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“O futuro mais brilhante € baseado num passado iméamente vivido. Vocé s6
tera sucesso na vida quando perdoar os erros eeaepcdes do passado. A vida é
curta, mas as emocoes que podemos deixar duram etaaidade.”

Clarisse Lispector
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O fator IX é uma proteina que participa da viaiinsteca da coagulacdo sanguinea. Sua
deficiéncia causa a hemofilia do tipo B. O tratatoatessa doenca hereditaria € feito por infusdo
de concentrado do fator. Geralmente, esse condendgraroveniente de fracionamento de plasma
sanguineo, que apresenta possibilidade, ainda ggeepa, de estar contaminado com virus
presentes no sangue. Nos ultimos anos, foram dasatas técnicas para a sintese de fator IX
recombinante em que nenhuma proteina derivada atempl humano ou animal é utilizada.
Atualmente ha cerca de 1300 hemofilicos no Bragijye acarreta um custo anual de 30 milhdes
de reais para a Unido com importacdo de fator U ggo € produzido no pais, para tratamento
de episoédios hemorragicos.

No presente trabalho, foi dimensionada uma plaata producdo de fator IX visando
atender a demanda brasileira de 207 milhGes deeUhidr 1X para tratamento profilatico da
hemofilia do tipo B, no ano de 2025 (Ultimo ano\ul@a util considerado para a planta, que
corresponde a maior demanda). Para a sinteseatdXatecombinante, foram utilizadas células
CHO cultivadas em biorreator operando em perfusam hidrociclone como dispositivo de
separacdo de células; para purificacdo, empregsearprocessos cromatograficos e com
membranas e, para a inativacéo viral, 0 métodmhbeste e detergente foi utilizado.

Pelas analises de viabilidade econ6mica realizalasnstrucdo de uma planta para a
producdo de Fator IX recombinante no Brasil sef&el, uma vez que o lucro anual foi
calculado em torno de aproximadamente 60 milhdeseds e o valor presente liquido, 217
milhdes para uma vida util da planta de 10 anosenopo de retorno do investimento é de
aproximadamente sete meses e o0 valor do investim&muito proximo do gasto anual de
importacdo do fator IX. Além disso, as analisessdesibilidade mostraram que, mesmo para
variacdes bruscas no mercado do fator, o lucreaar presente liquido do projeto se manteriam

positivos, garantindo seguranca ao projeto.
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Factor IX is a protein that participates in theingic pathway of blood coagulation. Its
deficiency causes hemophilia type B. The treatmoéttiis hereditary disease is done by infusion
of factor IX concentrate. Usually this concentriatderived from blood plasma fractionation,
which presents the possibility, however slightbeing contaminated with viruses present in the
blood. In recent years, techniques have been deselfor the synthesis of recombinant factor IX
in which no protein derived from human plasma amahis used. Currently there are around
1,300 hemophiliacs in Brazil, which demand an ahoast of 30 million reais for the importation
of factor IX, which is not produced in the countiy;, treatment of bleeding episodes.

In this work a plant for production of factor IX walesigned in order to meet Brazilian
demand of 207 million U of factor IX in prophylactreatment of hemophilia type B in the year
2025 (last year of the useful life considered foe fplant, which corresponds to the highest
demand). CHO cells were used for the synthesiseobmbinant factor IX. Those cells were
cultured in a bioreactor operating in perfusiomgsa hydrocyclone as the cell separation device;
for purification, chromatographic columns and meamas were employed, and for the viral
inactivation, the solvent and detergent was thesehanethod.

Based on a financial feasibility analysis, it wasgible to conclude that the construction
of a plant for the production of recombinant Fad¥m Brazil would be feasible since the annual
profit was estimated at around about 60 milliorig@ad net present value was 217 million for a
plant life of 10 years; the investment return tisi@around seven months and the investment value
is very close to the annual cost of importing fad¥ Also, the sensitivity analysis showed that
even with abrupt changes in the factor market,ipesfd net present value of the project would
remain positive, guaranteeing security to the @toje
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1 INTRODUCAO

Uma definicdo geral de biotecnologia € a manipwad@ organismos biologicos para a
sintese de produtos para o beneficio dos seresnwstfaNo entanto, ha diversas definicbes para
biotecnologia, o que demonstra que esse € um camaftigisciplinar.

A pratica da biotecnologia ja € realizada ha médbate anos para fabricacdo de produtos
por fermentacdo como vinho, cerveja, pdo e queigs adquiriu uma nova definicdo e percepcao
publica nos ultimos vinte anos. O primeiro uso elonb biotecnologia pode ser datado de 1917,
quando foi utilizado para se referir & producadagtdal de materiais, tais como acetona utilizada
na sintese de um explosivo.

A era moderna da biotecnologia teve inicio em 19b53ndo Watson e Crick descobriram
a estrutura do DNA?. Em 1958, Crick relacionou o DNA, o RNA e as pfioés, salientando o
fluxo unidirecional da informacdo do DNA & proteifiNas décadas de 60 e de 70, foi
descoberta a polimerase, enzima de restricdo dakseaa sintese de DNA e o RNA mensageiro
e em 1973, Paul Berg obteve a primeira moléculaDBN&A. O surgimento da industria de
biofarmacos se deu na metade dos anos 70 e nos8@rfos comercializada a primeira droga
recombinante, a insulina.

Realizacbes modernas dessa industria incluem sféréncia de genes especificos de um
organismo para 0 outro, pesquisa com células trbmooeanas, clonagem e fusdo de diferentes
tipos de células para producédo de medicamentootediologia atualmente € reconhecida como a
ciéncia que engloba todas essa técriftas

A hemofilia do tipo B é uma doenca hemorragica tiekga que afeta quase que
exclusivamente homens por ser um defeito recessivoromossomo sexual X. E caracterizada
por deficiéncia ou anormalidade do fator de coagidalX, que € uma proteina presente no
plasma sanguineo. Sua ocorréncia se da em aprcexineste 1 a cada 50.000 homens e seu
tratamento consiste na administracdo parental deecdrado de fator IX. A quantidade de
infusdo depende da gravidade do sangramento ertiodmpaciente

A obtencgédo de fator IX se deu inicialmente porifraamento de plasma sanguineo, mas
hoje em dia ele também pode ser obtido pela tédddaNA recombinante. No caso do fator IX
derivado de plasma sanguineo (pdFIX), sua obtew@g@ba através de materiais bioldgicos
contaminados resultou em uma via de transmissé@oelecas devido a virus presentes no sangue,
como os das hepatites B e C e do Hfi\/J4 no processo de obtencao do fator IX recomt@nan
(rFIX), nenhuma proteina derivada de plasma hunoananimal é utilizada, o que torna o rFIX
consideravelmente menos suscetivel a contaminagi&’v



Atualmente, cerca de 1300 brasileiros sao portadidasenemofilia tipo B e o Ministério da
Saude gasta cerca de 30 milhdes de reais por amangoortacao de fator IX para tratamento de
episédios hemorragicos.

Devido a este cenario, surgiu o interesse em astugeocesso de producéo de Fator IX
recombinante, com o objetivo de projetar uma intaigbara a producdo deste biofarmaco,
visando atender a demanda brasileira para tratamemtfilatico, para proporcionar melhor
qualidade de vida para os hemofilicos.

Em 2005, Silveira et al™ projetaram uma planta para producdo de fator VIII
recombinante no Brasil, em projeto final de curgesentado a Escola de Quimica. Atualmente,
a planta projetada esta sendo desenvolvida pel®@EOP

O presente trabalho tem como objetivo o projetarda planta para producgéo de fator 1X
recombinante tomando como base a metodologia ag@dSilveira et al®. Dessa maneira,
serdo dimensionados 0s principais equipamentosiessnas etapas de producao do fator, desde

sua sintese até sua apresentacdo em produtcefnakmatizadas na Figura 1.
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¥
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Figura 1. Etapas para Producéo de Fator IX Recombinante.



Apos o dimensionamento do processo, serdo reaizauaise de viabilidade econdmica,
para avaliar se a planta proposta sera viavel nariceatual de comercializagdo de fator IX, e
analises de sensibilidade, para verificar a relidaloie da planta em diversos cenarios.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hemostasia e a Coagulacdo Sanguinea

O termo hemostasia significa prevencao da pdedaangue. Toda vez que um vaso
sanguineo sofre lesdo ou ruptura a hemostasia tdagmor meio de mecanismos distintos, que
incluem:

» Constricao vascular;
» Formacao de tampéo plaquetério;
» Coagulacao sanguinea;

» Crescimento de tecido fibroso no coagulo.

2.1.1 Constricao Vascular (Espasmo Vascular)

Apoés a ruptura do vaso sanguineo, o estimulsedegaso traumatizado determina a
contracao de sua parede, o que imediatamente oefilwzo sanglineo pelo vaso. Essa contracao
resulta de reflexos nervosos do espasmo miogéoaal, Ifatores alcaléides locais dos tecidos
traumatizados e das plaguetas e de reflexos nervdsdavia, grande parte da constricao resulta,
provavelmente, da contragdo miogénica local doss/sados®

Quanto maior a gravidade do trauma causado ao w&sOor sera o grau do espamo, que
pode durar varios minutos ou mesmo horas, temppabocorrem os processos de formacédo dos

tampdes plaquetarios e de coagulacédo do sangue.

2.1.2 Formacao do Tampéao Plaquetario

Se o0 corte no vaso sanguineo for muitos pequendpsgue diversas rupturas vasculares
muito pequenas se desenvolvem em todo corpo dianienele € selado por um tampéo
plaguetario, em vez de por um coagulo sanguineo.

As plaquetas, também conhecidas como trombéci#msdsninutos discos de 1 a 4 micra
de diametro formados na medula éssea. Elas possaeacteristicas funcionais de células
completas, mesmo n&ao possuindo nucleo, o que impddassua reproducao.

Quando entram em contato com uma superficie vasiadada, as plaguetas mudam de
forma dréstica suas caracteristicas. Comecam dilatar, assumem formas irregulares com

prolongamentos, suas proteinas sofrem contracimemai granulos contendo mdltiplos fatores



ativos, tornam-se pegajosas, de modo que aderawla@geno e secretam grandes quantidades de
ADP.®! Essa facilidade que as plaquetas tém de aderéokigeno (liberado em superficies
lesadas), forma um conglomerado viscoso, chamadandgdo plaquetario. A Figura 2 mostra a

formacéo do tampéo plaquetario.

Figura 2. Formac&do do Tampao Plaquetdfo

2.1.3 Coagulacdo Sanguinea

Quando ha um trauma na parede vascular, substaatiiasloras, produzidas pelas
plaguetas e pelas proteinas sanguineas que senaélgrarede vascular traumatizada iniciam o
processo de coagulacao. A abertura do vaso é fridarqelo coagulo, apds um periodo de tempo
0 coagulo se retrai e essa contracao fecha aindaonaaso. A Figura 3 ilustra o processo de

coagulacdo em um vaso sanguineo traumatizado.

Lo Aparediments da fibring 4. Formagia do coagude de Bhrimn

——

[ o

T—

S, Dvarre a refiacao do coagulo

Figura 3. Processo de Coagulacdo em um Vaso Sanguineo Ttizaohe’.

Mais de cinquienta substancias importantes queacaou afetam a coagulacdo sanguinea
sdo encontrados no sangue ou nos tecidos. Alguntessascias promovem a coagulagdo e sao

conhecidas como pré-coagulantes, enquanto outitzemna coagulacéo, sendo conhecidas como
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anticoagulantes. A coagulacéo ou ndo do sanguendemo grau de equilibrio entre estes dois
grupos de substancias. O sangue nao coagula ent@esdormais, nas quais ha predominancia
de anticoagulantes. Entretanto, quando ocorretanaige algum vaso, 0s pro-coagulantes na area
da lesdo tornam-se ativos e sobrepujam os antuta@gs, com consequente desenvolvimento de
um coagulo.

A coagulacéo ocorre em trés etaPhesquematizadas na Figura 4:

« Em resposta a ruptura do vaso ou a problemas oakabds ao proprio sangue, ocorre
neste uma complexa cascata de rea¢des quimicasideediziam Macfarlane e Davie &
Ratnoff em 1964% com participacdo de mais de uma dizia de fatdeesoagulacéo
sanguinea, sendo o resultado efetivo a formacaondeomplexo de substancias ativadas
chamado de ativador da protombina;

* O ativador da protombina catalisa a converséao oi@mbina em trombina;

e A trombina atua como uma enzima, convertendo anfigggnio em fibras de fibrina,
formando um emaranhado de plaquetas, células seaguie plasma, para formar o

coagulo.

Protrombina

Ae_:vadorlda Cat+
protrombina
Trombina
Mondmero
Fibrinogénio de fibrinogénio
Cat*
Fibras de fibrina
Trombina — fator
estabilizador

de fibrina ativado

Fibras de fibrina com ligagoes cruzadas

Figura 4. Esquema para conversédo de protombina em tromlpoéireerizacéo do fibrinogénio para formar
fibras de fibrind®.

Formacao do Ativador da Protombina

Os mecanismos que iniciam a coagulacdo sdo deksuizs por trauma a uma parede
vascular e tecidos adjacentes, trauma ao sangumrmiato do sangue com células endotélias

lesionadas, que levam a formacéo do ativador damimna.



Considera-se que este seja formado por duas gas, na realidade, interagem

constantemente entre!%i
* Via Extrinseca: comeca com o trauma a parede \axsewos tecidos vizinhos;
* Via Intrinseca: comeca no proprio sangue.

Em ambas as vias, uma série de diferentes protplasmaticas, chamadas de fatores de
coagulagcdo sanguinea, possuem um papel fundamentadua maioria, esses fatores sao formas
inativas de enzimas proteoliticas que, quando ctidas a suas formas ativas, suas acodes
enzimaticas causam as sucessivas reacdes em cdsqatacesso de coagulacdo. Os fatores sao
designados por algarismos romanos e para indicGarf@auna ativa, a letra mindscula “a” é
acrescentada ao algarismo romano. A Tabela ldstatores de coagulacdo do sangue, seus

sinbnimos e as vias em que atuam.

Tabela 1 —Fatores de Coagulacéo, seus Sindnimos e as Viasiertuant* .

Numero do Fator Nome Usual Via em que Atua
Fator | Fibrinogénio Ambas
Fator Il Protrombina Ambas
Fator 11l Tromboplastina tecidual, Fator tecidyal  xtriihseca
Fator IV fon de célcio Ambas
Eator V/ Proacelerina, I:(Ztcr)_rcslsabll, Ac-globuling Ambas

Acelerador da converséao sérica da
Fator VII protrombina (ASPC), Pro-converting Extrinseca

Fator estavel
Fator anti-hemofilico (AHF), Globulina

Fator VIII anti-hemofilica (GAH), Fator anti- Intrinseca
hemofilico A
Componente da tromboplastina
Fator IX plasmatica (CTP), Fator de Christmas  Intrinseca

(CF), Fator anti-hemofilico B
Fator Stuart, Fator Stuart-Power, Fator

Fator X Power, Autoprotrombing | Ambas
Antecedente plasmatico da
Fator XI tromboplastina (ATP), Fator anti- Intrinseca
hemofilico C
Fator XIlI Fator Hageman Intrinseca
Trombocinase, Tromboplastina
Fator XIII completa, Fator estabilizante de fibrina, Ambas

Ativador da protrombina

Além dos fatores de coagulacao listados na Tabetambém atuam na coagulacdo as
plaquetas, a pré-calicreina (Fator de Fletcher)ceninogénio de alto peso molecular (Fator de
Fitzgerald)®.



» Via Extrinseca:

A via extrinseca tem inicio com o trauma na pargdscular ou trauma dos tecidos
extravasculares que entram em contato com o samgugue leva as seguintes etapas,
esquematizadas na Figura 5:

* Liberagdo do Fator Ili O tecido traumatizado libera um complexo de diwerfatores,
chamado fator Ill, composto por fosfolipidios dagnmmbranas dos tecidos mais um
complexo lipoprotéico que atua principalmente ca@mnima proteolitica;

» Ativacao do Fator X — papel do fator VIl e do fatecidual O complexo lipoprotéico do
fator 11l se combina com o fator VIl e, em presedeaions calcio, atua enzimaticamente
sobre o fator X, para forma o fator X ativado (Xa);

« Efeito do fator Xa para formar o ativador da protoima — o papel do fator MO fator Xa
se combina imediatamente com os fosfolipidios tei&ldo fator Il ou com fosfolipidios
adicionais liberados pelas plaquetas, além de cdiator V, para formar o complexo
ativador da protombina. No complexo ativador dagmiina, inicialmente, o fator V no
ativado, n se encontra inativo, mas no instantejeeno processo de coagulacéo procede
de modo a transformar a protombina em trombingaa aroteolitica da trombina ativa o
fator V, que passa a ser um potente ativador dadgdio de trombina. O fator Xa € a

verdadeira protease causadora da clivagem da pootarpara formacgéo de trombina.

(1) Trauma tecidual

L Fator tecidual

(2) VI Vila
X X ativado (Xa)
Catt

vV Ca**

(3) Ativador da
é protrombina
Fosfolipidios
plaquetarios

Protrombina Trombina

Ca**

Figura 5. Esquema da Via Extrinseca para Desencadeameoatmilacad’.



» Via Intrinseca:

A via intrinseca tem inicio com o trauma ao prom@ngue ou a exposi¢cdo do sangue ao
coldgeno da parede vascular traumatizada, o qua & seguintes reacdes em cascata,
esquematizadas na Figura 6:

O trauma sanguineo causa ativacdo do fator VIl leeracdo dos fosfolipidios das
plaguetas:Esse evento altera o fator VII a fator VII ativadator Vlla) e as plaquetas,
causando a liberacdo de fosfolipidios plaquetags contém a lipoproteina chamada
fator plaquetério 3, que tem participacdo nas remgéguintes;

» Ativagao do fator Xl pelo fator VIla© fator Vlla atua enzimaticamente sobre o fatar XI
ativando-o também. Além disso, essa etapa necedsit@ininogénio de alto peso
molecular (APM) e é acelerada pela pré-calicreina;

» Ativagao do Fator IX pelo fator XIgD fator Xla atua enzimaticamente sobre o fator IX
para ativa-lo;

» Ativagao do fator X — o papel do fator VI fator IX, juntamente com o fator Vllla e os
fosfolipidios plaquetérios ativa o fator X;

* Acdao do fator Xa na formacéo do ativador da protarab- o papel do fator VEssa etapa

€ a mesma etapa final da via extrinseca.



Trauma sanguineo ou
contato com o colageno

(1) X = = X\l ativado (Xlla)
(Cininogénio de APM, pré-calicreina)
@) XI X1 ativado (X'a)
C3++
(3) IX - |X ativado (IXa)
Vil
Trombina

Villa Catt

(4) % X ativado (Xa)

Fosfolipidics
plaguetarios

Trombina -« Ca*t

Ativador da

Protrombina
Fosfolipidios
plaguetarios ), "’

Protrombina =es———p- Trombina
C.a-t-'r-
Figura 6. Esquema da Via Intrinseca para Desencadeame@oatplacad’.

Conversao de Protombina a Trombina

O ativador da protombina, em presenca de quamtidigghificativa de ions de calcio, gera
a conversdo da protombina a trombina. Em seguideorabina causa a polimerizagdo das
moléculas de fibrinogénio em fibras de fibrina, demue o fator limitador da coagulacédo é
geralmente a formacao do ativador da protombina.

As plaquetas possuem um papel importante na cefiweta protombina a trombina, pois

grande parte da protombina se fixa inicialmente ragsptores de protombina nas plaquetas ja
ligadas ao tecido lesado.
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Conversao de Fibrinogénio a Fibrina

A trombina é uma enzima protéica com fraca capdeidaoteolitica que atua sobre o
fibrinogénio, removendo quatro peptideos de baesopnolecular e formando uma molécula de
mondmero de fibrina que tem capacidade automateasel polimerizar. Dessa maneira,
rapidamente os mondmeros sao polimerizados em dofigeas de fibrina, que constituem o
reticulo do coagulo sanguineo.

O coagulo é composto por rede de fibras de fibripegscursam em todas as direcdes e que
retém células sanguineas, plaquetas e plasmab¥¢ss file fibrina também aderem as superficies
lesadas dos vasos sanguineos, fazendo com quegal@déue aderido a qualquer abertura
vascular, impedindo a perda de sangue, como naaFgugue mostra a sec¢ao transversal de um

coagulo.
Vaso sanglineo
/ rompido
w\
Agregado j Globulo Vasoconstrigio
(ligagdes cruzadas de vermelho do vaso
moléculas de tibrina) Plaqueta
Figura 7. Secéo Transversal de um Coagulo Sangufheo

2.2 Hemofilia

7

A hemofilia € uma doenca hemorragica hereditériasada por defeito recessivo no
cromossomo sexual X. Dessa maneira, quase quesaxchente homens sdo afetados, uma vez
que, para que mulheres sejam hemofilicas, é netegs& elas possuam o0s dois cromossomos X
com o defeito recessivo e, quando possuem apenasaonconsideradas portadoras de hemofilia,

como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 ~Genétipo e Fenétipos de Hemofilia em Funcado do E8xo

Sexo Gendtipo Fendtipo
Masculino XHY Homem Norma!
XhY Homem Hemofilico
XHXH Mulher Normal
Feminino XHXh | Mulher Normal Portadora
XhXh Mulher Hemofilica

A maioria dos casos de doencas hemorragicas cormgsm hemofilia e outras doencas
hemorrdgicas menos frequentes sdo a doenca de Mmbrahd e deficiéncia de fatores Il, V,
VII, X, Xl e XIII.

A hemofilia do tipo A é caracterizada pela defici@ndo fator VIl de coagulacao
sanguinea e a hemofilia do tipo B, pela deficiédadator IX de coagulagdo sanguinea. O indice
de incidéncia de hemofilia é de 85% do tipo A e 1d84ipo B. A hemofilia do tipo B afeta 1 a
cada 50000 homens.

O quadro clinico da hemofilia depende do nivelmplasco do fator de coagulacdo, sendo
classificado como grave, moderado ou leve. Na hiéima@frave o nivel plasmatico do fator &
menor que 1% (0,01 U/mL) e os sintomas sdo hemasag hemartroses espontaneas; na
moderada, entre 1 a 5% do normal (0,01 a 0,05 Ubui) hemorragias secundarias a traumas ou
cirurgias; na leve, entre 5 a 25% do normal (0,@62& U/mL), com hemorragias secundarias a
traumas ou cirurgias e raras hemorragias esporgtanea

Para tratamento da hemofilia é necessaria a rémdig fator deficiente. Na hemofilia do
tipo B, o fator IX pode ser reposto por infusadater IX derivado de plasma sanguineo (pdFIX)
ou por fator IX recombinante (rFIX). Dependendogiau de déficit dos fatores, os portadores de
hemofilia ndo podem viver sem sua reposicao, sendsiderados medicamentos essenciais. As
doses e o tempo de tratamento para cada paciepemdim do lugar onde ocorre o evento
hemorrégico e da gravidade do déficit do fator. B@oos graves as hemorragias da cavidade oral
e das articulagdes, que em geral necessitam namtigel dos fatores em 30% do nivel ideal. Ja
as hemorragias que ocorrem nos musculos, nas iesudg médio porte, como também nas
extracdes dentarias sdo consideradas hemorragiagemanecessitando manter o nivel de fator
deficitario em torno de 40 a 45%. Em cirurgias dande porte, fraturas, hemorragias
gastrointestinais, intra-abdominais e intracrarsaina niveis precisam ser mantidos em torno de
50 a 75% em uma primeira fase, para cessar a haegie em 30-50% numa segunda fase para
prevencéo de reincidéndfa Além disso, quanto mais severo o grau hemorragiedor o tempo

do tratamento de infusao.
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2.3 Producéao de Fator IX

Como mencionado anteriormente, ha dois tipos der f&X para ser reposto nos
hemofilicos. O pdFIX é obtido a partir do fracioremto de plasma sanguineo e o rFIX, através de
células animais geneticamente modificadas. Nos®8pa seguir serdo descritos 0S processos

comerciais de producéo do fator IX.

2.3.1 pdIX — Fracionamento do Plasma

Em relacdo aos componentes sanguineos, os comtEntoee hemdacias, plaguetas e
leucécitos e plasma (parte liquida do sangue) bamados de hemocomponentes, enquanto as
proteinas extraidas do plasma industrialmenter@atde coagulacdo, albumina, imunoglobinas,
entre outros) sdo chamadas de hemoderivados.

Quando o plasma é congelado em um periodo de tatharias ap6s a coleta de sangue,
pode ser congelado por um ano a -20°C ou por dais a -30°C para uso em transfusdes ou para
a producéo industrial de fatores de coagulacadmrderado plasma fresco congelado (PEC)

Para fracionamento do plasma, € necessario coasidgrmo aspectos técnicos a
disponibilidade do plasma, sua qualidade, a tegmlde producdo e a seguranca e eficacia dos
produtos.

No que diz respeito a disponibilidade do plasma,jmportante ressaltar que a
comercializacdo do sangue, seus componentes eadesi\é vedada pela Lei 10.205 (margo de
2001) da Constituicdo Federal brasileira.

A gualidade e seguranca do plasma séo fatorestdemeximportancia principalmente por
este ser de origem bioldgica, ou seja, ha um nisado grande de contaminacdo por diversos
agentes contagiosos. Ha uma grande preocupacaintexndes virais por HIV (AIDS), HBV e
HCV (hepatite), entretanto, ha uma prevalénciaomiior de infecgbes bacterianas.

Essa preocupacao teve inicio com o surgimento daSAha década de 80, com a
contaminacao de diversos hemofilicos por infusddetaoderivados contaminados nas décadas
de 60 e 70. Desde entdo, as industrias fracionadirgplasma e os pesquisadores voltaram seus
esforgos para desenvolver novas tecnologias capazdisponibilizar produtos com segurancga.

