimento de algumas doencas, como a doenca neuroldgica associada a vacina de febre
amarela (YEL-AND) e doenga viscerotrdpica associada a vacina de febre amarela (YEL-AVD),
além de reacOes anafilaticas, em geral associadas com alergias a proteina do ovo ou a gelatinas,
presentes na producédo da vacina (HAYES, 2010).

Outra dificuldade é inerente ao processo produtivo atual e diz respeito ao aumento da
escala de producdo, limitada pela utilizagdo dos ovos embrionados. No contexto atual e futuro,
iSso representa um grave problema, sobretudo no que tange a incapacidade de atender a
demandas aumentadas em situacdes de surtos.

Apresentados esses problemas, uma nova vacina e uma nova tecnologia de producdo se
mostram necessarias, ndo so no sentido de aumentar a cobertura vacinal para grupos especificos
gue ndo podem receber a vacina atual (criancas abaixo do 9 meses, imunossuprimidos, pessoas
com alergia a proteina do ovo, lactantes e pessoas acima dos 60 anos) como tambem para
empregar um processo produtivo passivel de aumento de escala em situacdes de surto. Assim,
a producdo da vacina ndo replicativa através de uma tecnologia baseada em cultura de células
em biorreator torna-se uma alternativa interessante para contornar os problemas atuais (PATO
et al., 2019). Um processo de producdo em biorreatores garante maior esterilidade além de
poder ser mais facilmente escalonado e monitorado (GALLO RAMIREZ et al., 2015).

Uma das tecnologias alternativas para a producdo da vacina seria uma vacina
recombinante baseada em particulas pseudo-virais (VLPs, do inglés virus-like particles). VLPs
sdo estruturas multiproteicas tridimensionais que mimetizam a organizacéo e a conformacéo de
um virus nativo, exceto que ndo possuem o genoma o viral. Essa caracteristica, em tese, permite
que essas particulas possam ativar a resposta imunologica e promover a producéo de anticorpos,
fazendo das VVLPs excelentes candidatos para a producéo de vacinas (ROLDAO et al., 2010).

Portanto, o presente trabalho se propde a avaliar a viabilidade da implantacdo de uma
nova plataforma de producdo para a vacina de febre amarela baseada na tecnologia de VLPs,
partindo da sintese do processo produtivo com base nos trabalhos experimentais desenvolvidos
no LECC/COPPE/UFRJ (ALVIM; ITABAIANA; CASTILHO, 2019; LIMA; SOUZA;
CASTILHO, 2019; ALVIM et al., 2020), dimensionando-o e realizando a analise de viabilidade

econdmica.
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A estrutura do trabalho esté dividida em 5 capitulos, além dessa introdugdo. No capitulo
2 sera feita uma revisdo bibliogréafica dos temas que permeiam o trabalho, apresentando os
conceitos sobre a febre amarela, o virus causador, a vacina atual, particulas pseudo-virais, entre
outros. No capitulo 3 seré realizado um estudo da demanda para uma vacina de febre amarela,
considerando tanto o mercado nacional quanto o mercado internacional. A partir da demanda
projetada, serd realizada a sintese do processo e o dimensionamento dos equipamentos no
capitulo 4. No capitulo 5, serdo realizadas as andlises de viabilidade econdmica e de
sensibilidade. Por fim, no capitulo 6 serdo apresentadas as conclusées do trabalho, limitac6es e

sugestOes para trabalhos futuros.
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Capitulo 2 — Reviséo Bibliogréafica

O presente capitulo tem por objetivo fazer uma revisdo bibliografica dos temas
relacionados ao trabalho. Dessa forma, serdo apresentados aspectos gerais sobre a febre
amarela, sobre a vacina disponivel e seu processo de producdo atual, sobre as VLPs e sobre o
desenvolvimento de um produto bioldgico presentes na literatura.

2.1  Febreamarela
2.1.1 Historico da doenca

A febre amarela é uma doenga viral aguda causada por um virus de &cido ribonucleico
(RNA) da familia Flaviviridae, transmitido por mosquitos das espécies Sabethes, Haemagogus
e Aedes (XAVIER et al., 2018). E uma das doencas virais mais alarmantes da historia da
humanidade tendo sido responsavel por diversos surtos ao redor do mundo, causando a morte
de milhares de pessoas e um forte impacto econdmico-social em diversos paises.

Acredita-se que o virus da febre amarela tenha surgido no continente africano cerca de
3000 anos atras e tenha sido exportado para as Américas através do trafico de escravos
africanos, comumente praticado a partir do seculo XVI (CHIPPAUX; CHIPPAUX, 2018).
Entretanto, os primeiros relatos escritos da febre amarela datam do século XVII através de
manuscritos maias que descrevem uma epidemia em Yucatan (MONATH, 2009). Ainda no
século XVII, diversos surtos foram reportados na costa leste dos Estados Unidos, incluindo
cidades como Nova lorque (1668), Boston (1691) e Charleston (1699).

Com o constante trafego maritimo devido ao comércio, a febre amarela se espalhou para
a Europa no inicio do século XVIII, tendo um dos principais surtos ocorrido na cidade de Cadiz,
na Espanha, em 1730, causando a morte de cerca de 2.200 pessoas. A epidemia de Céadiz foi
seguida de surtos em outros paises europeus como Franca e Inglaterra. Entretanto, entre os
séculos XVII e XIX, a febre amarela representou um problema maior principalmente nas
Américas e no oeste da Africa. Nesse contexto, destaca-se surtos importantes como o ocorrido
na Filadélfia (1793), onde 10% da populacdo veio a ébito, e no Vale Mississipi (1878) onde
20.000 pessoas morreram (MONATH, 2009).

No inicio dos anos de 1900, Walter Reed, major do exército dos Estados Unidos, junto
com uma comissdo de pesquisadores e médicos (mais conhecida como a Comissdo de Reed),
liderou experimentos para comprovar a hipétese do médico cubano Finlay, de que a febre
amarela era uma doenca transmitida por mosquitos. A hipotese foi comprovada e a comissao

isolou um virus, que foi apontado como causador da doenca, enquanto 0os mosquitos foram
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posteriormente identificados como pertencendo a espécie Aedes aegypti (MEHRA, 2009;
MONATH, 2009). Ao longo da primeira década do século XX muitos trabalhos confirmaram
os achados da Comissdo de Reed, exceto no que dizia respeito ao agente causador. A partir
desse ponto, os esforcos se voltaram para o isolamento e a identificacdo do agente causador da
doenca. Nesse sentido, em 1925, a Fundagdo Rockefeller estabeleceu a West African Yellow
Fever Comission (Comissdo da Febre Amarela do Oeste Africano), em Lagos, Nigéria, com
objetivo de elucidar o agente causador da doenca. O trabalho da Comisséo foi capaz de isolar a
cepa Asibi (nome dado em homenagem ao paciente que cedeu 0 sangue a pesquisa) do virus da
febre amarela, em 1928, confirmando o agente causador como sendo um virus. Em paralelo,
Constantin Mathis e Jean Laigret, do Instituto Pasteur Dakar (Senegal) conseguiram isolar
também um virus, dando origem a cepa “francesa” do virus. O isolamento dessas cepas foi
essencial para o desenvolvimento das primeiras vacinas para a febre amarela. (MONATH,
2009). Um breve histdrico sobre o desenvolvimento da vacina sera abordado mais adiante neste
capitulo.

O desenvolvimento das vacinas e das campanhas de vacinacao contra a febre amarela foi
de vital importancia para controlar a disseminacdo da doenca e evitar a morte de milhdes de
pessoas ao redor do mundo. No entanto, a demanda pela vacina tem se mostrado crescente nas
Gltimas décadas e a febre amarela ainda representa um risco global, sobretudo na Africa e na
América do Sul ou caso venha a ocorrer transmissao local do mesmo em novas regiées do

mundo onde o vetor (mosquito) ja é endémico, como na Asia e parte da América do Norte.

2.1.2 Aspectos clinicos

A infeccdo pelo virus da febre amarela pode se apresentar de formas diversas, tanto
assintomaticas como sintomaticas. Infec¢des assintomaticas ou subclinicas representam a maior
parte dos casos e s6 sdo detectadas através de diagnosticos laboratoriais especificos. As
manifestacdes sintomaticas podem ser classificadas como brandas, moderadas ou severas
(XAVIER et al., 2018).

Nas formas brandas da doenca ha aparecimento de sintomas inespecificos como astenia,
cefaleia e febre moderada, com melhora em até dois dias com o uso de sintomaéticos,
antitérmicos e analgésicos, ocorrendo em 20-30% dos casos (BRASIL, 2017). Nos casos
moderados, além dos sintomas apresentados, pode haver ocorréncia de ndusea, mialgia e

artralgia, sem comprometer a locomoc¢édo do paciente. Pelo menos um dos sintomas da triade
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classica pode aparecer, sendo eles oliguria/andrial, ictericia?> e hematémese®. Em geral, a
recuperagdo ocorre em dois ou trés dias, com evolugéo do quadro sem complicagdes ou sequelas
(XAVIER et al., 2018).

De um modo geral, a evolucdo do quadro da febre amarela se dd em duas fases. A primeira
fase ou periodo de infeccdo corresponde as manifestacbes brandas e moderadas
(BRASIL, 2004). O periodo de infeccdo dura entre 3 e 6 dias e é imediatamente seguido por
um periodo de remissdo, onde os sintomas desaparecem e ha sensacao de melhora pelo paciente.
Nas formas brandas e moderadas da doenga, ap6s o periodo de remissdo, que tem duracédo entre
2 e 48 horas, ha um periodo de recuperacdao. Em manifestacfes mais severas, apds o periodo de
remissao, ha a entrada na segunda fase ou periodo de intoxicacdo (PAHO, 2005).

As formas severas possuem alta letalidade (entre 20 e 50%) e os pacientes manifestam a
triade classica de sintomas: oliguria/andria (que leva a um quadro de insuficiéncia renal),
ictericia (em decorréncia de insuficiéncia hepatica) e manifestagdes hemorragicas (epistaxe,
melena e principalmente hematémese). O obito ocorre normalmente ap0s 6 ou 7 dias do inicio
dos sintomas (BRASIL, 2004; BRASIL, 2017; XAVIER et al., 2018).

O tratamento € apenas sintomatico, com o paciente permanecendo sob hospitalizacdo,
com reposicédo de liquidos e das perdas sanguineas. Nos casos mais graves, € indicado que os
pacientes permanecam em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) para reduzir as
complicaces e o risco de 6bito (BRASIL, 2018a).

O diagnostico clinico da doenca muitas vezes é dificil, especialmente porque em casos
brandos e moderados os sintomas sdo, normalmente, inespecificos, fazendo com que se possa
confundir o diagndstico com outras doencas, especialmente outras viroses. O diagnostico
laboratorial é realizado através de amostras de sangue, soro ou biopsias de 6rgaos (rins, figado,
coracéo, baco e pulmo). E essencial a associacéo do diagndstico laboratorial com o diagnéstico

clinico para que seja confirmado o diagndstico final (XAVIER et al., 2018).

2.1.3 O virus da febre amarela
O virus responsavel pela febre amarela (VFA) pertence a familia Flaviviridae, género

Flavivirus, apresentando assim caracteristicas de tamanho e organizacdo do genoma muito

! Oliguria é definida como a diminuicéo da producéo de urina (diurese), enquanto andria é definida como a
auséncia da diurese (SILVA; SIMOES, 2010).

2 |ctericia € um sinal clinico caracterizada pela coloragdo amarelada da pele e mucosas causada pela elevagdo
dos niveis de bilirrubina no sangue (SPIRITO; LOT, 2009).

¥ Hematémese é o nome dado & saida de sangue pela boca tendo como origem o trato gastro-intestinal,
conhecida habitualmente como “vomito de sangue”.
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semelhantes a outros virus de importancia para a saude publica, como o virus da dengue, o virus
zika, entre varios outros. O genoma do VFA é uma fita simples de RNA, de polaridade positiva,
que apresenta os seguintes componentes, em ordem de traducéo: uma regido que nao é traduzida
na extremidade 5° (118 bases), trés proteinas estruturais, do capsideo (C), de
premembrana/membrana (prM/M) e do envelope (E), sete proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) e uma outra regido nao traduzida na extremidade 3’
(507 bases) (BECK, 2015). A Figura 1 mostra uma representacdo do genoma do VFA.

I/ C pri E NS1 NS2A NS3 NS4A NS5 EF :
5 I 3
NS2B NS48
L O -
T —h‘(ﬁ—
Estrutural N&o-Estrutural

Figura 1. Representacdo do genoma do virus da febre amarela. As regifes que ndo sdo traduzidas foram
representadas pelas linhas que saem das caixas.

Adaptado de: GARDNER; RYMAN, 2010

As proteinas ndo estruturais possuem funcdes diversas, sendo essenciais para todo o ciclo
de replicacdo do virus, atuando em funcdes desde viruléncia e patogenicidade até a formacao
do complexo de replicacdo (GARDNER; RYMAN, 2010).

Ja as proteinas estruturais, como o proprio nome sugere, tém a funcdo de formar a
estrutura do virus. Em sua forma madura, os virions — particulas virais completas — possuem
formato icosaédrico e compreendem o nucleocapsideo recoberto por heterodimeros formados
por glicoproteinas E e por proteinas de membrana (GARDNER; RYMAN, 2010). As particulas
possuem cerca de 40 nm e tém como principal componente a glicoproteina E, a qual exerce um
importante papel na atividade infecciosa do virus, sendo responsavel pela ligacdo entre a célula
e a superficie viral e pela fusdo ao endossomo da célula hospedeira, entre outras functes
(GARDNER; RYMAN, 2010; BECK, 2015). Uma representacdo do virus é apresentada na
Figura 2.
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Figura 2.Representacdo do genoma do virus da febre amarela.

Adaptado de: GARDNER; RYMAN, 2010.

2.1.4 Transmissao

O VFA é um arbovirus, isto €, € um virus transmitidos por artropodes a outros seres vivos
(LOPES, NOZAWA, LINHARES, 2014). O VFA é transmitido a seres humanos e animais pela
picada de mosquitos hematofagos dos géneros Aedes, Haemogogus e Sabethes, sendo que os
diferentes géneros habitam locais diferentes — alguns tém como habitat centros urbanos
(domesticos), outros vivem apenas em ambiente de selva (selvagens), e alguns conseguem
habitar ambos (semi-domésticos) (WHO, 2018a).

Originalmente, a doenca possui trés ciclos de transmissdo: um selvagem, um
intermediario e um urbano. No ciclo selvagem, o0s reservatdrios naturais do virus da febre
amarela, os primatas ndo humanos, sdo picados por mosquitos selvagens dos géneros Aedes,
Sabethes ou Haemogogus, que por sua vez transmitem o virus a humanos (os quais, nesse ciclo,
sdo hospedeiros acidentais) que transitam por uma area de selva. No ciclo intermediario ou de
savana, humanos e primatas ndo humanos sdo picados por mosquitos semi-domésticos do
género Aedes que transitam entre areas de floresta e assentamentos humanos préximos, como
pequenos Vvilarejos e areas rurais. Esses mosquitos por sua vez, transmitem o virus para outros
humanos ndo infectados, propagando o ciclo. Esse ciclo é especialmente relevante na Africa,
sendo responsavel pela maioria dos surtos da doenca no continente. Por ltimo, no ciclo urbano,
0 virus é introduzido em zonas densamente povoadas por seres humanos infectados com o virus.

Nesse ciclo, mosquitos da espécie Aedes aegypti sdo responsaveis pela transmissao do virus de
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ser humano para ser humano (WHO, 2018a). A Figura 3 apresenta um esquema dos trés ciclos
de transmissdo da febre amarela.
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Figura 3. Ciclos de transmissao da febre amarela.

Adaptado de: CDC, 2019c.

2.1.4. Aspectos epidemioldgicos

Em termos de distribuicdo geografica, a febre amarela € uma doenca predominantemente
tropical, sendo a América do Sul e a Africa as principais areas endémicas da doenca. Ao todo,
sdo 47 paises onde ha risco de transmissdo da febre amarela. Entre eles, 13 paises se localizam
na Ameérica do Sul e Caribe (Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Panama, Paraguai, Peru, Suriname, Trindad e Tobago e Venezuela) e sdo
consideradas areas com risco de transmissdo. Na Africa, ha 29 paises considerados areas com
risco de transmissdo (Angola, Benin, Burdndi, Camardes, Republica Centro-Africana, Chade,
Republica do Congo, Costa do Marfim, Congo, Republica Democréatica do Congo, Guiné
Equatorial, Etiopia, Gabdo, Gambia, Gana, Guiné, Guiné-Bissau, Quénia, Libéria, Mali,
Mauritania, Niger, Nigéria, Ruanda, Senegal, Serra Leoa, Suddo, Togo, Uganda) e outros 5
considerados areas com baixo potencial de transmissao (Eritreia, S0 Tomé, Somalia, Tanzania
e Zambia) (CDCa, 2019). A recomendacgdo de vacinacdo reflete esta classificacdo de risco,

conforme mostram as Figuras 4 e 5 para Africa e América do Sul e Caribe, respectivamente.
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Figura 4. Mapa das areas de risco de transmisséo da febre amarela na Africa.

Adaptado de: CDC, 2019b

Olhando exclusivamente para o Brasil, € possivel observar que a febre amarela representa
um risco para quase todos os estados do pais, com a vacinacdo ndo sendo recomendada, até o
final de 2019, apenas para alguns poucos estados na regido Nordeste. Além disso, é possivel
observar também uma delimitacdo de novas areas onde a recomendacdo de vacinacdo foi
atualizada ap6s o ultimo surto da doenca, em 2017, que levou a transmissao e circulacdo da
febre amarela a é&reas, até entdo, ndo endémicas, sobretudo a regido Sudeste do
pais, que apresentou o maior nimero de casos da doenca durante o Gltimo surto (BRASIL,
2018a). Em 2020, o Ministério da Saude ampliou a area de recomendacdo de vacinacdo para
todo o territério do pais, englobando as regides do Nordeste onde a vacinacdo ndo era
recomendada (BRASIL, 2019b).
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Figura 5. Mapa das areas de risco de transmissdo de febre amarela na América do Sul e Caribe.

Adaptado de: CDC, 2019b.

No Brasil, a febre amarela apresenta um padréo de aparecimento irregular, com longos
periodos de estabilidade — com casos isolados da doenca — alternando com periodos epidémicos,
onde a doenca reemerge e 0 virus aumenta sua circulacdo em areas de baixa ou nenhuma
cobertura vacinal, ocasionando surtos (SBI, 2017). Esses processos de reemergéncia da febre
amarela no pais produziram diversos e extensos surtos durante as Ultimas duas décadas,
afetando humanos e primatas ndo- humanos. Os mais recentes foram os ocorrido entre 1998 e
2003, que se espalhou da regido Norte (Para; 1998/1999) ao Sudeste (Minas Gerais; 2002/2003)
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e Sul (Rio Grande do Sul; 2002/2003), o surto entre 2007 e 2009, partindo do Norte/Centro
Oeste (2007/2008) ao Sudeste (S&o Paulo; 2008/2009) e Sul (Parand e Rio Grande do Sul;
2008/2009) e o recente surto de dezembro de 2016 até 2018, tendo como principal foco a regido
Sudeste (BRASIL, 2018a).

Esse padrdo irregular de aparecimento da doencga pode ser observado na Figura 6 que
mostra o nimero de casos humanos da febre amarela no Brasil entre os anos de 1980 e 2018,

assim como a taxa de letalidade nos respectivos anos.
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Figura 6. Série histérica do nimero de casos humanos confirmados de febre amarela no Brasil e sua
letalidade, segundo o ano de inicio dos sintomas, de 1980 a 2018. Os dados de 2018 correspondem a
atualizacOes até 26 de setembro de 2018.