Para diminuir tanto infeccdes virais quanto baatexs, para doacdo de sangue, ha
entrevista detalhada do historico do candidatoaddq rigorosa assepsia do local de puncéo da
coleta de sangue e rigoroso controle de qualidadelaboratérios que realizam os testem de
triagem de sangue de doadores. Também h& a queatdastreabilidade de todo sangue,

componentes e derivados utilizados para fins tetayms, sendo possivel conhecer sua origem, ou
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seja, o doador que deu origem a uma determinadgida@pe possa vir a causar algum dano ao
receptor.

No entanto, sabe-se que os meios disponiveis pargificacdo de contaminacdo no
sangue de um doador ndo sdo 100% eficazes, ungueezs virus podem estar em algum estado
de laténcia em que ndo conseguem ser identificaolosomento do teste, o que é confirmado por
identificagdo de surtos de hepatite A e transmisd@oparvovirus em hemofilicos tratados
exclusivamente com concentrados de fatores de la@guconsiderados seguros. Também ha a
questdo de contaminacdo por prions, causando uwe vasiacdo da doenca de Creutzfeldt-
Jakob, mas nunca nenhum caso foi confirnfddo

Quanto a tecnologia de fracionamento de plasma,tese impulso na Segunda Guerra
Mundial com a introducg&o de técnicas de coletaangse em frascos de vidro, congelamento, e
liofilizacdo de plasma, o que possibilitou o pramede extracdo industrial de hemoderivados por
meétodos fisico-quimicos.

Em 1906, foi publicado um trabalho descrevendo @amemo de um aparelho de
liofilizacdo, processo para extragdo de agua denma obtendo-se plasma liofilizado. Em 1946,
foi desenvolvida a técnica de precipitacdo de pmageplasmaticas com o uso do etanol, isolando
a albumina. Na década de 60, a partir de plasnsadreongelado (PFC), teve inicio o uso do
crioprecipitado, precipitado de fatores de coadidag frio, no tratamento de hemorragias de
hemofilicos. No inicio da década de 70, a lioffida foi introduzida para obtencdo de
crioprecipitado para uso em hemofilicos e, no fidaksa década, fatores de coagulacéo
liofilizados foram introduzidos no tratamento destaté o surgimento de contaminacdo pelos
virus da AIDS e da hepatite. Entdo com o desernvamto de novas tecnologias, como ja
ressaltado anteriormente, em 1985 foi introduzigwimeiro método de inativagéo viral, o calor
seco, seguido do método do solvente-detergente guperou por diminuir significativamente as
perdas de fatores durante o processo. Essas tg@wfmermitiram o fracionamento dos fatores
mais seguros, sendo prescrito 0 uso de plasmaceadtin natura” ou liofilizados, assim como o
uso de concentrados de fatores liofilizados emapores de hemofilig.

Para se obter concentrados de fatores sanguinemimahte sdo fundamentais as etapas

descritas na Figura 8.
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| Obtencéo de Plasma de Qualidade |

| Teste e Armazenamento do Plasma |

| Crioprecipitagéo e obtengéo das pastas de crioprecipitado |

| Extracéo de fragdes intermediarias |

| Purificag&o por cromatografia |

| Inativacé&o Viral |

| Formulag&do Farmacéutica |

| Envasamento |

Figura 8. Obtencéo de Fator IX através de Plasma Sanguineo.

2.3.2 rFIX — DNA Recombinante

Devido a toda preocupacdo de transmissdao de dogogasutilizacdo de sangue
contaminado na producédo de fatores de coagulagéms eavancos da biotecnologia, surgiu a
producdo destes pela tecnologia de DNA recombinantecélulas animais. Sendo assim, o
sangue passou a ndo ser mais o Unico caminho athacdo dos fatored.

Por essa tecnologia, os fatores, que sdo protef@assintetizados a partir de células
animais que possuam expressao da proteina dessgefdo caso da sintese de rFIX, nenhuma
proteina derivada de plasma humano ou animaligadd, o que torna o rFIX consideravelmente
menos suscetivel a contaminagao Vifal

O gene humano responsével pela producéo de fatfmi Bintetizado pela primeira vez ha
duas décadas, mas o desenvolvimento de rFIX parzlirsco foi dificultado pelas complexas
modificacbes pos-traducionais necessarias a btessirdo rFIX. No entanto, essa barreira foi
superada e o rFIX ja se encontra disponivel. Coalarente para tratamento da hemofilia B por
infuséo, ele é vendido com o0 nome de BeneFIX, datiiVy
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O processo de producdo do BeneFIX estd baseadpaterstes de Kaufman et & e
Foster et al*’ e também ¢é descrito por Wal§l. Kaufman apresenta a sintese, de alto
rendimento, de fator IX recombinante ativo utilidarcélulas geneticamente da linhagem CHO e
Foster, processos de purificacdo para fator IX mdmoante. Walsh sintetiza os processos
utilizados por Kaufman e Foster e 0os conecta @maetle cultivo celular.

As Figuras 9 e 10 esquematizam, respectivamenteroaessos para a producdo de fator

IX recombinante propostos por Foster e Walsh.

PROCESS STER
Filtaped Conditioned Medinm

Trafliration
arid Dhndilteation

v

Q-Seplarose FF Preudoalfiity
Arion BErchange Chomssography

v

Matres Cellifme Solfate
Chromatography

V

Ceramic-Hydomyapatite
Chrotnastography

v

Chelate-EMID-Cufl)
Affnily Chmnstography

v

Ultrafilt-ation
and Diafiliration

v

Facter IN

Figura 9. Esquema de Purificacéo de Fator IX Recombinarapdto por Foster et &1”.
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|I2r'||:|1:ub|:| com celulas CHO |

l

|Sp'|nner5 |

|B'||:|rreatu:ur de 250 L

|E|'|n:|rreatn:-r de 2500 L

| Microfiltragdo

|U Itra/Diafiltracdo |

!

|l:r|:|mat-:|graf'|a com Q-Sepharose FF |

|Eru:umat-:ugraf'|a com Matrex Cellufine Su IfatE|

|Pur'|f'||:a|;§|:| com Ceramic Hydorxyapatite |

[Purificacio com Chelate-EMD-Cuil1) |

|Nann:|f'|ltra|;§n:| com Virosolve-70 |

|Ultra_.-rD'|af'| tracio |

|F|:|rmulan;§|:| |

Figura 10. Esquema de Producé&o de Fator IX Recombinante Bimpor Walsh*.

O BeneFIX é comercializado sob forma de po liddila em frascos de 10 mL contendo
250, 500, 1000 ou 2000 Ul, junto com seringa denLOcontendo 5 mL de solucdo tampéao para

diluicao do fator IX antes da injecéo no paciéfie

2.4 Expressao de proteinas recombinantes em células anais

Mesmo com todas as dificuldades para o cultivodlidas animais que serdo discutidas no
topico 2.5, como meio de -cultura complexo, fragild mecanica, necessidade de
desenvolvimento de linhagens continuas e baixacizde de crescimento, a utilizagdo destas
permite a sintese de produtos que, por meio déaséhicrobianas, ndo seria possivel ou teria um
custo inviavel.

Para fins terapéuticos, muitas proteinas precisamnersuma série de modificacbes pos-
traducionais que 0s microorganismos nao sao caplazesalizar, como glicosilagéo, fosforilagéo,
sializacéo, carboxilacéo, amidacéo, acetilacadataigiio e formacéo de ligaces de enxotte
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O fator IX, glicoproteina de peso molecular de %b0Da e constituida por 415
aminodacidos de cadeia Unica, se enquadra nesse caso

Além disso, como os sinais de transcri¢do, processt do RNA mensageiro (RNAm) e
traducédo sdo conservados em células superioregeseuclonado € facilmente expressado e as
proteinas sintetizadas de forma funcional. Tambémahvantagem de muitas das proteinas
provenientes dessas células serem excretadas pane&i® de cultivo, o que facilita sua

recuperacéo e purificacéd'.

2.4.1 Técnica do DNA recombinante

A técnica central da metodologia do DNA recombiradta clonagem molecular, a qual
consiste no isolamento e propagacdo de moléculd3Nie idénticas. A clonagem molecular
compreende pelo menos dois estagios importanteseipp o fragmento do DNA de interesse
chamado de inserto é ligado a uma outra moléculaNi& chamada de vetor para formar o que
se chama de DNA recombinante. Segundo, a moléculaNA recombinante é introduzida em
uma célula hospedeira compativel, num processo athaumbe transformacado. A célula hospedeira
que adquiriu a molécula do DNA recombinante é agdramada de transformante ou célula
transformad&?.

Um udnico transformante, em condi¢Bes ideais, softétos ciclos de divisdo celular,
produzindo uma coldnia que contém milhares de sa@aDNA recombinante.

Para obtencdo do gene a ser replicado, podem-Beamutiuas técnicas: a do PCR
(Polymerase Chain Reaction) e a com 0 uso de eszdwarestricdo, sendo que na segunda

técnica é dificil encontrar enzimas de restricZataxente adequadas.

2.4.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

A maior aplicacdo desta metodologia € a possiliédde se amplificar uma determinada
sequéncia do DNA.. Uma simples copia de um genecésm dentro de um genoma pode ser
amplificado para alguns microgramas, partindo-sguntidades minimas como picogramas de
DNA total. A condicdo basica para a aplicacdo denitéd depende da construcdo de
oligonucleotideos (iniciadores) os quais sdo comepidares as duas fitas opostas do DNA e que
estejam ao lado da sequéncia a ser amplificada.

O processo inicia-se com a desnaturacao da duplddiDNA que contém a sequéncia a

ser amplificada.
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O passo seguinte permite que os oligonucleotidaomdores anelem-se especificamente
nas extremidades ao lado da sequéncia alvo e tagsofpostas. Finalmente, como aumento da
temperatura a polimerase copia a sequéncia alastia goos oligonucleotideos iniciadores € a fase
de extenséao.

Como mostra a Figura 11, o processo basicamenteeoem 3 fases: desnaturacéao,

anelamento e extensédo, os quais, constituem umdacteacédo de amplificacéo.

Arelamenio
DA com
Primars

1: 3-10 T

Desnaturagas Sitensiocom
it
(99°C) 7204

Figura 11.Esquema do Ciclo do PCR.

O processo € ciclico e pode ser repetido variassyalependendo do grau de amplificacao
gue se deseja. O oligonucleotideo pode ser siatitizjuimicamente, desde que se conheca a
sequéncia a ser amplificada e a partir desta, preeadicionada em excesso ao meio reacional. A

Figura 12 ilustra a amplificagdo génica em umadealg PCR.

— wanied pene ——— —
- — il Exponential amplification

= A5 evele

e ——

s lste [N A :{‘
. ,-""=<

¥ il —_—

|.._.|!r -, B Cunpries & ¢ ClTR 12 COspuey 3 ; L T ] s

Ay W Erwinamse |99

Figura 12. Amplificacdo do Gene no Processo PER
2.4.3 Enzimas de Restricao

Cada organismo produz uma enzima de restricAateaistica, geralmente enzimas de

restricdo sdo isoladas de bactérias que as utilzamo um sistema de defesa contra DNAs
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estranhos. A digestdo de DNA por esta é um procgsgaes. Colocando-se o DNA em contato
com a enzima a uma temperatura ideal (geralmefit@) &/a enzima inicia o processo de digestao
imediatamente, cortando o DNA em fragmentos. O marde fragmentos obtidos é estabelecido
pelo nimero de sitios de restricdo reconhecido @etama utilizada. A familia de fragmentos
gerados por digestdo com enzima de restricdo dngmrte detectada pela separacdo destes
fragmentos por eletroforese em gel de agdrfse

Por causa destas enzimas pode-se cortar um gentedsse e coloca-lo dentro de outro

organismo, como mostrado na Figura 13.

Gene Insarido

Figura 13.Modo de Acdo de uma Enzima de Restric3o

Esse organismo, ap0s a modificacdo de seu DNA,agass produzir a proteina de
interesse, para isso € necessario conhecer a segénética desta proteina. No caso do fator IX
recombinante ativo, a Tabela 3 mostra sua sequdoddNA complementar.
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Tabela 3— Sequencia do DNA Complementar para o Fator I¥oReinante Ativd*e.

CAATCTGCTA GCAAAGGTT ATJCAGCOLG - TOAACATGAT CATGRCAGAA TCACCAGGCC
TGATCACCAT CTGCCTTTTA OGATATCTAC TCAGTGCTGA | ATOTACAGTT FTTYCTTSEATC ATOAAAACGC
CAACAAAATT CTGAATOGGC CAAAGAGGTA TAATTCAGGT AMAATTGGAAG AGTTTOTTCA . AGGGSBCCTT
GAGAGAGAAT GTATGQAAGA AAAGTGTAGT TTTGAAGAAD CACGAOAAQT TTTTAAAAAC ACTOAAAGAA
CAACTGAATT TTOGAAGLAG TATGTTGATE GAGATCAGTG TGAQTCCAAT CCATOTTTAA ATGGOCGOCAG
TTOCAAGGAT GACATTAATT CCTATOAATG TTGETEICCC TTTGGATTTG AAGUAAAGAA CTGTGAATTA
GATGTAACAT ATAACATTAA GAATGGCAGA TOGCGAGCAGT TTTOTAAAAA TAGTGCTOAT © AACAAGOT GG
TTTGCTCCTG TACTGAGOOA TATCGACTTG CAGAAAACCA GAAOTCCTGT OAACCAGCAG TGCCATTTCL
ATGTGGAAGA GITTCTOTTT CACAAACTTC TAAGCTCACC - COTGCTGAGA CTAGTTTTTCC TGATGTGGAC
TATGTAAATT CTACTGAAGC TOAAACCATT TTGGATAACA TCACTCAAAG CACCCAATCA TTTAATOACT
TCACTCOOT TGTTOGTGGA GAAGATGCCA AACCAAGGATCA ATTCCCTT GG CAGGTTSTET TOAATOOTAA
AGTTGATGCA . TTCTGT GGAG GLTCTATCOT TAATGAMAAAA TGGATTGTAA CTGCTGOCCA - CTGTOGTTGAA
ACTGGTGTTA AAATTACAGT TGTCGCAGOT GAACATAATA TTGSGOAGAT . AGAACATACA T GAGCAAAAGC
GAAATOTGAT TCGAATTATT CCTCACCACA ACTCACCACA AGCTATTAAT AAGT ACAACC ATGACATTGC
CCTTCTOAAA CTAGACGAAC CCTTAGTGCT AAACAGUTAC GITTACACCTA  TTTGOATTGC TGACAAGOAA
TACACGAACA TETTCCTCAA ATTTOGATCT GGLCTATOTAA GTGOCTGORGH AAGAGTCOTTC CACAAAGGGA
CGATCAGCTTT AGTTCTTCAG TACCTTAGAG TTCCACTTGT TGACCGAGCL ACATOTCTIC GATCTACAAA
"GTTCACCATC TATAACAACA TOTTCTGTOC TGGCTTCCAT GAAGGAGGTA GAGATTCAT (¢ TCAAGGAGAT
AGTGQAGGGAC CCCATGTTAC TOGAAGTOGAA GGGACCAGTT TCTTAACTAG AATTAMCTGG TOGGGTGAAG
AOTOTOCAAT GAAAGGCAAA TATGOAAT AT ATACCAAGGT AYCOCQOTAT GTCAACTGGA TTAAGGAAAA
AACAAACGCTC ACTTAA TOAAAGATGG ATTTCCAAGH TTAATTCATT AGAATTGAAA
ATTAACAGGG CCTCTCACTA ACTAATCACT TTCCCATETT TTOTTAGATT - TOAATATATA CATTCTATGA
TCATTGCTTY TTOCTCTTTAC AGGGGAGAAT TTCATATTTT ACCTOAGCAA ATTOGATTAGA - AAATGHGEAACC
ACTAGAGGAA TATAATGYGT TAGGAAATTA CAGTCATTTC TGAAGCCTAG TCCCTTCACAA . AATTGTOAAG
TTAAATTCTC CACTCTGTOC ATCAGATACT ATGGTTCTCC ACTATGGCAA CTAACTCACT CAATTTTCCC
TCCTTAGCAG CATTCCATCT © = TCOCGATCTT CTTTGRCTTOY CCAACCAAAN CATCATGTTT ATTAGTTLCTG
TATACAGTAC AGGATCTTTG . GTCTACTCTA TCACGAGAAG GCTCAGYACC ACACTCATGA AGAAAGAACA
CAGOAGTAGC TGABAGGCTA AMACTCATCA AMAACACTAC TCLCTTTTCET CTACCCTATT CCTCAATCTT
TTACCTTTTC CAAATTCCCA ATTCCCCAAR TCAGTTTTTC TCTTTCTTALC FPCCCTOTCTC CCTTTTACCC
TCCATGUOT AG -TTAAAGOAGA QAT GOGGAGC ATCATTCTOGT TATACTTCTG . TACACAGTTA TACATGECTA
TCAAACCCAG ACTTGCTTAC ATAGTGOAGA CTTGCTTTTC AGAAACATAGG GATGAMGTAA GGTACCTAAA
AASTTTGGGG GAAAAGTTTC TTTCAGAGAG TTAAGTTATT TTATATATAT AATATATATA TAAAATATA
AATATACAAT ATAAATATAT AGTGTGTGTG TETATGCGTG TUTGTAGACA CACACGCATA CACACATATA
ATGGAAGCAA TAAGCCATTC - - TTAAGAGCYT GTATGGTTAT GGAGGTCT QA CTAQQCATGA TTTCACGAAG
QCAAGATTOO CATATCAGTT GTAACTAAAA AAGCTGACAT TAACCCAGAL ATATTGT ACT CTTTETAAAA
ATAATAATAA TAATGCTAAC AGAAAGAAGA GAACCOTTCG TTTGCAATCT ACAGTTAGT A | GAGACTTGAG
DAAGAATTCA ACAGTGTGTC TTCAGCAGT G TTCAGAGCCA AGCAAGAAGT TGAAGTTGCC TACGACCAGAG -
GACATAAGTA TCATGTCTCC | TTTAACTAGC ATACCCCGAA GOTGOGAGAAGO ATACAGCAGG CTCAAAGOCA
TAAGTCATTC CAATCAGLCA ACTAAGTTAOT CCTTTTCTGG TITCGYGTTC ACCATGGAAC ATTTTGATTA
TAGTTAATCC TTCTATCTTO AATCTTCTAG AGAGTTGCTG ACCAACTOAC GTATGTTOC CTTTOTQAAT
TAATAAACTC GTATTCTGGT TCAAAALAAA Ad )

A ligacdo do gene com o plasmideo é efetuada pelama DNA ligase. Esta enzima
promove a ligagao dos fragmentos de DNA em vetpregiamente clivados por endonucleases
de restrigao.

A Figura 14 mostra uma molécula de DNA de plasmigie® tem somente um sitio de
clivagem para uma determinada enzima de restrid@nesma enzima € usada para clivar DNA
humano. Se os fragmentos de DNA humano sao mistsireain o DNA plasmidial linearizado,
permitindo a ligacdo entre eles, uma molécula d& Pksmidial contendo DNA humano pode
ser gerada. Este plasmideo hibrido pode ser imsend uma bactéria por transformacdo e

replicado, consequentemente replicando o genddaser
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DNA humano
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Plagmideo hibndo

Figura 14. Molécula de DNA de Plasmideo com somente um SéiGlivagent®®.

2.4.4 Clonagem

Apés o isolamento de uma informacdo genética asigmiento deve ser inserido em
umaem um vetor, capaz de amplificar aquela infoémagn centenas de copias. Atualmente, os
tipos basicos de vetores usados na metodologiaNfo lBcombinante apresentam caracteristicas
especiais que os tornam bons veiculos de clonagediferentes situacoes.

2.4.4.1Plasmideos

Os principais vetores utilizados sé@o os plasmidéles sdo mais usados para a clonagem
de pequenos fragmentos de DNA, sao geralmente osbtidravés de bactérias, facilmente
reintroduzidos nestas células e possuem capacaadeoma de replicacdo, como apresentado na
Figura 15
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Figura 15 Modo de Replicacdo de Genes Utilizando PlasmiB8os

2.4.5 Transferéncia de Genes

Apés a ligacdo do gene ao vetor de expressdogdaserido na célula hospedeira. Dois
métodos distintos podem ser utilizados na transééméde genes para células animais: a
transfeccdo (transferéncia direta do DNA por métofisicos, quimicos ou biolégicos) e a
infeccdo (transferéncia mediada por infeccdo comvirus que contém um gene especifico
integrado ao seu genoma).

No caso da producao de Fator IX recombinantetar vk clonagem utilizado é plasmidial
e o0 método de transferéncia do plasmideo para wdachbspedeira é o de transfeccao. O
plasmideo ou parte dele pode se mover para demtroludleo da célula hospedeira e se

“recombinar” com o DNA da mesma, como mostra a radi6.

Gene do ; Célula Plasmideo
Plasmideo ; Fator IX hospedeira x junto ao DNA

=

Plasmideo 5
Nucleo

Figura 16. Método de transferéncia de genes através da Tegasie”.
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2.5 Cultivo de Células Animais

A engenharia bioquimica tem por tradicdo o cultdéomicroorganismos, que € bastante
distinto do cultivo de células animais.

As células animais sdo diferenciadas, cada umacexdo uma funcdo distinta no
organismo. Em sua fase embrionaria, essas célalssam por diversas transformacdes, o que
torna as células adultas diferenciadas para exeroer funcéo, fazendo parte de um tecido ou
orgao. Mesmo sendo todas da mesma espécie e cordaresmo material genético, cada célula
€ responsavel por sintetizar diferentes compogtas podem ser utilizados por diferentes células.

Sendo assim ocorre interdependéncia entre as s¢lalague acarreta uma série de
limitagBes que ndo sdo encontradas em cultivosid®onganismos. Como uma célula cresce em
um organismo que lhe prové todos 0s nutrientesssades a seu crescimento e sobrevivéncia,
para o crescimento de células animaisvitro (em biorreator), o meio de cultura deve ser
extremamente complexo devendo conter todos os aeidws, varios sais minerais, vitaminas,
acidos graxos e fontes de carbono, como glicosat@ngmina.

O meio de cultivo, além de conter os nutrientes sgrdio metabolizados pelas células,
também deve conter compostos inorganicos, que eajush osmolalidade, promovam
tamponamento e promovam forcas iénicas adequadas.

Em relacdo ao estresse sofrido pelas células enbiometator, as células animais s&o
muito mais frageis que as células microbianas apuesentam membrana celular rigida Dessa
maneira, a agitacdo deve ser bem menor do quea pigra cultivo microbiano, pois esta inibiria
o crescimento das células animais por quebra dpaede celular.

No caso do crescimento de células suspensas emne®agitados e aerados por aspersao,
em 1991, Papoutsakis determinou que o maior dandese a quebra das bolhas de ar na
superficie do liquido e a velocidade de drenageniilo@ liquido em torno da interface gas-
liquido. O uso de sistemas com areacdo sem a faoraeg bolhas seria uma forma de evitar esse
prejuizo as células.

Por sua biologia, células animais necessitam sti@esformacfes para serem utilizadas
em processos industriais. Diferentemente dos migemismos, que se reproduzem
ilimitadamente, células primarias provenientes eedbs podem ser sub-cultivadas por um
numero finito de divisdes (em torno de 58) passando a ser células normais. Apés o periodo de
divisdes, elas entram em processo de envelhecineantorte programada.

Através de processos espontaneos ou carcinogéalgsenas células podem perder a

limitacdo do namero de divisdes, originando céldtassformadas ou linhagens continuas, que
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sdo as utilizadas nos processos biotecnoldgicodinAagens mais comuns s&aby Hamster
Kidney (BHK), Chinese Hamster OvarfCHO), Vero e hibridoma&?, sendo as que as duas
primeiras podem ser utilizadas na sintese de rFIX.

No que diz respeito a velocidade de crescimentoétidas animais, mesmo em condi¢cdes
otimizadas, esta é considerada baixa quando codgardos microorganismos e esta entre 0,001
e 0,05 .

2.5.1 Processos de Cultivo Celular

Ha varios tipos de biorreatores para processos células animais. A primeira
classificac@o se deve ao fato de as células estrgpensas ou imobilizadas

Células animais aderentes sédo dependentes deestiisard para seu crescimento, como
microcarregadores, garrafas “Roller” e fibras dts

Para as que podem ser cultivadas em suspensam gedeisados biorreatores tipo tanque
agitado e biorreatores tipo coluna de boHial(ft).

Quanto ao modo de operacgdo do cultivo, este padensdatelada, batelada alimentada,

continuo ou em perfuséo, ilustrados na Figura 17.

Foad Fec:f:l

Batch Foed-balch Conliruous Parfusion

Figura 17. Modos de Operac&o para Cultivo de Células Aninff&is.

Os modos de operagéo da Figura 17 diferem basi¢cameanforma como o fornecimento
de nutrientes e a remocdo de metabdlitos sdo adakz sendo que esses sao fatores que
determinam a concentracdo de células, nutrienfgsdutos, e a produtividade volumétrica que
pode ser alcancada. Para esses modos de operag@iografico da Figura 18 mostra a
produtividade volumétrica ao longo do tempo.
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Figura 18. Produtividade Volumétrica de Células Animais atglo do Tempd*”

Pela andlise da Figura 18, os processos de bateld@delada alimentada sdo os que
apresentam menor produtividade volumétrica de aglel o processo em perfusdo apresenta a
maior produtividade. Perfusdo sao processos cargique possuem algum tipo de separacédo das
células retiradas junto com o meio de cultivo. Ess#lulas sdo separadas e recirculadas para o
biorreator, 0 que aumenta a concentracdo de célakds.

Sua maior produtividade se deve ao fato de que,ocoélulas animais crescem em
velocidade muito baixa, muitas vezes secretam poodoesmo sem estarem em fase de
crescimento, sendo boa a manutengédo do maior n(possivel de células produtoras.

A operacdo em batelada é limitada por expor asasla constantes mudancgas, com
progressiva reducdo da concentracao de nutrierdesiraulo de metabdlitos toxicos produzidos
pelas proprias células. Ja a batelada alimentataynia estratégia especial de alimentacdo de
meio de cultivo, o que prolonga a cultura e aumenprodutividade de células, que chega, em
curto tempo, a ser maior do que a produtividademiracdo continua, onde os nutrientes sdo
continuamente alimentados ao biorreator e a mesianatigade de meio de cultivo € retirada.

Dessa maneira, cultivos em perfusdo apresentam iar reficiéncia, justamente por
apresentar separacdo e recirculacdo de célulasieotagna essa etapa essencial para a boa

produtividade desse tipo de cultivo.

2.5.2 Equipamentos para retencao celular em cultivos emegpfuséo

Como o cultivo celular em perfusédo é o que apreseraior eficiéncia, serdo detalhados
dispositivos que podem ser usados para separagédudas e recirculacdo ao biorretor para que
seja possivel a escolha do dispositivo que maiguséa as necessidades do cultivo.
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Os equipamentos para retencdo de células podeninsefados dentro ou fora do
biorreator, conectados a ele para promover a tdag@&o das células. Quando a instalagédo é
interna, a operacado € mais simples e segura, mmasatacao externa permite que a operacao e 0s
fatores de ampliacdo de escala sejam independdateperacdo do biorreator. Além disso, na
instalacdo externa, em caso de pane no equipanmestéopode ser substituido sem que o cultivo

celular tenha que ser interrompid8.

2.5.2.1 Centrifugas

Existem duas familias de centrifugas, as decardaderas filtrantes. A primeira familia
tem como principio a forga centrifuga para movepasiculas radialmente, seja para o centro ou
para as paredes da centrifuga, dependendo se foagsmpesadas ou leves que o liquido em que
se encontram. Se forem mais densas, elas se movedirezdo a parede. Entdo o principio de
separacao desse tipo de centrifuga é a sedimergagém campo centrifugo.

A segunda familia, também conhecida como filtragriieigos, usam o campo centrifugo
para promover a pressao necessaria para forcguiddi através do meio filtrante e da torta de
filtrac&o.

As centrifugas sao bastante eficientes na sepadgagliulas do meio de cultivo, mas
apresentam complexidade mecénica e as células psafeen altos efeitos de cisalhamento, que
sao funcédo do tipo de célufs! e ao passar do tempo se acumularam nos canagEes die

separacao, causando entupimento na centrifugaieuiiio a eficiéncia de retencao de células
[20]

2.5.2.2 Hidrociclones

O hidrociclone € um equipamento bem simples, cdustra a Figura 19. Ele é constituido
por uma secdo conica acoplada a uma porcao cdaddue € iniciada com uma entrada
tangencial e fechada por um prato com duto axiadvdeflow O final do cone é uma abertura

circular, chamada de orificio dederflow
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Figura 19. Perspectiva de um Hidrociclone com Linhas de Flaternas?

Usam o principio de separacdo de sedimentacdo ecampo centrifugo, assim como as
centrifugas, mas ndo possuem partes moveis e amanio de vortice é realizado pelo préprio
fluido.

A corrente de alimentacdo é introduzida tangen@&@atm no duto de entrada na parte
superior da sec¢do cilindrica, adquirindo um fortevimento para baixo em voértice. Como o
orificio de underflow é pequeno para permitir unegahrga completa, sendo que somente parte
do liguido escapa pelo underflow carregando asicpdas grossas. A outra parte do liquido
reverte seu escoamento na direcéo vertical e sasheremovimento de vértice ainda mais forte e
sai pelo duto de overflow carregando as particulais finas.

Além disso, como as células tém um tempo de resi@érequeno, em torno de 0,03 a 1
segundo no hidrociclone, as células resistem b&nsiio de cisalhamento relativamente elevada
gerada por este, ndo havendo nenhuma mudancaicgtaéd na viabilidade celular quando o
hidrociclone opera com queda de presséo até 30014Pa

Os hidrociclones podem ser facilmente projetadea peomover a separacao desejada e
sua performance também pode ser facilmente estinkatando ter partes moveis, se encaixam
em operacao sob condicBes assépticas requeridasndéktria de biotecnologia e também nao
requerem manutencao, o que evita riscos adicialgat®ntaminacdo e permite operacdo continua
por longo periodo de tempo, sendo um interessantipanento para ser utilizado na separacao

de células de processos em perfuséo.
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2.5.2.3 Sedimentadores Gravitacionais

Assim como nos campos centrifugos, a separacagynaerdade ocorrerd somente se
existir diferengca de densidade entre as célulamasie o liquido. No entanto, essa diferenca
geralmente é pequena. Por sua vez, o tamanho lidascé relativamente pequeno. Esses dois
fatores explicam o fato de as células apresentarglotidade terminal baixa em um campo
gravitacional, o que faz com que a area para sgf@araeja muito elevada. Isso dificulta a
separacao de células em sedimentadores.

Sedimentadores com lamelas, que sdo placas pladisadas posicionadas bem
proximas, sdo bem mais compactos em relacdo aasesgddores verticais. No entanto, as
células tendem a aderir as lamelas, sendo neaessaviestimento especial e vibragdo de todo o
conjunto para amenizar o problema.

Comparados a filtracdo e a centrifugacdo, os sedaderes gravitacionais evitam
problemas de entupimento e danos as células caugadoalta tensdo de cisalhamento. No
entanto, os longos tempos de residéncia para efatsaparacdo gravitacional devido a baixa
velocidade terminal das células sdo preocupantés opinterior do sedimentador € um meio néo

oxigenado e sem mistura.

2.5.2.4 Filtros de Malha Rotativa

Os filtros de malha rotativagin filterg sao cilindros com uma parede porosa, montados
no interior de biorreatores agitados, posicionatmgixo do agitador ou acionados por um motor
independente. O perfundido é bombeado do inteaomdlha rotativa para fora do biorreator a
mesma taxa com que o meio de cultura € bombeadoopaterior do biorreator, como ilustra a
Figura 20.
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Figura 20. Perspectiva de Filtro de Malha Rotativa Montad&n® do Agitador de um Biorreatdt®

Desde o trabalho pioneiro de Himmelfarb et &, muitos estudos foram publicados
investigando os efeitos da velocidade de rotacaga tde perfusdo, material filtrante e
concentracdo celular na performance — eficiénciasdparacdo e ocorréncia ou nao de
entupimento progressivo na malha — dos filtros déhenrotativa em cultivos em perfusao.

Nesse tipo de filtro atuam vérias for¢as tanto iqaidlo quanto nas células, como forca
gravitacional, forca axial devido ao agitador, foopntrifuga gerada pela rotacédo do filtro e forca
de arraste gerada pelo fluxo de perfuséo.

Danos a malha do filtro sdo preocupantes, uma uezugn processo de perfusao ideal
deve operar continuamente por um longo periodoedgd. Como a troca de pecas internas
durante o processo de perfusdo € impossivel, ro file malha rotativa deve ser projetado e
operado de modo a evitar entupimentos e impedirriqppcao prematura do cultivo celular.

Embora um grande progresso tenha sido obtido maaiiécada no que diz respeito a
operacédo, projeto e ampliacdo de escala de fillmsnalha rotativa, em muitos trabalhos da
literatura sdo observados problemas de danos piemnto da malha.

2.5.2.5 Filtragao Tangencial

Em sistemas de filtracdo com escoamento tangenaiasolucdo alimentada escoa
perpendicularmente a direcdo de permeacdo. O esot@ntangencial gera alta tensdo de
cisalhamento na superficie do filtro, que contripara evitar entupimento do filtro, permitindo
operacao continua e alto fluxo de filtrado.

Esse tipo de filtracdo tem como vantagens a simplie do processo e facil adaptacéo ao
biorreator tanque agitado disponiVél; alta capacidade de filtracdo com completa retenca
celular, gerando um filtrado livre de particufas; operacdo externa, que possibilita a troca
asseéptica do filtro se ocorrer entupimento, naocethepa ampliacdo de escala do biorreator como
ocorre com os equipamentos de separacéo instaledt® dest&®’; baixos custos de operacao e
possibilidade de uso do mesmo processo para unmaeyneariedade de produtos sem grande
trabalho adicional para adapta¢db

No entanto, o fluxo de alimentacdo tangencial étdido pela sensibilidade das células a
tensdo de cisalhamento, o que limita sua acadong®efia, sendo 0 entupimento progressivo das

membranas do filtro a maior preocupacéo em relag&®eu desempenho.
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2.5.2.6 Filtragao Dinamica

A filtracdo dindmica é baseada na criacdo de ummento relativo entre a membrana e
seu suporte ou entre a membrana e um rotor para tpnsao de cisalhamento produzida por esse
movimento seja independente da taxa de alimentacao.

Estéo disponiveis dois tipos de filtros com geommagtdistintas: filtros de cilindro rotativo
(VFF) e filtros de disco rotatorio (RDF).

O filtro VFF consiste em um cilindro fixo dentro daal um cilindro concéntrico gira. O
movimento rotatorio origina voértices de Taylor, ggggam mistura induzida perpendicularmente a
superficie da membrana, reduzindo o entupimenttadBgssa maneira ndo sdo necessarias altas
taxas de alimentacdo para evitar esse entupimento.

O filtro RDF consiste em um disco rotatdrio posigdo no interior de um suporte fixo,
com as membranas montadas no disco rotatério ontenor do suporte. Também € possivel
ajustar a tenséo cisalhante, queda de pressaesattaumembrana e tempo de residéncia de forma
independente da corrente de entrada, o que otim@acesso de filtracdo e possibilita controle
do campo cisalhante. Esse tipo de filtro tem setnads muito eficiente ndo somente para
suspensdes microbianas, mas também para suspensdeélulas de mamifer&s 2°!

Castilho et al.®® usaram uma ferramenta computacional de fluidodicein¢CFD)
combinada com um projeto estatistico para otimdzgeometria do rotor e a velocidade angular
de um filtro RDF destinado a separacdo de céludamamiferos. A estratégia e as ferramentas
utilizadas nesse trabalho possibilitaram a deteagéio de uma geometria otimizada que minimiza
problemas de entupimento por gerar altas forcadhastes na superficie da membrana enquanto
h& o controle a tensdo cisalhante maxima globatioglm o médulo em um certo nivel de modo a
nao danificar as células. Os autores propuserasoalesse filtro com membranas de afinidade
para permitir um processo integrado em um estagipatfusdo/purificacdo para producédo de
proteinas recombinantes a partir de células de feeogj 0 que poderia resultar em reducdo dos
custos de producgdo. Isso indica que esse tipolle & um equipamento promissor para a
separacao de células para o processo de cultiutacelm perfusdo, embora ainda ndo tenha sido

relatado seu uso para esse fim. O filtro propost® esquematizado na Figura 21.
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Figura 21. Filtro RDF projetando usando CF&f”

2.5.2.7Separacao Ultrassonica

A separacao ultrassénica de células ocorre devfdozas acusticas geradas em uma onda
estacionaria plana. Essas forcas sdo resultanteésetacdes entre o fluido e as células e sua
magnitude é funcdo das diferencas de densidaderessilpilidade entre as células e o nigib
Uma onda estacionaria plana cresce como resultadintérferéncia entre ondas com mesmo
comprimento de onda e amplitude que deslocam eeg@iis opostas. Ela é formada pelo plano
nodal estacionario e planos antinodais. Os planosia sdo separados entre si por metade do
comprimento de onda e os planos antinodais ficaiidegantes entre eles. Os nos de velocidade
e pressao sao coincidentes.

As forgas ultrassonicas primeiro levam as célulasigecdo aos nds de pressdo do campo
de ressonancia. As células entdo migram laterabrdenitro dos nés, formando aglomerados de
células. A eficiéncia de separacdo depende da mdgndas forcas desenvolvidas dentro do
equipamento e essas for¢cas sdo funcéo da dis&dhdes densidade de energia no liquido.

Separadores ultrassénicos ja foram usados paraagépade microorganismos e células
animais em processos de perfusdo, no entantatagsaahplitudes necessarias para promover essa
separacao geram um aumento local de temperatagige pode ser um seério problema no que diz

respeito ao lidar com células e com produtos seissévtemperatura.

2.5.2.8 Separacao Dieletroforética

O principio dessa separacdo € o movimento de uniayla neutra a ser submetida a um
campo elétrico ndo-uniforme, conhecido como fen@mendieletroforese.

Uma particula (célula) imersa em um campo eléfiim polarizada por um momento de
dipolo induzido. Para campos nao-uniformes, o caetpaima regido da célula sera mais intenso

que em outras regides, o que contribui para o atomdas densidades de carda em areas
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relativamente especificas da célula. Dessa manairgarticula experimenta uma forca
translacional, que pode aproximé-la ou afasta-tardgifes de alta intensidade do campo regido
do campo elétrico. A forca dieletroforética é fumgdas propriedades dielétricas da célula em
relacdo ao meio de cultivo, da frequéncia e dolndeendo-uniformidade do campo elétrico
aplicadd*®.

Embora esse tipo de separacéo venha sendo utilzeada separagdo de microrganismos,
células de plantas e células animais, somentetsnente vem sendo cogitada sua aplicacdo em
sistemas de perfusdo. Um problema dessa separagfossivel aquecimento do meio dentro do
filtro, o que pode diminuir a viabilidade das céklit®.

A Figura 22 ilustra a acdo dieletroforérica de campo elétrico ndo uniforme em uma

particula, movendo-a em direcdo as regides dénddtasidade do campo elétrico.

j |
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Figura 22. Acéo Dieletroforérica de um Campo Elétrico ndofoimhe em uma Particulé.

Entre os dispositivos de retencdo celular apradent o hidrociclone € uma excelente
escolha, por este ser externo ao biorreator, @guuite que a operacéo e os fatores de ampliagao
de escala sejam independentes da operacéo doalooyre possibilita sua substituicdo em caso de
pane sem interromper o cultivo celular.

Além disso, € um equipamento simples que podeasémiente projetado para promover a
separacao desejada e cuja performance pode dendatg estimada. Por ndo ter partes moveis,
opera sob condi¢cdes assépticas requeridas pelatiladde biotecnologia e também nao requer
manuten¢do, 0 que evita riscos adicionais de con&m@o, permitindo operacdo continua por

longo periodo de tempo.
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2.6 Processos de Purificacao

Apés a producdo da proteina de interesse pelovautglular, ela precisa ser purificada,
principalmente se for uma proteina terapéutica pacaem seres humanos, que € o caso do fator
IX, pois, para biofarmacos, o nivel de pureza &onelevado. Para tal, sdo necessarias sequéncias
de purificacbes, sendo as técnicas de cromatogaafidamente utilizadas, pois estas se baseiam
em diferentes principios de separacdo, gerando icagides altamente poderosas para a
purificacdo que qualquer biomolécti.

Aliados a cromatografia, podem ser utilizados gesecdo por membranas. Ao longo dos
altimos 30 anos, as membranas comecaram a seaddb em varios processos industriais como
agentes de separacao de componéfitesSua aplicabilidade tem se ampliado com o tempo e
atualmente os processos de separacdo por memis@masilizados em areas bastante distintas,
inclusive na separacéo de proteinas.

E importante ressaltar que métodos para purificaigfidatores obtidos pela técnica de
DNA recombinante diferem dos utilizados para pcaifi fatores obtidos por fracionamento do
plasma devido ao fato de o processo de obtencd@mbétn o meio em que os fatores se
encontram serem bastante distintos. No caso do Ifatobtido do plasma, a separacao consiste
principalmente em isolar o fator de proteinas prieseno plasma, incluindo outros fatores de
coagulacdo sanguinea. Na purificacdo do fator &émdinante, como sdo necessarias mudancgas
pds-traducionais para sua sintese, somente un@dmfator IX excretado pelas células é ativo.
Dessa maneira, como o fator IX ativo € muito seargh as formas inativas, para isola-lo delas,
sao utilizados principios que explorem suas dif@asrconformacionais. O isolamento da forma
ativa do fator IX é fundamental, uma vez que, sen&s inativas forem parar na corrente
sanguinea, o seu efeito é desconhecido e se etas mntabilizadas como ativas na formulacéo
do farmaco, o hemofilico estara ingerindo uma disdator 1X menor do que a especificada.
Também héa a preocupacdo com a separacdo de outt@im@gs que tenham sido excretadas pelas

células junto com o fator IX.

2.6.1 Cromatografia

A cromatografia pode ser definida como uma técnieafracionamento de substancias
baseada nas diferentes velocidades com que caddalazase move através de um meio poroso
(fase estacionéria) ao serem arrastadas por umngelem movimento (fase mével). A velocidade

de migracdo de um soluto em uma fase movel podeharfendmenos de particdo, adsorcao,
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troca ibnica e exclusdo. Para a purificacdo de deberminada substancia, esta pode ser retida na

fase estacionaria, ou entdo podem ficar retidas isyaurezas.
No caso da separacdo de diferentes proteinas, lmaFRB esquematiza uma coluna

cromatografica genérica.

reservatorio —

amostra de proteina
(fase movel)

matriz solida porosa
(fase estacionaria)

Suporte poroso ~ . proteinas
efluente — oA
..'. B
c

Figura 23. Esquema Geral de uma Coluna Cromatogréfita.

2.6.1.1 Cromatografia de Troca I6nica

A cromatografia de troca idnica € uma técnica deidnamento baseado na fixacdo de
substancias dotadas de cargas a um suporte (fasoraria) que contém uma carga oposta. A
separacao € possivel uma vez que as interacOesstétas entre 0s grupamentos sao reversiveis
e dependentes da afinidade de cada substancisyasbote. Essa afinidade é funcdo do pH do
meio, temperatura e forga idnica do tampé&o.

Os suportes, também conhecidos como trocadoreso®miu resinas, sdo normalmente
colocados em colunas. Estes podem ser classifiaane catibnicos ou anibnicos. Os suportes
catibnicos possuem grupamentos acidos e sao dbkzgara fixar substédncias com cargas
positivas, enquanto 0os suportes anidnicos possugpamentos basicos e sao utilizados para fixar
substancias com cargas negativas.

As resinas sdo obtidas pela introducdo de gruplasgsoem matrizes insollveis em agua,

sendo conhecidas pelo nome comercialmente usad@panda no mercado.
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Quando as substancias a serem separadas sao gwptque possuem tanto cargas
negativas quanto positivas e cuja carga liquidanédo do pH do meio, o fator principal para a
escolha da resina adequada é a estabilidade deiraratm diferentes pH’'s. Se a proteina for
estavel acima de seu ponto isoelétrico (Pl), esesghuma resina anionica e se ela for estavel
abaixo de seu PI, uma resina cationica.

Para eluicdo sequencial das substancias fixagasyécada por mudanca de pH ou forca
ibnica do meio através de gradiente continuo owsistema sequencial para que estas eluam em
forma sequencial e sejam coletadas purificadas.

A Figura 24 mostra o0 esquema de uma cromatografieoda iGnica.
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% Tampao contendo ions cantrarios A Substancias a serem separadas ® tens do gradiente

Figura 24. Esquema de Cromatografia de Troca 16riEa.

Para proteinas, a separacao deve ser feita de fapitka para evitar sua desnaturacao.
No caso do fator IX proveniente de plasma sanguénescombinante, a cromatografia de
troca idnica é bastante utilizada.

2.6.1.2 Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade é um tipo especiatenatografia de adsorcao realizada
em coluna empacotada com particulas porosas canlegahtes especificos das moléculas de
interesse. A solucdo contendo essas moléculas paswés da coluna e estas ficam ligadas a
fase estaciondria, enquanto suas impurezas comenadase movel.
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Quando os ligantes especificos sado anticorpos nmmais, que tém a capacidade de
identificar e se ligar a uma proteina especificac@om sistema “chave-fechadura”, essa técnica é
denominada de cromatografia de imunoafinidade.

Para separacdo de proteinas, também podem serndd#i ions de metais de transicao
imobilizados, como Cii, Ni2*, Zr** ou CG*, pelos quais elas tenham afinidade, sendo essa
técnica denominada de cromatografia de afinidaderoetal imobilizado (IMAC).

A cromatografia de afinidade ou suas variagOesadito utilizadas na separacéo do fator
IX recombinante ou obtido por fracionamento dempasanguineo.

Essa técnica esta ilustrada na Figura 25.
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Figura 25. Esquema de Cromatografia de Afinidalde.

2.6.1.3 Cromatografia de Exclusao ou Filtragdo em Gel

Esse tipo de cromatografia tem como principio deassegdo a diferenca de tamanho
molecular das substancias a serem separadas.ifadeaém uma coluna recheada com material
inerte cujo tamanho dos poros é controlado. As cotd& menores do que 0S poros penetram
nestes, apresentando maior tempo de retencdo naaca@nquanto as moléculas maiores sao
excluidas dos poros. Dessa maneira, as molécutasleg se movem rapidamente através da

coluna e as moléculas pequenas séo eluidas lertapeta fase movel.
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A Figura 26 esquematiza uma cromatografia de e&olus
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Figura 26. Esquema de Cromatografia de Exclu$gb.

No caso da purificacédo do fator IX, esta técnica @@nuito utilizada, pois as impurezas a
serem separadas apresentam peso molecular mukimprao do fator, principalmente no caso
do fator IX recombinante, em que as impurezas de dificil separacdo sdo suas formas inativas.

2.6.2 Processos de Separagao por Membranas

Nos sistemas de separacdo por membrana, o fluiderato 0s componentes a serem
separados é colocado em contato com uma membrangegmite a passagem seletiva de alguns
componentes mais rapida do que de outros. A nauigza e quimica das membranas, como o
tamanho do poro e sua distribuicdo de tamanhdsafdiretamente a separa¢&b

Os processos da tecnologia de membrana, divididossenose inversa (Ol), ultrafiltracéo
(UF), microfiltracdo (MF), nanofiltracdo (NF) e dge (D) oferecem vantagens na recuperacdo de
bioprodutos. Tais vantagens, segundo FANE e RADG®VIE! envolvem a facilidade no
escalonamento dos equipamentos, elevada estakilidadorocesso ocorre em temperaturas

moderadas, sendo assim adequados para a sepagagémdtos termolabeis, o estresse quimico
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e fisico pode ser minimizado, economia de energ@etividade, além de permitir que a
concentracéo e a purificacdo possam ser obtidagvaminica etapd”.

Os processos que utilizam membranas porosas tém seletividade diretamente
relacionada ao tamanho dos poros e as espécieggsipresentes no meio a ser filtrado. Além
disso, essas espécies devem ser, na medida dogbossértes em relacdo ao material que
constitui a membrana. Nas membranas porosas optmdesdas espécies pode ser tanto
convectivo quanto difusivo, dependendo da forcarim@tplicada. Para MF, UF e NF a forca
motriz € o gradiente de pressao através da memksando o fluxo permeado fundamentalmente
convectivo. No caso da didlise, a forca motrizgradiente de concentracado das espécies através
da membrana e o fluxo permeado é de natureza\dgifudiesse caso as espécies se difundem no
meio em que se encontram através dos poros da raeabr

As Tabelas 4 e 5 resumem 0s processos de sepa@gd@mbranas:

Tabela 4 -Processos de separacdo com membranas coméftiais

Processo Material Retido Material que Permeia
. N Material em suspensao, bactérias
Microfiltragao (MF) Massa molar > 500 k Da (0,@in)

Agua e solidos dissolvidos

Ultrafiltracéo (UF) Colbides, macromoléculas Agua (solvente), sais soluveis g¢e

Massa molar > 5000 Da baixa massa molar
, . Moléculas de massa molar média Agua, sais e moléculas de baixa
Nanofiltragdo (NF)
entre 500 < MM < 2000 Da massa molar
Todo material solavel ou em ;
Osmose Inversa (Ol ~ Agua (solvente)
suspensao
. Moléculas de massa molar > 5000 lons e organicos de baixa massa
Dialise (D)
Da molar
. Macromoléculas e compostos ndo ‘
Eletrodialise (ED) iBnicos P lons

Tabela 5 -Caracteristicas basicas das membranas para défseocessos de separat8o

Processo Tamanho de Poro| Mecanismo de Separacac
Microfiltracdo (MF) 5-0,05um Por tamanho
Ultrafiltracdo (UF) 50-30 nm Por tamanho
Osmose Inversa (Ol 1-0,1 nm Sorcéo / difusédo
Didlise (D) 10-0,1 nm Difuséo
Eletrodialise (ED) 10-0,1 nm Dif. carga elétrica

Uma outra forma de operar os processos de sepapagdmembranas é a diafiltracao.
Esse processo € um modo diferente de operar umauwBF fazendo-se uma “lavagem” da
solucdo problema. A diafiltracdo é utilizada quasdaleseja purificar um determinado soluto de
uma solucéo, onde os contaminantes sao composthmdasdes menores do que as do soluto de

interesse. Assim, 0s contaminantes vao sendo @dosino permeado, enquanto a membrana
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retém o soluto de interesse. Uma vez alcancadaezgulesejada, interrompe-se a adicdo de
solvente e se necessario pode-se efetuar a comg@&mtde soluto purificado. A diafiltracdo
também pode ser operada em regime semi-continmop@mlvente sendo adicionado por etapas.

A Figura 27 apresenta a faixa de atuacdo dosedifies processos com membranas assim
como alguns processos classicos de separacdo eanfda tamanho ou das caracteristicas fisico-
guimicas das espécies a serem separadas. Atualmgoeetem se mostrado mais vantajosos € o
uso desses processos combinados, cada qual anmfai®a em que € mais eficiente.