Fonte: BRASIL, 2018a

A partir dos dados apresentados na Figura 6, pode-se observar que a letalidade média da
doenca, no Brasil, no periodo avaliado, é de 39,7% entre 0s casos com confirmacado atraves de
diagnodstico laboratorial, ou seja, sem incluir os casos ndo notificados. Também pode-se
observar um aumento significativo (em uma ordem de grandeza) do numero de casos
confirmados no surto recente em relacéo a todo historico desde 1980, o que mostra um maior
contato entre o virus e 0s seres humanos e acende um alerta para o Ministério da Salde e para

0 governo brasileiro no que diz respeito ao controle da doenga.

(9:) apepiela) ap exe
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Outra preocupacdo, dessa vez em escala mundial, é a propagacdo do virus da febre
amarela para areas onde 0 mesmo néo circula. Esse fendmeno ja vem sendo observado no Brasil
desde o Ultimo surto a partir de novembro de 2016, quando o virus se espalhou rapidamente
pela regido Sudeste atingindo, em menos de um ano, quatro dos estados mais populosos do pais
(Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo e Espirito Santo), que até entdo ndo estavam incluidos
na area recomendada para vacinacdo. Uma das possiveis razdes para isso € a disseminacdo
crescente dos vetores da doenca, em especial o Aedes aegypti, evidenciado por outros surtos de
transmissdo de doencas virais ocorridas no mesmo periodo, como zika e chikungunya (POSSAS
et al., 2018; PAIXAO, E. S.; TEIXEIRA, M. G.; RODRIGUES, L. C, 2017). A possibilidade
da ampliacdo da area de circulagio do virus para novos territorios, especialmente na Asia, é
ilustrada também com a aparicéo de 11 casos confirmados da doenca importados da Africa para
a China em 2016 (WHO, 2018a) o que torna o cuidado ainda maior devido a grande densidade

populacional no continente asiatico.

2.2 Vacina de febre amarela
2.2.1 Historico

Com o isolamento do virus da febre amarela no final dos anos 1920, surgiram diversas
tentativas de desenvolver uma vacina eficaz contra a doenca. Inicialmente, os esfor¢os estavam
voltados para o desenvolvimento de formas de imunizagdo contendo o virus inativado. As
primeiras abordagens utilizavam tecidos animais infectados com o virus, posteriormente
tratados quimicamente para promover sua inativacdo. No entanto, grande parte das
metodologias que surgiram no fim da década ndo conseguiu produzir uma vacina eficiente,
obtendo preparacdes inconsistentes, em grande parte devido as limitacdes técnicas da época,
como o controle da propagacao e da inativacao viral (MONATH, 2009).

A partir do trabalho de Max Theiler em 1929 - que conseguiu promover uma boa
propagacao viral ao injetar o material em cérebros de camundongos- foi obtido o conhecimento
de que multiplas passagens eram capazes de diminuir o viscerotropismo* e o dano hepético
quando o virus era injetado em macacos Rhesus, apesar de um aumento do neurotropismo®. Em
outras palavras, o trabalho deu origem a cepas atenuadas, que serviram de base para a criagdo
das primeiras vacinas eficientes (FRIERSON, 2010).

4 Viscerotropismo é a capacidade do virus da febre amarela de infectar e provocar leses no figado, baco,
rins e coracgao (SPSP, 2017).

° Neurotropismo ¢ a capacidade do virus da febre amarela de infectar e lesar o paranquima cerebral (SPSP,
2017).
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Assim, em 1931, o Instituto Rockefeller desenvolveu uma vacina utilizando a cepa
“francesa”, atenuada apds mais de 100 passagens em cérebros de ratos, associada a soro humano
imunizado. Essa preparacdo obteve sucesso e foi utilizada pelo Instituto para imunizar os
pesquisadores que trabalhavam nos projetos de febre amarela. Entretanto, a obtengdo do soro
humano era problemética e as tentativas para substitui-lo por soro animal introduziram novas
preocupacdes como custo e possiveis novas reacdes adversas. Adicionalmente, dificuldades
técnicas na padronizacdo de condicGes de producdo e no controle da neutralizacdo in vitro das
misturas virus/soro inviabilizavam o uso em uma escala ampliada, sendo necessaria uma nova
abordagem de producdo (MONATH, 2009).

Ainda no Instituto Rockefeller, Theiler e Eugen Haggen conseguiram estabelecer o
cultivo do virus da febre amarela em embrides de camundongo e galinha, o que seria o primeiro
passo para o desenvolvimento da metodologia de producéo atual. A partir disso, Hugh Smith
trabalhando com a cepa Asibi, foi capaz de desenvolver uma cepa suficientemente atenuada e
segura para ser testada, sem a necessidade do uso do soro imune. Essa cepa, conhecida como
17D, foi obtida apds 18 subculturas em embrides de camundongo, 52 subculturas em embrides
de galinha e 128 subculturas em embrides de galinha apds deplecédo do tecido nervoso e serviu
de base para a vacina utilizada no mundo todo desde a década de 1930 (MONATH, 2009).

E importante salientar o surgimento de outra vacina na década de 1930, desenvolvida pelo
Instituto Pasteur através do trabalho de Andrew Watson Sellards e Jean Laigret com a cepa
“francesa”. Essa vacina ndo utilizava soro humano e era associada a vacina de variola, sendo
importante nos paises francdfonos da Africa, tendo, até 1953, sido distribuida a 56 milhdes de
pessoas (FRIERSON, 2010).

Apos o fim da Segunda Guerra Mundial, tanto a vacina desenvolvida a partir da cepa 17D
como da cepa “francesa” eram utilizadas em larga escala, porém, esse panorama foi alterado
devido a ocorréncia cada vez mais evidente de reacdes neuroldgicas associadas a vacina
“francesa”, que foi descontinuada em 1982. Atualmente, todas as vacinas para febre amarela
disponiveis sdo derivadas de duas subcepas da 17D, a 17DD e a 17D-204, obtidas,
respectivamente, das subculturas 195 e 204 (MONATH, 2009; BARRETT, TEUWEN, 2009).

2.2.2 Caracteristicas da vacina
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2.2.2.1 Aspectos gerais

A vacina de febre amarela € uma das vacinas virais mais bem estabelecidas e consolidadas
no mercado biofarmacéutico, muito por conta de seu alto grau de seguranca e eficacia, o que
permitiu imunizar mais de 500 milhGes de pessoas desde seu desenvolvimento (HAYES, 2010).
Atualmente existem quatro produtores principais com certificado da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), onde um deles (BioManguinhos/Fiocruz) produz a vacina a partir da cepa 17DD
atenuada e os demais (Instituto Pasteur Dakar, Sanofi Pasteur e Instituto Chumakov) utilizam
a cepa 17D-204, também atenuada, na producéo.

Tomando como base a vacina produzida por BioManguinhos, a vacinagdo consta no
Programa Nacional de Imunizacdo (PNI)® do Brasil, sendo recomendada a qualquer pessoa a
partir dos 9 meses de idade, com um dose de refor¢co aos 4 anos de idade. Além disso, a
vacinacdo tambem é recomendada a viajantes que tém areas com recomendacdo de vacinagado
como destino, levando em conta o risco de contrair a doenga e 0s riscos de eventos adversos
poOs-vacinais. A vacina de febre amarela possui as seguintes contraindicacdes, apresentadas na
bula do produto (BIOMANGUINHOS, 2012):

- Pessoas com doenca febril aguda, com comprometimento do estado geral de saude;

- Pessoas abaixo dos 9 meses ou acima de 60 anos de idade;

- Pessoas com historico de reacdes anafilaticas a ovos de galinha e derivados, gelatina,
eritromicina e canamicina,;

- Gestantes, a ndo ser em situacdo epidemioldgica com alto risco de exposicéo,
seguindo recomendac6es das autoridades de salde;

- Pessoas com imunodeficiéncia congénita ou secundaria por doenca (neoplasias,
AIDS e infeccdo pelo HIV com comprometimento da imunidade) ou por tratamento
(drogas imunossupressoras acima de 2mg/kg/dia por mais de duas semanas,
radioterapia etc.);

- Pessoas com histérico de doenca do timo, como miastenia gravis, timoma ou

timectomia.

A resposta imune primaria, caracterizada pelo aparecimento de anticorpos de classe IgM,
ocorre entre 0 4° e 0 7° dia ap0s a vacinacao, seguida por um aparecimento de anticorpos do

tipo 1gG. Entre 1 e 2 semanas apds a vacinacdo, anticorpos neutralizantes comecam a ser

6 O Programa Nacional de Imunizagéo, iniciado em 1973, é um programa do Ministério da Salide com o
objetivo de coordenar a¢bes de imunizagdo em todo territdrio brasileiro. O Programa oferta atualmente 45
imunobioldgicos distintos para a populagéo brasileira (BRASIL, 2015b).
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produzidos e atingem seu maximo entre a 3% e a 4% semana poOs-vacinacdo. Apos isso, a
imunidade persiste por, no minimo, 10 anos e, segundo diversos artigos apontam, possivelmente
por toda a vida (BIOMANGUINHOS, 2012; BARRETT; TEUWEN, 2009)

2.2.2.2 Eventos adversos

Apesar de ser considerada um vacina segura e eficaz, existem alguns casos raros de
eventos adversos decorrentes da vacinagdo. Eventos adversos muito comuns sdo aqueles que
ocorrem em uma frequéncia acima de 10% dos pacientes que utilizaram o medicamento. Entre
esses eventos estdo cefaleia e mialgia. Os eventos adversos comuns sdo aqueles que ocorrem
entre 1 e 10% das pessoas que recebem a vacinagdo. Geralmente s&o relatados entre 0 3° e 0
10°dia apo0s a vacinagdo e entre eles constam dor, eritema, febre moderada, febre com
temperatura acima dos 38,5°C e ndusea. Os eventos adversos muito raros sdo aqueles com
frequéncia de aparecimento abaixo de 0,01%. (BIOMANGUINHOS, 2012). Esses eventos
normalmente sdo reacfes mais severas associadas a vacinagdo e podem ser:

- Doenga viscerotropica associada a vacina de febre amarela (YEL-AVD): doenca
semelhante a infeccéo do virus nativo que ocorre com a disseminagéo do virus vacinal
para diversos 6rgdos, podendo levar a choques, derrames pleural e abdominal, faléncia
multipla de orgéos e morte (BIOMANGUINHOS, 2012). A doenga foi inicialmente
relatada em 2001 e, mesmo apresentando uma frequéncia rara de aparecimento, possui
alta letalidade, sendo um dos eventos adversos mais severos associados a vacina de
febre amarela;

- Doenga neurologica associada a vacina de febre amarela (YEL-AND): pode se
manifestar como encefalites, meningites, neuropatia, sindrome de Guillian-Barre,
encefalomielite disseminada aguda ou mielite espinal. A fatalidade desse tipo de
evento é relativamente baixa, exceto em bebés com idade inferior a 6 meses, onde o
risco é elevado (de 0,5 a 4 a cada 1000 casos), 0 que leva a recomendacao da vacinagédo
ser feita apenas a partir dos 9 meses de idade (HAYES, 2010);

- Reac0es anafilaticas: as reacbes anafilaticas sdo eventos adversos raros associados as
proteinas do ovo e outros componentes da vacina, como gelatina, canamicina e
eritromicina (BIOMANGUINHOS, 2012; HAYES, 2010);

- Reag0es de hipersensibilidade: eventos adversos que ocorrem nas primeiras duas horas
apos a vacinagdo e podem se manifestar na forma de erupgdes cuténeas, urticaria e
broncoespasmo (BIOMANGUINHOS, 2012).
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A Tabela 1 apresenta os principais eventos adversos com sua frequéncia de aparecimento

para febre amarela.

Tabela 1. Principais eventos adversos e sua frequéncia de aparecimento

Evento adverso

Frequéncia de aparecimento (%o)

Cefaleia
Mialgia
Dor
Eritema
Febre
Febre (>38,5°C)
Néausea
Reacéo de hipersensibilidade
Reacdo anafilatica
Doenca neurologica
Doenca viscerotrépica (< 60 anos)

Doenca viscerotropica (> 60 anos)

35,0
18,0
9,0
2,0
8,0
7,0
8,0
0,0009
0,000023
0,0004
0,0003

0,001

Fonte: BIOMANGUINHOS, 2012

2.2.2.3 Processo Produtivo Atual

Toma-se como base de analise neste capitulo a vacina atenuada de febre amarela

produzida por Biomanguinhos/Fiocruz no Laboratorio de Febre Amarela (LAFAM), um dos

produtores qualificados pela OMS a distribuir o produto internacionalmente.

O processo produtivo da vacina atenuada de febre amarela € um processo bem

consolidado e que tem sua base técnico-cientifica remontando, ainda, ao inicio da producdo

dessa vacina, em meados do século XX, sofrendo algumas alteracfes ao longo dos anos para se

adequar as Boas Préticas de Fabricacdo’ (BPF) e garantir a produgio de uma vacina mais segura

e eficaz.

" Boas Préticas de Fabricacdo ¢ a parte da Garantia da Qualidade que assegura que os produtos sdo
consistentemente produzidos e controlados, com padrdes de qualidade apropriados para o uso pretendido e

requerido pelo registro. (ANVISA, 2010).
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Em termos de processo, a preparacdo do ingrediente farmacéutico ativo (IFA) se da
através da insercdo do virus atenuado em ovos de galinha recentes, férteis e livres de patégenos
especificos (SPF, do inglés specific-pathogen-free), contendo o embrido onde ocorre a
replicacdo viral (CARVALHO, 2005). O fluxograma do processo é apresentado nas Figuras 7
e 8.

Fluxograma (12 etapa)

Recebimento e selecdo dos
owvos

Descarte dos ovos
NAC

Ovos aprovados?

SiM

v

Incubacéo (9 dias)

A J

Ovoscopia

Descarte dos ovos

MNAC

Embriges vivas?

Sim

v

Inoculagao ]

Incubagio (3 dias)

Figura 7. Fluxograma do processo de producéo da vacina de febre amarela (12 etapa).

Adaptado de: CARVALHO, 2005.



Fluxograma (22 etapa)
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Centrifugagao
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Adicéo de estabilizador e
congelamento
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Pracessamento Final

Figura 8. Fluxograma do processo de producéo da vacina de febre amarela (22 etapa).

Adaptado de: CARVALHO, 2005.
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O processo € iniciado com o recebimento dos lotes de ovos SPF dos fornecedores
qualificados. Esses ovos séo inspecionados visualmente, sendo descartados os ovos rachados e
quebrados, e em seguida séo incubados em condicdes de temperatura e umidade controladas
por 9 dias. Imediatamente antes da inoculacdo, € realizada a ovoscopia, por transiluminagdo
com um ovoscopio, aparelho que incide um feixe de luz sobre o ovo e permite visualizar suas
estruturas internas além da integridade e viabilidade do embrido. Os ovos ndo férteis e embrides
mortos ou ndo viaveis sdo descartados (CARVALHO, 2005).

Os ovos aprovados na ovoscopia sdo colocados em suportes especificos, posicionados
verticalmente com a extremidade de maior didmetro voltada para cima. A parte central da casca
é desinfetada e todo o suporte com os ovos € transferido para a area limpa. Um regido de
aproximadamente 2 mm € carbonizada e inocula-se uma aliquota do virus atenuado proveniente
do lote semente de trabalho (banco de trabalho). Os ovos séo, entédo, selados e incubados por 3
dias (CARVALHO, 2005).

Apos a incubacdo, os ovos sdo submetidos a uma nova ovoscopia, sendo descartados
aqueles com embrides mortos. Os embrides viaveis sdo coletados, triturados, transferidos para
frascos de centrifugacdo e submetidos a centrifugacdo. Nessa etapa, cerca de 40% do volume
inicial € composta de residuos solidos. O sobrenadante obtido é aspirado para frascos de
armazenamento com capacidade de 1L cada. De cada frasco sdo retiradas amostras para testes
de esterilidade bacteriana e fungica, deteccdo de M. tuberculosis e testes de poténcia
(determinacdo da concentracdo de particulas virais na suspensao). Em seguida, os frascos sdo
hermeticamente fechados e identificados com namero de série. (CARVALHO, 2005).

Os frascos sdo congelados e armazenados horizontalmente a -70°C aguardando os
resultados dos testes de controle microbioldgico. Caso sejam aprovados, a suspensao € enviada
para o processamento final, que inclui as etapas de envase, liofilizacdo e identificacdo
(CARVALHO, 2005).

Essa plataforma tecnoldgica apresenta como principal desvantagem a dificuldade de
escalonamento de sua producdo. As principais razdes para isso sdo a dificuldade na obtencéo

dos ovos SPF, o longo tempo de processo e 0s seus baixos rendimentos (HOMMA et al., 2011).

2.3 Particulas pseudo-virais (VLPs)
Particulas pseudo virais, ou VLPs (do inglés, virus-like particles) sdo estruturas
multiproteicas tridimensionais que mimetizam a organizacéo e estrutura de uma particula viral

nativa, exceto por ndo possuir o genoma do virus (ROLDAO et al., 2010). O fato de ter a
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estrutura e composicdo similar a superficie externa do virus nativo confere as VLPs a
capacidade desencadearem resposta imunoldgica em animais, com consequente producgdo de
anticorpos para os epitopos virais. Além disso, por ndo possuirem o genoma viral, as VLPs ndo
tém a capacidade de se replicar, impossibilitando, assim, uma infec¢do, como acontece com 0s
virus nativos. Devido a essas caracteristicas, as VLPs podem ser utilizadas como uma
tecnologia alternativa para a producéo de vacinas virais.

A ideia de utilizar proteinas virais ou partes de virus como arcabouco para a producdo de
novas vacinas tomou forgca em meados dos anos 1970, quando foi mostrado que apenas uma
proteina chave de um virus poderia induzir a producédo de anticorpos em animais (BACHRACH
et al., 1975). A partir disso, em 1981, Kleid et al. conseguiram produzir, através da tecnologia
do DNA recombinante, a primeira vacina contendo apenas uma proteina do virus. A vacina,
nesse caso, era indicada para prevencao da febre aftosa e era produzida a partir do polipeptideo
VP3 do virus, expresso em Escherichia coli (ROLDAO et al., 2010).

Cinco anos depois, o Food and Drud Administration (FDA) aprovou uma vacina
recombinante para hepatite B, sendo essa a primeira vacina aprovada utilizando a estrutura
proteica do virus — apesar de ndo ser considerada exatamente uma VLP por ndo possuir o
envelope, presente no virus nativo da hepatite B (ROLDAO et al., 2010; NOAD; ROY, 2003).
Atualmente, existem algumas vacinas baseadas na tecnologia de VLPs aprovadas, a maioria
para prevencdo da hepatite B, como a Recombivax® HB da Merck Sharp & Dohme, e do HPV
(virus do papiloma humano), como a Cervarix® da GlaxoSmithKline e a Gardasil® da Merck
Sharp & Dohme. Além disso, segundo dados do site Clinical Trials (2020), ha 21 testes clinicos
ativos ou recrutando pessoas relacionados a vacinas baseadas em VLPs com diferentes alvos
terapéuticos.