Microfilragao | — Fitracao |

Figura 27. Comparacédo dos processos tradicionais e com maatyram funcéo das dimensdes das

espécies a serem separdtfas

2.7 Inativacao Viral

Para obtencdo de um biofarmaco seguro, o processuuidficacdo deve inativar e/ou
remover oS virus presentes.

Ha vérias técnicas disponiveis para a inativacéa de proteinas, entre elas radiacdo
ultravioleta, solvente e detergente (SD), pastagéa*! e tratamento com calor, mas este causa
desnaturacdo das proteinas, o que diminuiu sugad®*®. Nos Ultimos anos, também vem
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sendo utilizada a nanofiltracdo com membranas #@8@ex; pois 0s virus sdo particulas bem
pequenas, mas, como o fator IX tem peso molecal&5dkDa, proximo ao dos virus (em torno
de 100 kDa), esta técnica geraria muitas perdaproduto se escolhida uma membrana com
tamanho de corte para separar virus do fator.

O método SD é relatado como eficaz para inativagab do fator IX*®. Nesse método
sdo utilizados solvente organico e detergente pl@struir a membrana lipidica de virus
envelopados para inativa-los. Apds a inativagdosotvente e o detergente precisam ser

removidos, podendo ser utilizada a técnica dalttefaio para a troca de solvente.
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3 ANALISE DE MERCADO

Este capitulo tem como objetivo realizar uma pi@jegnercadolégica de Fator IX no
Brasil. Este fator de coagulacdo sanguinea € aat@aca os portadores de hemofilia B e ndo é
produzido no Pais, gerando um custo para a Uni&med= de 30 milhdes de reais anualmente

com a importacao do produto, sendo o custo médaada Ul importada de R$ 0,55.

3.1 Estimativa da Populacéo Brasileira de Hemofilicos

Para a projecao da populacdo de hemofilicos nalBi@am utilizados dados da projecao
da populacédo brasileira e sua projecdo entre os da01980 e 2050, baseados em pesquisa
realizada pelo Instituto Brasileiro de GeografiE®tatistica (IBGE)*Y, combinados com a
estatistica de que a hemofilia do tipo B afetacada 50000 homens.

Com a previsdo de partida da fabrica para o ark®dd e considerando seu tempo de vida
atil de 10 anos®™, a populacéo brasileira de hemofilicos foi prajetaté o ano de 2025. A

Tabela 6 mostra essa projecgéao.

Tabela 6 —Estimativa da Populacéo Brasileira de Hemofilicos.

ANoO Estimativa da Populacéo Brasileira de Hemofilicosa Tipo B
Ambos os Sexos Masculina Hemofilicos do Tipo B
1980 118.562.549 58.904.681 1.178
1981 121.381.328 60.284.485 1.206
1982 124.250.840 61.687.329 1.234
1983 127.140.354 63.097.723 1.262
1984 130.082.524 64.532.198 1.291
1985 132.999.282 65.951.859 1.319
1986 135.814.249 67.318.862 1.346
1987 138.585.894 68.662.487 1.373
1988 141.312.997 69.981.494 1.400
1989 143.997.246 71.276.711 1.426
1990 146.592.579 72.524.690 1.450
1991 149.094.266 73.723.060 1.474
1992 151.546.843 74.896.081 1.498
1993 153.985.576 76.063.259 1.521
1994 156.430.949 77.234.980 1.545
1995 158.874.963 78.406.282 1.568
1996 161.323.169 79.579.114 1.592
1997 163.779.827 80.755.823 1.615
1998 166.252.088 81.940.241 1.639
1999 168.753.552 83.139.277 1.663
2000 171.279.882 84.350.720 1.687
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ANo Estimativa da Populac&o Brasileira de Hemofilicosa Tipo B
Ambos 0s Sexos Masculina Hemofilicos do Tipo B
2001 173.808.010 85.562.804 1.711
2002 176.303.919 86.758.217 1.735
2003 178.741.412 87.923.721 1.758
2004 181.105.601 89.051.847 1.781
2005 183.383.216 90.135.967 1.803
2006 185.564.212 91.171.295 1.823
2007 187.641.714 92.154.636 1.843
2008 189.612.814 93.084.588 1.862
2009 191.480.630 93.962.767 1.879
2010 193.252.604 94.792.952 1.896
2011 194.932.685 95.577.195 1.912
2012 196.526.293 96.318.292 1.926
2013 198.043.320 97.021.248 1.940
2014 199.492.433 97.690.456 1.954
2015 200.881.685 98.330.018 1.967
2016 202.219.061 98.944.065 1.979
2017 203.510.422 99.535.649 1.991
2018 204.759.993 100.106.94( 2.002
2019 205.970.182 100.659.174 2.013
2020 207.143.243 101.193.501 2.024
2021 208.280.241 101.710.492 2.034
2022 209.380.331 102.209.754 2.044
2023 210.441.362 102.690.218 2.054
2024 211.459.352 103.149.892 2.063
2025 212.430.049 103.586.664 2.072

A partir dos dados da Tabela 6, é possivel montagraéico, ilustrado na Figura 38, da

estima da populagéo brasileira de hemofilico do Bp diferenciando a estimativa baseada em

dados da populacéo, e a baseada na projecao dagipu
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Figura 28. Estimativa da Populagao Brasileira de Hemofilidosipo B entre os Anos 1980 e 2025.
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3.2 Estimativa da Demanda Brasileira de Fator IX

Atualmente no Brasil, o fator IX é importado soneeqara tratamento de episodios
hemorragicos de hemofilicos B, no entanto, o idmala que fosse realizada profilaxia para
proporcionar melhor qualidade de vida aos portadore

Para tratamento de episodios hemorragicos, sass@as 35000 Ul/paciente/ano e para
profilaxia, 100000 Ul/paciente/ano. Para projecaaédmanda brasileira de fator IX, foi utilizado
0 consumo necessario a profilaxia. A Tabela 7 raassa projecao.

Tabela 7 —Estimativa da Demanda Brasileira de Hemofilicos.

Estimativa da Demanda Brasileira de Fator IX
Ano ~ : : Demanda
Populacdo de Hemofilicos do Tipo H (milhdes Ulfano)
1980 1.178 118
1981 1.206 121
1982 1.234 123
1983 1.262 126
1984 1.291 129
1985 1.319 132
1986 1.346 135
1987 1.373 137
1988 1.400 140
1989 1.426 143
1990 1.450 145
1991 1.474 147
1992 1.498 150
1993 1.521 152
1994 1.545 154
1995 1.568 157
1996 1.592 159
1997 1.615 162
1998 1.639 164
1999 1.663 166
2000 1.687 169
2001 1.711 171
2002 1.735 174
2003 1.758 176
2004 1.781 178
2005 1.803 180
2006 1.823 182
2007 1.843 184
2008 1.862 186
2009 1.879 188
2010 1.896 190
2011 1.912 191
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Estimativa da Demanda Brasileira de Fator IX

Ano ~ o . Demanda
Populacdo de Hemofilicos do Tipo H (milhdes Ulfano)

2012 1.926 193
2013 1.940 194
2014 1.954 195
2015 1.967 197
2016 1.979 198
2017 1.991 199
2018 2.002 200
2019 2.013 201
2020 2.024 202
2021 2.034 203
2022 2.044 204
2023 2.054 205
2024 2.063 206
2025 2.072 207

Com a analise de mercado, é possivel determinapacitlade da planta para producédo de
fator IX recombinante a ser projetada. Como todator IX consumido atualmente no Brasil é
importado e que também muitos outros paises tambémportam, podendo uma possivel
producdo excedente ser exportada, a planta sej@étgot@ para atender 100% da demanda do

altimo ano de sua vida util, que € de 207 milh@estpor ano.
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4 APRESENTACAO DO PROJETO

Este capitulo tem como objetivo consolidar fluxagas contendo os equipamentos e
linhas principais do processo para a planta deygé@mdo fator IX recombinante.
A metodologia para escolha de equipamentos es&@atla no processo de producédo do

fator IX recombinante e no trabalho de Silveiralet®.

4.1  Descricao do Processo

Neste tépico serdo explicados 0s processos nemsssar producdo de fator IX
recombinante sob condi¢cdes necessarias para obtdecdm biofarmaco eficaz e seguro, assim
como o critério de escolha de cada processo wtdiza

Nesta planta pretende-se produzir 207 milhdes dendlde fator IX recombinante. Os
farmacos serdo comercializados nas dosagens dé@501000 e 2000 Ul em frascos de 10 mL,
providos de seringa de 10 mL contendo 5 mL de &oluampéo 0,234 %m/v de NaCl para
diluicdo do fator IX antes da injecéo no paciefite As dosagens do farmaco serédo produzidas
em proporc¢oes iguais.

A primeira etapa do processo de producao do fadorudtivo celular para sua sintese.

O cultivo celular tem inicio com o descongelamestdoum criotubo contendo células da
linhagem CHO*® do banco de células. Esse criotubo é utilizadoocoraculo para o primeiro
spinner (SPN-10001), dispositivo de vidro paraieolcelular, que também recebe alimentagcéo
de meio de cultivo, para a primeira etapa de amesaio celular. O volume de SPN-10001,
contendo as células, junto com meio de cultivolirdemtado no segundo spinner (SPN-10002),
de maior volume, para a segunda etapa de cultivbaceO volume de SPN-10002, contendo as
células, junto com meio de cultivo, é alimentadopmimeiro biorreator (BRT-10001), para a
terceira etapa de cultivo celular. O volume de BRU01, contendo as células, junto com meio
de cultivo, é alimentado no segundo biorreator (BR002), de maior volume, para a quarta
etapa de cultivo celular. Os spinners e biorreatdlecritos operam em batelada. O volume de
BRT-10002, contendo as células, junto com meioutiévo, é alimentado no terceiro biorreator
(BRT-10003), para a sintese de fator IX recombmaBRT-10003 opera em perfusdo, por este
ser o processo de cultivo celular com maior pretiiade ao longo do tempo. Como opera em
perfusdo, BRT-10003 tem operacao continua. Em BBOD3 € preciso definir os parametros a
serem monitorados, uma vez que o crescimento de&asé&@m um biorreator € algo complexo por
necessitar de um meio de cultivo extremamente @xopkomposto por aminoacidos, vitaminas,

sais minerais, acidos graxos e glicose. Esse neeuliivo pode ser dividido em duas partes: a
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parte voltada ao crescimento das células e outra @aajuste das condicbes do meio, como
osmolalidade, promover tamponamento e promovercasadnicas adequadas. Um outro aspecto
importante do cultivo de células animais € o fatbs# ter obrigatoriamente duas fontes de
carbono: glicose e glutamina, que é metabolizadgletamato e alfa-cetoglutarato, entrando no
ciclo de acido tri-carboxilicos. No metabolismo tdesfontes de carbono, praticamente toda
glicose é convertida a lactato e toda glutaminaaeminio. A relagcdo entre lactato produzido e
glicose consumida e a relacdo entre amonio produgatl glutamina consumida representam
importantes parametros de acompanhamento do poocésmecendo indicios do fluxo
metabdlico interno da célula a cada momento dévouft!.

Outro aspecto a ser tratado € o estresse celuldnmiangeator, pois diferentemente das
células microbianas, as células animais ndo téedparelular e por isso sdo mais frageis. Assim,
0s sistemas de agitacdo e aeracdo devem ser gogeata forma a minimizar a lise das células.
Um sistema de aeracdo sem a formacéo de bolhassseamais adequadd’.

Para o cultivo das células em biorreatores em g@&ofuideve-se ter a concentragdo de
glicose controlada ao longo das diferentes fases.

Para se fazer o controle do meio fermentado podazes analises “off-line”, através de
amostras e “on-line” no proprio biorreator. Contwdoeso de amostra deve ser utilizado quando se
podem obter resultados em tempo real. Procuraask® ¢ez mais, fazer o monitoramento “on-
line” dos parametros de controle do biorreator.

Podem-se monitorar 0s seguintes parametros:

» Concentracao celular

A concentracdo celular € um dos parametros maisriates de ser monitorado, pois a
partir dele pode-se estimar o consumo de substvaiocidade especifica de crescimento e
producdo. Essa medida pode ser feita de formaadieindireta.

A técnica mais empregada é a turbidimetria, queefor a densidade 6tica (DO) para se
estimar a concentracao das células viaveis (X)a Bssdida pode ser feita desta forma, pois tem-
se um meio de cultivo geralmente limpido e aslaglarescem de forma isoladas umas das
outras. Os turbidimetros podem utilizar luz espddhdaransmitida ou mista. Apos uma calibracéo
prévia no equipamento pode-se relacionar DO coesXa relacdo pode ser desde DO/X como até
uma equacao de reta ou polinonfidl

* Oxigénio Dissolvido

A manutencéo da concentracdo de oxigénio dissokitimdamental para o crescimento

celular devido ao seu metabolismo aerdébico.
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A maioria das células animais in vivo devem serosigis a uma concentracao de oxigénio
entre 3 e 20% da saturacdo. Porém segundo estitml@de Jorjani, Ozturk (1999) a velocidade
especifica de respiracdo de trés linhagens deasé(@HK, CHO e hibridoma) em diferentes
concentracdes celulares de 1 a 20% @8o verificando influéncia na respiracéo.

Como apresentado anteriormente um sistema de aerfici@&nte seria um sem a formacao
de bolhas para evitar o estresse celular, comex@mplo o uso de membranas de silicone para a
transferéncia de oxigénio.

A medida de OD é feita por dois eletrodos (um parsinal de controle e outro para
reserva) e é expressa em uma porcentagem da satwan ar. Controla-se a pressao na entrada
do tubo de silicone que alimenta o oxigénio, auarahd ou diminuindo a forga motriz.

 Temperatura

A temperatura exerce grande influéncia no meioultivo. Segundo Tons6Y, células se
desenvolvem melhor com a temperatura entre 34 ¥3%endo que para o cultivo em perfusao
deve-se utilizar 37°C para a fase de aumento deeotracéo celular e 34°C para o processo de
producao.

O controle de temperatura pode ser feito atravésndéermémetro imerso em um poco
com o caldo da fermentacdo. A temperatura do adddizrmentacdo é comparada com um valor
desejado (set-point) e o seu controlador atuampégatura da camisa de refrigeracao.

* Osmolalidade ou Pressdo Osmatica

Osmolalidade pode ser definida como a molalidagpréssa em mols por quiillograma de
solvente) numa solucdo ideal de uma substanciang§aeforma ions, que apresenta a mesma
pressdo osmotica da solucdo em questdo. Sendoddatidade do soro 290 mmol/kg, os meios
de cultura sdo formulados normalmente para ap@seaibres entre 280 e 330 mmol/ky.

Com as células em crescimento 0 aumento da osdedalifaz com que aumente o
didmetro das células, atingindo valores superiaesla situagcdo normal de cultivo. Por causa
desse atraso em relagdo na resposta a osmolapddeese fazer um aumento gradual nesta do
meio.

e Tamanho das Células

Pode-se obter a distribuicdo de tamanho das céitagés de um contador Coulter, que
utiliza varios capilares, ou do CASY 1 TTC, quepdis de apenas um capilar e de uma curva de
calibracéo previamente aferida.

Com o uso da citometria de fluxo, consegue-se alntea distribuicdo do volume das
células, além da estimativa de sua viabilidadegexd@pndo do corante empregado. O método

baseia em iluminar um fluxo fino de amostra dilyida modo que somente uma célula por vez
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intercepte o feixe luminoso. A medida da luz espddl) assim como da fluorescéncia produzida,
permite a obtencdo de uma seria de dados que pEeferorrelacionados com o tamartib

Pode-se também determinar o tamanho das célulagtatde andlise de imagens obtidas
em microscopio.

° pH

Mede-se o pH do caldo e compara-se com um set-pastt este esteja abaixo do valor
desejado automaticamente adiciona-se uma soluddd dg hidréxido de sédio (NaOH) caso
contrario adiciona-se gas carboénico através dersstle aeracao.

* Presséo

A pressdo tem grande influéncia na transferénciaoxdgénio utilizado. A presséo é
medida na entrada da tubulacao de silicone, na said cabeca do fermentador.

e Volume

O controle de nivel pode ser feito através de untrote de nivel ligado a bomba de
alimentac&o para manter constante o nivel do reator

» Agitacao

O eixo com dois impelidores € agitado através decoplamento mecanico por um motor
na parte superior do biorreator.

Como dispositivo de separacdo celular para redel@élulas a BRT-10003, tem-se um
hidrociclone (HCL-10001), também operando continelai®. O concentrado de células que é
reciclado a BRT-10003, o que caracteriza a operaga@erfusdo, € a corrente aederflowdo
hidrociclone, e o produto bruto escoa em sua ctardaoverflow que alimenta um tanque de
equalizacdo (TQE-10001). S&o produzidos dois vatudeemeio de cultivo por dia (2 vvd), o que
faz com que TQE-10001 tenha capacidade para areraaerlume de meio de cultivo contendo
o fator IX produzido em 1 dia para alimentar oesish de microfiltracdo (MFL-20001). Apos a
etapa de cultivo celular, todos os equipamentosaopem batelada.

A segunda etapa do processo de producdo de fatoeddbinante é a purificagdo do
fator. A primeira etapa de purificacdo € a remada® células do meio de cultivo contendo fator
IX por microfiltracdo*” *°. No sistema de microfiltragdo (MFL-20001), as t&uficam retidas
na membrana, constituindo o concentrado, e o fdtpassa através da membrana, constituindo o
permeado, que é acondicionado em um tanque deizag#al (TQE-20001), com capacidade para
armazenar todo o volume de permeado advindo de ROBPIOL para alimentacdo do primeiro
sistema de ultrafiltracdo (UFL-20001). Em seguidaaizada uma ultra-diafiltracad" ** para
concentracdo da solucéo contendo fator IX e trec@chpao para alimentacao na primeira coluna
de cromatografia (CTA-20001). A etapa de ultrailfraCédo consiste em um sistema de
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ultrafiltracdo (UFL-10001) de modo que o fator liue retido na membrana e impurezas de
pequeno peso molecular passem pele membrana, enemangue de dialisante (TQD-20001)
contendo solugao para fazer a troca de tampao coomaentrado contendo fator IX. Quando o
sistema de ultrafiltracdo opera em modo de diafiio, o concentrado € misturado a solucéo
tampéao, sendo reciclado a TQE-20001, que operdwmeoconstante, enquanto o permeado é
escoado através da membrana. Quando acaba a passagmlucdo tampdo na membrana, é
realizada a concentracdo da solucdo de fator Ifidseo concentrado escoado para
acondicionamento em um tanque de equalizacdo (TWDBEZ), que tem capacidade para
armazenar todo o volume de concentrado advindorde20001.

S&o realizadas quatro etapas de cromatodfafi§. A primeira etapa de cromatografia,
gue consiste em uma coluna de cromatografia da &midnica e pseudo-afinidade (CTA-20001),
contendo a resin®-Sepharose FFrecebe como amostra o concentrado de UFL-20001. O
objetivo dessa etapa € a remocdo dos componerdiesd@ neutros que ndo se ligam a resina e
também formas inativas de fator IX, uma vez quatorflX é eluido da resina em um modo de
pseudo-afinidade que ndo € capaz de eluir formasvas de fator IX, devido a diferencas
conformacionais entre as formas do fator. O eldel@€ TA-20001 é acondicionado em um tanque
de equalizacdo (TQE-20003) com capacidade parazamaatodo esse eluido.

A segunda etapa de cromatografia, que consiste ram aoluna de cromatografia de
afinidade (CAF-20001), contendo a resiMmtrex Cellufine Sulfaterecebe como amostra o
eluido de CTA-20001. O objetivo dessa etapa € agémde proteinas das células hospedeiras. O
eluido de CAF-20001 € acondicionado em um tanqueea@igalizacdo (TQE-20004)c om
capacidade para armazenar todo esse eluido.earesdin ajuste de pH com solucédo diluida de
HCI para alimentagédo de CTA-20002, préxima coluaammatografia.

A terceira etapa de cromatografia, que consistei@a coluna de cromatografia de troca
aniénica (CTA-20002), contendo a res@eramic Hydroxyapatiterecebe como amostra o eluido
de CAF-20001. O objetivo dessa etapa € a remoc&atatelX inativo e outros contaminantes. O
eluido de CTA-20002 é acondicionado em um tanqueegigalizacdo (TQE-20005) com
capacidade para armazenar todo esse eluido.

A quarta etapa de cromatografia, que consiste era ooluna de cromatografia de
afinidade com metal imobilizado (CAM-20001), cormtena resinaFractogel-EMD-Chelate
carregada com ions de cobre (ll), que ficam imp&idos nelaRractogel-EMD-Chelate-Cu(l))
recebe como amostra o eluido de CTA-20002. O objetlessa etapa € a remocdo de

contaminantes. O eluido de CAM-20001 € acondiciorad um tanque de equalizacdo (TQE-
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20006) com capacidade para armazenar todo essip ghara alimentacdo em um segundo
sistema de ultrafiltracdo (UFL-20002).

O objetivo de UFL-20002 é concentrar o fator IXgar etapa de inativagdo viral e a
concentracdo € tal que possibilite a producédo daagens de 250, 500, 1000 e 2000 Ul em
frascos de 10 mL. O concentrado de UFL-20002, gu&m o fator 1X, é entdo encaminhado ao
tanque de inativacao viral (TQI-20001).

Para inativagdo viral em TQI-20001 é utilizado otedé do solvente e detergente, com
TNBP e Triton X-100"% %

Depois da inativacdo viral, € realizada uma segwtdpa de ultra-diafiltracdo com o
objetivo de trocar o tampdo do fator IX por aguaiciecdo WFI-Water for Injectioh e
concentrar diferentemente a solucdo advinda de ZDQ0O1 para cada dosagem desejada do
farmaco. A solucéao de fator IX € concentrada difel@amente para cada dosagem no terceiro
sistema de ultrafiltracdo (UFL-20003) e troca dep&o com a agua de injecao contida no
segundo tanque de dialisante (TQD-20002).

O concentrado de UFL-20003 é encaminhado parzait@retapa de producao do fator IX
que é a formulacdo em TQF-20001, onde sdo adiamsnastabilizantes para melhorar as
caracteristicas do produto na etapa posterioofitzaczo*®.

Por final, o fator IX formulado é envasalld em frascos de 10 mL e liofilizadt”,
respectivamente por ENV-30001 e LIO-30001, sendpdtiibilizado em sua forma final de pé.

A Figura 29 mostra o diagrama de blocos simplificdd processo para producéo de fator

IX recombinante descrito acima.
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Figura 29. Diagrama de Blocos Simplificado do Processo @elirRrdo do Fator IX Recombinante.

4.2 Classificacdo das Areas da Planta

Como os farmacos injetaveis na corrente sanguémeague ser produtos de alta pureza,
sua producao deve ser feita em areas limpas. Néssas, 0 suprimento e a distribuicdo de ar, a
filtragem, os materiais de construcdo e os procedios de operacdo visam controlar as
concentracdes de particulas em suspensdo no adeatkd aos niveis apropriados de limpeza,
conforme definidos pelo usuéario e de acordo cormasrtécnicas vigentes. As normas definem,
entre outros aspectos, a classificacdo dos ambigniEnto aos niveis de contaminacao, técnicas

construtivas adequadas, procedimentos operacienaiscedimentos de teste para verificacao de

limpeza d«
Abg

* Federal Standard 209- Airborne Particulate Cleanliness Classes in Cle@oRs

and Clean Zones

A primeira edicdo da norma Federal Standard 289 @@ 1963, nos Estados Unidos, sob
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o titulo “Clean Room and Workstation Requireme@isntrolled Environments”. A norma define
classes de limpeza do ar e estabelece métodosnmmatigdo da limpeza do ar em ambientes
controlados.

A norma foi cancelada em novembro de 2001, mastint@n a ser utilizada
frequentemente.

* SO 14644— Cleanrooms and associated controlled environments

Esta norma ISO foi primeiramente aplicada na URi@mpéia em 1999 e em seguida nos
Estados Unidos em 2001, onde vem substituindo manérederal Standard 209. A ISO 14644 é
composta por 8 partes: classificacdo da limpezargespecificacdes para teste e monitoramento
para provar continua validacdo; metrologia e mé&tatk teste; projeto, constru¢cdo e operacao;
operacédo; termos e definicbes; dispositivos selpaea e contaminagdo molecular.

« NBR 13700- Areas limpas - Classificacéo e controle de aoimMacio

Com data de publicagdo em Junho de 1996, a norasddia estabelece classes-padréo
de limpeza do ar e prové classes intermediarias gsas e zonas de trabalho limpas baseadas em
concentracdes especificadas de particulas em |#&pan ar. Prescreve métodos para verificacao
da classe e requer um plano estabelecido paraeramiénto de limpeza do ar. Também fornece
um método para determinacdo e descricdo das coac@es (indicador U) de particulas
ultrafinas. Foi elabora baseada na Norma Fedesabl&td 209.

As Tabelas 8 a 10 mostram a classificacdo de &éirepas de acordo com o0 numero e o
tamanho de particulas permitidas por volume deegursdo, respectivamente, as normas Federal
Standard 209E, 1SO 14644-1 e NBR 13700.

Tabela 8 —Classificacdo de Areas Limpas pela Norma Fedeamidard 20987,

Cl N° maximo de particulas/ ft® equivalente ISO | Equivalente
asse
>0.1 pm | >0.2 ym | >0.3 ym | >0.5 uym | >5 um ISO
1 35 7 3 1 ISO3
10 350 75 30 10 ISO4
100 750 300 100 ISO5
1.000 1.000 7 ISO6
10.000 10.000 70 ISO7
100.000 100.000 700 1ISO8
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Tabela 9 —Classificacdo de Areas Limpas pela Norma 1SSO-446%".