Além das caracteristicas de ndo serem infecciosas e desencadearem a resposta imune, as
VLPs possuem outras vantagens em sua utilizacdo. Uma dessas vantagens esta no fato de que
alguns virus tém uma maior dificuldade de replicacdo in vitro, como por exemplo o virus da
hepatite B, o parvovirus B19 e o HPV (MELLO et al., 2008). Assim, a producdo das VLPs pode
ser uma estratégia que garanta o material com menor dificuldade tanto para a producédo de
vacinas como para utilizacgdo em pesquisa cientifica. Essa vantagem estd diretamente
relacionada com outra caracteristica interessante das VLPs, do ponto de vista tecnologico, que
resulta no fato dessas particulas serem produzidas através da tecnologia de DNA recombinante
em diversos sistemas de expressao, tais como leveduras, células de insetos e células de

mamiferos (MOHSEN et al., 2017). Isso torna a producgdo dessas particulas uma tarefa mais
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simples e segura. Simples no sentido de trabalhar com plataformas de expressdo bem
conhecidas e estabelecidas e segura no sentido de evitar a utilizacdo de virus nativos, que
envolve maiores riscos e, no processo de producédo de vacinas, precisam ser de cepas atenuadas
ou entdo inativados no processo produtivo, adicionando mais etapas ao processo.

E importante ressaltar que a utilizagdo de sistemas de expressdo complexos (células
eucariontes) se faz mandatdria na producdo das VLPs, uma vez que essas particulas séo
estruturas complexas e multiméricas que requerem certos niveis de modificacbes pos-
traducionais nas proteinas que as compdem, além de necessitarem de proteinas especiais, as
chaperonas, para a construcdo do capsideo (MELLO et al., 2008).

Apesar das diversas vantagens do uso de VLPs como tecnologia alternativa na produgéo
de vacinas, existem alguns fatores, sobretudo de natureza tecnoldgica, que dificultam sua
utilizacdo em larga escala. Seu uso como base para vacinas sO pode ser sustentado quando
comprovada a viabilidade técnico-econdmica do projeto.

Em relagéo a plataforma de expresséo, a producdo de VLPs com perfil mais complexo de
modificagcdes pos-traducionais, requer o uso de células munidas de um arcabouco bioquimico
capaz de realizar tais modificacOes e, nesse sentido, as células de mamiferos seriam a escolha
prioritaria. Porém, em comparacdo a outros sistemas de expressdo como baculovirus/inseto e
leveduras, o controle dos processos € mais rigoroso, as produtividades sdo normalmente
menores e 0S custos no processo sdo mais elevados, devido a complexidade dos processos de
upstream e downstream (ROLDAO et al., 2010).

Outro desafio na producdo de VLPs é a padronizacdo na formacdo das estruturas
proteicas. A formacdo de VLPs com a estrutura correta depende de diversos parametros de
processo como pH, temperatura, forca idnica, entre outros, e ndo € incomum a aparicao de
estruturas malformadas, como agregados. A padronizacdo e otimizacdo dos processos,
principalmente para VLPs estruturalmente mais complexas, € necessaria para evitar a formacéo

dessas estruturas indesejadas.

2.4 Desenvolvimento de um produto bioldgico e assuntos regulatorios
O lancamento de um produto biolégico no mercado é um processo longo, custoso e
dividido em diversas etapas. Para ser aprovado para comercializacdo e uso, é necessario que o
produto se prove seguro, eficaz e que cumpra com todas as suas especificacOes. Essa
comprovacdo é demonstrada através de uma compilacdo de documentos e registros de testes (in

vitro, em animais e em voluntarios humanos) com o produto — conhecida como dossié de
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registro — que sdo apresentadas para as autoridades de vigilancia sanitaria de um determinado
pais no momento da solicitacdo de registro do produto.

No Brasil, a agéncia regulatoria responsavel pelo registro de produtos para a salde,
incluindo produtos biofarmacéuticos, é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ou
ANVISA, entidade vinculada ao Ministério da Saude. As regras e determinacGes para o registro
de produtos bioldgicos sdo descritas na Resolugdo da Diretoria Colegiada de nimero 55 (RDC
55), de dezembro de 2010.

Para a comprovacado da qualidade, da eficicia e da seguranca de um produto bioldgico a
realizacdo de testes pré-clinicos e clinicos é imprescindivel e obrigatoria. Testes pré-clinicos
séo realizados em animais e tém como objetivos principais determinar a dose inicial segura para
a utilizacdo em humanos, encontrar potenciais 0rgdos-alvo em que possa haver toxicidade,
verificar a reversibilidade dessa toxicidade e definir parametros de seguranca para 0
monitoramento nos testes clinicos (CASTANHEIRA, 2018a).

Ja os testes clinicos representam a etapa de teste do produto biolégico em voluntarios
humanos e séo divididos em 4 fases:

e Fase I: é o0 primeiro estagio dos testes em humanos e tem como objetivo
determinar os perfis farmacocinético, farmacodindmico (quando possivel) e de
seguranca (eventos adversos). Geralmente nessa etapa 0s participantes sao
pessoas saudaveis, entretanto para testes de medicamentos para doencas graves
como alguns tipos de céncer e HIV, os participantes podem ser pacientes. O
namero de participantes € pequeno, normalmente envolvendo dezenas de pessoas;

e Fase Il: € a etapa onde se iniciam as determinacdes de eficacia e seguranca em
humanos, selecionando a dose e o intervalo de administracdo e fornecendo dados
de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo do produto para subsidiar os
estudos de fase I11. O nimero de participantes € maior em relacdo a fase | e pode
variar de dezenas a milhares de pessoas dependendo do produto;

e Fase Ill: sdo grandes estudos realizados, geralmente sdo estudos multicéntricos
envolvendo de centenas a dezenas de milhares de pacientes, com critérios de
exclusdo e inclusdo rigorosos (CASTANHEIRA, 2018b);

e Fase IV: sdo estudos de acompanhamento pos-comercializagcdo, com o objetivo
de avaliar efeitos adversos pouco frequentes, por exemplo (SEGURA, 2016).

Os aspectos regulatérios ndo se limitam apenas ao teste do produto em si, sendo

necessario também que a(s) empresa(s) que fabrica(m) e distribue(m) o produto possuam
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certificacbes de boas praticas de fabricacdo correntes (CBPF) e de boas préticas de distribui¢do
e armazenagem correntes (cCBPDA)obtidos junto a ANVISA, responsavel pela fiscalizacdo e
concessao de certificados, que comprovam que o processo de producédo e distribuicdo segue
padrdes de qualidade e seguranca de acordo com padrdes internacionais (CASTANHEIRA,
2018c).
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Capitulo 3 — Proje¢do de demanda

O presente capitulo apresenta a projecdo da demanda para a vacina de febre amarela, na
qual o projeto ird se basear para a escolha da escala de producédo. Para tal, foi realizado um
estudo do mercado atual da vacina de febre amarela, tanto nacional como internacional,
identificando os produtores, os possiveis clientes, o volume de producédo, o preco praticado e
as projecdes da evolugédo de demanda para o futuro.

Em geral, as metodologias de projecdo de demanda podem ser divididas em métodos
qualitativos e quantitativos. Os métodos qualitativos normalmente se baseiam em informacdes
subjetivas —como opinides e julgamentos de especialistas nos mercados- dificeis de representar
numericamente. Os métodos quantitativos envolvem a analise numérica dos dados historicos
do mercado (isentos de opinides pessoais) e normalmente empregam modelos
matematicos/estatisticos para projetar a demanda futura (ALVES; OROSKI, 2019).

O mercado de produtos biolégicos possui uma dindmica muito particular e as variaveis
que afetam o comportamento da demanda sdo, em geral, especificas para o produto bioldgico
estudado, dificultando a aplicacdo de modelos econométricos mais gerais, abordagem
normalmente utilizada em projecdes de demanda para a industria em geral. A definicdo das
variaveis independentes é crucial para a confiabilidade das projecdes. Nesse sentido, a
proposicdo da demanda para vacina contra febre amarela partira da analise de dados especificos

do mercado para esta vacina.

3.1 Analise do mercado atual

3.1.1 Produtores e clientes
O mercado de produtos biolégicos, como ja dito, possui uma série de particularidades,
normalmente apresentando uma dindmica especifica para cada produto. Em relacdo a vacina
contra febre amarela, o mercado é majoritariamente publico, com a aquisicdo do produto sendo
feita pelo governo dos paises ou por entidades envolvidas com a erradicacdo da doenca

mundialmente. Nesse ultimo caso, especificamente se encontram a Organizacdo Mundial da
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Satde (OMS), 0 UNICEF® e a GAVI®, que juntas formaram uma parceria e desenvolveram a
EYE (Eliminate Yellow Fever Epidemics) Strategy, um plano estratégico de longo prazo com o
objetivo de unir globalmente paises e parceiros, fazendo com que esses atuem coordenadamente
de modo a eliminar o risco de novas epidemias de febre amarela ao redor do mundo (WHO,
2018b).

No que diz respeito aos produtores, atualmente ha apenas seis produtores da vacina contra
febre amarela no mundo inteiro, sendo quatro deles (BioManguinhos/Fiocruz, Brasil; Instituto
Pasteur Dakar, Senegal; Instituto Chumakov de Poliomielite e Encefalitides Virais, Russia; e
Sanofi Pasteur, Franca) pré-qualificados pela OMS para distribuir a vacina internacionalmente
e dois (Sanofi Pasteur, Estados Unidos; e Instituto Wuhan de Produtos Bioldgicos, China)
direcionados para 0 mercado interno em seus respectivos paises (BARRETT, 2016). A Tabela
2 apresenta os produtores pré-qualificados pela OMS, com as caracteristicas das vacinas
comercializadas, 0 ano de aquisicédo da pré-qualificacdo e o status atual da qualificacao.

Os quatro produtores pre-qualificados pela OMS ainda possuem o sistema de producgéo
de vacina baseado na utilizacdo de ovos SPF (specific pathogen-free) que sdo incubados para
gerar embriGes e entdo infectados com o virus para a propagacdo do mesmo. Esse fato tem se
apresentado como uma das principais razdes para o déficit de oferta frente a necessidade
mundial, uma vez que o processo produtivo atual possui uma dificuldade maior em aumentar a
quantidade de doses produzidas, como ja foi dito no capitulo anterior. Por conta disso, todos 0s
quatro produtores tém realizado investimento de modo a conseguir aumentar suas capacidades
produtivas e até modernizar seu processo produtivo (UNICEF, 2016). BioManguinhos/Fiocruz,
por exemplo, ja iniciou o desenvolvimento de uma nova vacina contra febre amarela com virus
17DD atenuado produzido em células Vero propagadas em biorreatores (PATO et al., 2019).
Isso mostra um movimento de escolhas por plataformas de producéo que envolvam a utilizacao

de biorreatores, de modo a conseguir um controle maior da escala de producao.

8 O Fundo das Nagdes Unidas Para a Infancia (UNICEF) é um o6rgao das Nagdes Unidas com o objetivo “de
defender e proteger os direitos de criancas e adolescentes, ajudar a atender suas necessidades bésicas e criar
oportunidades para que alcancem seu pleno potencial” (UNICEF, 2020).

® A GAVI, the Vaccine Alliance é uma organizagao internacional criada em 2000 que tem como objetivo
garantir 0 acesso a vacinagao para criancgas residentes em paises pobres (GAVI, 2020).
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Tabela 2. Produtores de vacinas contra febre amarela pré-qualificados pela OMS

Pré- Apresentacdo | Validade Status Atual
Produtor | Qualificacdo | Formulacédo P ( doses)g (Meses) da Pré-
OMS Qualificacao
2001 Liofilizado 5 24
B'Or']\ﬂ?)rs‘gu' 2007 Liofilizado 10 36 Ativo
2001 Liofilizado 50 24
2009 Liofilizado 2 24
Instituto P ]
Chumakov 2009 Liofilizado 5 24 Ativo
2009 Liofilizado 10 24
. 2001 Liofilizado 5 36
Instituto
Pasteur 2001 Liofilizado 10 36 Ativo
Dakar 2001 Liofilizado 20 36
Sanofi
Pasteur 1987 Liofilizado 10 36 Ativo
Franca

Adaptado de: UNICEF, 2016.

Em termos de divisdo do mercado, isto €, quanto cada um dos produtores fornece para as
entidades responsaveis pelo combate a doenca, a Sanofi Pasteur e o Instituto Chumakov sdo os
maiores fornecedores, sendo ao primeiro atribuido, em média, aproximadamente 45% do
fornecimento e ao segundo em média 25%. BioManguinhos/Fiocruz e o Instituto Pasteur Dakar
seguem com respectivamente 15% cada, em médias aproximadas. Esses valores podem ser
observados na Tabela 3, que apresenta o fornecimento de doses de vacina contra febre amarela
a UNICEF em 2015 e suas projecbes para 2016 e 2017 (UNICEF, 2016). Contudo,
considerando o mercado interno brasileiro, BioManguinhos/Fiocruz é o maior produtor mundial
da vacina (FIOCRUZ, 2017).
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Tabela 3. Fornecimento de doses de vacina contra febre amarela ao UNICEF em 2015 e previséo de
fornecimento para 2016 e 2017.

Fornecimento | Fornecimento | Fornecimento
Produtor em 2015 em 2016 em 2017 Total (doses)
(doses) (doses) (doses)
BioManguinhos/FIOCRUZ - 8.000.000 7.500.00 15.500.000
Instituto Chumakov 18.691.350 12.000.000 11.000.000 41.691.350
Instituto Pasteur Dakar 2.058.250 7.453.880 7.603.880 17.116.010
Sanofi Pasteur Franga 19.303.100 21.000.000 24.000.000 64.303.100
TOTAL 40.052.700 48.453.880 50.103.880 | 138.610.460

Adaptado de: UNICEF, 2016.
Em relagdo a entrada de concorrentes no mercado, ndo é esperada a entrada de novos

produtores para proximos anos. O mercado de vacina contra febre amarela ndo é muito atrativo,
uma vez que é relativamente pequeno em comparacgdo a outras vacinas e possui uma margem
de lucro baixa. Exceto para viajantes, a vacina so é comercializada em areas endémicas e apenas
uma dose é necessaria, desincentivando a entrada de novos produtores. Além disso, as
estimativas de demandas sdo geralmente incertas e variam muito com a ocorréncia de surtos da
doenca (WHO, 2018b).

3.1.2 Oferta e Demanda Mundiais

De acordo coma OMS (WHO, 2016), a capacidade de producao atual para a vacina contra
febre amarela é de aproximadamente 80 milhdes de doses/ano, somando-se todos 0s quatro
produtores pré-qualificados. Entretanto, o que vem ocorrendo nos ultimos anos é um
fornecimento abaixo do requerido pela OMS e pelo UNICEF. Para exemplificar o fato, para o
ano de 2016-2017, as previsdes de demanda para a vacina contra febre amarela a serem
adquiridas pela UNICEF eram de 54,5 milhdes de doses/ano, sendo fornecidos 90% desse valor.
As previstes da Organizacdo Pan Americana de Saude (PAHO) para o mesmo ano eram de 15
milhdes de doses para 0 mesmo periodo, de modo a atender a demanda do continente americano,
com excecdo do Brasil (UNICEF, 2016). Além disso, de acordo com a GAVI, de 2011 até 2015,
o fornecimento de vacinas para a Africa foi 27% abaixo da demanda e teve um pico de
crescimento em 2016 devido ao surto ocorrido em Angola (GAVI, 2017).

Para exemplificar a defasagem no fornecimento de vacinas para os 6rgaos mundiais
responsaveis pelo controle da febre amarela é preciso entender como estdo divididas as
atividades de imunizacdo desempenhadas por eles. A OMS divide as atividades de imunizacéo

em trés grupos: vacinagdo de rotina, campanhas de vacinagdo preventiva e resposta a surtos



41

(UNICEF, 2016). Desde a criagdo da YF Initiative!®, liderada pela OMS e pelo UNICEF, com
apoio da GAVI, no inicio dos anos 2000, a vacinacgao de rotina contra febre amarela passou a
ser incorporada em varios paises endémicos, foram realizadas campanhas de vacinacéo
preventiva em areas de risco de transmissdo da doenca, além da criacdo de um estoque
especifico para respostas aos surtos. Todas essas acdes, levaram ao aumento significativo da
demanda anual pré-anos 2000 de aproximadamente 5 milhdes de doses para uma demanda
media de aproximadamente 34 milhGes de doses/ano desde 2007 (UNICEF, 2016).

O estoque de emergéncia global para respostas a surtos mantido pela International
Coordinating Group on vaccine provision!! (ICG) e financiado pela GAVI é atualmente de 6
milhdes de doses. Durante o surto em Angola e na Republica Democrética do Congo, em 2016,
0 estoque foi reposto duas vezes para conseguir controlar a transmisséo da doenca, alcan¢ando
18 milhdes de doses e demonstrando, primeiramente, a crescente necessidade no fornecimento
de vacinas e depois a fragilidade das populacdes desses paises a situa¢des de surto, devido ao
baixo percentual da populagéo vacinada (WHO, 2018a).

Segundo as previsdes da OMS, o volume total de doses de vacina contra febre amarela
no mercado de 2017 até 2026 esta estimado em 1,487 bilhdes (WHO, 2016). A demanda anual
prevista pela OMS pode ser observada na Figura 9. A principal caracteristica observada € o
aumento da demanda global, ano a ano, 0 que exigiria um aumento no fornecimento de vacinas
aos 0rgdos responsaveis pelo combate a febre amarela pelos fornecedores licenciados, dado o
volume atualmente fornecido — visto anteriormente neste capitulo.

Em outra previsdo, publicada pela GAVI em 2017, a demanda de vacina contra febre
amarela apresenta a mesma tendéncia de crescimento, muito devido a demanda do continente
africano (principal foco de distribuicdo da EYE). Segundo essa previsdo, o volume total de
vacina estimado de 2017 até 2026 € de aproximadamente 1,3 bilhdes de doses, representando
um valor um pouco abaixo da previsdo realizada no ano anterior pela OMS. Isso se da, pelo
fato da estimativa assumir a existéncia de algumas restricdes operacionais, o que limitaria a
producdo e consequentemente o fornecimento de vacinas (GAVI, 2017). Os dados dessa

estimativa podem ser observados na Figura 9.

19 Do inglés, Iniciativa Febre Amarela. E uma iniciativa organizada pela OMS e pelo UNICEF, com apoio
da GAVI, com intuito de combater a febre amarela em paises endémicos, principalmente os paises africanos.
10 1CG é um grupo da Organizacdo Mundial de Sadde criado em 1997 com o objetivo de coordenar a
provisdo de vacinas e antibidticos aos paises durante situacdes de surtos de doengas. A principal atuacdo do
grupo é na garantia da manutencdo dos estoques globais de vacinas para febre amarela, colera e meningite,
de forma que se possa responder rapidamente surtos dessas doengas, caso ocorram.
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Figura 9. Previsdo do nimero de doses de vacina contra febre amarela a ser comercializado mundialmente
entre os anos de 2017 e 2026.

Adaptado de: WHO, 2016.

3.1.3 Mercado nacional

Para analisar o mercado brasileiro de vacina contra febre amarela deve-se olhar para os
dois atores mais relevantes dentro desse contexto: o Ministério da Saude e BioManguinhos.
Existem, obviamente, outros atores que atuam no mercado brasileiro, como laboratorios da
iniciativa privada e outros produtores internacionais, porém, esses tém um papel muito pequeno
em comparacao a participacao e relevancia das instituicdes supracitadas. Sendo assim, a analise
do mercado nacional desse projeto estara pautada apenas nesses dois atores.

O Brasil € um dos principais paises consumidores de vacina contra febre amarela, tendo
a vacina sido incorporada ao Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) do Ministério da Saude,
em 1991, e sendo distribuida em grande parte do territério nacional. O fato da vacina fazer parte
de uma politica de satde publica do governo brasileiro faz com que esse mercado se torne
especialmente grande, uma vez que o Brasil € um pais com uma populagdo e territorio bastante
extensos em comparagao a outros paises endémicos.