N° maximo de particulas/ m® equivalente ISO Equivalente
Classe 1SO
>0.1 um | 20.2 um | 20.3 pm | >0.5 pm >l ym | 25 um
ISO1 10 2
ISO2 100 24 10 4
ISO3 1.000 237 102 35 8 Classe 1
ISO4 | 10.000 2.370 1.020 352 83 Classe 1D
ISO5 | 100.000, 23.700 10.200 3.520 832 29 Classe 100
ISO6 | 1.000.000 237.000| 102.00d 35.200 8.320 293 Classe 1.000
ISO7 352.000 83.200 2.930 Classe 10.000
ISO8 3.520.000 832.000 29.300 Classe 100.000
ISO9 35.200.0008.320.000] 293.000 Ar da Sala
Tabela 10 —Classificacdo de Areas Limpas pela Norma NBR 13700
NBR 13700 Limites de Classe
Classe 0,1pum 0,2um 0,3um 0,5um 5pum
unidade de | unidade de | unidade de unidade de
SI | EUA volume volume volume unidade de volume  volume
m3 ft3 m3 ft3 m3 ft3 m3 ft3 m3 ft3
M1 350 | 9,91 7,57 2,14 30,9 0,875 10 0,283
M1,5 1 1240| 35 265/ 7,5 106 3 35,3 1
M2 3500| 99,1 75,7 21,4 309 8,75 100 2,83
M2,5| 10 |1240Q 350 | 2650/ 75| 1060 30 353 10
M3 35000 991 | 757 | 214 3090 87,5 1000 28,8
M3,5| 100 26500 750 | 10600 300 3530 100
M4 7570 214030900 875 10000 283
M4,5| 1000 35300 100( 24Y 7
M5 100000 2830 618 17,5
M5,5| 10000 353000, 10000 2470 YO
M6 1000000 28300 6180 1[5
M6,5| 100000 3530000, 1000Q@4700| 700
M7 10000000283000| 61800| 1750

A Tabela 11 mostra a equivaléncia das classiesagntre as normas.

Tabela 11 —Equivaléncia das Classificacdes entre as nofiflas

FED STD | EUROPA SI ISO
100 A/B M3,5 | ISO5
10.000 C M5,5| ISO7
100.000 D M6,5| I1SO8
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Para a classificacdo das areas da planta paragaode fator IX recombinante, foi

utilizada por Silveira, et al*®.

utilizada a resolugéo 134/01 na norma NBR 1370€crda na Tabela 12, e a metodologia

Tabela 12 —Classificagdo de Areas segundo a Resolugéo 143/0brma NBR 13706,

Tipo de Esterilizacéo Preparacao | Enchimento Final
Produto com esterilizacao fina] Grau C oy D Grau A
Produto esterilizado por filtragdo Grau C oy D Ghaou B
Prqdutos es,te_rels p_rodu2|do§ A souAeB Grau A e B
partir de matérias-primas estéreis

A planta seréa dividida em trés areas, esquemaisziaa Tabela 13.

Tabela 13 -ldentificacdo, Descricéo e Classificacédo das AdeaBlanta para Producéo de Fator IX Recombinante.

Identificacéo Descricao (Fg:gsss_llfga/u;é%)
10 Cultivo Celular para Sintese de Fator IX Redoantite| 10.000 / ISO7
20 Purificagéo de Fator IX Recombinante 1.000 /dSO
30 Envase e Liofilizacdo de Fator IX Recombinante 00 AISO5

A Figura 30 ilustra diagrama de blocos simplificath processo divido nas &areas

Cultivo Celular

—_— Meio de Meio de
Inoculo
Cultivol Cultivol
5 indculo de célulag| Sintese em Biorreator em Perfus3o
1 Biorreatores em Batelad

com Hidrocicione

Saida do Overflow,

Separagdo por Membranas (MF)

Purificacé@o

do Hidocicione |
{Produto Bruto)

Concentragdo e Troca de Tampdo por
Membranas (UF - Diafiltrag3o)

Produto
Bruto

inativagdo Viral {Soivente e Detargante)

Produto Purificedo

Produtcy
Purificado)

Concentragdo e Troca de Tampdo por
Membranas
{UF - Diafiltrac3o)

Produto Purificad

ConcentragBo por Membranas
(UF - Diafiltragio)

| Produto Purificado

Puriticagio com 4 etapas de
Cromatografia (Q-sepharose FF, Mauex

Cellufine Sulfate, Ceramic

Hydroxyapatite, Fractogel-EMD-Chelate-

Formulagio

Envasee Liofilizacdo

Produte Formulad

Envase e Liofilizagdo

Figura 30. Diagrama de Blocos Simplificado do Processo @eliRrao do Fator IX Recombinante Dividido em

Areas.
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4.3 Fluxogramas

O diagrama de blocos simplificado foi detalhadiginando os Fluxogramas de 01 a 05,
que esquematizam o0s processos realizados paradacgmde fator IX recombinante nas trés

areas da planta.
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Fluxograma 01.DE-10-001: Cultivo Celular para Sintese de FatoRE€ombinante.

Almentagho de Melo de Cultive Alimentagio de Meio de Cultivo

¥

h 4

@ ME-10-001 @ MC-10-003

¥

@ IN10-002 _ . IN-10-004

Alimentagdo da Células (Ds SPN-100002)

BRT-10001
Primeira Batelada para Propagagio do Indculo

Segunda Batelada para Propagagde do Indeule

IN-10-006

BRT-10002

Alimentagio de Meio de Cultivo

PB-10-002 MC 10005
™ F 3
™ L 3
_ PE-10-007
PaR, MFL-20001
\ L
IQE-10001 BRT-10003

Coleta do Valume de Meio de Cultivo Perfusdo para Cultivo Celular

Cortende Fator |X Produado em 1

cia para Alimentagic de MFL-20001

HCL-10001 ce-10-008 »

Separagdo de Células para Reciclo a BRT-10001

N*: DE-10-001 AREA: 10 - CULTIWVO CELULAR

TITULO: CULTIVO CELULAR PARA SINTESE DE FATOR X RECOMBINANTE
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Fluxograma 02.DE-20-001: Purificacao de Fator IX Recombinanté Ethpa.

DE. TQE-10001

DE-10.001 — ]

FARA CAF.Z0001

o - PP20-007
E CE-20-002 1
"

8T-20-102
&

Almentacéo de Solugéio Tampéo

ST-20-103 N
Coleta de Célllas 7
@ TQD-20001
ry Troca de Tampéo do Fator IX para Purificagéo em CTA-20001

=3

8

8 PB-20-001 " PB-20-003 +

r # -+
> PEB-20-002 R
UFL-20001
MFL-20001 » 3 Concentragdio do Fator |X para
Separagdo de Células do Meio de Cullivo é Purificagéio em CTA-20001
Contendo Falor % f
TQE-20001 =
Coleta do Volme de Permeado de MFL-20001 para Aimentagio
de UFL-20001 & Troca de Tampdo com TQD-20001 ¥
(®
PE-20-005
ot - Coleta de Rejeito
 PP-20-008 r | PB-20-004 L 3
TQE-20002
Coleta do Volume de Concentrado
N da UFL-20001 para Alimentagdo
* de CTA-20001
CTA-20001
TQE-20003 1 1° Etapa Cromatografica para

Coleta do Volume de Elido de CTA-20001 para
Alimantagac de CAF-20001

Purificagdo do Fator (X

N%  DE-20-001 AREA: 20 - PURIFICACAC

TITULO: PURIFICACAC DE FATOR 1X RECOMBINANTE - 1% ETAPA
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Fluxograma 03.DE-20-002: Purificacao de Fator IX Recombinanté Epa.

Almentagio de Soluwgdo Tamplo
s
=}
I CTA-20002
PR-20-007 7] FP-20-009 3" Etapa Cromatogrifica para
£ ¥ > o do Fator IX
PP-20-008
[y T >
DE: TOE- 20003
"~ pf PR
DE-20-001 — RS SIE
X C;
: =2y~
el o—Ln PP-20-010 |
A D ] » Fy b
CAF-20001 TQE-20004 TQE-20005
2 Etapa Sromatografica para Puieagdo ¢ > Coleta do Volume de Eluido ¥ Coleta do Volume de Eluido de
de CAF-20001 e Troca de v CAF-20002 para Alimentagic de
Tampdo para Alimenlagio de AR -20001
CAF-20002
, PP-20-011 4
" PP-20-012
- F 3
CAM-20001
FLLC I 06T X a ;
. N € v Nt ] 4" Etapa Cromatografica para
. PARA:Ta, 1R PR-20-014 e Purificag o do Fator [X
e CE. 0-003 | ‘*PP&M‘I: »“o"o 2 e ice']
" - b GH#'II A
i ’ -Sui-iiﬁ
E 3 !3
UFL-20002 *’33 339
Concentragdo do Fator 1X para o v
Imativagdo Viral em TQI-20001 g
By TQE-20006
® Caleta do Volume de Elide de
v CAM-20001 para Alimentacdo de

UFL-20002

(®

Colsta de Rejsita

N [ -20-002 AREA: 20 - PURIFICAGAO

TITULO: PURIFICAGAO DE FATOR 1X RECOMBINANTE - 2% ETAPA
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Fluxograma 04.DE-20-003: Purificacao de Fator IX Recombinanté Epa.

5T-20-109

S

Almentagio de Solugdo Tampéo

DE UFL- 20002
LE-20-002

5T-20-110

TQD-20002

Troca de Tampdo do Fator IX para
Formulagéio em TGI-20001

Alimentagio de Solvente

Alimentagio de Detergente

[
S 8
& 2
@ 5
- PP.20-014 _ PP-20-016 ¥
,: ! - 3
PP-20-015
£ ”
r | >
191:20001 UFL-20003 3
- 1 Concentracdo do Fator X para &
Inativagdo Yiral do Fator IX Formmdacde em TGF. 2000) =
¥

Coleta de Rajeko

®

&

Alimentagio de Histidina Alimentagio de Glicina

PP-20-017

EF-20-112
EF-20-113

Alimenta¢do de Sacaross

EF-20-114 (D

EF-20-115

Almentagio de Pohssorbato 80

FARA ENV-30001
o——a PF-20-018 .

DE-A0-001 A

TQF-20001
Fermulagdie do Fator IX

N°:  JE-20-003 AREA: 20 - PURIFICAGAO

TITULO: PURIFICAGAC DE FATOR IX REGOMBINANTE - 3% ETAPA
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Fluxograma 05.DE-30-001: Envase e Liofilizacdo de Fator IX Recorahte.

DE TQF-20001

CE-20-002

PF-20-018

¥

VAV

ENY-30001

Ervase do Fator X

FARA; Para Embatagem
- PL-30-002 - —
PE-30-001 AREA CE EMEALAGEM b
LID-30001
Liofilizagdo do Fator 1X
N*:  DE-30-001 AREA: 30 - Envase & Liofilizagdo

TiTU J: Envase e Lioflizacio do Fator IX Recombinante
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4.4 Lista de Equipamentos

A Tabela 14 mostra a lista de equipamentos dadagfzara producado de fator IX recombinante.

Tabela 14— Lista de Equipamentos: Area, TAG, N° de Ordeesdiicdo, Servico e Fluxograma.

AREA TAG N° DE ORDEM DESCRICAO SERVICO FLUXOGRAMA
10 BRT-10001 001 Biorreator Primeira Batelada pamapagacéo do Inéculo DE-10-001
10 BRT-10002 002 Biorreator Segunda Batelada panpal§acgao do In6culo DE-10-001
10 BRT-10003 003 Biorreator Perfuséo para Cultivo Celular DE-10-001
10 HCL-10001 001 Hidrociclone Separacédo de Céjpdaa Reciclo a BRT-10001 DE-10-001
10 | TQE-10001 001 Tanque de Equalizacio Coleta do Volume d%xgif\fnfe%‘;g‘é%Cdgn&egﬁggféf roduzidoem1dia | e 46001
20 CAF-20001 001 Coluna de Afinidade 22 Etapa Ctografica para Purificagdo do Fator IX DE-20-002
20 CAM-20001 001 Coluna de Afinidade com Metal Imobilizago 4&kzt Cromatografica para Purificag8o do Fator IX ADEBO2
20 CTA-20001 001 Coluna de Troca Anibnica 12 E@@pamatogréfica para Purificacédo do Fator IX DE-20-0
20 CTA-20002 002 Coluna de Troca Anibnica 3?2 E@pamatografica para Purificag8o do Fator IX DE-22-0
20 MFL-20001 001 Sistema de Microfiltracao Sepavaigi Células do Meio de Cultivo Contendo Fator IX E-PD-001
20 TQD-20001 001 Tanque de Dialisante Troca de Bandp Fator IX para Purificacdo em CTA-20001 DEDRQ
20 TQD-20002 002 Tanque de Dialisante Troca de Bandp Fator IX para Formulagdo em TQI-20001 DEBQ8-
20 | TQE-20001 001 Tanque de Equalizag&o Coleta do Volume d‘; ';f(;cm:gg‘)Tgfn'g”;OL'C%?goTlQ%i%%“o?‘?ao de UFL-20001 b 20.001
20 | TOE-20002 002 Tanque de Equalizagio Coleta do Volume de Conc(e:r_}tx'ilggo%ell.mem para Alimentagéo de DE-20-001
20 TQE-20003 003 Tanque de Equalizagéo Coleta dinvde Eluido de CTA-20001 para Alimentacdo de 28601 DE-20-001
20 | TOE-20004 004 Tanque de Equalizagio Coleta do Volume de Eluido dzgéﬁ_ﬁoz%%%g Troc@atepao para Alimentacgo - 4 50>
20 TQE-20005 005 Tanque de Equalizagéo Coleta dinvode Eluido de CTA-20002 para Alimentacdo de G20001 DE-20-002
20 TQE-20006 006 Tanque de Equalizagéo Coleta danvode Eluido de CAM-20001 para Alimentagao de 126002 DE-20-002
20 TQF-20001 001 Tanque de Formulagéo Formulagéo do Fator IX DE-20-003
20 TQI-20001 001 Tanque de Inativacao Viral Inaté@ Viral do Fator IX DE-20-003
20 UFL-20001 001 Sistema de Ultrafiltracéo Conag#o do Fator IX para Purificagdo em CTA-20001 DAL
20 UFL-20002 002 Sistema de Ultrafiltragao Conaggéio do Fator IX para Inativagdo Viral em TQI-20001 DE-20-002
20 UFL-20003 003 Sistema de Ultrafiltragao Conaéto do Fator IX para Formulagdo em TQF-20001 DB
30 ENV-30001 001 Envasadora Envase do Fator IX DE-30-001
30 LIO-30001 001 Liofilizador Liofilizagao do Fator IX DE-30-001
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45 Lista de Linhas

A Tabela 15 mostra a lista de linhas da planta pavducédo de fator IX recombinante.

Tabela 15— Lista de Linhas: Area, N° de Ordem, TAG, FluiBescricdo. Fluxograma, Origem e Destino das Linhas

AREA | N° DE ORDEM TAG FLUIDO DESCRICAO FLUXOGRAMA DE PARA

10 001 MC-10-001 MC Meio de Cultivo DE-10-001 Alimacé&o de Meio de Cultivo BRT-10001
10 002 IN-10-002 IN Inéculo DE-10-001 Alimentacé®@élulas (De SPN-100002 BRT-10001
10 003 MC-10-003 MC Meio de Cultivo DE-10-001 Alimacao de Meio de Cultivo BRT-10002
10 004 IN-10-004 IN Inéculo DE-10-001 BRT-10001 BRU002
10 005 MC-10-005 MC Meio de Cultivo DE-10-001 Alimacé&o de Meio de Cultivo BRT-10003
10 006 IN-10-006 IN Inéculo DE-10-001 BRT-10002 BROO0O3
10 007 PB-10-007| PB Produto Bruto DE-10-001 BRTaR0 HCL-10001
10 008 CC-10-008 CcC Concentrado de Célula DE-10-00 HCL-10001 BRT-10003
10 009 PB-10-009 PB Produto Bruto DE-10-001 HCLaDO0 TQE-10001
10 010 PB-10-010 PB Produto Bruto DE-10-001; DE3RQ- TQE-10001 MFL-20001
20 001 PB-20-001 PB Produto Bruto DE-20-001 MFL@DO TQE-20001
20 002 PB-20-002 PB Produto Bruto DE-20-001 TQE00 UFL-20001
20 003 PB-20-003 PB Produto Bruto DE-20-001 UFL@DO0 TQE-20001
20 004 PB-20-004 PB Produto Bruto DE-20-001 UFL@DO0 TQE-20002
20 005 PB-20-005 PB Produto Bruto DE-20-001 TQEG200 CTA-20001
20 006 PP-20-006 PP Produto Purificado DE-20-001 A-20001 TQE-20003
20 007 PP-20-007 PP Produto Purificado DE-20-0@-2D-002 TQE-20003 CAF-20001
20 008 PP-20-008 PP Produto Purificado DE-20-002 F2B001 TQE-20004
20 009 PP-20-009 PP Produto Purificado DE-20-002 E-PQO04 CTA-20002
20 010 PP-20-01(Q PP Produto Purificado DE-20-002 A-20002 TQE-20005
20 011 PP-20-011 PP Produto Purificado DE-20-002 E-PQO05 CAM-20001
20 012 PP-20-012 PP Produto Purificado DE-20-002 Me&a001 TQE-20006
20 013 PP-20-013 PP Produto Purificado DE-20-002 E-PQO06 UFL-20002
20 014 PP-20-014 PP Produto Purificado DE-20-0@2D-003 UFL-20002 TQI-20001
20 015 PP-20-015 PP Produto Purificado DE-20-003 1-20001 UFL-20003
20 016 PP-20-016 PP Produto Purificado DE-20-003 L-P003 TQI-20001
20 017 PP-20-017 PP Produto Purificado DE-20-003 L-PB003 TQF-20001
20 018 PF-20-018 PF Produto Formulado DE-20-0033D#€01 TQF-20001 ENV-30001
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AREA | N° DE ORDEM TAG FLUIDO DESCRIGAO FLUXOGRAMA DE PARA
20 101 CC-20-101 CcC Concentrado de Células DE-20-00 MFL-20001 Coleta de Célulgs
20 102 ST-20-102] ST Solugéo Tampéao DE-20-001 Altagio de Solugdo Tampéao TQD-20001
20 103 ST-20-103 ST Solug@o Tampéo DE-20-001 TQWB20 PB--20-003
20 104 RJ-20-104 RJ Rejeito DE-20-001 UFL-20001 eGotle Rejeitd
20 105 ST-20-105| ST Solugéo Tampéao DE-20-002 Altagio de Solugdo Tampéao TQE-20004
20 106 RJ-20-106 RJ Rejeito DE-20-002 UFL-20002 eGotle Rejeitq
20 107 SV-20-107| SV Solvente DE-20-003 Alimentagédolvente TQI-20001
20 108 DT-20-108 DT Detergente DE-20-003 Alimentagé Detergente TQI-20001
20 109 ST-20-109| ST Solucdo Tampéo DE-20-003 Altagio de Solucdo Tampéo TQD-20004
20 110 ST-20-110 ST Solugéo Tampéao DE-20-003 TQWB20 PP--20-016
20 111 RJ-20-111 RJ Rejeito DE-20-003 UFL-20003 eGotle Rejeitq
20 112 EF-20-112 EF Estabilizante de Formulagao 2DB03 Alimentacéo de Histidina TQF-20001
20 113 EF-20-113] EF Estabilizante de Formula¢éo 2DB03 Alimentacéo de Glicina TQF-20001
20 114 EF-20-114 EF Estabilizante de Formula¢éo 2DB03 Alimentacéo de Sacarose TQF-20001
20 115 EF-20-115 EF Estabilizante de Formula¢ao 2DB03 Alimentacé&o de Polissorbato 80 TQF-20001
30 001 PE-30-001 PE Produto Envasado DE-30-001 -BODD1 LIO-30001
30 002 PL-30-002 PL Produto Liofilizado DE-30-001 LIO-30001 Para Embalagemn
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5 DIMENSIONAMENTO DA PLANTA

Este capitulo tem como objetivo dimensionar todgsequipamentos principais, ja
identificados com TAGs no capitulo 4, presenteplaata de producéo de fator IX recombinante

e, com base nesse dimensionamento, projetar dtfirdas trés areas constituintes da planta.

5.1 BRT-10003: Biorretor em Perfusdo

No biorreator BRT-10003 € onde ocorrera a prodwgfétiva de fator IX recombinante
para atender a demanda anual de 207 milhdes dédildeterminado que ele operaria em
perfusdo por este ser o método de cultivo celularapresenta a maior produtividade ao longo do
tempo. O biorreator opera continuamente em perfded® a 6 meses. O fator IX sera sintetizado
por células da linhagem CHO, cuja produtividadefator por 16 células é 17.g de fator 1X
recombinante por dia (4@ rFIX/ dia/ 16 células)*?.

Em relacdo ao rendimento global do processo, alddliemostra o rendimento de cada

processo posterior ao cultivo celular.

Tabela 16 —Rendimento de cada Processo apos o Cultivo Celular

Processo Rendimento Rendimento Global

(%) (%)

Microfiltracdo"” 95 43
Ultra/Diafiltracéio”” 95
Cromatografia de troca anionita 90
Cromatografia de afinidade 90
Cromatografia de afinidade’ 90
Cromatografia de afinidade com metal imobilizado 95
Ultrafiltracéio"” 95
Inativac&o Viral™ 85
Ultra/Diafiltracao"” 95
Liofilizagao ™! 90
Envasé™ 100

©) Dado do fabricante do equipamento.

) Dado do fabricante da resina.

Como os processos listados operam em série, onmenth global foi calculado pela

equacao (1):
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R = ﬁrj (1)

Na equacao (1), R é o rendimento global, rj € aimanto de cada processo e np € o
namero de processos, que, pela Tabela 16, é idydBg42%).

Como o rendimento global é de 43% e a demanda @l 207 milhdes de Ul, o
biorreator BRT-100003 necessita produzir 480 mihde Ul por ano.

Com os dados da tabela 17 é possivel o dimensigniarde equipamento.

Tabela 17 -Parametros para Dimensionamento de BRT-100003.

Parametro Valores
Atividade rFIX (Ul/mg)®*” 16,5
Atividade especifica do sangue (WY rFIX ativo) 0,2
Atividade especifica do fator IX recombinante proido em relacao a atividade
especifica do sangue (%}’ 12
Atividade especifica rFIX ativo (Ul(g rFIX ativo) 0,024
Tempo de operacéo (dias/ahd) 200
Produtividade rFIX ativoy(g rFIX ativo/dia/16 célulasy™® 17
Concentracéo células em perfuséo (célulasfrhL) 2,0 x1d
Taxa de Perfusdo (v 2
Porcentagem utilizada do Biorreator (6%)™ 70

(*) Dados de projeto.
(**) Porcentagem considerada para margem de segairdn volume operacional e espago para dispositieos

controle.

Para a producdo anual de 480 milhdes de Ul de Fdtocom a atividade especifica do
fator IX ativo, se calcula a massa de fator IX @tev ser produzida em um ano. O tempo de
operacao anual possibilita o conhecimento da naessator IX ativa a ser produzida em 1 dia de
operacao, que é de 99,94g. Combinando a produtieida fator IX ativo com a concentracao de
células em perfuséo, calcula-se o volume operakcpara a producdo de fator IX ativo de um dia
de operacéo.

Como a taxa de perfusdo é de 2 vvd, ou seja, peo@loizidos 2 volumes de meio por dia,
o volume operacional de BRT-10003 € a metade donweloperacional da producédo de 1 dia,
sendo ele 147 L. Com a porcentagem utilizada dodzitor, seu volume de projeto sera de 210 L.
As equacdes que esquematizam os célculos realizadascontram no Anexo 9.1.

A Figura 31 ilustra um biorreator.
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Figura 31.Biorreator.

Por uma questdo asseéptica, todos os biorreatadeexjaes utilizados em todo o processo
serdo providos de bolsas plasticas estéreis de oneslume que serdo trocadas a cada ciclo de
producdo. Dessa maneira, caso haja contaminacdoneambatelada, isso ndo compromete as
bateladas seguintes. A Figura 32 mostra uma btdstqa estéril no interior de um tanque.
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Figura 32.Bolsa Plastica Estéril em Operacao no Interiormelanque.

5.1.1 Folha de Especificagbes de BRT-10003

A Folha de Especificagdes 01 mostra as princigaiacteristicas de BRT-10003.

Folha de Especificagbes 01 BTR-10003.

FOLHA DE ESPECIFICACOES

IDENTIFICACAO

Area 10 — Cultivo Celular
TAG BRT-10003
N° de Ordem 003
Descricao Biorreator
Servigo Perfuséo para Cultivo Celular
P&ID DE-10-001
CORRENTES
Entrada Saida
MC-10-005 PB-10-007
IN-10-006
CC-10-008
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material \ Aco INOX 316

Sistema de Agitacao

Sistema de Aeracao

Sistema de Monitoramento e Controle de Parametritisd@S ao
Cultivo Celular e Producéo do Fator IX

Concentracgao Inicial de Células (células/mL) 2% 10
Concentracao Operacional de Células (células/mL) x 1&
Volume (L) 210
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5.2 BRT-10001 e BRT-10002: Biorretores em Batelada

Para a inoculacdo de um dispositivo de cultivo laeluincluindo biorreatores, a
concentracdo de inoculacdo € sempre a mesma, @Gudessrita na Tabela 18. Dessa maneira, a
inoculacéo de um biorreator € feita por um outrong@or volume.

Com o volume operacional de BRT-10003 e a concgfdrale células para inoculacéo, é
possivel calcular a quantidade de células necasggaira inocula-lo.

Foi determinado que dispositivos para inoculacdtepam operar em batelada, por ser uma
operacdo mais simples e ndo haver necessidadecd#ivi celular para crescimento ser em
perfusdo. Como nao ha reciclo de células assim camoperacdo em perfusdo, a concentracao de
células em batelada, presente na Tabela 18, é deotdem de grandeza dez vezes menor que a
concentracdo de células em perfuséo.