A Tabela 4 apresenta a quantidade de doses de vacina contra febre amarela adquiridas
(com seu preco unitario) e aplicadas pelo Ministério da Saude entre 2004 e 2018. Os dados
foram fornecidos diretamente pelo Departamento de Vigilancia de Doengas Transmissiveis do
Ministério da Saude através do Sistema Eletronico do Servico de Informacdo ao Cidadao (e-
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SIC). Os valores das doses foram disponibilizados em base real (BRL) e foram convertidos para
dolar estadunidense (USD) tomando como referéncia a média da cotacdo do cambio do ddlar
de venda comercial para um dado ano divulgada no site do Banco Central do Brasil.

Tabela 4. Quantidade de doses adquiridas e aplicadas pelo Ministério da Saide do Brasil no periodo de
2004 a 2018, com seus respectivos anos de aquisi¢ao e preco unitario.

ANO DOSES DOSES PRECO UNITARIO MEPIA DE PREGO UNITARIO
ADQUIRIDAS  APLICADAS (BRL) CAMBIO (USD)
2004 15.000.000 4.308.851 0,4860 2,926 0,166
2005 0 4.712.897 0,0000 2,436 0,000
2006 8.428.350 4.257.567 0,8383 2,176 0,385
2007 38.571.650 5.362.134 0,8744 1,948 0,449
2008 4.000.000 17.167.454 0,9023 1,837 0,491
2009 33.241.900 10.417.238 0,9555 1,993 0,479
2010 46.025.000 6.712.319 0,9985 1,759 0,568
2011 23.920.000 6.691.068 1,0600 1,674 0,633
2012 30.000.000 5.664.667 1,0600 1,954 0,542
2013 0 5.550.605 0,0000 2,16 0,000
2014 9.985.790 4.839.167 1,5000 2,354 0,637
2015 20.400.000 5.605.855 2,5830 3,338 0,774
2016 10.125.000 6.255.944 3,0300 3,483 0,870
2017 62.211.445 23.784.906 3,1457 3,192 0,985
2018 40.000.000 13.363.181 3,9800 3,654 1,089

Fonte: BRASIL, 2019a.
Através dos dados apresentados na Tabela 4, pode-se observar uma média de aquisicdes

de 22.793.942 de doses anuais, com periodos onde a aquisi¢cdo ultrapassou a média, sobretudo
em 2017, ano onde o Ministério da Saude apresentou a maior aquisicdo de doses dentro do
periodo avaliado, inclusive adquirindo doses da Sanofi (4.504.700 doses) além de
BioManguinhos, unica fornecedora nos demais anos (BRASIL, 2019a). Os periodos onde a
aquisicdo de doses apresentou valores excepcionalmente elevados coincidiram com a
ocorréncia de surtos da doenca, que apresenta um padrdo sazonal de aparecimento. Nos anos
onde ndo houve aquisicdo ou esta esteve abaixo da média, as doses adquiridas em anos
anteriores (pertencentes ao estoque) podem ter sido utilizadas para a imuniza¢do da populacao,
0 que explicaria a vacinacdo ter ocorrido nesses anos, mesmo sem aquisicdo de novas doses.
Em relacdo a BioManguinhos, nos ultimos 15 anos (2004-2018), foram fornecidas
317,5 milhdes de doses de vacina contra febre amarela ao PNI e 138,8 milhGes de doses a paises
da América Latina e Africa, totalizando uma producéo de 456,3 milhes de doses da vacina.

Em média, a producdo anual é de 30,42 milhdes de doses, com 21,17 milhdes destinadas ao




44

mercado nacional e 9,25 milhGes ao mercado externo. Em porcentagem, o mercado interno
absorve aproximadamente 70% de sua producdo. Esses dados foram fornecidos por
BioManguinhos através do e-SIC em maio de 2019.

3.2 Projecéo de Demanda

Para a projecdo da demanda da vacina recombinante contra febre amarela definiu-se a
capacidade de producdo anual como sendo a soma de doses destinadas ao mercado interno e a
ao mercado externo produzidas por BioManguinhos. Neste modelo, adotou-se que as doses
destinadas ao mercado interno correspondem a um valor 20% superior a média da quantidade
de doses adquiridas pelo Ministério da Salde entre os anos de 2004 e 2018 (22.793.942 de
doses anuais). Ja as doses destinadas ao mercado externo correspondem a aproximadamente
30% da producéo anual, assumindo a mesma distribuicdo de doses fornecidas aos mercados
interno e externo de BioManguinhos para a vacina contra febre amarela (BIOMANGUINHOS,
2019a). A partir disso, tem-se que as doses destinadas ao mercado interno seriam 27.352.731
doses, enquanto as doses destinadas ao mercado externo equivaleriam a 11.722.599 doses,
totalizando uma producéo anual de 39.075.330 doses. Por conveniéncia, adotou-se a producédo
anual como sendo 40 milhGes de doses.

E preciso ainda levar em considerac&o o regime de administracio de doses a qual a vacina
produzida estaria submetida. A vacina contra febre amarela atual, produzida por
BioManguinhos, contendo o virus da febre amarela atenuado s6 necessita uma dose para
garantir a imunizacao por toda a vida do paciente. Até o momento, ndo foram aprovadas vacinas
contra febre amarela baseadas em VLP no mundo e por isso 0 esquema de imunizagdo associado
a esse tipo de vacina ndo esta definido.

Decidiu-se adotar um esquema de vacinacdo semelhante ao utilizado pelo Ministério da
Salde para a vacina contra poliomielite, constituido de duas doses, onde a primeira corresponde
a vacina com virus inativado e a segunda a vacina com virus atenuado (BRASIL, 2015a;
BRASIL, 2018d). Adaptando esse esquema, a primeira dose seria correspondente a vacina
recombinante baseada nas VLPs do virus da febre amarela e a segunda dose a vacina com virus
atenuado produzida por BioManguinhos. Este esquema permitiria combinar a elevada
seguranca de uma vacina baseada em VLPs (ndo replicativa) com a protecdo duradoura
conferida pela vacina atenuada (que contém virus atenuado vivo e replicante). Dessa forma, a

quantidade de doses total a ser produzida € 40 milhdes de doses/ano.
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Capitulo 4 — Sintese do processo e dimensionamento dos equipamentos

Neste capitulo sera proposto o processo produtivo para a producdo da vacina
recombinante de febre amarela, com o dimensionamento dos equipamentos envolvidos em cada
etapa. Os resultados obtidos serdo utilizados para a discussédo da viabilidade econémica do
projeto no proximo capitulo.

Diferentemente do processo de producdo usual da vacina contra febre amarela, o processo
produtivo proposto se assemelha mais com a producéo de produtos biol6gicos recombinantes,
como, por exemplo, anticorpos monoclonais, com a producdo ocorrendo em um biorreator
principal (etapas de upstream), o produto obtido sendo purificado e concentrado em etapas
subsequentes (etapas de downstream) e procedendo com a formulagdo final e o envase e
embalagem (processamento final). Cada uma dessas etapas deve ser muito bem caracterizada e
validada, de modo a garantir a reprodutibilidade da producdo sob Boas Préticas de Fabricacédo
(BPF), essenciais para a producdo de um produto seguro, eficaz e dentro dos padrdes de
qualidade estabelecidos pelas agéncias regulatorias.

O processo proposto neste capitulo tem como elemento central uma linhagem
recombinante de células HEK293 que expressa de forma estavel VLPs de febre amarela e seu
cultivo em biorreator em modo perfusdo. O processo foi baseado em estudos de expressao,
producdo e purificacdo de VLPs de febre amarela realizados no Laboratorio de Engenharia de
Cultivos Celulares (LECC) da COPPE/UFRJ (LIMA et al., 2019; ALVIM et al., 2019; ALVIM
et al., 2020). A Figura 10 mostra um esquema do processo produtivo proposto neste trabalho.

A producéo dos lotes — sejam eles clinicos, pilotos ou comerciais — € iniciada a partir de
um criotubo contendo uma determinada quantidade de células produtoras de VLPs do virus da
febre amarela. Esse criotubo advém de um banco celular de trabalho (BCT), que € estabelecido
a partir de um banco de células mestre (BCM). O BCM ¢ definido como um grande namero de
aliquotas contendo células de composicdo uniforme e derivadas de um unico tecido ou tipo
celular conservadas em nitrogénio liquido (-196°C) (FDA, 1993). No desenvolvimento do
BCM sdo realizados procedimentos de selecdo para garantir que as células a serem armazenadas
apresentem as caracteristicas mais significantes para a producdo e a maior estabilidade ao longo
do tempo quanto possiveis, de forma a assegurar que possam ser utilizadas na producéo
(ETCHEVERRIGARAY, KRATJE, 2008). A partir de uma suspensdo homogénea de células

(uma aliguota) do BCM, apds um namero finito de passagens, sdo estabelecidas novas aliquotas
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com volumes iguais para a armazenagem, estabelecendo assim o BCT. Cada aliquota do BCT
(normalmente mantida em criotubos) da origem a um lote do produto final.

Apos o descongelamento das células contidas em um criotubo e sua sucessiva passagem
para 0 meio de cultura adequado, ocorre a propagacdo dessas células, inicialmente em frascos
erlenmeyer e, posteriormente, em biorreatores ditos “de propagacdo”. O intuito dessa
propagacdo de células é fazer com que se alcance uma quantidade de células suficiente para a
operacao do biorreator de trabalho, isto é, aquele onde, de fato, ocorrera a producao do produto
final.

O modo de condugdo proposto para o processo foi 0 modo continuo com reciclo de
células, também conhecido como perfusdo. Esse modo de conducdo tem sido amplamente
estudado para diversos processos biotecnoldégicos na Gltima década, devido a suas vantagens.
Na perfusdo, o meio de cultivo é continuamente adicionado e removido do reator, numa mesma
vazdo, mantendo o volume interno constante e fornecendo um aporte constante de nutrientes
para as celulas. As células que saem do biorreator passam por um dispositivo de retencéo celular
e retornam ao biorreator, mantendo uma alta concentracdo de células no interior do biorreator
durante o processo, sendo essa uma das principais vantagens. Como o meio contendo 0s
produtos, subprodutos e metabdlitos é continuamente removido, ndo ha excesso dessas
substancias no biorreator, evitando possiveis inibi¢cdes e formagdo de agregados de produtos
(SEGURA, 2016).

O meio contendo o produto é coletado e entdo direcionado para as etapas de purificacdo
do produto (downstream), que consiste de um processo de clarificacdo através do uso de
microfiltracdo, seguido de duas etapas de cromatografia liquida e um processo de inativacéo
viral. O produto passa ainda pelas etapas de formulagéo e filtracdo esterilizante, antes de ser
direcionado para o processamento final.

O processo produtivo proposto leva ainda em consideragdo uma tendéncia do setor de
producdo de produtos bioldgicos que é a utilizacdo de bolsas plasticas estéreis descartaveis
(conhecidas como single-use bags) nos equipamentos. O uso de bolsas single-use permite uma
reducdo significativa no tempo de preparo dos equipamentos para a producdo e no uso de
utilidades, uma vez que torna os procedimentos de limpeza e esterilizacdo dos equipamentos
desnecessarios. Os equipamentos que utilizam bolsas single-use servem como suportes para as
bolsas e para fazer o controle dos parametros de producéo, ndo entrando em contato direto com

0 meio de cultivo, diminuindo assim a chance de contaminacao.
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A seguir, sera discutida com mais detalhes cada etapa do processo produtivo,

apresentando o dimensionamento de seus equipamentos.

4.1. Etapas de Upstream

As etapas de upstream de um processo biotecnoldgico séo classicamente definidas como
aquelas onde hé obtencdo de uma quantidade suficiente de biomassa ou células através de uma
cultura de células, com producdo de uma biomolécula de interesse impura sob determinadas
condicdes (pH, forca idnica, estado de agregacdo, etc.). (ETCHEVERRIGARAY, KRATIJE,
2008).

No processo de producdo da vacina recombinante contra febre amarela proposto, as etapas
de upstream séo a propagacéo celular e a producdo em um biorreator principal.

4.1.1 Propagacao celular

A propagacao celular € uma etapa fundamental para a producéo de um produto biologico
e tem por objetivo garantir que as células estejam em uma concentragdo e volume suficiente
para gque 0 Seu crescimento na etapa subsequente seja otimizado e a produgdo maximizada.

Nesta etapa, um criotubo do banco celular de trabalho contendo as células produtoras é
utilizado. Como as células sé@o armazenadas em nitrogénio liquido, assim que um criotubo é
removido para ser utilizado na producéo, a substancia crioprotetora (usualmente utiliza-se
dimetilsulféxido, também conhecido como DMSOQ) precisa ser eliminada ou inativada. As
células entdo sdo suspendidas em meio de cultura adequado e sdo cultivadas em frascos
erlenmeyer e biorreatores com volumes crescentes até que atinjam um volume suficiente para
que o biorreator de trabalho seja inoculado.

No processo proposto, as células estdo presentes no criotubo em uma quantidade de 107
células. Essas sdo suspendidas em meio de cultura fresco adequado a uma concentracdo de
0,5x10° células/mL e sdo cultivadas até atingirem uma concentragdo de 3,5x10° células/mL.
Quando isso acontece, essas células sdo levadas a um novo recipiente para ampliar seu volume,
onde sdo inoculadas, novamente, a uma concentragdo de 0,5x10° células/mL. Com base nesses
valores, juntamente com o volume de trabalho do biorreator de producdo (que tera seu calculo
explicitado mais adiante neste capitulo), é possivel calcular o volume de trabalho dos
recipientes de propagacdo. Mais detalhadamente, tendo a concentracéo final de células em um
reator N-1 e a concentracdo de inoculacdo do préximo reator (N), assim como seu volume

conhecido (iniciando o célculo com o reator de producéo), pode-se calcular a quantidade de
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celulas presentes no reator N durante a inoculagdo, que sera a mesma quantidade presente no
final da utilizacdo do reator anterior. Repete-se 0 procedimento até que se atinja um recipiente
com um volume tal que permita a passagem de células do criotubo para um novo recipiente. Os

resultados dessa operagédo séo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Volumes dos recipientes utilizados na propagacéo do inéculo e concentragdes de células
inoculadas e no final de cada etapa de propagacéo.

Recipiente Criotubo Frasco Frasco Biorretor ~de Biorretor ~de Biorreato~r de
erlenmeyer erlenmeyer | propagacdo | propagacio Producéo
i‘;?jleagtzzgﬁflg's’/‘ﬂse 1x107 3,5x10° 3,5%10° 35x10° | 3,5x10° 3,0x107
o eie e ;f,';'ﬁ? . 0,5x10° 0,5x10° 0,5x10° | 05x10° |  0,5x10°
i 0,001 0,018 0,126 0,9 6,2 43,2
gg';‘;g;g%?;"gﬁ') 0,001 0,10 0,25 3,0 50,0 200,0

4.1.2. Biorreator de producéo

O pilar central do processo de producéo é o biorreator de producgéo, podendo ser também
chamado de biorreator principal. E a partir desse equipamento que sdo definidas caracteristicas
fundamentais do processo, como tempo de duracdo das corridas e a dimensdo dos demais
equipamentos, além de outros fatores operacionais como tempo de preparo e condi¢bes de
cultivo das células, etc. A partir do volume de trabalho do biorreator de producdo ndo so 0s
reatores de propagacao podem ser dimensionados como também os equipamentos subsequentes
na linha de producao.

Conforme supracitado, como base para o0 processo proposto neste trabalho, utilizaram-se
dados e informacdes obtidos atraves de experimentos realizados no Laboratério de Engenharia
de Cultivos Celulares (LECC/COPPE), localizado na Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), com células animais produtoras de VLPs do virus da febre amarela. Em especial,
citam-se os trabalhos publicados por ALVIM et al. (2019), LIMA et al. (2019) e ALVIM et al.
(2020). A partir desses trabalhos e dos experimentos realizados pelo LECC foram definidas
condicBes de operacdo das etapas de producdo e purificacdo das VLPs do virus da febre

amarela.
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A escolha do biorreator, assim como seu modo de condugéo e parametros de operagdo
(pH, agitacédo, temperatura, etc.) foi realizada a partir de ALVIM et al. (2019) e ALVIM et al.
(2020), que definiram condicGes para producdo de VLPs em biorreator do tipo tanque agitado
em perfuséo.

Dessa forma, foi selecionado um biorreator do tipo tanque agitado, operando em perfusao,
tendo como dispositivo de retencdo celular um sedimentador lamelado — um sedimentador com
uma série de placas inclinadas, denominadas lamelas, dispostas lado a lado internamente,
formando canais e assim aumentando a taxa de sedimentagcdo (AZEVEDO, 2009).

Para o dimensionamento do biorreator de producéo utilizaram-se as seguintes premissas:

Volume coletado por corrida
Taxa de troca de meio X tgg

Volume de trabalho do biorreator =

Onde tee € 0 tempo em que as células se encontram em estado estacionario durante a producéo, dada

em dias.

Massa produzida por corrida

Volume coletado por corrida = 7] 2)
Onde [P] € a concentracdo de produto no biorreator, dada em g/L.
) ) Massa total a ser produzida
Massa produzida por corrida = 3

N° de corridas possiveis

DDA
(tc +tp)
Onde DDA, t.e t, sdo respectivamente o nimero de dias disponiveis ao ano para a operagao, o tempo

C)

N° de corridas possiveis =

de operacdo de uma corrida e o tempo de preparo do biorreator, dados em dias.

Demanda X Fator de seguranca

©)

Massa total a ser produzida = 5
Rendimento

Para a utilizacdo deste conjunto de equacdes é necessario definir algumas premissas e
parametros do processo que aparecem nas equacdes de (1) a (5). Iniciando pela equacédo (5) —
que define a massa total de antigeno a ser produzida por ano — a demanda é definida como o
produto da demanda projetada pela massa de antigeno por dose. A demanda projetada ¢é a
mesma demanda calculada no capitulo anterior, 40 milhGes de doses de vacina. J4 a massa de
antigeno foi definida utilizando como base os trabalhos de Pereira et. al. (2015) e Espinosa et.
al. (2017).
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No primeiro trabalho, camundongos foram tratados com 3 doses de uma vacina inativada
contra febre amarela (com uma concentragdo de 2 pg/dose) contendo alum (hidroxido de
aluminio) como adjuvante. Os animais imunizados dessa forma apresentaram taxa de
sobrevivéncia de 100% diante de uma inoculacdo intracerebral do virus da febre amarela, com
monitoramento durante 21 dias.

No trabalho de Espinosa et al. (2017), camundongos foram inoculados com uma vacina
formulada com VLPs de zika virus, nas concentracdes de 1, 5 e 25 pg/dose, em associagdo com
alum como adjuvante. Segundo o referido trabalho, ja com a dose de 1 ug + alum foi possivel
observar a ocorréncia de resposta imune nos animais (na forma de titulos de anticorpos presente
no sangue).

Dessa forma, fazendo uma média aritmética entre as concentracfes das doses
apresentadas nos dois trabalhos tem-se 1,5 pg/dose. Entretanto, como ambos os trabalhos
apresentam experimentos com camundongos, é necessario fazer um ajuste de concentracédo para
uma vacina para seres humanos. Para realizar tal ajuste, assume-se que a dose para seres
humanos em relacdo a camundongos € aproximadamente dez vezes maior (CASTILHO,
informacao pessoal) Assim, multiplicando o valor obtido por 10, obtém-se uma concentracao
de 15 pg/dose para a massa de antigeno por dose.