O biorreator BRT-10002 foi dimensionado para inacuBRT-10003. Tendo-se a
quantidade de células que necessitam estar presemeBRT-10002 para a inoculacdo e a
concentracdo de células em batelada, é possiwallaalseu volume operacional é de 29 L.
Considerando que a porcentagem de utilizacdo de BR02 como 70 %, seu volume de projeto
éded2L.

A Tabela 18 contém as concentracdes celulares s&@Es aos biorreatores que servirdo

como inoculo de um outro de volume maior.

Tabela 18 -Parametros de Concentragéo Celular.

Parametro Valor
Concentracéo de células em batelada (células /mL) ,0 x 16
Concentracéo de células para inoculacéo (células fm2,0 x 10

O biorreator BRT-10001 foi dimensionado para inaclBRT-10002. Analogamente ao
dimensionamento deste, com as concentracdes eswarTabela 9 e seu volume operacional de
29 L, é possivel calcular a quantidade de célulasranoculada nele para célculo do volume
operacional de BRT-10001, que € de 6 L. Considergne a porcentagem de utilizacdo de BRT-
10001 como 70 %, seu volume de projeto € de 9 L.

As equacles que esquematizam o dimensionamentoatcsatores operando em batelada

se encontram no Anexo 9.2.
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5.2.1 Folha de Especificagdes de BRT-10001

A Folha de Especificagbes 02 mostra as princigaiacteristicas de BRT-10001.

Folha de Especificacdes 02BTR-10001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES

IDENTIFICACAO

Area 10 — Cultivo Celular
TAG BRT-10001
N° de Orden 001
Descricao Biorreator
Servigo Primeira Batelada para Propagacao do la6cul
P&ID DE-10-001
CORRENTES
Entrada Saida
MC-10-001 IN-10-004
IN-10-002
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material \ Aco INOX 316

Sistema de Agitacao

Sistema de Aeracao

Sistema de Monitoramento e Controle de Parametritis@ ao
Cultivo Celular e Producgéo do Fator IX

Concentracao Inicial de Células (células/mL) 2% 10
Concentracdo Operacional de Células (células/mL) x 16
Volume (L) 9

5.2.2 Folha de Especificacdes de BRT-10002

A Folha de Especificacdes 03 mostra as princigaiacteristicas de BRT-10002.
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Folha de Especificacdes 03BTR-10002.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO

Area 10 — Cultivo Celular
TAG BRT-10002
N° de Orden 002
Descricao Biorreator
Servigo Primeira Batelada para Propagacao do laocul
P&ID DE-10-001
CORRENTES
Entrada Saida
MC-10-003 IN-10-006
IN-10-004
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material | Aco INOX 316

Sistema de Agitacao
Sistema de Aeracao
Sistema de Monitoramento e Controle de Parametrids@s ao
Cultivo Celular e Producéo do Fator IX

Concentracgdo Inicial de Células (células/mL) 2% 10
Concentragdo Operacional de Células (células/mL) x 16
Volume (L) 42

5.3 SPN-10001 e SPN-10002: Spinners

Seguindo o raciocinio do dimensionamento de BRIB20e BRT-10001, foi calculado o
volume de mais um biorreator em batelada parargeuio de BRT-10001. Os calculos se
encontram no Anexo 9.2.

Como o volume operacional deste possivel biorrdaiode 1,2 L, este foi considerado
como um spinner, que é um dispositivo de cultiviulae em batelada de vidro, que, por ser
movel, ndo é representado no fluxograma, mas receb®G SPN-10002 para identificar que
nessa etapa do processo é necessario um spinaemgpaportar 1,2 L de meio de cultura.

Também foi calculado o volume operacional de urnoospinner para inoculo de SPN-
10002 com sendo 0,24 L. Este spinner recebe o TAGRN-10002 para identificA-lo como um
spinner que comporta 0,24 L de meio de culturaa Reocula-lo, ndo sera necessario um outro
spinner e sim um criotubo, devido ao volume operadie quantidade de células para inoculacéo,

que s&o, respectivamente, 47 mL e 4,70 xcélulas.

5.4 HCL-100001: Hidrociclone
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Como dispositivo de separacdo de células paraloeai BRT-10003 foi escolhido um
hidrociclone por este ser externo ao biorreatogue permite que a operacéo e os fatores de
ampliacédo de escala sejam independentes da opelad¢dorreator, e possibilita sua substituicao
em caso de pane sem interromper o cultivo celular.

Além disso, € um equipamento simples que podeasémiente projetado para promover a
separacdo desejada e cuja performance pode dendfat® estimada. Por ndo ter partes moveis,
opera sob condi¢des assépticas requeridas pelatiladde biotecnologia e também nao requer
manutencdo, 0 que evita riscos adicionais de conggdio, permitindo operacdo continua por
longo periodo de tempo.

Para o dimensionamento de um hidrociclone assimocamecessidade de uma bateria
deles em paralelos para o processo, foram utilzadono referéncia resultados experimentais
obtidos com hidrociclones construidos especificasmpara retencdo de células animais descritos

por Castilho e Medronho™

. O hidrociclone (ou a bateria deles, se necessadas de um
hidrociclone) estard conectado externamente a BRDA para reter as células. Estas séo
concentradas na corrente de saidaumigerflow e recirculadas para BRT-10003. A corrente de
saida deoverflow, que contém o fator IX recombinante e € praticamésenta de células, é
encaminhada para o tanque de equalizacdo TQE-1pafd depois seguir para a area de
purificagéo.

O hidrociclone possui as seguintes caracteristieggojeto:

Eficiéncia total ou eficiéncia de separacao celuldE) — Se refere ao numero de células

recolhidas nanderflowe € representada pela equacéao (2):

E - QX (2)
QX

Na equacéo (1), QQ, X, e X séo as vazles volumétricas e as concentraefidares no

underflowe na alimentacao, respectivamente.

Razdo de fluido (R) — E a fragdo de fluido reportada anderflow Para suspensdes

diluidas o R pode ser representado pela equacao (3):

R, 0 @)
Q

Eficiéncia de separacédo reduzida (E'y Se refere as células que serdo ou nao separadas

devido a intensidade do campo centrifugo e podeepeesentada pela equacao (4):

E-R, _ X
E=—tm-2e @)
1-R, X
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Na equacao (4), »€ a concentracao celular agerflow

O critério utilizado para a escolha do hidrociclodentre os diferentes modelos testados
por foi o de maior eficiéncia total reduzida, assde a um bom valor de vazao oerflowe de
eficiéncia total. Altos valores de eficiéncia s@zessarios para se atingir elevadas concentracdes
celulares no biorreator de perfusdo e altas vazfiesverflow minimizam o numero de
hidrociclones necessarios para operar como dispmsitle separacdo celular de biorreatores de
grande volume.

Foi escolhido o hidrociclone identificado no artigemo HC201%™®, cuja configuracdo é

mostrada na Tabela 19.

Tabela 19 —Caracterizagéo da Configuracdo do Hidrociclone HG28mAp de 1,0 baf*®.

Parametro Valor
Vazao de alimentacao (L/min) 1,2
Razao de fluido (R (%) 75,3
Vazao deoverflow(Q,=Q(1-R)) (L/min) 0,30
Eficiéncia total (E) (%) 97,4
Eficiéncia total reduzida (E’) (%) 89,5
Diametro do corpo () (mm) 10
Diametro daunderflow(D,) (mm) 2
Diametro dooverflow (D) (mm) 15

Para calculo do numero de hidrociclones necessao processo, € preciso levar em
consideracdo que a taxa de perfusdo de BRT-10a6(8 Zvvd (volume de meio / volume de
reator / dia). Sendo que a cada batelada serdazpdod 147 L de solugdo contendo fator IX
recombinante, ao longo de um dia, esse volume2®dld.. Dessa maneira, a vazao de producao
de fator IX € de 294 L/dia (0,20 L/min) e, comaoditnteriormente, esta € a vazawuerflowdo
hidrociclone (ou vazao total deerflowda bateria de hidrociclones).

Como mostra a Tabela 2, a vazdo de overflow deOdEZ de 0,30 L/min, que € menor
que a vazao de overflow necessaria ao processaoS®Essim, serd necessario somente um
hidrociclone cuja vazao de alimentagéo Q, calcufza equacéo (5), sera de 0,83 L/min (49,6
L/h).

oty B (5

min® 1-— Qo

O hidrociclone a ser utilizado esta ilustrado mufa 33.
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Figura 33. Hidrociclone HC2015.

5.4.1 Folha de Especificagcdes de HCL-100001

A Folha de Especificacdes 04 mostra as princigaiacteristicas de HCL-10001.

Folha de Especificacdes 04HCL-10001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 10 — Cultivo Celular
TAG HCL-10001
N° de Ordem 001
Descricéo Hidrociclone
Servigo Separacao de Células para Reciclo a BRT74100
P&ID DE-10-001
CORRENTES
Entrada Saida
PB-10-007 CC-10-008
PB-10-008
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Fabricante Sartorius Stedim
Material Aco INOX 316
Revestimento Interno Polimero Especial
AP de Operacao (bar) 1,00
Vazao de Alimentagé&o (L/h) 49,6
Vazéao deDverflow(L/h) 12,2
Razao de fluido (%) 75,3
Eficiéncia Total (%) 97,4
Eficiéncia Total Reduzida (%) 89,5
Diametro do Corpo (mm) 10
Diametro daOverflow(mm) 2
Diametro daUnderflow(mm) 15
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5.5 TQE-10001: Tanque de Equalizacéo

O tanque de equalizacdo TQE-10001, sem agitacaprdpetado para armazenar todo o
volume do meio de cultivo do fator IX produzido em dia para que este seja encaminhado para
a area de purificacao.

Sendo assim, seu volume operacional € de 294 ldrostilizando uma porcentagem
méxima do tanque de 90% por este nao ter agitac@olume de projeto de TQE-10001 sera de

330 litros. A equacéo (6) mostra o célculo do vauie projeto do tanque:

Volume Operacional do Tanque(L) (6)

Volume de Projeto do Tangue (L) = % utilizada do Tanque
5.5.1 Folha de Especificacdes de TQE-10001

A Folha de Especificacdes 05 mostra as princigaiacteristicas de TQE-10001.

Folha de Especificacdes 05TFQE-10001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO

Area 10 — Cultivo Celular
TAG TQE-10001
N° de Orden 001
Descri¢ao Tanque de Equalizacao
Servico Coleta do Volume _de Meio d_e Cultivg Contendo F&XoProduzido
em 1 dia para Alimentacdo de MFL-20001
P&ID DE-10-001
CORRENTES
Entrada Saida
PB-10-009 PB-10-010
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazao de Alimentagéo (L/h) 12,2
Vazao de Descarga (L/h) 147,0
Volume (L) 330

5.6 MFL-20001: Sistema de Microfiltracéo

O sistema de microfiltracdo MFL-20001 foi projetguira remover as células do meio de

cultivo contendo o fator I1X utilizando membranasncamanho de poro de aproximadamente 0,6
um “ com fluxo de entrada tangencial & membrana. Desseira, as células ficam retidas na

membrana.
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Para dimensionamento do sistema de microfiltrag@do utilizados os dados presentes na

Tabela 20.
Tabela 20 -Dados para o Dimensionamento de MFL-20001.

Parametro Valor
Volume de Alimentacédo (L) 293,9
Tempo (h)"” 2
Fluxo de Permeado (L/ h ni®§! 110
Pressdo Transmembrana (H&f) 0,5
Volume de Concentrado em Relacdo a Alimentacdd ) 10

(*) Dado de Projeto
(**) Dado do Fabricante

O tempo foi escolhido baseado no tempo global dwgsso, de modo que este nao
ultrapasse 24 h e também para fornecer um valoavat para a area da membrana, uma vez que,
quanto menor o tempo para realizar a filtracdo jeddae maior a area necessaria. Areas de
membrana ndo devem ser utilizadas, a ndo ser jauexdeemamente necessario, uma vez que
pode ser grande a perda de produto por aderéngipanos da membrana.

Com os valores do tempo e volume de concentradeelgédo a alimentacéo, é possivel
calcular as vazoes de alimentacdes, de concergrdd@ermeado, e os volumes de concentrado e
permeado. As equagdes para esse calculo se emsordrAnexo 9.3.

Com os valores do fluxo de permeado a pressdoadsniembrana e tempo € possivel

calcular a area da membrana necessaria a miaQétirpela equacéo (7):

A(m?) = Volume permeado (L) (7) (58]

Fluxo permeado (ﬁ) # tempo(h)

Os parametros de dimensionamento do sistemadefittiacdo MFL-20001 calculados

estao descritos na Tabela 21.

Tabela 21 -Parametros de Dimensionamento de MFL-20001.

Parametro Valor
Vazéao de Alimentacéao (L/h) 147,0
Vazéao de Concentrado (L/h) 6,4
Vazao de Permeado (L/h) 140,6
Volume de Concentrado (L) 12,7
Volume de Permeado (L) 281,2
Area da Membrana (m?2) 1,3
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O sistema é composto por um modulo de membranasalefiltracdo de 1,3 m2 que deve
ser substituido duas vezes ao ano, segundo recagéndo fabricante.

A limpeza das membranas € realizada apds cadag@peram solucéo 0,1M de NaOH por
1 hora®”,

Como o rendimento da microfiltracdo € de 95 %, asaale fator IX recombinante ativo

presente no permeado de MFL-20001 é de 94,94 g.

A Figura 34 esquematiza um modulo de membranasatiomentacéo axial.

Riesina
epini

Distribaidor

4 Fibras

Resi
Prrmeads rj)ci':i‘l Orn) Permeado

Figura 34. Médulo de Membranas com Alimentacédo Axif.

A Figura 35 ilustra um sistema de membranas inidlistr

Figura 34. Sistema de Membranas Industrf{.

5.6.1 Folha de Especificacdes de MFL-20001

A Folha de Especificac6es 06 mostra as princigaiacteristicas de MFL-20001.
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Folha de Especificacdes 06 MFL-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG MFL-20001
N° de Ordenj 001
Descricao Sistema de Microfiltracado
Servigo Separacdo de Células do Meio de Cultiva€mo Fator IX
P&ID DE-20-001
CORRENTES
Entrada Saida
PB-10-010 PB-20-001
CC-20-101
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Fabricante PamMembranas
Material Aco INOX 316
Tempo de Operacao (h) 2
Pressdo Transmembrana de Operacéo (bar 0,5
Fluxo de Permeado (L/h m?2) 110
Area da Membrana (m?2) 1,3
Vazao de Alimentagédo (L/h) 147,0
Vazéao de Concentrado (L/h) 6,4
Vazao de Permeado (L/h) 140,6
Diametro Médio de Poro da Membrarpan) 0,6

5.7 TQE-20001: Tanque de Equalizacéo

O tanque de equalizacdo TQE-20001, sem agitacéprdetado para armazenar todo o
volume de permeado proveniente de MFL-20001.

Sendo assim, seu volume operacional é de 281 tiliegando uma porcentagem maxima
do tanque de 90% por este nao ter agitacdo, o wotlenprojeto de TQE-20001 sera de 320 L.

Esse volume de projeto é calculado pela equacaddsgrita no topico 5.5.

5.7.1 Folha de Especificacdes de TQE-20001

A Folha de Especificacbes 07 mostra as principaiaateristicas de TQE-20001.
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Folha de Especificacdes 07 FQE-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG TQE-20001
N° de Ordem 001
Descricao Tanque de Equalizacao
Servico Coleta do Volume de Permeado de MEL-ZOOOl paraexibacao de
UFL-20001 e Troca de Tampao com TQD-20001
P&ID DE-20-001
CORRENTES
Entrada Saida
PB-20-001 PB-20-002
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazao de Alimentacgéo (L/h) 147,0
Vazéao de Descarga (L/h) 147,0
Volume (L) 320

5.8 TQD-20001: Tanque de Dialisante

Apos a microfiltracéo, sera realizada uma etapalia/diafiltracdo. A ultrafiltracdo tem
como objetivo concentrar a solugdo de permeadonddvde MFL-20001- meio de cultivo
contendo fator IX livre de células - e a operagéim@ modo de diafiltracéo é utilizada para ajustar
o tampéo para aplicacdo desta solugcdo em CTA-20001.

O tanque de dialisante TQD-20001 foi projetado paraazenar o volume de solucéo
dialisante necessario para a troca de tampdao. Wg@olarmazenada em TQD-20001 é a mesma
solucdo da etapa de equilibrio de CTA-20001, sandocomposi¢cdo 50 mM de TRIS e 150 mM
de NaCl, com pH igual a 8,0.

A diafiltracéo estara completa quando 5 volumesateentrado de UFL-20001 — solucdo
de fator IX concentrada — de solugcdo tampado presem TQD-20001 passarem através da
membrana, 0 que resulta em uma remocédo tedricpmeimadamente 99% de sais e outros
componentes de baixo peso molecular presentesrmeado de MFL-20001.

Como sera visto no dimensionamento de UFL-2000bjume de concentrado é de 14 L,
sendo o volume de solucdo dialisante necessaraatpara de tampdo de 70 L. Utilizando uma
porcentagem maxima do tanque de 90% por este nagitacdo, o volume de projeto de TQD-
20001 sera de 80 L. Esse volume de projeto € ealoydela equacao (6), descrita no topico 5.5.
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A diafiltracdo sera operada a volume constanteotieentrado, sendo a vazao de solucéo
dialisante misturada ao concentrado a mesma vazgertheado que deixa UFL-20001, que € de
133,6 L/h.

Como o volume de solucao dialisante € de 70 L @&wvanpm que deixa o tanque é de 133,6
L/h, o tempo de operacdo de TQD-20001 é de 0,%2rgo também o tempo que UFL-20001
opera em modo de diafiltracdo. Como este tempoénéatlizado para o dimensionamento do
sistema de ultrafiltracdo, este estd sendo coizathd no tempo global de operag¢do da planta

como tempo de operacéo do tanque de dialisante.

5.8.1 Folha de Especificacdes de TQD-20001

A Folha de Especificacbes 08 mostra as principaiaateristicas de TQD-20001.

Folha de Especificacdes 08 FQD-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacdo
TAG TQD-20001
N° de Orden 001
Descri¢ao Tanque de Dialisante
Servigo Troca de Tampéao do Fator IX para Purifioaeg@& CTA-20001
P&ID DE-20-001
CORRENTES
Entrada Saida
ST-20-102 ST-20-103
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazéao de Descarga (L/h) 133,6
Volume (L) 80
Tempo de operagao (h) 0,53

5.9 UFL-20001: Sistema de Ultrafiltracéo

O sistema de ultrafiltracdo UFL-20001 foi projetgolara concentrar em vinte vezes o
volume @0-fold) ) do meio de cultivo contendo fator IX utilizando nfEanas com tamanho de
corte de 10 kDa. Como o fator IX recombinante tesopmolecular de 55 kDa, este ficara retido
na membrana.

Para dimensionamento do sistema de ultrafiltragéi@o utilizados os dados presentes na
Tabela 22.
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Tabela 22 -Dados para o Dimensionamento de UFL-20001.

Parametro Valor
Volume de Alimentagédo (L) 281,2
Tempo (h)"” 2
Fluxo de Permeado (L/ h ni®§! 51
Delta P na membrana (b&ty 1
Volume de Concentrado em Relacéo a Alimentacad’(®) 20

(*) Dado de Projeto

O tempo foi dimensionado pelo mesmo critério zaitio no dimensionamento de MFL-
20001.

Com os valores do tempo e volume de concentradeelgédo a alimentacéo, é possivel
calcular as vazoes de alimentacdes, de concergrdd@ermeado, e os volumes de concentrado e
permeado. As equagdes para esse calculo se emsordrAnexo 9.3.

Com os valores do fluxo de permeado a pressdoadsniembrana e tempo € possivel
calcular a area da membrana necessaria a ulaafitirpela equacao (4), descrita no topico 5.6.

Os parametros de dimensionamento do sistema d#iltiicdo UFL-20001 calculados
estdo descritos na Tabela 23.

Tabela 23 -Parametros de Dimensionamento de UFL-20001.

Parametro Valor
Vazao de Alimentagé&o (L/h) 140,6
Vazéao de Concentrado (L/h) 7,0
Vazao de Permeado (L/h) 133,6
Volume de Concentrado (L) 14,0
Volume de Permeado (L) 267,2
Area da Membrana (m?2) 2,6

O sistema € composto por um modulo de membrana#rdéltracdo de 2,6 m2 que deve
ser substituido duas vezes ao ano, segundo recagé&ndo fabricante.

A limpeza das membranas € realizada apds cadag@peram solucéo 0,1M de NaOH por
1 hora®”,

Como o rendimento da ultrafiltracdo é de 95 %, asaale fator IX recombinante ativo

presente no concentrado de UFL-20001 é de 90,19 g.
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5.9.1 Folha de Especificagdes de UFL-20001

A Folha de Especificagbes 09 mostra as principaiaoteristicas de UFL-20001.
Folha de Especificacbes 09 UFL-20001.

FOLHA DE ESPECIFICA(;OES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificagdo
TAG UFL-20001
N° de Ordenj 001
Descri¢édo Maodulo de Ultrafiltracao
Servigo Concentracao do Fator IX para PurificagAdcd A-20001
P&ID DE-20-001
CORRENTES
Entrada Saida
PB-20-002 PB-20-003
PB-20-004
RJ-20-104
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Fabricante PamMembranas
Material Aco INOX 316
Tempo de Operacao (h) 2
Pressdo Transmembrana de Operacéo (bar, 1
Fluxo de Permeado (L/h m?2) 51
Area da Membrana (m?2) 2,6
Vazao de Alimentagé&o (L/h) 140,6
Vazéao de Concentrado (L/h) 7,0
Vazao de Permeado (L/h) 133,6
Tamanho de Cort&Da) 10

5.10 TQE-20002: Tanque de Equalizacéo

O tanque de equalizacdo TQE-20002, sem agitacéprdetado para armazenar todo o
volume de concentrado proveniente de UFL-20001.

Sendo assim, seu volume operacional é de 14 liligantdo uma porcentagem maxima do
tanque de 90% por este ndo ter agitacdo, o voler@aleto de TQE-20002 sera de 20 L. Esse

volume de projeto € calculado pela equacéao (6Lrid@so tépico 5.5.

5.10.1 Folha de Especificacdes de TQE-20002

A Folha de Especificag6es 10 mostra as principaiaoteristicas de TQE-20002.
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Folha de Especificacdes 10 FQE-20002.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG TQE-20002
N° de Ordem 002
Descricao Tanque de Equalizacao
Servico Coleta do Volume de Concentrado de UFL-20001 péraehtacdo
de CTA-20001
P&ID DE-20-001
CORRENTES
Entrada Saida
PB-20-004 PB-20-005
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazao de Alimentacgéo (L/h) 7,0
Vazéao de Descarga (L/h) 61,6

Volume (L) 20

5.11 CTA-20001: Coluna de Troca Anibnica

Esse processo de cromatografia utiliza a resinagada anidnica forte Q-Sepharose Fast
Flow, da GE HealthCare. Proteinas acidas, taissqué&tor IX, e outras substancias poli-ibnicas
carregadas negativamente no pH de operacdo daaca@nligam a resina por interacdes
eletrostaticas. Os compostos ligados a resinalsé@os diferentemente por quebra das interacdes
eletrostaticas com o aumento da condutividade. itf@anéo, esse processo de purificacdo do fator
IX recombinante utiliza a resina em um modo de gsalfinidade, pois o fator € eluido dela com
uma solucao diluida de cloreto de célcio (Ga@&\ inclusdo do CaGIlno tampéo de eluicdo gera
uma mudanga conformacional no fator IX que resutaua elui¢cdo da resina.

A principal funcéo dessa etapa de purificacdo éowemos contaminantes basicos e neutros
da solucéo contendo o fator IX, que ndo se liganesina durante a aplicacdo da amostra —
concentrado advindo de UFL-20001 —, remover aefiras acidas que se ligam a resina mas nao
sao eluidas pelo tampédo contendo Ga€dndo que nessas proteinas se enquadram as formas
inativas de fator IX e para fornecer uma alimerdaa@equada a coluna CAF-20001.

Em colunas de cromatografia sdo realizadas asrdegutapas:

Equilibrio — Tem o objetivo de ajustar o pH e/ou for¢a ibraacoluna. A coluna
é considerada em equilibrio quando os valores de pbhdutividade ndo mais se

alterarem.
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Aplicacdo da amostra— E realizada com uma velocidade superficial apadpr
com o0 objetivo de maximizar o rendimento do progessninimizar o tempo de
operacao.

Lavagem — E realizada com um tamp&o de maior forca idgioe o tampéo de
equilibrio para que as proteinas menos fortemégdeds a resina eluam antes da
proteina de interesse.

Eluicdo — E realizada com uma solucéo de forca idnicarmhétada previamente,
capaz de eluir a proteina de interesse.

Regeneracdo— Tem como objetivo eluir da resina substancias ppgsam ter
ficado ligadas nela apos a eluicao por aplicacdptiedo com alta forca ibnica.
Sanitizagdo —Tem como objetivo evitar crescimento de microorg@as na
coluna.

Cleaning-in-Place (CIP) —Tem como objetivo a remoc¢éao de substancias que
possam ter ficado mais fortemente ligadas a regiganao sejam eluidas com a
regeneracdo. Geralmente € realizada uma vez acoamaciclos de operagéo da
coluna.

Manutenc&o — E realizada ap6s o uso da coluna e tem comaivabf@nserva-la.
No caso da purificacdo do fator IX, em que é radizum ciclo de cromatografia
por dia, a manutencao sera feita com a solucaaydiilgio da coluna até o dia

seguinte.