A demanda na equacdo (5), portanto, é obtida multiplicando 40 milhGes de doses pela
massa de antigeno por dose 15 ug/dose, obtendo-se 600 g. E feito o produto dessa demanda
pelo fator de seguranca, considerado para este trabalho 20%, para garantir que a producéao
necessaria, mesmo com eventuais perdas e ineficiéncias ndo previstas ao longo do processo,
resultando em uma massa de 720 g. Por fim, na equacéo (5) temos ainda o rendimento, que
representa o rendimento total do processo considerando todas as perdas durante as etapas de
purificacdo do processo. A Tabela 6 apresenta as etapas de purificacdo com seus respectivos
rendimentos e o rendimento total do processo. Sendo assim, a massa total a ser produzida
calculada na equacédo (5) é de 1234,97 g/ano.

Na equacdo (4), tem-se como valores para a D.D.A, tce tp, respectivamente, 330, 21 e 2
dias. Com esses valores, é possivel realizar 14 perfusdes (corridas) ao ano. Substituindo os
valores calculados em (5) e (4) na equacdo (3), a massa produzida por corrida precisa ser de
88,21 g.
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Tabela 6. Etapas de purificagdo com seus rendimentos individuais e rendimento total.

Etapa de purificacéo Rendimento
Clarificacéo 79,6%
Cromatografia Troca Anidnica 95,5%
Cromatografia Multimodal 89,7%
Inativacdo Viral 95,0%
Filtracdo esterilizante 90,0%
Total 58,3%

Fonte: LIMA et al., 2019; PATO et al., 2019; TAVARES, 2017

Através de experimentos realizados no LECC, a concentragdo do produto [P] no interior
do biorreator durante o estado estacionario é de 0,1g/L; a taxa de troca de meio durante a
perfusdo é de 1,7 vvd (volume de meio por volume de reator por dia); e tee € 12 dias (ALVIM,
Informacao pessoal). Assim, a equacao (2) permite calcular o volume coletado por corrida como
882,12 L, sendo possivel calcular o volume de trabalho do biorreator de producdo através da
equacéo (1), obtendo-se o valor de 43,2 L.

E importante frisar que foi admitido para este trabalho que as células animais produzem
as VLPs do virus da febre amarela durante o tempo em estado estacionario. Dessa forma, o
produto gerado antes do 9° dia de corrida é considerado um excedente da producdo e ndo foi
contabilizado nos célculos de modo a simplificar o modelo.

Outro fator importante a ser levado em consideracdo € o preparo do meio de cultura.
Como ja dito anteriormente, em uma perfuséo, o meio de cultivo é removido e alimentado do
biorreator continuamente. Dessa forma, é necessario haver um cuidado prévio com os tanques
de alimentacdo de meio de cultivo do biorreator, de forma a evitar que problemas na producéo
ou armazenamento do meio de cultivo possam interromper a perfusdo. Assim, adotou-se um
esquema com redundancia de tangues, tendo 2 tanques de preparo de meio e 2 tanques de
armazenamento desse meio. O volume necessario de meio é de 1055,1 L/corrida. Para chegar
este valor, dividiu-se a corrida em quatro momentos, 0s quais possuem taxas de troca de meio
diferentes e calculou-se o volume necessario para cada um desses momentos, somando-0s ao
final. Do dia 0 ao dia 2, ndo h& troca de meio. Do dia 3 ao dia 5, a taxa de troca de meio é de
0,3 vvd. Do dia 6 ao dia 8, a taxa é de 0,7 vvd. E do dia 9 ao dia 21, a taxa de troca de meio é

de 1,7 vvd. Multiplicando-se a taxa de troca de meio de cultivo utilizada em cada momento, o
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namero de dias e o volume de trabalho do biorreator, obtém-se o valor da quantidade de meio
de cultivo necessario em cada intervalo.

O dispositivo de retencdo celular foi escolhido para operar com taxa de troca de meio
maxima de 1,7wvvd, o que resulta em um vazdo de aproximadamente 73,51 L/dia.
Comercialmente, o sedimentador com a capacidade de operar a essa taxa de perfuséo é o modelo
CS100 da empresa Biotechnology Solution e por isso, ele foi escolhido.

Nas etapas de upstream do processo foram selecionados 0s equipamentos apresentados
na Tabela 7, levando em consideracdo a disponibilidade comercial e caracteristicas de operacdo
dos mesmos:

Tabela 7. Equipamentos utilizados nas etapas de upstream

Equipamento Etapa Empresa |Dimensdo| Unidade
Frascos Erlenmeyer | Propagacdo Celular Corning 100, 250 mL
Mobius® 3 L «
Bioreactor Propagacéo Celular Merck 3 L
Mobius® 50 L «
Bioreactor Propagacéo Celular Merck 50 L
MOb'IUS® 200 L Blorreagaf) de Merck 200 L
Bioreactor producgdo
Mobius® Mix Tanque de preparo
1000 L de meio de cultura Merck 1000 L
Settler CS100 Dispositivo de | Biotechnology | L/dia
Retencdo Celular Solutions

4.2. Etapas de downstream
As etapas de downstream do processo correspondem todas as operagdes aplicadas ao
sobrenadante do cultivo de células apds sua saida do biorreator, com o objetivo de isolar e
purificar o produto alvo.
Como o processo descrito € uma perfusdo, diariamente o perfundido (corrente coletada
no topo do sedimentador) contendo produto € coletado. Apés a coleta, esse perfundido,
contendo uma concentracdo residual de células muito baixa, € submetido a uma etapa de

clarificacdo antes de seguir para as etapas de captura e polimento do produto (sendo essas as
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etapas de cromatografia do processo). O processo continua com a inativacdo viral e uma
filtracdo esterilizante, garantindo ao produto um alta pureza coincidente com os padrdes
estabelecidos pelas agéncias regulatdrias. As etapas de processamento downstream descritas
neste trabalho sdo baseadas dos trabalhos de Lima et al. (2019), Pato et al. (2019) e Tavares
(2017).

4.2.1. Clarificagdo

A clarificacdo € a primeira etapa a qual o perfundido do cultivo de células, contendo o
produto, é submetido. Assim que deixa o biorreator, o perfundido ainda contém particulas de
tamanho maior, principalmente células que, apesar do dispositivo de retencdo celular, ainda
acabam por escapar na corrente de saida do topo do sedimentador. O objetivo da clarificacdo,
dessa forma, é promover a retirada dessas particulas e preparar o perfundido para as etapas de
cromatografia, evitando a entrada de material particulado nas colunas cromatograficas.

No presente trabalho, optou-se pela utilizacdo de dois filtros em série contendo uma
membrana de nitrocelulose com tamanho nominal do poro de 0,45 um, posicionados apos o
tangue de coleta e antes da entrada no sistema de cromatografia. O rendimento acumulado da
clarificacéo, € de 79,6%, considerando a perda de produto no sedimentador e o rendimento da
filtracdo (LIMA et al., 2019).

4.2.2. Etapas cromatograficas

O processo cromatografico proposto para esse trabalho consiste em um processo em duas
etapas, tal como descrito por Lima et al. (2019). A primeira etapa, apos a clarificacdo do
perfundido contendo o produto, € uma cromatografia de troca anibnica, que funciona como
etapa de captura do produto. A segunda etapa consiste em uma cromatografia multimodal,
utilizada como etapa de polimento.

Em ambas as etapas sdo utilizados apenas dois tampdes, o tamp&o A (PBS*?, pH 8.0) e 0
tampao B (1M NaCl em PBS, pH 8.0). Esses dois tampGes sdo utilizados em diferentes
proporcOes nos estagios da etapa de captura (equilibrio, lavagem e eluicdo) e no estagio de
equilibrio da coluna da etapa de polimento. Os dois tamp&es assim como as solucbes de
sanitizacdo da etapa de captura (NaOH 1M) e de regeneracdo da etapa de polimento (NaOH 1M

+ isopropanol 30%) sdo injetados no processo a partir de um sistema cromatografico (AKTA

12 Phosphate-Buffered Saline (PBS): Tampéo fostato-salino preparado a partir de cloreto de potassio
(KCI), fosfato de sodio (Na;HPO.) e fosfato de potéssio (NazHPO,).
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Process System, da empresa Cityva) controlado através de um software apropriado em um
computador.

Todas as solugdes utilizadas sé&o produzidas em dois tanques de mistura, um para
producéo dos tampdes A e B e outro para producdo de NaOH e isopropanol. Essas solugdes sao
entdo armazenadas separadamente em quatro tanques de armazenamento acoplados ao sistema
cromatogréfico. Atraves dos calculos realizados foram selecionados os seguintes equipamentos,
apresentados abaixo na Tabela 8.

Tabela 8. Equipamentos para preparo e armazenamento de soluc@es utilizadas no processo
cromatografico.

Equipamento Modelo Marca

Tanque de mistura par:il3 preparo de tampédo A e Mobius Mix 1000L Merck

Tanque de mistura para preparo de NaOH e Mobius Mix 200L Merck
isopropanol

FlexSafe Palletank

Tanque de armazenamento de tampdo A 1000L Sartorius
Tanque de armazenamento de tampéo B FIexSa;%(l;’EIIetank Sartorius

Tanque de armazenamento de NaOH FIexSangOPE lletank Sartorius
Tanque de armazenamento de NaOH + FlexSafe Drum 50L Sartorius

isopropanol

4.2.2.1 Etapa de captura — cromatografia de troca anidnica

O objetivo da etapa de captura neste processo € aumentar consideravelmente a
concentragdo do produto alvo (“capturar” o produto) e promover a remocao eficiente de DNA.
Na etapa de captura, o perfundido clarificado é submetido a uma cromatografia de troca
anidnica, utilizando, ao invés de uma coluna tradicional com resina empacotada, um leito
empacotado com uma fase estacionaria consistindo de uma membrana adsortiva contendo um
grupo trocador anidénico Q (amdnio quaternario). A escolha desse tipo de membrana ¢é devido a
uma série de fatores, como a facilidade de escalonamento, auséncia de limitacdes difusionais e
uma boa performance em operacdo com altos fluxos para captura de moléculas grandes, tais
como as VLPs (LIMA et al., 2019).

O dimensionamento coluna cromatogréafica (ou seja, do volume de leito empacotado de
membrana adsortiva) foi realizado considerando a operacdo diaria com o material coletado do

biorreator. Os célculos foram feitos levando em consideracdo a capacidade dindmica da
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membrana Q determinada em Lima et al. (2019) e a massa de produto gerada por dia alimentada
a coluna, com uma margem de seguranca de 20%, visando compensar uma possivel perda de
eficiéncia com o tempo e/ou com o aumento de escala. A Tabela 9 apresenta os parametros

utilizados para o dimensionamento e operagédo da coluna.

Tabela 9. Parametros utilizados para dimensionamento e operagdo da coluna de cromatografia de
troca aniénica.

Parametro Valor Unidade
Volume injetado 73,5 L/dia
Concentracéo inicial do produto 0,08 g/L
Massa de produto/dia 5,85 g
Capacidade dinamica 2,20 mg/mL
Volume da membrana necessario 2,66 L
Volume da membrana adotado 3,19 L
Altura do leito 0,8 cm
Velocidade linear 202,7 cm/h
Vazéo de operacgdo 19,7 L/h
Tempo de operagéo 3,73 h
Rendimento do processo 0,96 -
Massa final de produto/dia 5,59 g
Volume eluido 4,20 L
Concentracéo final do produto 1,33 g/L

A cromatografia se inicia com a etapa de equilibrio da coluna, realizada com a injecéo de
tampao B a 9%, de modo a adequar a coluna a condutividade do sobrenadante contendo o
produto. Em seguida, a coluna é carregada com sobrenadante clarificado, fazendo com que as
VLPs se liguem ao grupo Q na membrana.

Séo realizadas duas etapas de lavagem, uma a 9% do tampéo B e outra a 12% do mesmo,
de forma a garantir que todo o material que ndo estiver adsorvido a coluna seja removido.

Apos as etapas de lavagem, a etapa de eluicdo das VLPs é realizada com 35% do tampéo
B, para que o produto seja eluido e direcionado para a proxima cromatografia. Por fim, é feita
a regeneracdo da coluna com 100% de tampéo B e esta € entdo sanitizada com uma solucédo de
NaOH 1M. Os volumes das soluc@es utilizadas na cromatografia de troca anibnica sdo listados
na Tabela 10.
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Tabela 10. Volumes das solug¢des utilizadas na etapa de cromatografia de troca anidnica. Os valores
estdo apresentados em volumes de coluna (\VC), isto é, 20 VC representa 20 vezes o volume da
coluna utilizada.

Etapa Solucéo Volume (VC)
Equilibrio 9% de tampdo B 20
12 Lavagem 9% de tampdo B 25
2% Lavagem 12% de tampdo B 45
Eluicdo 35% de tampéo B 30
Regeneracéo 100% de tampéo B 30
Limpeza NaOH 1M 20

4.2.2.2 Etapa de polimento - cromatografia multimodal

A segunda etapa de cromatografia, chamada de etapa de polimento, consiste em um
processo de cromatografia multimodal em uma coluna empacotada com a resina Capto™ Core
700. Diferentemente da etapa de captura, a utilizacdo da cromatografia multimodal se da em
modo flow-through?® (FT) e permite que as VLPs possam ser excluidas pelo tamanho, sem haver
adsorcdo a fase estacionaria (resina). Alem disso, essa etapa ainda consegue aumentar o
clearance (remocdo) de proteinas da célula hospedeira (HCP, do inglés host cell proteins),
contaminantes comuns em processos de producao utilizando células animais.

Para o dimensionamento do volume de resina necessario, foram mantidos a altura do
leito e a proporc¢éo entre o volume de alimentacdo e o volume de leito de resina utilizados por
Lima et al. (2019). Foi utilizada uma margem de seguranca 20% nos célculos, considerando
possiveis perdas de eficiéncia no processo. Com o volume de resina adotado e a velocidade
linear adotada no artigo supracitado (em cm/h) é possivel calcular o didmetro necessario para a
coluna. A partir dos resultados foi selecionada a coluna AxiChrom™, da Cityva, por possuir o
didmetro mais proximo ao calculado. Na Tabela 11 sdo apresentados os parametros utilizados

para o dimensionamento do volume de resina utilizado e para o diametro da coluna.

13 Em uma cromatografia operando em flow-through, uma proteina ndo interaje com a coluna,
enquanto os contaminantes adsorvem & fase estacionaria (YOSHIMOTO; HASEGAWA,;
YAMAMOTO, 2019).
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Tabela 11. Parametros de dimensionamento do volume de resina multimodal e do diametro da
coluna de cromatografia e seus valores calculados.

Parémetro Valor Unidade
Volume injetado 4,20 L/dia
Concentracéo inicial do produto 1,33 g/L
Massa de produto/dia 5,59 g
_ I_DroNporgéo volume dfa 18.0 i
injegdo/volume de resina ’
Volume da resina necessario 0,23 L
Volume da resina adotado 0,28 L
Altura do leito 20,0 cm
Velocidade linear 150,0 cm/h
Diametro da coluna 5,0 cm
Vazéo de operagéo 2,4 L/h
Tempo de operagéo 1,78 h
Rendimento do processo 0,897 -
Massa final de produto/dia 5,01 g
Volume eluido 4,20 L
Concentracéo final do produto 1,19 g/L

Para a realizacao da cromatografia € utilizado o tamp&o B a 35% na etapa de equilibrio e
isopropanol 30% em NaOH 1M na etapa de regeneracdo. Os volumes utilizados séo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Volumes das solucbes utilizadas na etapa de cromatografia multimodal.

Etapa Solugéo Volume (VC)
Equilibrio 35% de tampéo B 20
Regeneracéo NaOH 1M + isopropanol 30% 40

4.2.3. Inativacdo viral
O risco de contaminacdo viral € uma caracteristica comum a todos 0s processos de
producdo de produtos biotecnologicos derivados de células animais. Essas contaminagdes
podem ter origem na prépria linhagem celular ou podem ser introduzidas ao longo do processo
de producdo (EMA, 1997). A necessidade de garantir a oferta de biofarmacos sem que haja
risco de contaminagéo viral fez com que etapas de inativacéo e remocao viral passassem a ser

requeridas nos processos de purificacdo de biofarmacos, sendo requisitos de diversas agéncias
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regulatérias ao redor do mundo. Estas etapas tém como objetivo conferirem ao processo de
purificacdo a capacidade de remover eventuais virus adventicios que possam vir a contaminar
0 processo, sem que necessariamente tenham sido detectados.

Na industria de biofarmacos, que via de regra sdo proteinas monoméricas, técnicas como
filtracdo viral, incubacdo em pHs extremos ou inativacdo por solvente/detergente, sdo muito
usadas (CAMERON; SMITH, 2014). Contudo, no processo de producdo proposto neste
trabalho, o produto é uma particula pseudo-viral, a qual seria afetada por estas técnicas. Por
ISS0, Optou-se por usar uma técnica de inativagdo viral baseada em B-propiolactona, muito usada
na producdo de vacinas virais inativadas (Zhang et al., 2020; FDA, 2018), nas quais as
particulas virais tém que ser mantidas integras para estimular o sistema imune a formar os
anticorpos corretos. Sendo assim, a inativacdo viral no presente trabalho segue 0 processo
proposto por Pereira et. al. (2015). Apds a etapa de purificacdo por cromatografia multimodal,
0 volume de producdo (4,20 L) é transportado para um tanque de mistura, chamado de tanque
de inativagdo, onde ¢ adicionado o agente inativante -propiolactona a uma dilui¢éo de 1:3000.
A mistura € incubada por 24 horas a 4°C sob agita¢do. Apos a incubacgéo, a mistura é submetida
a uma temperatura de 37°C por 2 horas para hidrolisar a B-propiolactona, gerando assim o
ingrediente  farmacéutico ativo (IFA). Considerando o volume da mistura
(aproximadamente 5 L), foi selecionado o tanque de mistura Mobius Mix 10 L, da Merck, para

esta etapa. Apos a inativacao, o IFA é entdo direcionado para a etapa de formulacdo.

4.3 Formulacéo e filtracao esterilizante

A formulacdo de uma vacina é um procedimento que envolve a sele¢cdo de um combinacao
de diversos componentes sob diferentes condi¢des e concentracdes com o objetivo de obter-se
um produto estavel e com a imunogenicidade maximizada (DONALDSON et al., 2018). E nesta
etapa que sdo adicionados o0s excipientes e adjuvantes responsaveis por auxiliar,
respectivamente, na estabilidade do produto final e na amplificacdo da resposta imune
provocada pela vacina.

A estabilidade e integridade das VLPs em solugdo é dependente de uma combinacédo de
sais, tampdes e de outros compostos utilizados. Os excipientes garantem a otimizagdo do pH,
da forca ibnica e de outras caracteristicas fisico-quimicas essenciais para se obter uma vacina
de VLP liquida estavel (DONALDSON et al., 2018).

Vacinas compostas de componentes virais purificados, como as VLPs, podem nédo

desencadear suficientemente a resposta imune necessaria para estimular a producdo de
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anticorpos. Portanto, essa classe de vacinas pode requerer a adi¢do de adjuvantes, substancias
que tém como principal objetivo melhorar a qualidade, a magnitude e a duracdo da resposta
imune desencadeada pelas vacinas (CIMICA; GALARZA, 2017).

Os adjuvantes baseados em aluminio, comumente chamados de alum, representam uma
classe de adjuvantes largamente utilizada na formulagéo de diversas vacinas baseadas em VLPs.
Esses adjuvantes sdo preparados normalmente a partir de fosfato de aluminio, hidroxifosfato de
aluminio e hidroxido de aluminio (CIMICA; GALARZA, 2017).

A Tabela 13 apresenta a formulacdo de algumas vacinas recombinantes baseadas em

VLPs disponiveis comercialmente.

Tabela 13. Formulacdo de algumas vacinas recombinantes de VVLPs comerciais.

Adjuvante AS04*, cloreto de sodio e

HPV Cervarix (GSK) fosfato de sédio monobasico

GSK, 2015.

Hidroxido de aluminio, cloreto de
HPV Gardasil (Merck) sodio, L-histidina, polisorbato 80 e | MERCK, 2015
borato de sédio
Hidroxido de aluminio, cloreto de
HBV Engerix-B (GSK) sodio, fosfato de sodio monobasico e GSK, 2019

fosfato de sodio dibasico
Recombivax HB Hidroxifosfato de aluminio; cloreto de

HBV (Merck) sodio e borato de sddio MERCK, 2012
HBV Fendrix (GSK) Adjuvante AS04 e cloreto de sddio EMA, 2017
Hidroxido de aluminio; cloreto de
Hecolin (Xiamen sodio, fosfato de s6dio monobasico,
HEV Innovax Biotech) fosfato de potassio dibasico e WHO, 2014
tiomersal

Fonte: Proprio autor

*AS04 é composto por monofosforil lipideo A (MPL) e hidréxido de aluminio (alum)

Para a vacina proposta neste trabalho, assumiu-se uma formulacdo semelhante a da vacina
Cervarix®, composta do adjuvante hidroxido de aluminio (0,5mg/dose) e dos excipientes
cloreto de sddio (7mg/dose) e fosfato de sédio monobaésico (0,624 mg/dose). Essas substancias
sdo misturadas ao ingrediente farmacéutico ativo (IFA) no tanque de formulacdo. Como o
volume de trabalho ndo muda significativamente entre a etapa de inativacao e de formulacéo,
foi selecionado o tanque de mistura Mobius Mix 10 L, igual ao tanque da etapa anterior, para a

formulagéo.
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Apobs a etapa de formulacdo, o produto é submetido ainda a uma etapa de filtragdo
esterilizante. Para a realizacdo desta etapa, foi selecionado um filtro Sartobran P 10"’ com

tamanho nominal de poro de 0,45 um.

4.4. Processamento final

Apos a etapa de formulacéo e filtracdo esterilizante, o produto obtido — denominado de
vacina a granel ou bulk — é direcionado para o processamento final. O processamento final
engloba as etapas de envase, liofilizagdo (no caso de produtos liofilizados), rotulagem e
embalagem (BIOMANGUINHOS, 2019b).

Na etapa de envase, a vacina a granel é transferida para os recipientes primarios (em
contato direto com o produto), sendo normalmente utilizados frascos ampola. Esse processo é
realizado por uma méaquina envasadora, que promove a lavagem e esterilizacao dos recipientes
antes de realizar a transferéncia da vacina. Apés a transferéncia, os frascos recebem rolhas de
borracha e sdo fechados totalmente (no caso de vacinas liquidas) ou parcialmente (para vacinas
liofilizadas). No processo proposto neste trabalho, a vacina tem apresentacdo na forma liquida.
Nesse caso, os frascos totalmente fechados seguem para o equipamento fixador de tampa de
aluminio (BIOMANGUINHQOS, 2019b).

ApoOs 0 envase, a vacina segue para as etapas de rotulagem e embalagem. Os frascos
contendo a vacina recebem rétulos com a identificacdo do produto, namero de lote, data de
fabricacéo e validade do produto, entre outras informacdes. Estes sdo entdo acondicionados em
caixa de papeldo e depois sdo transferidos para a area de armazenamento de produtos acabados
(BIOMANGUINHQOS, 2019b).

No presente trabalho, o processamento final ndo foi contabilizado nos calculos de
construcdo da planta e de aquisicdo de equipamentos, imaginando a possibilidade de
terceirizacdo dessa etapa em unidades multipropdsitos, como por exemplo a planta de
processamento final de Biomanguinhos/Fiocruz ou de outras empresas biofarmacéuticas.
Assim, os custos relacionados ao produto final foram contabilizados adicionando-se um valor
por dose aos custos de producdo, valor este que seria pago a empresa terceirizada que faria o

processamento final.
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Capitulo 5 — Estimativa de Investimento, Custos de Produc¢do e Viabilidade

Econdmica

O presente capitulo tem por objetivo estimar o investimento total requerido para o
projeto e os custos de produgdo, montar o fluxo de caixa do empreendimento e discutir a
viabilidade de implantacdo de uma planta para producdo da vacina recombinante contra febre
amarela, produzida através do processo descrito no capitulo anterior. Paratal, necessita-se levar
em consideracdo aspectos que vao desde o desenvolvimento da tecnologia, a realizacdo dos
testes pré-clinicos e clinicos, o processo de registro da vacina junto as agéncias regulatdrias, a
construcdo e operacgdo da planta produtiva até a comercializacdo da vacina.

Existem diversas metodologias disponiveis para a analise de projetos, podendo ser
classificadas como modelos deterministicos ou modelos probabilisticos. Modelos
deterministicos sdo modelos matematicos que tém como resultado um conjunto de saidas com
base em um conjunto de entradas conhecidas (RENDER et al., 2017). Do ponto de vista da
analise de viabilidade de projetos, um modelo deterministico gera um resultado se o projeto é
viavel ou ndo a partir de dados de entrada do projeto, como investimento total, previsao de
receitas e saidas, etc. J& um modelo probabilistico € aquele que gera resultados combinatorios,
construidos em um intervalo de probabilidade de cenarios esperados (FELIPE;
LEISMANN, 2019). Nesse tipo de modelo, a analise da viabilidade de um projeto é baseada na
avaliacdo da variacdo de determinados cenarios (refletida na distribuicdo de probabilidade de
variaveis do projeto), obtendo um série de resultados sobre as chances do projeto ser ou nao
viavel.

Neste trabalho optou-se por adotar uma metodologia deterministica, baseada em alguns
indicadores de viabilidade econémica do projeto como o valor presente liquido (VPL), a taxa
interna de retorno (TIR), e o tempo de retorno do investimento ou payback, os quais serdo
apresentados nas secoes 5.6, 5.7 e 5.8, respectivamente. Para tal, inicialmente foi realizada a
estimativa do investimento total necessario e dos custos totais de producdo. A partir dessas
informacGes, foi elaborada a demonstracdo do resultado do exercicio (DRE) para cada ano ao
longo do horizonte temporal de operacdo da planta e montado o fluxo de caixa correspondente
(simples e descontado), permitindo calcular os indicadores de viabilidade econdmica.

Foram realizadas ainda analises de sensibilidade sobre as principais variaveis do projeto,
a fim de discutir a viabilidade do projeto em diferentes cenarios e 0s riscos associados ao

investimento.



63

5.1. Planejamento e Horizonte Temporal do Projeto

O processo de se langar um produto biolégico no mercado apresenta alto grau de risco,
principalmente por envolver a alocacdo de muitos recursos financeiros ao longo de periodos de
tempo extensos. A probabilidade de sucesso desse tipo de empreendimento gira normalmente
entre 50-75%, podendo ser ainda menor em casos de produtos mais complexos (NICKISCH;
BODE-GREUEL, 2013).

Por essa razdo, é essencial que haja um planejamento muito bem definido para a execucao
das diversas etapas necessarias desde o desenvolvimento do produto até sua insercdo no
mercado.

O desenvolvimento de um imunobiolégico é um processo longo, custoso e divido em
muitas etapas. O tempo médio que se leva para se desenvolver um produto bioldgico é entre 7
e 10 anos, incluindo todo o desenvolvimento do produto, testes pré-clinicos e clinicos e o
registro do produto nas agéncias regulatorias (GUTIERREZ, 2015; NICKISCH; BODE-
GREUEL; 2013).

Além de todo o desenvolvimento pré-clinico e clinico, € necessario também levar em
consideracdo o tempo de construcéo e validacdo da planta produtiva e da obtencao de todas as
licencas para a comercializacdo do produto.

Como planejamento para o lancamento da vacina recombinante contra febre amarela
proposta por esse trabalho, foi imaginado um cenario onde o desenvolvimento do produto, junto
com a construcdo da planta produtiva, durariam 9 anos. A Tabela 14 apresenta este
planejamento, detalhando em quais anos cada uma das etapas seria executada. Foi considerada,
ainda, a vida util da planta produtiva como 10 anos apés o inicio de sua operacéo. Por mais que
a planta possa operar por mais tempo, uma vez que normalmente vacinas permanecem por um
periodo maior no mercado, a questdo dos desgastes dos equipamentos e da obsolescéncia do

processo também sdo relevantes, corroborando na escolha do tempo de operacéo.

5.2 Investimento Total do Projeto
A estimativa do investimento total necessario para a realizacdo do projeto € dado pelo
somatorio dos investimentos em desenvolvimento do processo, testes pré-clinicos e clinicos,
assuntos regulatorios e o investimento total requerido para a implantacdo da planta produtiva.

Nesta secdo, serdo apresentadas as estimativas para cada um desses investimentos.
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Tabela 14. Planejamento das etapas de desenvolvimento da vacina recombinante contra febre
amarela, construcdo da planta produtiva e vida til da planta.

o Ano
N° de
Etapa aN0s corresponden_te no
fluxo de caixa
Desenvolvimento do processo e testes pré-clinicos 3 Ano0,1e2
Testes Clinicos - Fase | 1 Ano 3
Testes Clinicos - Fase Il 2 Anodeb
Testes Clinicos - Fase |11 3 Ano6,7e8
Registro do produto e assuntos regulatérios 1 Ano 8
Construcgéo da planta 2 Ano7e8
Validagéo da planta 1 Ano 8
Vida util da planta 10 Ano 9 até ano 18

5.2.1 Investimentos em desenvolvimento do processo, testes pré-clinicos e
clinicos e assuntos regulatorios

Na composicao do investimento total necessario para se lancar um imunobiologico ao
mercado, o desenvolvimento e os testes pré-clinicos e clinicos representam um dos maiores
montantes. Quando o produto em questdo € uma vacina, isto se torna ainda mais verdadeiro,
dados os numeros muito elevados de voluntarios que séo requeridos para os testes clinicos. O
namero de individuos necessarios em todas as etapas dos testes clinicos de um produto
biofarmacéutico ndo-vacina giraem torno de 3.000 a 5.000 participantes, enquanto para vacinas
0 numero requerido de participantes estd entre 10.000 e 100.000 (WAYE; JACOBS;
SCHRYVERS, 2013).

Os custos referentes ao desenvolvimento do processo, testes pré-clinicos e clinicos e
aspectos regulatdrios utilizados neste trabalho foram baseados nas estimativas realizadas por
Tavares (2017), cujo objeto de estudo foi uma vacina inativada para febre amarela. No trabalho
citado, os custos de desenvolvimento e estudos pré-clinicos foram englobados em uma
categoria nomeada de estudos prévios e foram estimados a partir de trabalhos anteriores sobre
o0 setor biofarmacéutico e informacgdes pessoais com profissionais do setor. O mesmo é valido
para 0s custos relacionados a assuntos regulatérios (englobando toda a atividade de submisséao

de dossié de registro junto as agéncias regulatorias).
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Para os custos dos ensaios clinicos, Tavares (2017) chega a um custo médio de U$ 7.500
por individuo participante dos estudos, a partir de informagdes obtidas da literatura e da
consulta com profissionais envolvidos com o setor biofarmacéutico.

O numero de individuos participantes dos testes clinicos foi definido a partir de outros
ensaios realizados para vacinas semelhantes a proposta neste trabalho.

Para a fase | foram considerados 60 individuos, equivalente aos testes clinicos de fase |
da vacina inativada contra febre amarela produzida pela GE Healthcare (GE HEALTHCARE,
2016).

Para a fase Il foram considerados 2.490 individuos, tomando como base os ensaios
clinicos de fase Il realizados para a vacina de DNA contra zika virus produzida pelo
NIH (National Institutes of Health, EUA) (NIH, 2017).

Por fim, para a fase Ill foram considerados 17.000 individuos, levando em consideracéo
os ensaios clinicos de fase Il da vacina contra dengue em desenvolvimento pelo Instituto
Butantan e NIH (BUTANTAN, 2016).

A partir dessas informagfes foi possivel estimar os custos de cada etapa dos testes
clinicos. Esses custos, assim como 0s custos de desenvolvimento do processo, testes pre-

clinicos e custos regulatdrios sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Custos das etapas de desenvolvimento, testes pré-clinicos e clinicos e assuntos
regulatérios.

Etapa N° de Custo por Custo total da etapa
b voluntérios | individuo (US$) (US$)
Desenvolvimento do processo e i i 4.000.000,00
testes pré-clinicos
Testes Clinicos - Fase | 60 7.500,00 450.000,00
Testes Clinicos - Fase Il 2490 7.500,00 18.675.000,00
Testes Clinicos - Fase 111 17000 7.500,00 127.500.000,00
Registro do prodyt_o e assuntos ) ) 5.000.000,00
regulatérios
Total 155.625.000,00
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5.2.2 Investimento total para implantacéo da planta produtiva

O investimento total para implantacdo da planta produtiva pode ser calculado através do
modelo apresentado na Tabela 16. Este modelo se baseia no custo de aquisicdo dos
equipamentos principais da planta e na construcdo de salas limpas, em conformidade com as
Boas Préticas de Fabricacdo (BPF). Através desse modelo, o investimento total é dado pelo
somatdrio do investimento fixo, dos custos de partida e validacdo da planta e do capital de giro
necessario.

O investimento fixo é definido como o capital aplicado para a construgdo da planta
produtiva, de modo que esta esteja pronta para a operagdo (FARID, 2006). O investimento fixo
é constituido dos custos ISBL ou Inside Battery Limits, dos custos OSBL ou Outside Battery
Limits e dos custos indiretos. O ISBL representa todos os custos diretamente relacionados ao
processo produtivo, explicitados na Tabela 16. O OSBL diz respeito aos custos de unidades
auxiliares ao processo produtivo, indispensaveis para seu funcionamento, como geracdo de
utilidades (agua, vapor limpo, luz elétrica, etc.), tratamento de efluentes, estoque de mateérias-
primas, etc. (LIMA, 2016). J& os custos indiretos sd@o aqueles que ndo tém relacdo com o
processo produtivo, como autorizacdes e licencas de funcionamento, custos de design e projeto
de engenharia, etc. (FARID, 2006). Ainda dentro do investimento fixo, encontram-se 0s custos
de construcdo de salas limpas.

Os custos de validacdo e partida sdo aqueles ligados, respectivamente, a validacdo do
processo de producdo e ao inicio da operacao da planta produtiva. A validacdo do processo €
uma etapa importante e exigida pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) definida
através da Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 17, de abril de 2010, como “evidéncia
documentada que atesta com um alto grau de seguranca que um processo especifico produzira
um produto de forma consistente, que cumpra com as especificacdes pré-definidas e
caracteristicas de qualidade”.

Por fim, o capital de giro é o capital necessario para viabilizar a operacionalizacdo do
projeto. Em outras palavras, é o capital necessario para manter o funcionamento da unidade.
Este capital pode ser alocado em diferentes operacdes como financiamento de vendas (ao se dar
crédito a compradores), financiamentos de compras, manutencdo de estoques, pagamento de

salarios e impostos, entre outras eventuais despesas adicionais que possam surgir.
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Item Custo
Somatario dos
Aquisicdo dos custos dos
equipamentos (AE) equipamentos
principais
Instalacdo dos
ISBL equipamentos 45% da AE
(In5|d_e I_3attery _ Controle e 30% da AE
Limits) instrumentacao
Custos
diretos Tubulagdes 80% da AE
Investimento Fixo (CD) —
(IF) Mgterlals e
equipamentos 20% da AE
elétricos
OSBL
(QOutside Battery - 45% do ISBL
Limits)
Construcéo de areas Somatério dos
limpas - GMP ) custos do m?
Custos
Indiretos - - 25% dos CD
(%)
Caplt?ég'; Giro i i i 15% do IE
CUStOS(gTS ;Dartlda i i i 10% do IE
Validacao - - - 15% da AE

Adaptado de: SILVEIRA et al., 2005; PETERS E TIMMERHAUS, 1991; FERREIRA et
al., 1995; DOUGLAS, 1998.

5.2.2.1 Custo de aquisicdo dos equipamentos principais
O custo de aquisicdo dos equipamentos principais do projeto foi obtido de diferentes
fontes, seja por cotacdo direta junto aos fornecedores dos equipamentos ou com base em
trabalhos anteriores. Alguns desses precos foram obtidos na forma do preco liquido no exterior,
sem a inclusédo de frete, taxas, imposto de importacdo e ICMS. Para esses casos, foi assumido
que este conjunto de taxas e impostos sobre o equipamento representa 100% de seu valor. A
Tabela 17 apresenta 0s equipamentos principais do projeto, dimensionados no capitulo 4, e seus

custos de aquisicao.
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Custo total
Equipamento Empresa | Quantidade c_ie_ x Referéncia
aquisicao
(US$)

Fluxo Laminar Horizontal PA 120 ECO Pachane 3 20.539,14 | Tavares, 2017
. . x " Cotacéo via
Biorreator single-use de propagacéo 3L Merck 1 50.000,00 fornecedor
. . x . Cotacéo via
Biorreator single-use de propagacédo 50L Merck 1 500.000,00 fornecedor
. . u . Cotacéo via
Biorreator single-use de producdo 200L Merck 1 600.000,00 fornecedor
Tanque de meio de cultivo 1000L - 4 44.000,00 Lima, 2016
Tanque de coleta do perfundido 100L - . Cotacéo via
FlexSafe Palletank100L Sartorius . 4.212,40 fornecedor
Sedimentador Lamelado Settler Biotechnology 1 30.000.00 Cotacdo via
CS100M* Solutions T fornecedor
Coluna Cromatografia de Troca Anidnica . Cotacéo via
- Sartobind Q Jumbo 5L Sartorius 1 56.924,27 fornecedor
Coluna Cromatografia Multimodal - . Cotacéo via
AxiChrom Cytiva 1 19.380,00 fornecedor

Sistema Cromato%r);gtl:r?] — AKTA Process Cytiva 1 300.000,00 | Segura, 2016
Tanque de mistura para tampdo A eB - Cotacdo via
Mobius Mix 1000L* Merck . 240.000,00 fornecedor
Tanque de mistura para Cotacdo via
NaOH-+isopropanol - Mobius Mix 200L" Merck 1 80.000,00 fornecedor
Tanque de armazenamento de tampéo A - . Cotacdo via
FlexSafe Palletank 1000L Sartorius . 7:514,00 fornecedor
Tanque de armazenamento de tampéo B - . Cotacdo via
FlexSafe Palletank 500L Sartorius . 4.553,94 fornecedor
Tanque de armazenamento de NaOH - . Cotacdo via
FlexSafe Palletank 200L Sartorius . 4.212.40 fornecedor
Tanque de armazenamento de . Cotacdo via
NaOH-+isopropanol - FlexSafe Drum 50L Sartorius 1 455,33 fornecedor
Tanque de inativacéo eral - Mobius Mix Merck 1 60.000,00 Cotacéo via
10L fornecedor
Tanque de formulagdo - Mobius Mix 10L" Merck 1 60.000,00 Cotagao via
fornecedor

Custo tota_l da aquisicdo de 2.081.791.54
equipamentos

*As cotagOes originais ndo levaram em conta o0s custos para internaliza¢éo no Brasil

5.2.2.2 Custos de construcao de areas limpas

Processos biotecnolégicos em geral sdo susceptiveis a contaminacdes de diferentes
fontes. Por conta disso, sdo necessarios protocolos rigorosos em relacdo ao ambiente de

producéo, de modo a evitar eventuais contaminacoes e, portanto, que o produto Seja seguro.
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Dentro os diversos requisitos para a producdo de um produto biolégico (seja um
medicamento ou uma vacina), as areas limpas (ou salas limpas) sdo essenciais na manutengdo
de um ambiente seguro de producdo e fazem parte das Boas Préticas de Fabricacdo exigidas
pelas agéncias de vigilancia sanitaria ao redor do mundo.