Em CTA-20001 a lavagem é feita em duas etapasinaeipa, para garantir que toda a

alimentacdo passou através da coluna e as impudazaarga, assim como 0S contaminantes

fracamente ligados a resina sejam lavadas do sistersegunda, para diminuir a condutividade

em preparacao para a eluicao.

Para dimensionar o volume de resina necessarica etapa de cromatografia deve-se

considerar que a massa de fator IX recombinante gtie é alimentada na coluna é de 90,19 g e

que a capacidade de adsorcao de fator IX ativesiaa é de 35g/ L de resifid. Dessa maneira,

o volume operacional de resina, calculado pela @Equd8) é de 2,6 L e, considerando que

somente seria utilizado 80% do volume da resina garantir maxima ligacdo do fator com a

resina, o volume de resina de projeto € de 3,2 L.

massade fator IX ativo(g) (8)

Volume de resinall) = 5
Capacidade de adsorcio (fj
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Com o volume de resina de projeto € possivel diroeas 0 diametro, altura do leito e
altura da coluna pela fichas técnicas de colunamatograficas disponiveis no mercado. Para o
dimensionamento de CTA-10001 foi escolhida a fandé colunas BPG, da GE HealthCare, que

esta ilustrada na Figura 35.

Figura 35. Familia de Colunas BPG, da GE HealthGgt@°o° do Fabricante]

Pelo volume de resina de projeto € possivel selaciono catalogo do fabricante, o
modelo da coluna que tem tal capacidade. Dessairaaten-se o diametro e a altura da coluna,
que sao especificados em cada modelo. Com o didmi&tcoluna e o volume de resina, calcula-
se a altura do leito. Com esse valor, € possivdiiromar se a coluna escolhida é realmente a
desejada, pois cada modelo possui altura minimaxéma do leito.

Para um volume de resina de projeto de 3,2 L,digicionada a coluna BPG 140/500, que
tem 14 cm de diametro de 50 cm de altura. A altardeito calculada foi de 21,0 cm, que esta
dentro da faixa admitida pela coluna.

Para a coluna BPG 140/500 é utilizado o sistemanatografico AKTAprocess, do
mesmo fabricante, projetado para processos de giodde biofarmacos em larga escala. Esse

sistema etapa ilustrado na Figura 36.
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Figura 36. Sistema Cromatogréfico AKTAprocess, da GE Heatigfs4/09° do Fabricante]

E importante ressaltar que a resina deve ser fuibdstia cada 150 ciclos de cromatografia
[15]'

No catalogo da resina Q-Sepharose Fast Flow, édmta uma faixa de velocidade na qual
as corridas deveriam ocorrer. Foi escolhida conocigade 400 cm/h, que quando multiplicada
pela &rea da secdo reta da colutizé/d), fornece o valor da vazao volumétrica da cajugue é
de 62,6 L/h. Também no catalogo da resina é esauificique a velocidade para procedimentos de
limpeza — CIP e sanitizacdo — a velocidade dewerae 40 cm/h.

A Tabela 24, esquematizada segundo Silveira, Hetooe Bragd'®, mostra, para cada
etapa da cromatografia, a composicdo da solucgoétam quantos volumes desta necessitam ser

utilizados na coluna.

Tabela 24 —~Volume do Leito e Composicéo da Solucdo Tampémda Etapa de CTA-20001.

Etapa do Processo | Volumes do Leito Solugédo Tampéo Utilizada
Equilibrio ™" 5 50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH =8,0
Lavagem[“?] 12 Etapa 3 50 mM TRIS, 200 mM NacCl, pH=8,0
22 Etapa 2 50 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH=8,0
Eluicgo™” 5 50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 10 mM CacCl2, pH=8,0
Regeneracad 5 2 M NaCl
12 Etapa 0,5 2 M NaCl
CIP® |22 Etapa 3 1 M NaOH
32 Etapa 3 Etanol (70%) ou Isopropanol (30%)
Sanitizacad’ 1,5 1 M NaOH

(*)Catalogo do Fabricante da Resina.

Com o numero de volumes do leito e o volume deefmojla coluna, é possivel saber o

volume de solucdo tampéao de cada etapa e, comastedivido pela vazao da etapa, € possivel
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calcular o tempo de cada uma. Na Tabela 25 estsemies os valores do volume e tempo de
cada etapa. Também é calculada a soma dos tem@mickcdo da amostra, lavagem e eluicéo,
pois esta soma € o tempo gasto durante o procesparificacdo do fator IX, uma vez que as

demais etapas podem ser realizadas ao mesmo temqadrds processos. A Tabela 25 também o
tempo total de um ciclo de cromatografia com CIB &mpo das demais etapas, considerado

tempo para manutencéo da coluna.

Tabela 25 —-Volume e Tempo de cada Etapa de CTA-20001.

Etapa do Processo | Volume (L) | Tempo (h)
Aplicacdo da Amostra 14,1 0,23
Equilibrio 16,1 0,26
Lavagem 12 Etapa 9,7 0,16
22 Etapa 6,4 0,10
Eluicdo 16,1 0,26
Regeneracao 16,1 0,26
12 Etapa 1,6 0,26
CIP 22 Etapa 9,7 1,57
32 Etapa 9,7 1,57
Sanitizacao 4,8 0,78
Tempo aplicagdo + lavagem + eluicdo 0,75
Tempo Total de 1 Ciclo com CIP 5,46
Tempo para manutencao 4,71

Em CTA-20001, como o rendimento é de 90%, a mdsstator IX ativo presente no
eluido é de 81,17 g. O eluido sera alimentado e®-ZQD03, que alimentara CAF-20001.

5.11.1 Folha de Especificacdes de CTA-20001

A Folha de Especificacbes 11 mostra as principaiaoteristicas de CTA-20001.
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Folha de Especificacdes 11GSTA-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG CTA-20001
N° de Ordem 001
Descricao Coluna de Troca Anibnica
Servigo 12 Etapa Cromatografica para Purificacabator IX
P&ID DE-20-001
CORRENTES
Entrada Saida
PB-20-005 PB-20-006
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Modelo BPG 140/500
Fabricante GE HealthCare
Material Vidro
Resina Q-Sepharose-FF
Sistema Cromatografico AKTAprocess
Volume de Resina (L) 3,2
Diametro (cm) 14
Altura (cm) 50
Altura do Leito (cm) 21,0
Dimenséo na Planta— L x C x H (cm) 59 x 59 x 127
Peso (kg) 25
Vazéo de Operacéo (L/h) 61,6
Tempo de Aplicacdo da Amostra, Lavagem €
e 0,75
Eluicdo (h)
Tempo Total de um Ciclo, com CIP (h) 5,46

5.12 TQE-20003: Tanque de Equalizacéo

O tanque de equalizacdo TQE-20003, sem agitacéprdetado para armazenar todo o
volume de eluido proveniente de CTA-20001.

Sendo assim, seu volume operacional é de 16 liligantdo uma porcentagem maxima do
tanque de 90% por este ndo ter agitacdo, o voler@aleto de TQE-20002 sera de 20 L. Esse

volume de projeto € calculado pela equacéao (6Lrid@so tépico 5.5.

5.12.1 Folha de Especificacbes de TQE-20003

A Folha de Especificagbes 12 mostra as principaiaoteristicas de TQE-20003.
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Folha de Especificacdes 12 FQE-20003.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG TQE-20003
N° de Ordem 003
Descricao Tanque de Equalizacao
Servico Coleta do Volume de Eluido de CTA-20001 para Alitagéo de
CAF-20001
P&ID DE-20-001
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-006 PP-20-007
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazao de Alimentacgéo (L/h) 61,6
Vazéao de Descarga (L/h) 103,2
Volume (L) 20

5.13 CAF-20001: Coluna de Afinidade

Esse processo de cromatografia utiliza a resinaeMatellufine Sulfate, da Millipore.
Como essa resina é analoga a heparina imobilipad, ser utilizada em purificacdo de afinidade
de proteinas que contenham sitios de ligacdo chaparina. Ela também pode ser utilizada em
cromatografia de troca catidnica devido a cargaatieg pela presenca do sulfato. Proteinas
basicas, outras substancias poli-ibnicas carregaasisvamente no pH de operacédo da coluna e
proteinas que possuem sitios de ligacdo com aiheps® ligam a resina e sédo eluidas por solucéo
de forca idbnica crescente da resina.

Essa etapa de purificacéo é realizada para renpovtinas das células hospedeiras eluidas
junto com o fator IX ativo em CTA-20001 e ajustamampao para fornecer alimentacédo adequada
a CTA-20002.

Nessa cromatografia, séo realizadas as mesmas ef@ @l A-20001.

E feita uma lavagem para garantir que toda a aligéo passou através da coluna e que
impurezas fracamente ligadas a resina sejam reamwid sistema. Pode ser realizada uma
segunda lavagem para remover ions de calcio aatekigao.

Para dimensionar o volume de resina necessarica etapa de cromatografia deve-se
considerar que a massa de fator IX recombinante gtie é alimentada na coluna é de 81,17 g e
que a capacidade de adsorcéo de fator IX ativesiaa é de 3 g/ L de resifid. Dessa maneira,

o volume operacional de resina, calculado pelag@uéB), descrita no tépico 5.11 é de 27,1 L e,
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considerando que somente seria utilizado 80% danwelda resina para garantir maxima ligacao
do fator com a resina, o volume de resina de p@eate 33,8 L.

Com o volume de resina de projeto é possivel dimneas 0 diametro, altura do leito e
altura da coluna pela fichas técnicas de colunasatograficas disponiveis no mercado. Para o
dimensionamento de CAF-10001 também foi escolhidanailia de colunas BPG, da GE
HealthCare.

Pelo volume de resina de projeto é possivel selaciono catalogo do fabricante, o
modelo da coluna que tem tal capacidade. Dessairaaten-se o diametro e a altura da coluna,
gue sao especificados em cada modelo. Com o didmi&tcoluna e o volume de resina, calcula-
se a altura do leito. Com esse valor, é possivdiirotar se a coluna escolhida é realmente a
desejada, pois cada modelo possui altura minimaxéma do leito.

Para um volume de resina de projeto de 33,8 Lsdt@cionada a coluna BPG 300/950,
que tem 29,6 cm de diametro de 95 cm de alturdtudaado leito calculada foi de 49,2 cm, que
esta dentro da faixa admitida pela coluna.

Para a coluna BPG 300/950 é utilizado o sistemanatografico AKTAprocess, do
mesmo fabricante.

E importante ressaltar que a resina deve ser fuibdstia cada 150 ciclos de cromatografia
[15].

No catdlogo da resina Matrex Cellufine Sulfatepgnécida uma faixa de velocidade na
qual as corridas deveriam ocorrer. Foi escolhidemacovelocidade 150 cm/h, que quando
multiplicada pela area da secéo reta da colubé/4), fornece o valor da vazao volumétrica da
coluna, que é de 103,2 L/h.

A Tabela 26, esquematizada segundo Silveira et'%}l.mostra, para cada etapa da
cromatografia, a composicdo da solucdo tampédo etagiavolumes desta necessitam ser

utilizados na coluna.
Tabela 26 —-Volume do Leito e Composi¢éo da Solugdo Tampéamda Etapa de CAF-20001.

Etapa do Processg Volumes do Leito Tampao Utilizado
Equilibrio *”! 3 50 mM TRIS, pH =8,0
Lavagen*’! 3 50 mM TRIS, 150mM NaCl, 10 mM CaCl2, pH=8,0
Eluicdo™” 5 50 mM TRIS, 500 mM NacCl, pH=8,0
Regeneracad 3 0,1 M NaOH
12 Etapa 0,5 2 M NaCl
CIP® |22 Etapa 2 8 M uréia
32 Etapa 4 Etanol (70%)
Sanitizacéd’ 1,5 0,1 M NaOH, 20% etanol

(*)Catélogo do Fabricante da Resina.
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Com o numero de volumes do leito e o volume deeprojla coluna, € possivel saber o
volume de solucdo tampao de cada etapa e, comastedivido pela vazao da etapa, € possivel
calcular o tempo de cada uma. Na Tabela 27 estsemies os valores do volume e tempo de
cada etapa. Também é calculada a soma dos tem@agdickcdo da amostra, lavagem e eluicéo,
pois esta soma é o tempo gasto durante o procesparilicacdo do fator IX, uma vez que as
demais etapas podem ser realizadas ao mesmo tenmdrds processos. A Tabela 27 também o
tempo total de um ciclo de cromatografia com CIB mpo das demais etapas, considerado

tempo para manutencéo da coluna.

Tabela 27 -Volume e Tempo de cada Etapa de CAF-20001.

Etapa do Processo| Volume (L) | Tempo (h)
Aplicacdo da Amostra 16,1 0,16
Equilibrio 101,5 0,98
Lavagem 101,5 0,98
Eluicao 169,1 1,64
Regeneracao 101,5 0,98
12 Etapa 16,9 0,16
CIP 22 Etapa 67,6 0,66
32 Etapa 135,3 1,31
Sanitizacao 50,7 0,49
Tempo aplicacdo + lavagem + eluicdo 2,78
Tempo Total de 1 Ciclo com CIP 7,36
Tempo para manutencao 4,59

Em CAF-20001, como o rendimento é de 90%, a massttdr IX ativo presente no
eluido é de 73,06 g. O eluido sera alimentado e®-ZQD04, que alimentard CTA-20002.

5.13.1 Folha de Especificagdes de CAF-20001

A Folha de Especificacbes 13 mostra as principaiaateristicas de CAF-20001.
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Folha de Especificacdes 12 GAF-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES

IDENTIFICACAO

Area 20 — Purificacio
TAG CAF-20001
N° de Ordem 001
Descricao Coluna de Afinidade
Servigo 22 Etapa Cromatografica para Purificacébator 1X
P&ID DE-20-002
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-007 PP-20-008

DADOS DE DIMENSIONAMENTO

Modelo BPG 300/950
Fabricante GE HealthCare
Material Vidro
Resina Matrex Cellufine Sulfate
Sistema Cromatografico AKTAprocess
Volume de Resina (L) 33,8
Diametro (cm) 29,6
Altura (cm) 95
Altura do Leito (cm) 49,2
Dimenséo na Planta— L x C x H (cm) 69 x 69 x 178
Peso (kg) 78
Vazéo de Operacéo (L/h) 103,2
Tempo de Aplicacdo da Amostra, Lavagem €
e 2,78
Eluicdo (h)
Tempo Total de um Ciclo, com CIP (h) 7,36

5.14 TQE-20004: Tanque de Equalizacéo

O tanque de equalizacdo TQE-20004 foi projetad@ pamazenar todo o volume de

5.14.1 Folha de Especificagbes de TQE-20004

eluido proveniente de CAF-20001 e ajustar o pH ,0epara 7,2*"! para alimentacao de CTA-
20002 com solucao diluida de HCI.
Realizando os calculos para obtencao da solucagéebadequado, o volume operacional

do tanque é de 169 L e, utilizando uma porcentagéxima do tanque em torno de 80% por este
possuir agitacdo para realizar a mistura, o voldmerojeto de TQE-20004 seré de 210 L. Esse

volume de projeto é calculado pela equacao (6ri@so tdpico 5.5.

A Folha de Especificacfes 14 mostra as principaiaateristicas de TQE-20004.
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Folha de Especificacdes 14 FQE-20004.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG TQE-20004
N° de Ordem 004
Descricao Tanque de Equalizacao
Servico Coleta do Volume dg Eluido~de CAF-20001 e Trocaampao para
Alimentacéo de CTA-20002
P&ID DE-20-002
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-008 PP-20-009
ST-20-105
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material \ Aco INOX 316
Sistema de Agitacao
Vazao de Alimentagéo (L/h) 103,2
Vazéao de Descarga (L/h) 103,2
Volume (L) 210

5.15 CTA-20002: Coluna de Troca Anibnica

Esse processo de cromatografia utiliza a resinarierHydroxyapatite, da Bio-Rad, que
separa proteinas com alta faixa de cargas e pmueletricos por interacdo eletrostética. O fator
IX é uma proteina acida que se liga a resina embiximadamente neutro. Proteinas acidas sao
eluidas da resina com a adicao de fosfato a solagApéao. A concentracdo de fosfato varia de
acordo com as propriedades da molécula de interesgee permite eluicoes diferenciais para as
proteinas ligadas a resina.

Essa etapa de purificacdo é realizada para renfiateeriX inativo e outros contaminantes
eluidos junto com o fator IX ativo em CAF-20001jestar o tampao para fornecer alimentacao
adequada a CAM-20001, que € uma coluna com metdiilicado, uma vez que TRIS, histidina e
glicina ndo sdo compativeis por romper a interaigiligacdo do metal imobilizado.

Nessa cromatografia, séo realizadas as mesmas ef@ @l A-20001.

Também séo feitas duas lavagens: a primeira, @aenty que toda a alimentacdo passou
através da coluna e que impurezas fracamente Sgadasina sejam removidas do sistema; a
segunda, para remover formas inativas de fator IX.

Para dimensionar o volume de resina necessarica etapa de cromatografia deve-se
considerar que a massa de fator IX recombinante gtie € alimentada na coluna € de 73,06 g e

que a capacidade de adsorcdo de fator IX ativoesma € de 6 g/ L de resina (relacdo com
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resultados de capacidades entre as resinas uliizagssa cromatografia e em CFA-20001. Dessa
maneira, 0 volume operacional de resina, calcutedi® equacéo (8), descrita no topico 5.11, é de
12,2 L e, considerando que somente seria utiliZ2@ do volume da resina para garantir
maxima ligacéo do fator com a resina, o volumeedenga de projeto € de 15,2 L.

Com o volume de resina de projeto € possivel diroeas 0 diametro, altura do leito e
altura da coluna pela fichas técnicas de colunamatograficas disponiveis no mercado. Para o
dimensionamento de CTA-10002 também foi escolhidéamilia de colunas BPG, da GE
HealthCare.

Pelo volume de resina de projeto € possivel selaciono catalogo do fabricante, o
modelo da coluna que tem tal capacidade. Dessair@aten-se o0 diametro e a altura da coluna,
gue sao especificados em cada modelo. Com o didmi&tcoluna e o volume de resina, calcula-
se a altura do leito. Com esse valor, € possivdiiromar se a coluna escolhida é realmente a
desejada, pois cada modelo possui altura minimaxéma do leito.

Para um volume de resina de projeto de 15,2 Lsdtecionada a coluna BPG 300/500,
gue tem 29,6 cm de didmetro de 50 cm de alturdtuéaado leito calculada foi de 22,1 cm, que
esta dentro da faixa admitida pela coluna.

Para a coluna BPG 300/500 é utilizado o sistemanatografico AKTAprocess, do
mesmo fabricante.

E importante ressaltar que a resina deve ser fuibdstia cada 150 ciclos de cromatografia
[15]'

No catalogo da resina Ceramic Hydroxyapatite, @doida uma faixa de velocidade na
qual as corridas deveriam ocorrer. Foi escolhidmacovelocidade 150 cm/h, que quando
multiplicada pela area da secéo reta da colubé/4), fornece o valor da vazdo volumétrica da
coluna, que € de 103,2 L/h.

A Tabela 28, esquematizada segundo Silveira et'®4l. mostra, para cada etapa da
cromatografia, a composicdo da solucdo tampédo etagiavolumes desta necessitam ser

utilizados na coluna.
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Tabela 28 —~Volume do Leito e Composicdo da Solugdo Tampémda Etapa de CTA-20002.

Etapa do Processo | Volumes do Leito Tampao Utilizado
Equilibrio *”! 3 50 mM TRIS, 500 mM NaCl, pH =7,5
Lavagent*’ 12 Etapa 3 0,5 M NaCl, 50 mM TRIS, pH =7,5
22 Etapa 2 50 mM K2HPO4, 185 mM NacCl, pH=7,2
Eluicgo™” 5 500 mM K2HPO4, 200 mM NaCl, pH=7/|2
Regeneracad 4 500 mM KH2PO4
12 Etapa 4 400 mM Na3PO4 (pH 11-12)
CIP® |22 Etapa 3 2 M NaCl
32 Etapa 3 6 M uréia
Sanitizacad’ 3 2 M NaOH

(*)Catélogo do Fabricante da Resina.

Com o numero de volumes do leito e o volume deeprojla coluna, € possivel saber o
volume de solucdo tampao de cada etapa e, comastedivido pela vazao da etapa, € possivel
calcular o tempo de cada uma. Na Tabela 29 estsemies os valores do volume e tempo de
cada etapa. Também é calculada a soma dos tem@mdickcdo da amostra, lavagem e eluicéo,
pois esta soma é o tempo gasto durante o procesparilicacdo do fator IX, uma vez que as
demais etapas podem ser realizadas ao mesmo temqadrds processos. A Tabela 29 também o
tempo total de um ciclo de cromatografia com CIB mpo das demais etapas, considerado

tempo para manutencéo da coluna.

Tabela 29 -Volume e Tempo de cada Etapa de CTA-20002.

Etapa do Processo | Volume (L) | Tempo (h)
Aplicacdo da Amostra 169,1 1,64
Equilibrio 45,7 0,44
12 Etapa 45,7 0,44
Lavagem
22 Etapa 30,4 0,29
Eluicdo 76,1 0,74
Regeneracao 60,9 0,59
12 Etapa 60,9 0,59
CIP 22 Etapa 45,7 0,44
32 Etapa 45,7 0,44
Sanitizagao 45,7 0,44
Tempo aplicacdo + lavagem + eluigdo 3,11
Tempo Total de 1 Ciclo com CIP 6,06
Tempo para manutencao 2,95

Em CTA-20002, como o rendimento € de 90%, a masstatdr IX ativo presente no
eluido é de 65,75 g. O eluido sera alimentado eB-ZQDO5, que alimentara CAM-20001.
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5.15.1 Folha de Especificagdes de CTA-20002

A Folha de Especificagbes 15 mostra as principaiaoteristicas de CTA-20002.

Folha de Especificacdes 15E6TA-20002

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG CTA-20002
N° de Ordemn 002
Descricao Coluna de Troca Anibnica
Servigo 32 Etapa Cromatografica para Purificacdbator 1X
P&ID DE-20-002
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-009 PP-20-010
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Modelo BPG 300/500
Fabricante GE HealthCare
Material Vidro
Resina Ceramic Hydroxyapatite
Sistema Cromatografico AKTAprocess
Volume de Resina (L) 15,2
Diametro (cm) 29,6
Altura (cm) 50
Altura do Leito (cm) 22,1
Dimenséo na Planta— L x C x H (cm) 69 x 69 x 133
Peso (kg) 68
Vazéo de Operacéo (L/h) 103,2
Tempo de Aplicacdo da Amostra, Lavagem €
e 3,11
Eluicdo (h)
Tempo Total de um Ciclo, com CIP (h) 6,06

5.16 TQE-20005: Tanque de Equalizacéo

O tanque de equalizacdo TQE-20005, sem agitacéprdetado para armazenar todo o
volume de eluido proveniente de CTA-20002.

Sendo assim, seu volume operacional é de 76 liligantdo uma porcentagem maxima do
tanque de 90% por este ndo ter agitacdo, o volem@aleto de TQE-20005 sera de 85 L. Esse

volume de projeto é calculado pela equacao (6ri@so tdpico 5.5.
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5.16.1 Folha de Especificagfes de TQE-20005

A Folha de Especificagfes 16 mostra as principaiaoteristicas de TQE-20005.
Folha de Especificacdes 16 FQE-20006

FOLHA DE ESPECIFICAQ@ES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacdo
TAG TQE-20005
N° de Ordenm 005
Descri¢ao Tanque de Equalizacao
Servico Coleta do Volume de Eluido de CTA-20002 para Alitagéao de
CAM-20001
P&ID DE-20-002
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-010 PP-20-011
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazao de Alimentacao (L/h) 103,2
Vazao de Descarga (L/h) 1178,1
Volume (L) 85

5.17 CAM-20001: Coluna de Afinidade com Metal Imobilizad

Esse processo de cromatografia utiliza a resinetégal-EMD-Chelate, EMD, que possui
grupos funcionais aos quais metais de transicaerpae ligar.

Em sua preparacdo para uso, a resina € carregadaoos de cobre Il através de uma
solucéo de sulfato de cobre. Proteinas capazegatagir com os ions de cobre imobilizados séo
retidas na coluna e os contaminantes que naoasa B§o retirados do sistema.

A resina carregada Fractogel-EMD-Chelate-Cu(llsada no processo de purificagdo para
remover do sistema contaminantes que ndo se ligametal imobilizado ou que necessitam de
maiores concentracdes de imidazol para eluicaaudadator IX ativo.

Nessa cromatografia, sdo realizadas as mesmas etapaTA-20001, além das etapas de
lavagem para carga, carga e lavagem em duas giapasemover ions ndo ligados a resina e
ajuste de pH.

Na lavagem que antecede a alimentacédo da coluealizada uma etapa para garantir que
toda a alimentacao passou através da coluna.

Para dimensionar o volume de resina necessarisaaetapa de cromatografia considera-se
gue a massa de fator IX recombinante ativo qudanégeatada na coluna é de 65,75 g e que a

capacidade de adsorcéo de fator IX ativo na resida 0,5 g/ L de resif&. Dessa maneira, o
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volume operacional de resina é de 131,5 L e, cermdlo uma margem de seguranca de 80%
para garantir maxima ligacéo do fator com a resinalume de resina de projeto é de 164,4 L.
Com o volume de resina de projeto € possivel dioeas 0 didametro, altura do leito e
altura da coluna pela fichas técnicas de colunasatograficas disponiveis no mercado. Para o
dimensionamento de CAM-10001 nédo foi possivel agilia familia de colunas BPG, da GE
HealthCare como nas demais colunas, pois o voluemesina de projeto € muito elevado. Foi

entdo escolhida uma coluna AxiChrom, ilustradaigarga 37.