Areas limpas sdo ambientes onde os niveis de microorganismos e particulas presentes no
ar sdo controlados dentro de limites especificos (ANDRADE et al., 2018). Dentro desses
ambientes, hd 0 monitoramento de sistemas de tratamento de ar, do fluxo de pessoas e materiais,
das utilidades e da qualificacdo operacional.

Existem diferentes classificacGes para as areas limpas e elas sdo dadas de acordo com 0s
niveis de concentracdo de particulas em suspensdo no ar. Para o projeto proposto neste trabalho,
utilizou-se a classificacdo EU GMP, apresentadas na tabela 18, que classifica as areas entre A,
B, C e D, estabelecendo os limites de particulas em suspensdo no ar para particulas com

didmetro maiores que 0,5um e maiores que 5um em situacdo de repouso e em operacao.

Tabela 18. Classificacdo europeia de areas limpas

Classificacdo EU GMP

N° maximo permitido de particulas de m3 igual ou maior que o tamanho especificado
Classe Em repouso Em operacdo
>0,5um > Sum >0,5um >Sum
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352000 2900
C 352000 2900 3520000 29000
D 3520000 29000 N&o definido

Fonte: ANVISA, 2013.

Para este projeto, estimou-se a divisdo de areas limpas com 40 m2 para areas de classe A
e B, 60 m? para classe C e 90 m? para classe D (CASTILHO, informacéo pessoal). Os custos
por m? de cada uma dessas areas estdo apresentados na Tabela 19, juntamente com o custo total

de construcdo de areas limpas.

Tabela 19. Custo total de construcdo de é&reas limpas

Classificacdo da Area Limpa | Custo (US$/m2)* Area (m?) Custo (US$)
A/B 3.300,00 40 132.000,00
C 2.000,00 60 120.000,00
D 1.000,00 90 90.000,00
TOTAL 342.000,00

*Fonte: ALVES; OROSKI, 2019.




5.2.3 Calculo do investimento total

A partir das informagdes apresentadas ao longo da secdo 5.2, pode-se calcular o
investimento total do projeto. Os resultados sdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Investimento Total do Projeto
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Item Custo (US$)
Aquisicédo dos
equipamentos 2.081.791,53
principais (AE)
Instglagao dos 936.806,19
ISBL equipamentos
(Inside Battery | . Ccontolee 624.537,46
Limits) instrumentacao
Custos diretos Tubulagdes 1.665.433,23
Investimento Fixo (CD) Materiais e
(IF) equipamentos 416.358,31
elétricos
OSBL
(QOutside Battery - 2.576.217,03
Limits)
Construcéo de
areas limpas - - 342.000,00
GMP
Custos
Indiretos (CI) ] ) 2.160.785,94
Capital de Giro
(CG) - - - 1.620.589,45
Custos de Partida
(CP) - - - 1.080.392,97
Validagéo - - - 312.268,73
TOTAL 13.817.180,86

5.3 Custos de producao

O custo total de producdo € dado pelo somatério dos custos fixos e variaveis. Os custos
variaveis sdo aqueles que dependem diretamente da quantidade de produto produzida, como 0s
custos de matérias-primas e utilidades. Quanto maior for a producdo, maiores serdo esses
custos. Os custos fixos, por sua vez, sdo aqueles que ndo dependem diretamente da quantidade
de produto produzida, como salario de funcionarios, pagamento de impostos e seguros,

manutencdo, etc.
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Os custos fixos podem ainda ser divididos entre custos desembolsaveis diretos e custos
desembolsaveis indiretos. Os custos desembolsaveis diretos sdo aqueles que possuem relacdo
direta com a producéo, incluindo méo-de-obra geral, custo de manutencdo de equipamentos e
outras despesas gerais. J& os custos desembolsaveis indiretos ndo tem relacdo direta com a
producéo, podendo incluir pagamento de impostos, transportadoras, etc.

A tabela 21 apresenta a forma de estimativa de custos de producdo utilizada neste
trabalho, tendo como base o somatério dos custos de matérias-primas e informagdes sobre o
ISBL e o investimento fixo.

Tabela 21. Estimativa do custo total de producgéo

Item Custo
Matérias-nrimas i Somatorio dos custos das
Custos P matérias-primas
Variavels Utilidades ; 15% CTP
Mao de Obra de 0
Operacgédo (MOP) 10% CTP
S“Fg":fao e 10% MOP
Custos Desembolsaveis €ha
Diretos Cargos,dg 10% MOP
Custos Laboratério
Fixos Manutencao 4% ISBL
Despesas Gerais 45% MOP
) 0 ~
Custos Desembolsaveis Despesas Gerais 65% MOP+ manutencao
Indiretos Impostos e 1.5% IF
Seguros ’
Custo Total de Producao (CTP) Somatorio do_s, cu_stos fixos e
variaveis

Adaptado de: SILVEIRA et al., 2005; PETERS E TIMMERHAUS, 1991; FERREIRA et
al., 1995; DOUGLAS, 1998.

5.3.1 Custos das matérias-primas
O custo das matérias-primas e acessorios necessarios para a producdo foi calculado com
base na producdo anual sem considerar nenhum reajuste de preco durante toda a vigéncia da
planta produtiva (10 anos de operacdo). Os precos foram obtidos por cotacdo direta com o0s
fornecedores, através dos precos de venda publicados nos sites desses fornecedores ou ainda

retirados de trabalhos anteriores presentes na literatura.
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Assim como no caso da cotacdo dos equipamentos principais, alguns dos precos das
matérias-primas foram obtidos como precos no exterior e sem a inclusdo de frete, taxas e
impostos. Para tais casos, também assumiu-se 0 somatorio destes custos sobre o custo da
matéria-prima como 100% de seu valor. A relacdo das matérias-primas e acessorios utilizados

na producdo é apresentada na Tabela 22.

Tabela 22.Custo anual das matérias-primas e acessorios utilizados na producao

il . . Custo Unitario Custo Total
Matéria-prima Fornecedor | Quantidade/ano | Unidade (US$) Anual (US$)
Frasco Erlenmeyer 125mL Corning 14 - 9,88 276,58
Frasco Erlenmeyer 250 mL Corning 14 - 10,76 301,17
Filtros Sartobran P 0,45pum* Sartorius 14 - 683,09 9.563,28
Filtros Sartobran P 10" 0,45um .
(A = 0,6m2)* Sartorius 14 - 728,63 10.200,83
Resina para cromatografia .
multimodal - Capto Core 700 Cytiva 5 L 4.318,00 43.180,00
Bolsa DescartaveINBlorreator Merck 14 ) 200,00 5.600,00
de Propagacdo 3L
Bolsa Descartave! Biorreator Merck 14 ) 2.000,00 56.000,00
de Propagacdo 50L
Bolsa Descartavel Biorreator
de Producio 200L Merck 14 - 4.000,00 112.000,00
Bolsa Descartavel Tanque de
Preparo de Tampdes 1000L Merck 14 - 2.000,00 56.000,00
Bolsa Descartavel Tanque de
Preparo de Tampdes 200L Merck 14 - 800,00 22.400,00
Bolsa Descartavel Tanquede | 4o 14 - 300,00 8.400,00
Inativagdo Viral 10L
Bolsa Descartavel Tanque de Merck 14 ) 300,00 8.400,00
Formulagéo 10L
Bolsa Descartavel para
Armazenamento de Tampéo Merck 14 - 1.000,00 28.000,00
1000L
Bolsa Descartavel para
Armazenamento de Tampéo Merck 14 - 800,00 22.400,00
500L
Bolsa Descartavel para
Armazenamento de Tampéo Merck 14 - 600,00 16.800,00
200L
Bolsa Descartavel para
Armazenamento de Tampao Merck 14 - 150,00 4.200,00
50L
Meio de Cultivo HEK-GM Xell 14.771 L 37,32 1.102.431,33
Cloreto de Sodio (NaCl) Sigma
Cromatografia* Aldrich 1.016 kg 11,33 11.509,59
Cloreto de Sodio (NaCl) SAFC 280 kg 9,52 2.665,15
Formulagdo™
Cloreto de Potéssio (KCI)* Sigma 25 kg 75,90 8.998,00
Aldrich ' S
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Hidréxido de Sédio (NaOH)* Asligr”i“; 725 kg 52,97 38.389,61
o | k| | w0 | ww | s
oRoE s | e | s | o | s | wiew
Fosfato de potassio (KH.PO)* Asligrri”; 30 kg 65,23 1.987,43
Isopropanol* Asligrri”;] 565 L 43.43 24.520,29
H'g&f(xo'%ge_'ﬂfurmﬂ'o Asl'grri”; 20 kg 89,52 1.790,42
B-propiolactona Alfa Aesar 0,3 kg 15.860,00 8.580,83
Seringas estéreis - 40.000.000 - 0,03 2.400.000,00
TOTAL 4.019.174,83

*As cotagdes originais ndo levaram em conta os custos para internalizagdo no Brasil

5.3.2 Custo total de producao

A partir do custo das matérias-primas, pode-se entdo calcular o custo total de

producéo, considerando a producédo anual de 40 milhdes de doses, através das relagdes

apresentadas na Tabela 21. O custo total de producdo é apresentado na Tabela 23,

porém sem considerar 0s custos do processamento final do produto.

Tabela 23. Custo total de producdo da vacina recombinante contra febre amarela sem considerar o
processamento final

Custos de Producao Sem Processamento Final

Item Custo

(US$/ano)

o Matérias-primas - 4.019.174,83
Custos Variaveis —

Utilidades - 1.008.392,64

Mao de Ob~ra de 672.261.76

Operacéo

Supervisao e Chefia 67.226,18

Custos Desembolsaveis Diretos | Cargos de Laboratdrio 67.226,18

Custos Fixos Manutenco 228.997,07

Despesas Gerais 302.517,79

o ) Despesas Gerais 585.818,24

Custos Desembolsaveis Indiretos

Impostos e Seguros 162.058,95

Custo Total de Producéo Sem Processamento Final 6.722.617,62
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A fim de considerar os custos do processamento final do produto nos custos de producao,
foi adotado o mesmo método utilizado por Tavares (2017). O método consiste em calcular o
custo de producéo por dose do produto sem o processamento final — calculada dividindo o custo
total de producgdo pelo nimero de doses produzidas — e somar a este 0 custo referente ao
processamento final de cada dose do produto, obtendo-se o custo de produgdo por dose do
produto final. Esse valor é multiplicado pelo nimero de doses produzidas para obter-se o custo
total de producdo incluindo o processamento final.

O custo total de producdo considerando esse método € entdo aplicado em cada um dos
itens da Tabela 21, obtendo-se novos valores para os custos fixos e variaveis (uma vez que estes
séo funcdo do custo total de producéo).

O custo total de producdo por dose sem considerar o processamento final é de
aproximadamente US$ 0,17/dose. A esse valor foi acrescentado US$ 0,18/ dose, referente ao
processamento final do produto. Este valor foi estimado por Tavares (2017) através de consultas
com empresas farmacéuticas e leva em consideracdo um processamento final com producéo do
diluente e liofilizacdo do produto. Como a vacina proposta neste trabalho tem forma
farmacéutica de suspensdo injetavel (liquida), o valor apresentado pode estar
superdimensionado.

O custo final de producdo por dose considerando o processamento final obtido é de
aproximadamente US$ 0,35/dose. Multiplicando este valor pelo nimero de doses produzidas
(40 milhGes/ano), obtém-se o custo total de producéo de US$ 13.922.617,62 por ano. A Tabela
24 apresenta os custos de producdo do produto considerando o processamento final, com 0s

custos fixos e variaveis ajustados ao novo total calculado.

Tabela 24. Custo total de producdo da vacina recombinante contra febre amarela considerando o
processamento final

Custos de Producdo Com Processamento Final

ltem Custo

(US$/ano)
Custos Matérias-primas - 8.124.530,61
Variaveis Utilidades - 2.088.392,64
Mao de ObNra de 1.392.261.76

Operacéo
Custos Fixos Custos Desembolsaveis Diretos | Supervisdo e Chefia 139.226,18
Cargos de Laboratorio| 139.226,18
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Manutencao 228.997,07
Despesas Gerais 626.517,79

Despesas Gerais 1.053.818,24
Impostos e Seguros 129.647,16

Custos Desembolsaveis Indiretos

Custo Total de Producéo 13.922.617,62

5.4 Demonstracéo de resultados de exercicio (DRE)

A DRE é um demonstrativo contabil que gera informac6es para a tomada de decisdo sobre
um projeto ao confrontar suas receitas, 0s custos e despesas em um determinado periodo de
tempo (FELIX; DIAS, 2019). Esse instrumento evidencia o desempenho do empreendimento
dentro do periodo analisado (normalmente anual), demonstrando se houve lucro ou prejuizo. A
DRE também é importante para calcular o imposto de renda (IR) aplicado ao projeto, que
representa uma saida no fluxo de caixa.

A estrutura da DRE do projeto é apresentada na Tabela 25. Para o célculo da receita
liquida, foi assumido a venda de todas as doses da vacina produzidas (40 milhdes/ano) com
preco de venda de US$ 3,00. O preco de venda adotado tem como base a vacina inativada contra
poliomielite produzida por BioManguinhos (TAVARES, 2017). Dessa forma, a receita liquida
calculada é de US$ 120.000.00,00/ano.

As despesas operacionais foram assumidas como 20% da receita (NICKISCH; BODE-
GREUEL,; 2013). O lucro operacional ¢é calculado subtraindo da receita os custos fixos e
variaveis e as despesas operacionais. As despesas financeiras foram nulas, ja que assumiu-se
que nenhuma fonte de financiamento seria utilizada, apenas capital préprio. A depreciacdo
anual foi calculada dividindo o investimento fixo pelo tempo assumido para operacao da planta
(10 anos), nesse caso representando 10% do investimento fixo. Subtraindo-se do lucro
operacional a depreciacdo, obtém-se o lucro antes do IR ou lucro tributavel, ao qual é aplicado
0 imposto de renda caso seja positivo. O IR é assumido como 34% desse lucro (LIMA, 2016;
TAVARES, 2017).
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Tabela 25. Demonstracéo de resultados do exercicio do projeto

DRE DO PROJETO

Valor (US$)
Receita Liquida 120.000.000,00
(-) Custo Variavel 10.212.923,25
() Custo Fixo (sem 3.709.694,37
depreciacao)
(-) Despesas Operacionais 24.000.000,00
Lucro Operacional 82.077.382,38
(-) Despesas Financeiras i
(juros)
(-) Depreciacéo 864.314,38
Lucro Tributavel 81.213.068,00
() IR 27.612.443,12
Lucro depois IR 54.464.939,26

5.5 Fluxo de caixa

Dentro da metodologia de analise de viabilidade econémica adotada neste trabalho, o
fluxo de caixa € a ferramenta que permite calcular os indicadores de viabilidade do projeto, ao
determinar todas as entradas e saidas de capital ao longo da duracdo do mesmo.
Especificamente, um fluxo de caixa representa 0 somatorio entre todas as entradas e saidas de
capital em um determinado periodo analisado. No caso deste trabalho, considerou-se um
periodo de 18 anos, ou sejam de 10 anos apos a entrada em operacéo da planta, dado que foram
considerados 8 anos como sendo necessarios para desenvolvimento do processo, estudos preé-
clinicos e clinicos, construcao da planta e obtencédo de registro do produto.

Ha dois tipos de fluxos de caixa de um projeto que podem ser calculados. O primeiro é o
fluxo de caixa simples, obtido atraveés do somatorio de todas as entradas e saidas ao longo do
periodo avaliado. A outra forma é o fluxo de caixa descontado, que considera a evolucdo do
valor do dinheiro no tempo e traz todos os fluxos de caixa a um valor presente (ano inicial do
projeto). As Tabelas 26 e 27 apresentam os fluxos de caixa do projeto, evidenciando todas as

entradas e saidas de capital ao longo de toda sua duracéo.



Tabela 26. Fluxo de caixa durante o desenvolvimento do processo e do produto e a construcdo da planta
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Ano 0

Ano 1

Ano 2

Ano 3

Ano 4

Ano 5

Ano 6

Ano 7

Ano 8

Entradas

Receitas Operacionais Liquidas

Financiamento (recebimento de empréstimos)

Capital de Giro Recuperado

Valor Residual do Projeto

Receitas Financeiras

Saidas

Custos Variaveis

Custos Fixos Desembolsaveis

Despesas Operacionais

Desenvolvimento do Processo e Estudos Pré-
Clinicos

Estudo Clinico - Fase 1

Estudo Clinico - Fase 2

Estudo Clinico - Fase 3

Custos Regulatorios

Validacao

Custo de Partida

Despesas Financeiras (juros)

Investimento Fixo (CAPEX)

Capital de Giro

Amortizacdo da divida

Impostos

Fluxo de Caixa Simples

-1,33

-1,33

-1,33

- 0,45

- 9,34

-9.34

Fluxo de Caixa Descontado

-1,33

-1,16

-1,01

- 0,29

- 5,34

- 4,64

Legenda: Os valores estéo representados em milhdes de dolares




Tabela 27. Fluxo de caixa durante a operacao da planta produtiva
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Ano 9

Ano 10

Ano 11

Ano 12

Ano 13

Ano 14

Ano 15

Ano 16

Ano 17

Ano 18

Entradas

Receitas Operacionais Liquidas

120,00

120,00

120,00

120,00

120,00

120,00

120,00

120,00

120,00

120,00

Financiamento (recebimento de

empréstimos)

Capital de Giro Recuperado

1,62

Valor Residual do Projeto

Receitas Financeiras

Saidas

Custos Variaveis

10,21

10,21

10,21

10,21

10,21

10,21

10,21

10,21

10,21

10,21

Custos Fixos Desembolsaveis

3,71

3,71

3,71

3,71

3,71

3,71

3,71

3,71

3,71

3,71

Despesas Operacionais

24,00

24,00

24,00

24,00

24,00

24,00

24,00

24,00

24,00

24,00

Desenvolvimento do Processo e Estudos

Pré-Clinicos

Estudo Clinico - Fase 1

Estudo Clinico - Fase 2

Estudo Clinico - Fase 3

Custos Regulatorios

Validacao

Custo de Partida

Despesas Financeiras (juros)

Investimento Fixo (CAPEX)

Capital de Giro

Amortizagdo da divida

Impostos

27,61

27,61

27,61

27,61

27,61

27,61

Fluxo de Caixa Simples

54,46

54,46

54,46

54,46

54,46

54,46

Fluxo de Caixa Descontado

15,48

13,46

11,71

10,18

8,85

7,70

Legenda: Os valores estéo representados em milhdes de dolares
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5.6 Valor presente liquido (VPL)

Como citado anteriormente, a analise de viabilidade econdmica deste trabalho é baseada
em indicadores de viabilidade econdmica calculados a partir das estimativas realizadas no
projeto. O primeiro deles a ser analisado € o valor presente liquido (VPL). De forma geral, o
VPL é uma ferramenta que traz para o presente (inicio do projeto), ou para um ano especifico,
os fluxos de caixa futuros de um projeto descontados a uma taxa de juros especifica — chamada
de taxa minima de atratividade (TMA) — levando em consideracdo o fato de que o valor do
dinheiro se altera ao longo do tempo. Em outras palavras, o VPL compara o investimento
realizado com o retorno obtido, trazendo-0s a0 momento presente.

Do ponto de vista matematico, o VPL é a soma algébrica de todos os fluxos de caixa (FC)
descontados para o instante presente (t=0), a uma taxa de juros especifica i. A equacgéo (6)
apresenta a formula para o célculo do VPL de um projeto.

~_\" FG
VPL() = ijom 6)

onde:

i é a taxa de desconto ou taxa minima de atratividade;

j € o periodo temporal genérico (j=0 a j=n), percorrendo todo o fluxo de caixa;
FC; é o fluxo de caixa genérico no periodo j

n é o ndmero de periodos do projeto.

Em relacdo aos resultados das analises de viabilidade utilizando o VPL, o projeto é
considerado viavel se apresentar VPL positivo, inviavel se o VPL for negativo e indiferente se
o VPL for nulo.

Quanto a TMA, esta pode ser entendida como a taxa minima na qual um investidor
considera atrativa a realizacdo do investimento. A TMA é influenciada por diversos fatores
como o risco do investimento, o custo do capital, o custo de oportunidade, as limitacGes de
recursos a serem aplicados, a conjuntura econémica, etc. Para analises do setor biofarmacéutico
em geral, a TMA aplicada varia entre aproximadamente 12-20% (LIMA, 2016; STEWARD,
2001, apud TAVARES, 2017). Para o presente trabalho, foi assumido o valor de 15% aa (ao
ano).

Considerando os fluxos de caixa apresentados anteriormente e a TMA estipulada, o VPL
encontrado para o projeto foi de US$ 19.683.860,89, o que indica que o projeto seria viavel

gconomicamente.
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5.7 Taxa interna de retorno (TIR)
Outro indicador usualmente utilizado em andlises de viabilidade econdmica é a taxa
interna de retorno ou TIR. Matematicamente, a TIR é a taxa de desconto que torna o VPL nulo,
sendo obtida através da expressao:

n

FC;
VPL(i = TIR) = ijo(lT]i)f =0 (7)

O valor da TIR é expresso em termos percentuais e seu parametro de analise é baseado
na comparacgéo de seu valor coma TMA. Se a TIR de um projeto for maior que a TMA 0 mesmo
é economicamente viavel. Se for menor, o projeto € inviavel e, caso seja igual, o projeto €
indiferente. Dessa forma, a TIR pode ser interpretada como um valor limite da TMA e a
diferenca entre elas pode ser vista como uma margem de seguranca para as incertezas
associadas ao projeto.

Para este trabalho, a TIR calculada foi de 19,76%, portanto acima do valor de 15% da
TMA. Dessa forma, o projeto pode ser considerado economicamente viavel dentro das

condicdes estudadas.

5.8 Tempo de retorno (payback)

O tempo de retorno ou payback é o tempo correspondente ao nimero de periodos
necessarios para retornar o valor de capital investido no projeto. Em outras palavras, é o tempo
para o qual o VPL € nulo.

O payback € utilizado em estudos preliminares como uma avaliacdo rapida das
alternativas de investimento, permitindo eliminar aquelas de maior risco. Um projeto com um
tempo de retorno do investimento muito tardio, pode estar mais suscetivel a variacfes nao
previstas, ou seja, pode apresentar um risco maior.

O payback é mais utilizado na avaliacdo de projetos com um prazo menor, pois apresenta
um Vviés negativo para projetos de longo prazo, uma vez que nesse tipo de empreendimento o
retorno do investimento normalmente acontece ap0s varios anos, como no caso de farmacos e
vacinas, que possuem longos periodos de investimento em desenvolvimento, por exemplo.

O tempo de retorno do investimento para o projeto analisado neste trabalho é entre o 14°

e 0 15° ano, aproximadamente 6 anos apds o inicio da operacdo da planta produtiva.
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5.10 Analises de sensibilidade

Estudos de viabilidade econémica em geral possuem incertezas, geradas ao tentar se
estimar um cendrio futuro, seja ele um comportamento de preco de matérias-primas, capacidade
de absorcéo de um produto pelo mercado, entre diversos outros fatores.

A andlise de sensibilidade é uma ferramenta importante para a tomada de decisdo sobre
0 investimento em determinado projeto, possibilitando uma analise mais completa sobre os
pontos criticos e os riscos envolvidos no empreendimento. A analise é conduzida avaliando o
comportamento dos indicadores de viabilidade do projeto a medida que se alteram o valor de
algumas variaveis, consideradas criticas no projeto. Dessa forma, é possivel observar
quantitativamente o impacto de determinada variavel ou premissa na viabilidade do projeto.

No caso deste trabalho foi avaliada a sensibilidade do projeto em relagdo as seguintes
variaveis: prego unitario de venda da vacina, nimero de doses comercializadas, custo dos
estudos clinicos, custo do investimento na construcdo da planta e rendimento global da
purificacdo. As justificativas para a escolhas das referidas variaveis no estudo de sensibilidade

serdo abordadas a seguir.

5.10.1 Preco de venda

A vacina recombinante contra febre amarela proposta neste trabalho possui custo e
complexidade de producéo maior que a vacina atenuada presente atualmente no mercado. Como
apresentado anteriormente no capitulo 3, o pre¢co médio da vacina atenuada contra febre amarela
é de aproximadamente US$ 1,10, ou seja, um valor bem abaixo do preco proposto para a vacina
recombinante neste trabalho, que foi de US$ 3,00/dose, baseada no custo da vacina de
poliomielite produzida por Biomanguinhos/Fiocruz.

Dessa forma, as analises de sensibilidade em relacdo ao preco da dose da vacina foram
realizadas, considerando uma variagdo de US$ 1,50 a mais e a menos em relagdo ao preco da
dose considerado no trabalho. A Figura 11 apresenta a variacdo dos indicadores VPL e TIR em
relacdo a variacdo do preco da dose. Pode-se observar que com o valor da dose abaixo de US$
2,50 o VPL passa a ser negativo e a TIR se torna menor que a TMA, tornando o projeto
economicamente inviavel. Isto mostra que o preco de venda da dose é uma variavel sensivel e

critica a viabilidade do projeto.
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Figura 11. Analise de sensibilidade em relacdo ao preco unitario da dose.

5.10.2 Numero de doses comercializadas

Foi realizada a analise de sensibilidade em relacdo a uma reducdo no nimero de doses
comercializadas anualmente, a fim de observar qual seria o impacto de uma possivel queda na
demanda ou dificuldade de absorcdo do produto pelo mercado. A Figura 12 apresenta 0S
resultados de VPL e TIR em relacdo a variagdo do numero de doses comercializadas
anualmente, lembrando-se que a capacidade produtiva adotada no trabalho foi de 40 milhdes
de doses por ano.

Pode-se observar que uma pequena variacdo no numero de doses comercializadas
anualmente representa um grande impacto sobre a viabilidade do projeto. Essa andlise € valida
guando se pensa em uma reducdo do namero de doses comercializadas permanente, isto é, em
todos os anos seria comercializado um nimero menor de doses do que o total produzido. O
VPL torna-se negativo quando o numero de doses comercializadas anualmente fica abaixo de
aproximadamente 32,5 milhGes de doses. Isso representa cerca de 75 milhdes de doses nao
comercializadas ao final do tempo de operacdo, um nimero equivalente a quase dois anos de
producéo.

Portanto, o nimero de doses comercializadas anualmente é uma varidvel critica a

viabilidade do projeto e é importante que ela se mantenha o mais proximo possivel da
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capacidade produtiva maxima, ainda que exista uma margem para a reducdo do numero de

doses comercializadas.
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Figura 12. Anélise de sensibilidade em relacdo ao nimero de doses comercializadas anualmente

5.10.3 Custo dos estudos clinicos

O custo dos estudos clinicos representa um dos maiores valores dentro da composicao do
investimento inicial no desenvolvimento de novas vacinas. Por ser uma etapa essencial e
demandar uma alocacdo de recursos financeiros alta é importante entender o seu impacto na
viabilidade do projeto. Assim, foi realizada a analise de sensibilidade em relagéo a variagdo no
custo dos estudos clinicos.

A Figura 13 apresenta o comportamento do VPL e da TIR com a variacdo no custo dos
estudos clinicos, tanto para cenarios onde os estudos clinicos sdo mais baratos (variacdes
negativas) quanto para cenarios onde estes sdo mais caros (varia¢oes positivas).

E possivel observar que, assim como o esperado, para 0s cenarios onde os estudos clinicos
sdo mais baratos os indicadores de viabilidade apresentam valores mais altos. Ja no caso onde
0s estudos clinicos apresentam custo maior que o caso base, os valores dos indicadores s6
passam a apontar um cenario onde o projeto € economicamente inviavel a partir de uma variacdo
de aproximadamente +32%, o que corresponde a um aumento de cerca de US$ 47 milhGes no

investimento, em relagdo ao valor de US$ 155,6 milhGes considerado como caso base.
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Dessa forma, o custo dos ensaios clinicos pode ser considerado uma variavel critica do
projeto, podendo impactar diretamente em sua viabilidade.

Diversos fatores podem impactar no custo dos ensaios clinicos, tais como os custos de
insumos e equipamentos clinicos, extensdo do tempo de realizacdo dos estudos, aumento dos
requisitos regulatérios para aprovacdo do produto biolégico, complexidade em relagdo ao
monitoramento dos pacientes, da coleta e tratamento dos dados, custos envolvidos com a
contratacdo de médo-de-obra técnica para realizacdo dos testes, recrutamento de pacientes e
locacdo de locais proprios para realizacao dos testes (RATHORE, 2019).

E importante ressaltar que algumas estratégias podem ser tomadas para minimizar o
impacto de algumas dessas variaveis como realizar os testes clinicos em paises onde o custo da
mé&o-de-obra e do recrutamento de pacientes seja menor, buscar parcerias com institutos de
pesquisa, universidades e 6rgdos governamentais para diminuicdo de custos, entre outros. O
uso de sistemas que facilitem a coleta e analise dos dados também pode propiciar uma reducao
nos custos gerais dos ensaios clinicos. Ainda assim, é dificil precisar o quanto cada uma dessas

estratégias pode de fato tornar a realizacdo dos testes clinicos mais barata.
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Figura 13. Andlise de sensibilidade em relacdo ao custo dos ensaios clinicos
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5.10.4 Valor do investimento fixo de construgdo da planta

Processos de producdo de vacinas, em geral, envolvem equipamentos com custo elevado
e por esta razdo foram realizadas analises de sensibilidade em relagdo ao valor do investimento
fixo de construcdo da planta produtiva.

E possivel observar na Figura 14 que ha pouco impacto do valor do investimento fixo de
construcdo da planta na viabilidade do processo, uma vez que mesmo ao dobrar seu valor
(variacdo de +100%) o valor de VPL continua positivo e a TIR maior que a TMA.

A baixa sensibilidade dessa variavel é explicada pelo fato do valor do investimento para
construcdo da planta ser pequeno em relagdo ao custo total do investimento fixo
(aproximadamente 6,5%). 1sso ocorre pois 0s maiores custos envolvidos sdo com a realizagédo
dos ensaios clinicos, que sdo uma ordem de grandeza acima do investimento para construcao
da planta. Assim, as mudancas dessa variavel, nos cenarios projetados, ndo impactam

significativamente na viabilidade do projeto.
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Figura 14. Andlise de sensibilidade em relacdo a variagdo no valor do investimento para construgéo da
planta
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5.10.5 Rendimento dos processos de purificagdo

Por fim, foram realizadas analises de sensibilidade em relacdo ao rendimento global do
processo de purificacdo. Os resultados séo apresentados na Figura 15 e pode-se observar que
ndo ha muito impacto na sua variagdo, uma vez que, para a faixa de variacdo analisada, é
possivel operar com 0s mesmos equipamentos da planta, alterando apenas a quantidade de

matérias-primas utilizadas na producao.
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Figura 15. Andlise de sensibilidade em relacéo a variagdo no rendimento global dos processos de
purificagdo
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Capitulo 6 — Conclusoes

A vacina atualmente disponivel contra febre amarela, produzida com o virus atenuado em
ovos embrionados de galinha, € a principal forma de prevencéo contra a doenca. E uma vacina
eficaz e relativamente barata, porém apresenta alguns pontos negativos, como: (i) a ocorréncia
de efeitos adversos que, embora raros, podem levar a morte; (ii) restricdo de grupos que podem
recebé-la (idosos acima dos 60 anos, gestantes, imunodeficientes, bebés abaixo dos 9 meses de
idade, entre outros grupos ndo podem receber a vacina); (iii) a dificuldade de aumento da escala
de producdo em situagdes de surto para atender a demandas aumentadas, devido a um fator
inerente ao processo, que é a limitacdo de obtencdo dos ovos SPF. Neste contexto, torna-se
recomendavel o desenvolvimento de uma nova vacina e uma nova tecnologia de producéo para
contornar 0s pontos negativos apresentados.

Uma das alternativas para o desenvolvimento de uma nova vacina é a utilizagcdo de
particulas pseudo-virais (VLPS), que sdo estruturas tridimensionais compostas por proteinas
recombinantes, mimetizando a estrutura do virus, mas sem conter o0 seu genoma. Por ser nao
replicativa, ndo apresenta nenhum risco de infeccdo provocada pelo virus vacinal. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de investimento na producéo de uma
nova vacina contra febre amarela utilizando VLPs como base e ndo mais o virus atenuado.

Foi realizada entdo uma analise do mercado da vacina de modo a projetar uma demanda
e, assim, definir a escala de producdo. A partir dos dados fornecidos por BioManguinhos e pelo
Mnistério da Saude, a demanda projetada foi de 40 milhdes de doses anuais, considerando 0s
mercados interno e externo. Esta demanda considerou um cenario em que a nova vacina
recombinante, baseada em VLPs, seria usada para uma primeira imunizacdo, podendo ser
seguida por um boost (reforco) com a atual vacina atenuada para conferir protecdo pela vida
toda.

A sintese do processo produtivo foi feita com base nos trabalhos experimentais
desenvolvidos no LECC/COPPE/UFRJ. O elemento principal do processo é uma linhagem
recombinante de células HEK293 que expressa as VLPs de febre amarela de forma estavel e
seu cultivo em um biorreator de tanque agitado em modo perfusdo. As VLPs produzidas sdo
purificadas e concentradas nas etapas de downstream e entdo é realizada a formulacdo do
produto final e seu processamento final. A dimensdo dos equipamentos que compdem o
processo e a quantidade de matérias-primas e insumos necessarias foram calculadas com base

na demanda projetada, ou seja, considerando que a planta produzira 40 milhdes de doses da
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vacina por ano. Com base no dimensionamento dos equipamentos, foram propostos modelos
especificos de equipamentos de fornecedores usuais na industria biofarmacéutica.

Para estimar o investimento requerido e os custos de producdo, foi inicialmente realizada
a cotacdo dos equipamentos e matérias-primas através de trabalhos cientificos ou diretamente
com as empresas fornecedoras. Adotando o método baseado no custo dos equipamentos
principais, o custo de investimento fixo para construcdo da planta produtiva foi estimado em
US$ 13,8 milhdes. Os custos de ensaios clinicos foi estimado com base na literatura em
US$ 155,6 milhdes. J& os custos de producdo foram calculados em US$ 13,9 milhdes.

A partir disso, foi elaborada a demonstracéo do resultado do exercicio (DRE) para cada
ano ao longo do horizonte temporal de 18 anos, sendo 8 anos iniciais para desenvolvimento
tecnoldgico e desenvolvimento clinico do produto, construcdo da planta e obtencéo do registro,
seguindo-se 10 anos de operacdo comercial da planta. O fluxo de caixa correspondente (simples
e descontado) foi entdo montado, permitindo calcular os indicadores de viabilidade econdmica,
VPL, TIR e payback. Utilizando uma taxa minima de atratividade de 15%, os valores dos
indicadores calculados (VPL = US$ 19,68 milhdes; TIR = 19,76% e payback entre 0 14° e 0
15° ano (ou cerca de 6 anos apos inicio da operagdo comercial da planta) indicam o projeto
como economicamente viavel.

As analises de sensibilidade foram realizadas selecionando como variaveis criticas o
preco de venda unitario da dose, o numero de doses comercializadas, o custo dos ensaios
clinicos, valor do investimento fixo para construcéo da planta e rendimento global das etapas
de purificacéo.

As analises demonstraram a existéncia de algumas variaveis criticas ao projeto, cujas
variacOes poderiam tornar o projeto inviavel. Inicialmente, o preco de venda mostra-se como
uma variavel bastante sensivel, dado que uma reducdo de US$ 3,00 para um valor abaixo de
US$ 2,50 torna o projeto inviavel economicamente. Essa pouca flexibilidade em relagdo ao
preco é um ponto importante, uma vez que a vacina atenuada atualmente disponivel apresenta
um prego bem inferior (aproximadamente US$ 1,00). Como as regides de maior incidéncia da
febre amarela sdo paises com problemas sécio-econdmicos mais agravados, como a Africa, a
compra da vacina recombinante proposta s seria possivel através do apoio de instituicdes como
a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), a Fundacdo Bill e Mellissa Gates e a GAVI, que se
comprometem a disponibilizar a vacina para as regides necessitadas. A reducdo do preco de
venda dependeria de uma reducdo nos custos de investimento e de producéo do projeto como

um todo.
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Em relacdo a sensibilidade ao numero de doses comercializadas, ressalta-se que o projeto
passa a ser economicamente inviavel quando ha reducéo de aproximadamente 20% nas vendas
anuais ao longo de todo o projeto, ou seja, quando s6 se conseguem comercializar 32 milhdes
de doses por ano, tendo-se construido uma planta para produzir 40 milhdes de doses por ano.
Isso demonstra a importancia de conhecer o mercado, de forma que a demanda projetada seja
a mais proxima possivel da realidade, evitando que se produza um excedente. Dentro das
projecdes apresentadas neste trabalho para o aumento da demanda da vacina nas préximas
décadas, pode-se esperar que a totalidade de doses produzidas consiga ser absorvida pelo
mercado, mas existem varios fatores que influenciam nessa dindmica, como balangas
comerciais dos paises produtores e compradores da vacina, ocorréncia de surtos com mais
frequéncia e em areas até entdo ndo endémicas, entre diversos outros fatores.

Por fim, o custo dos ensaios clinicos também apresentou-se como uma variavel bastante
sensivel do projeto. Esse fato era esperado, uma vez que representa 0 maior valor que compde
o0 investimento inicial, tendo um importante impacto sobre a viabilidade do projeto. Existe uma
margem que suporta um aumento no custo dos ensaios clinicos e que ainda mantém o projeto
viavel (+32%). Entretanto, acima desse valor o projeto passa a ser inviavel. Os custos elevados
dos ensaios clinicos ainda s@&o um grande gargalo para o lancamento no mercado de novos
produtos bioldgicos como as vacinas, e é ideal haja uma busca para tentar reduzi-los, porém
sem comprometer uma rigorosa avaliacdo de seguranca e eficacia do produto, de forma que
haja uma reducdo geral no custo do investimento total, 0 que consequentemente pode ser
convertido em um custo menor de venda dos produtos, melhorando o acesso da populacéo.

Deve-se ressaltar, contudo, que os dados adotados como premissas para 0 presente
trabalho foram de certa forma conservadores, uma vez que o isolamento/selecdo de um clone
produtor e o desenvolvimento do processo produtivo ainda se encontram em andamento no
Laboratorio de Engenharia de Cultivos Celulares (LECC) da COPPE/UFRJ, havendo potencial

de melhoria do desempenho do processo.
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