E

Figura 37. Coluna AxiChrom, da GE HealthCaf@toge do Fabricante]

Pelo volume de resina de projeto € possivel selaciono catalogo do fabricante, o
modelo da coluna que tem tal capacidade. Dessaim@aten-se 0 diametro e a altura da coluna,
que sao especificados em cada modelo. Com o didm&tcoluna e o volume de resina, calcula-
se a altura do leito. Com esse valor, € possivdiiromar se a coluna escolhida é realmente a
desejada, pois cada modelo possui altura minimaxéma do leito.

Para um volume de resina de projeto de 164,4 Lsébtecionada a coluna AxiChrom
1000/300, que tem 100 cm de diametro de 50 cmtdeaalA altura do leito calculada foi de 20,9
cm, que esta dentro da faixa admitida pela coluna.

Para a coluna AxiChrom 1000/300 também é utilizadosistema cromatografico
AKTAprocess, do mesmo fabricante, mas em dimensd&®res que o sistema das demais

colunas.
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E importante ressaltar que a resina deve ser fuibdstia cada 150 ciclos de cromatografia
[15].

No catalogo da resina Fractogel-EMD-Chelate, éefcida uma faixa de velocidade na
qual as corridas deveriam ocorrer. Foi escolhidemacovelocidade 400 cm/h, que quando
multiplicada pela area da secéo reta da colubé/4), fornece o valor da vazao volumétrica da
coluna, que é de 3141,6 L/h. Também no catdlogesiaa é explicitado que a velocidade para
procedimentos de limpeza — CIP e sanitizacao elaciade deveria ser de 40 cm/h.

A Tabela 30, esquematizada segundo Silveira et'®4l. mostra, para cada etapa da
cromatografia, a composicdo da solucdo tampado etagiavolumes desta necessitam ser

utilizados na coluna.

Tabela 30 —-Volume do Leito e Composicéo da Solucdo Tampaamda Etapa de CAM-20001.

Etapa do Processo Volumes Tampao Utilizado
do Leito
Lavagem para cardd’ 2 100 mM &cido acético, 500 mM NaCl, pH = 4,0
Carga*” 1 200 mM CuS04, 500 mM NaCl, pH = 4,0
Lavagem para 12
remover ions ndq Etapa 2 100 mM acido acético, 500 mM NaCl, pH = 4,0
ligados aresinae 22
ajuste de pHf”' | Etapa 2 200 mM imidazol, 500 mM NacCl, pH = 7,1
Equilibrio *”! 4 200 mM K2HPO4, 200 mM NaCl, pH = 7,1
Lavagen{‘m 5 200 mM K2HPO4, 200 mM NaCl, pH =7,1
20 mM K2HPO4, 15 mM imidazol, 100 mM NacCl, pH
Eluicgo™” 5 =71
Regeneracad 2 1 M NaCl
1 M NaOH, 20% isopropanol, 20% etanol, 2% lauril
CIP : g
2 sarcosinato de sodio
16.
Sanitizacab Etaapa 1 1 M NaOH
2
Etapa 1 1% Polisorbato 80/0,01M HCI

(*)Catélogo do Fabricante da Resina.

Com o numero de volumes do leito e o volume dgefrada coluna, € possivel saber o
volume de solucdo tampéo de cada etapa e, comastedivido pela vazao da etapa, € possivel
calcular o tempo de cada uma. Na Tabela 31 estsemies os valores do volume e tempo de
cada etapa. Também é calculada a soma dos temagdickcdo da amostra, lavagem e eluicéo,
pois esta soma é o tempo gasto durante o procesparilicacdo do fator IX, uma vez que as

demais etapas podem ser realizadas ao mesmo tenmdrds processos. A Tabela 31 também o
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tempo total de um ciclo de cromatografia com CIB &mpo das demais etapas, considerado

tempo para manutencéo da coluna.

Tabela 31 —-Volume e Tempo de cada Etapa de CAM-20001.

Etapa do Processo Volume (L) Tempo (h)
Aplicacdo da Amostra 76,1 0,02
Lavagem para carga 328,8 0,10
Carga 164,4 0,05
Lavaggm pararemover ja pyans 328.8 0,10
ions néo
ligados aresinae | 5a prang 328,8 0,10
ajuste de pH
Equilibrio 657,5 0,21
Lavagem 821,9 0,26
Eluicéo 821,9 0,26
Regeneracao 328,8 0,10
CIP 328,8 1,05
e 12 Etapa 164.,4 0,52
Sanitizagao
22 Etapa 164.,4 0,52
Tempo aplicacdo + lavagem + elui¢ao 0,55
Tempo Total de 1 Ciclo com CIP 3,32
Tempo para manutencao 2,77

Em CAM-20001, como o rendimento € de 95%, a masstatr IX ativo presente no
eluido é de 62,46 g. O eluido sera alimentado e®-ZDO6, que alimentard UFL-20002.

5.17.1 Folha de Especificagcbes de CAM-20001

A Folha de Especificagbes 17 mostra as principaiaoteristicas de CAM-20001.
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Folha de Especificacdes 17 GAM-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES

IDENTIFICACAO

Area 20 — Purificacio
TAG CAM-20001
N° de Ordem 001
Descricao Coluna de Afinidade com Metal Imobilizado
Servigo 42 Etapa Cromatogréfica para Purificacdbator 1X
P&ID DE-20-002
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-009 PP-20-010

DADOS DE DIMENSIONAMENTO

Modelo AxiChrom 1000/300
Fabricante GE HealthCare
Material Vidro
Resina Fractogel-EMD-Chelate
Sistema Cromatografico AKTAprocess
Volume de Resina (L) 164,4
Diametro (cm) 100
Altura (cm) 50
Altura do Leito (cm) 20,9
Dimenséo na Planta— L x C x H (cm) 130 x 172 x,390
Peso (kg) 2560
Vazéo de Operacéo (L/h) 3141,6
Tempo de Aplicacdo da Amostra, Lavagem €
e 0,55
Eluicdo (h)
Tempo Total de um Ciclo, com CIP (h) 2,77

5.18 TQE-20006: Tanque de Equalizacéo

O tanque de equalizacdo TQE-20006, sem agitacaprdfetado para armazenar todo o
volume de eluido proveniente de CAM-20001.

Sendo assim, seu volume operacional € de 822 tilieando uma porcentagem maxima

5.18.1 Folha de Especificagbes de TQE-20006

do tanque de 90% por este nao ter agitacdo, o wotlenprojeto de TQE-20005 sera de 920 L.
Esse volume de projeto € calculado pela equacaddsgrita no tdpico 5.5.

A Folha de Especificagfes 18 mostra as principaiaoteristicas de TQE-20006.
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Folha de Especificacdes 18 FQE-20006.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacio
TAG TQE-20006
N° de Ordem 006
Descricao Tanque de Equalizacao
Servico coleta do Volume de Eluido de CAM-20001 para Alinagdb de
UFL-20002
P&ID DE-20-002
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-012 PP-20-013
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazao de Alimentacgéo (L/h) 3141,6
Vazéao de Descarga (L/h) 547,9
Volume (L) 920

5.19 UFL-20002: Sistema de Ultrafiltracéo

O sistema de ultrafiltracdo foi projetado para emtiar em quinze vezes 0 volunidb{
fold) do meio de cultivo contendo fator IX utilizandembranas com tamanho de corte de 10
kDa assim como em UFL-20001. Como o fator IX recoraiie tem peso molecular de 55 kDa,
este ficara retido na membrana.

Para dimensionamento do sistema de ultrafiltragéi@o utilizados os dados presentes na
Tabela 32.

Tabela 32 -Dada para o Dimensionamento de UFL-20002.

Parametro Valor
Volume de Alimentacédo (L) 821,9
Tempo (h)"” 1,5
Fluxo de Permeado (L/ h ni&}’ 51
Delta P na membrana (b&t 1
Volume de Concentrado em Relacdo & Alimentacdd®p) 15

(*) Dado de Projeto
(**) Dado de Projeto dimensionado para o envasamdatsolucdo de fator IX nos frascos contendo 250,
500, 1000 e 2000 Ul

O tempo foi dimensionado pelo mesmo critério wilia no dimensionamento de MFL-
20001.
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Com os valores do tempo e volume de concentradeelgédo a alimentacéo, é possivel
calcular as vazoes de alimentacdes, de concergrdd@ermeado, e 0os volumes de concentrado e
permeado. As equagdes para esse calculo se emsordrAnexo 9.3.

Com os valores do fluxo de permeado a pressdaoadsniembrana e tempo € possivel
calcular a area da membrana necessaria a ulaafitirpela equacao (4), descrita no topico 5.6.

Os parametros de dimensionamento do sistema d#iltiicdo UFL-20002 calculados
estdo descritos na Tabela 33.

Tabela 33 -Parametros de Dimensionamento de UFL-20002.

Parametro Valor
Vazao de Alimentagédo (L/h) 547,9
Vazéao de Concentrado (L/h) 36,5
Vazao de Permeado (L/h) 511,34
Volume de Concentrado (L) 54,8
Volume de Permeado (L) 767,1
Area da Membrana (m?2) 10,0

O sistema é composto por um modulo de membranakrdéltracdo de 10,0 m2 que deve
ser substituido duas vezes ao ano, segundo recag@&ndo fabricante.

A limpeza das membranas é realizada ap6s cadac@peram solucao 0,1M de NaOH por
1 hora®”,

Como o rendimento da ultrafiltracdo é de 95 %, asaale fator IX recombinante ativo
presente no permeado de UFL-20002 é de 59,34 g.

5.19.1 Folha de Especificagdes de UFL-20002

A Folha de Especificagbes 19 mostra as principaiaoteristicas de UFL-20002.
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Folha de Especificacdes 19 JFL-20002.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacdo
TAG UFL-20002
N° de Orden 002
Descricao Sistema de Ultrafiltracéo
Servigo Concentragao do Fator IX para Inativagaal\ém TQI-20001
P&ID DE-20-002
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-013 PP-20-014
RJ-20-107
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Fabricante PamMembranas
Material Aco INOX 316
Tempo de Operacao (h) 1,5
Presséo de Operacéo (bar) 1
Fluxo de Permeado (L/h m?2) 51
Area da Membrana (m?2) 10,0
Vazao de Alimentagédo (L/h) 547,9
Vazéao de Concentrado (L/h) 36,5
Vazao de Permeado (L/h) 511,31
Tamanho de Cort&Da) 10

5.20 TQI-20001: Tanque de Inativacdo Viral

Para inativacao viral do fator IX, diferentemengepdirificacdo por nanofiltracéo, que pelo
tamanho de corte da membrana Virossolve de 70 klescrita por Walsh no processo de
producao do fator IX recombinante BeneE{%k

Essa escolha foi feita, porque realizar uma ultrafdo com tamanho de corte de 70 kDa
gue € muito préximo do peso molecular do fatorégambinante, o que acarretaria em uma perda
consideravel de massa do fator, uma vez que o th@mes poros da membrana sofrem variagao.

Além disso, ha relatos na literatdf8 de que o método do solvente e detergente (SD) é
bastante eficaz na inativacao viral de fator IXramper a parede lipidica de virus em estado
latente.

Foram utilizados TNBP, solvente, e Triton X-100tedlgente, com concentragdes de 0,3%
e 1% em volumé&?, respectivamente.

A alimentacdo contendo fator IX recombinante até/@roveniente do concentrado de

UFL-20002, sendo o volume de alimentacdo dessg&wmide 54,8 L.
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Dessa maneira, os volumes de TNBP e Triton X-100 re&pectivamente, 170 mL e 0,56
L, o que faz com que o volume operacional de T@EA0seja de 55,5 L. Utilizando uma
porcentagem do tanque em torno de 80% por estagitacdo para promover o contato de
possiveis virus com o solvente e o detergente Jumende projeto de TQI-20001 sera de 70 L.
Esse volume de projeto € calculado pela equacaddsgrita no topico 5.5.

Para que a inativacdo viral seja efetiva, o tengpeedidéncia da solugdo no tanque € de 3
horas.

Por possuir um rendimento de 85%, a solucdo deZDQ0O1 que alimentara UFL-20003

tera 50,44 g de fator IX recombinante ativo.

5.20.1 Folha de Especificagbes de TQI-20001

A Folha de Especificacbes 20 mostra as princip@iaateristicas de TQI-20001.

Folha de Especificacdes 20 FQI-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacdo
TAG TQI-20001
N° de Orden 001
Descricao Tanque de Inativacao Viral
Servigo Inativacao Viral do Fator IX
P&ID DE-20-003
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-014 PP-20-015
DT-20-108
SV-20-109
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material | Aco INOX 316
Sistema de Agitacao
Vazao de Alimentacao (L/h) 36,5
Vazao de Descarga (L/h) 55,5/59,5/69,4/104]1
Volume (L) 70
Tempo de Operacao (h) 3

5.21 TQD-20002: Tanque de Dialisante

ApoOs a inativacao viral sera realizada mais umpaetie ultra/diafiltracdo. A ultrafiltracéo

tem como objetivo concentrar a solugcéo de fatordombinante ativo advinda de TQI-20001
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enquanto que quando operar sob o modo de diafiireem como finalidade trocar o tampéao, a
fim de realizar sua formulagéo para envase eiliafffo.

A concentracdo na ultrafiltragdo sera feita levaadoconsideracdo a massa de fator IX
ativo presente apos a inativacdo viral, que € atidaeem Ul através da atividade por massa de
fator IX total e tendo a porcentagem de fator ¥atem relacdo ao fator IX total, dados
presentes na Tabela 8.

Como na planta serédo produzidos farmacos com Z&Y, 00 e 2000 Ul em frascos de
10 mL, o volume necessario a esses farmacos fardimmnado de modo que o volume de solucao
formulado em cada frasco ndo ultrapassasse 8 misgmuranca no momento do envase e da
liofilizacao.

Na ultrafiltracdo, a solucado a ser formulada cqowese ao concentrado de UFL-20003
como sera explicado a seguir e, como a solucaofparalacdo do farmaco de 2000 Ul deve ser
duas vezes mais concentrada do que a solucéo madarde 100 Ul, que deve ser duas vezes
mais concentrada que a do farmaco de 500 Ul e gswirdiante, o sistema de ultrafiltracdo sera
dimensionado para ter a area necessaria a cong@ntd® farmaco de 2000 Ul e o tanque de
dialisante, para comportar o volume de concentretessario a formulacdo do farmaco de 250
Ul

A solucgédo dialisante serd 4gua de alta purezaipjaio (WFI -Water for Injectiof), que
é o tampdo utilizado na formulacdo e a diafiltragltara completa quando 5 volumes de
concentrado passarem através da membrana, indmparajue de formulacdo uma solucéo de
fator IX recombinante ativo em WFI.

Como serd visto no dimensionamento de UFL-20008plame de concentrado para
formulacdo do farmaco de 250 Ul serd de 27,8 L,sqré utilizado para o dimensionamento de
TQD-20002 por ser maior que 0os demais volumes deertrado.

Dessa maneira, 0 volume de solucdo dialisante s@caspara troca de tampao do
concentrado para producdo do farmaco de 250 UIE3863 L. Utilizando uma porcentagem do
tanque maxima de 90 % por este ndo ter agitacaoume de projeto de TQD-20002 sera de 160
L. Esse volume de projeto é calculado pela equ@g)adescrita no topico 5.5.

A diafiltracdo sera operada a volume constanteotieentrado, sendo a vazao de solugéo
dialisante misturada ao concentrado a mesma vazgertheado que deixa UFL-20003, que € de
52,0 L/h para os farmacos de todas as Ul. O gudarpara dar duas concentracdes é o tempo de
operacao do tanque, que é de 2,67 h para 25033 hilpara 500 Ul, 0.67 h para 1000 Ul e 0,33 h

para 2000 Ul. Como estes tempos nao séo utilizados o dimensionamento do sistema de
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ultrafiltracdo, estédo sendo contabilizados no teglpbal de operacdo da planta como tempo de

operacédo do tanque de dialisante.

5.21.1 Folha de Especificacdes de TQD-20002

A Folha de Especificacfes 21 mostra as principaiaateristicas de TQD-20002.

Folha de Especificacdes 21 FQD-20002.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacdo
TAG TQD-20002
N° de Ordenm 002
Descricao Tanque de Dialisante
Servigo Troca de Tampéao do Fator IX para Formulagad QI-20001
P&ID DE-20-003
CORRENTES
Entrada Saida
ST-20-109 ST-20-110
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Material Aco INOX 316
Vazao de Descarga (L/h) 52,0
Volume (L) 160
Tempo de operagao (h) 2,67/1,33/0,67/0,38

5.22 UFL-20003: Sistema de Ultrafiltracéo

O sistema de ultrafiltracdo foi projetado para emiar em dezesseis vezes 0 volufré (
fold) de solucdo contendo fator IX ativo advinda de-PQ001 para a produgédo de 2000 Ul por
frasco, em 8 veze8<{fold) para a producdo de 1000 Ul, em 4 veZe®old) para a producéo de
500 Ul e em 2 veze{fold) para a producédo de 250 Ul, de modo que, o voldensolucéo
formulada n&o ultrapassasse 8 mL por frasco. Afittacdo foi realizada utilizando membranas
com tamanho de corte de 10 kDa assim como em UBD220omo o fator IX recombinante tem
peso molecular de 55 kDa, este ficara retido na Ion@ma. O dimensionamento da area de
filtracdo foi calculado em funcédo da concentracésefhda para o farmaco de 2000 Ul, por esta
fornecer o maior valor de area.

Para dimensionamento do sistema de ultrafiltragé@o utilizados os dados presentes na
Tabela 34.
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Tabela 34 -Dados para o Dimensionamento de UFL-20003.

Parametro Valor
Volume de Alimentacgé&o (L) 52,5
Tempo (h)"” 1
Fluxo de Permeado (L/ h ni®§! 51
Delta P na membrana (b&t) 1
Volume de Concentrado em Relacéo a Alimentacad (%) 16

(*) Dado de Projeto
(**) Dado de Projeto dimensionado para o envasamdatsolucdo de fator 1X nos frascos contendo 250,
500, 1000 e 2000 Ul

O tempo foi dimensionado pelo mesmo critério witdia no dimensionamento de MFL-
20001.

Com os valores do tempo e volume de concentradeelgdo a alimentacdo, € possivel
calcular as vazoes de alimentacdes, de concergrdd@ermeado, e 0os volumes de concentrado e
permeado. As equacdes para esse calculo se emsardrAnexo 9.3.

Com os valores do fluxo de permeado a pressdoadsniembrana e tempo € possivel
calcular a &rea da membrana necessaria a ulagéiltrpela equacéo (4), descrita no tdpico 5.6.

Os parametros de dimensionamento do sistema adiltriicdo UFL-20003, com base no
farmaco de 2000 Ul, calculados estéo descritosaha[@ 35.

Tabela 35 -Parametros de Dimensionamento de UFL-20003, comtm$armaco de 2000 UI.

Parametro Valor
Vazao de Alimentagédo (L/h) 55,5
Vazéao de Concentrado (L/h) 3,5
Vazao de Permeado (L/h) 52,0
Volume de Concentrado (L) 3,5
Volume de Permeado (L) 52,0
Area da Membrana (m?2) 1,0

No dimensionamento dos demais farmacos, foi utiiza mesma &rea de membrana,
variando o tempo de operacao.
Os parametros de dimensionamento do sistema adiltriicdo UFL-20001, com base nos

farmacos de 1000, 500 e 250 Ul calculados estawittesnas Tabelas 36 a 38, respectivamente.
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Tabela 36 -Parametros de Dimensionamento de UFL-20003, comm$armaco de 1000 UI.

Parametro Valor
Vazao de Alimentagédo (L/h) 59,5
Vazéao de Concentrado (L/h) 3,5
Vazao de Permeado (L/h) 52,0
Volume de Concentrado (L) 3,5
Volume de Permeado (L) 52,0
Tempo de filtragdo (h) 0,93

Tabela 37 -Parametros de Dimensionamento de UFL-20003, comta§armaco de 500 Ul.

Parametro Valor
Vazao de Alimentagédo (L/h) 69,4
Vazéao de Concentrado (L/h) 17,3
Vazao de Permeado (L/h) 52,0
Volume de Concentrado (L) 13,9
Volume de Permeado (L) 41,6
Tempo de filtracéo (h) 0,8

Tabela 38 -Parametros de Dimensionamento de UFL-20003, comta§armaco de 250 Ul.

Parametro Valor
Vazao de Alimentacéao (L/h) 104,1
Vazao de Concentrado (L/h) 52,1
Vazao de Permeado (L/h) 52,0
Volume de Concentrado (L) 27,8
Volume de Permeado (L) 27,8
Tempo de filtragéo (h) 0,53

O sistema € composto por um modulo de membranatirdéltracdo de 1,0 m2 que deve

ser substituido duas vezes ao ano, segundo recag@ndo fabricante.
A limpeza das membranas é realizada ap6s cadac@peram solucao 0,1M de NaOH por

1 horal™,
Como o rendimento da ultrafiltracdo é de 95 %, asaale fator IX recombinante ativo

presente no permeado de UFL-20003 &€ de 47,92 g.

5.22.1 Folha de Especificacdes de UFL-20003

A Folha de Especificagbes 22 mostra as principaiaoteristicas de UFL-20003.
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Folha de Especificacdes 22 UFL-20003.

FOLHA DE ESPECIFICACOES
IDENTIFICACAO
Area 20 — Purificacdo
TAG UFL-20003
N° de Ordenj 003
Descricao Modulo de Ultrafiltracéo
Servigo Concentragao do Fator IX para Formulacad ém-20001
P&ID DE-20-003
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-015 PP-20-016
RJ-20-112
PP-20-017
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Fabricante PamMembranas
Material Aco INOX 316
Tempo de Operacao (h) 0,53/0,8/0,93/1
Presséo de Operacéo (bar) 1
Fluxo de Permeado (L/h m?) 51
Area da Membrana (m?2) 1,0
Vazéao de Alimentacéao (L/h) 55,5/59,5/69,4 /104
Vazéao de Concentrado (L/h) 35/7,4/17,3/52,1
Vazao de Permeado (L/h) 52,0
Tamanho de Corté&Da) 10

5.23 TQF-20001: Tanque de Formulagéo

Assim como TQD-20002, o tanque de formulacéo fojgtado para comportar o volume de
concentrado advindo de UFL-20003 quando operandogaroducao do farmaco de 250 Ul por
frasco, mais o volume dos estabilizantes necessparm sua formulacdo. A Tabela 39 mostra os

estabilizantes, sua concentracao e finalidade.

Tabela 39 —Estabilizantes Necesséarios & Formulacéo do Fat&eléombinante, Concentracéo e Finalidate

Componente | Composi¢ao Finalidade
o Possibilita estabilidade tamponante no pH deseaumimiza
Histidina ~ e
10 mM formacao de agregados no estado liofilizado
Glicina 260 mM Possibilita alta qualidade da mtwfiia do p6
Sacarose 1% Protecdo no estado congelado e seco
Polisorbato-80 0,005 % Protecdo contra danos dgetamento

Como néo foi mencionada a relagédo da porcentagsta, fei considerada como sendo

massa por volume.

110



A Tabela 40 mostra o volume de solucédo contendw 12t que entra em TQF-20001, a
quantidade dos estabilizantes de formulacdo e umwloperacional do tanque para os farmacos
de 2000, 1000, 500 e 250 Ul. Nesses célculos édegm consideracdo o rendimento de 90% da

etapa posterior de liofilizacao.

Tabela 40 -Par&metros de Formulagéo.

Ul 250 500 1000 2000

Volume de Solucao de Fator IX (L) 27,8 13,9 6,9 3,5
Massa de Histidina (g) 53,6 26,8 13,4 6,7
Massa de Glicina (g) 674,17 | 377,08 168,54 | 84,27

Massa de Sacarose(q) 55 27,5 13,7 6,9
Volume de Polissorbato-80 (mL) 171 86,6 43 21,7
Volume Operacional de TQF-20001 (L) 34,4 17,2 8,6 4,3

Sendo o maior volume operacional do tanque 34gbirespondente a formulagéo
do farmaco de 250 Ul como mencionado anteriormentetilizando uma porcentagem do tanque
em torno de 80 % por este ter agitacdo para promeoweistura, o volume de projeto de TQF-
20001 seré de 50 L. Esse volume de projeto € @aloylela equacgéo (6), descrita no topico 5.5.

Para uma formulacdo de qualidade, o tempo deémsial do tanque serd de 1 h.

Com o volume operacional correspondente a cadadoho cada frasco tem 10 mL, foi
possivel dimensionar a quantidade de frascos cdotertJl correspondente produzida em um dia
gue a planta opere para produzir o farmaco comrdatada Ul, j4 considerando o rendimento da
etapa posterior de liofilizacéo, que é de 90%.

Para cada frasco, também sera provida uma setad® mL contendo 5 mL de solucéo
aquosa 0,234 %mi?! de NaCl.

Para cada formulagéo, a quantidade de frascasnga® utilizados na producao de um dia

estad na Tabela 41.

Tabela 41 —Quantidade de Frascos e Seringas Utilizados nauP#iodde 1 Dia.

Ul 250 500 1000 | 2000
Quantidade de Frascos| 4140 2070 1035 517,5
Quantidade de Seringas 4140 2070 1035 517,59

Como a quantidade de frascos para a formulac20@@ Ul é quebrada, esta tera que ser
produzida em dois dias seguidos, para que o votestiante de um dia seja congelado de 2 a 8 °C

47 para ser utilizado no dia seguinte, evitando daee produto.
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O frasco é de vidro transparente do Tipo 1, o nmgisado para um farmaco injetavel, e a
seringa é descartavel e sem agulha, pois seu duontéip sera injetado diretamente no paciente,
serad misturado no frasco contendo fator IX recoantim em forma de p6. O frasco e a seringa
utilizados estao representados nas Figuras 38 e 39.

O frasco escolhido tem 20 mm de diametro inter®2 enm de didmetro externo, com

altura de 50 mm.

Figura 38. Frasco de 10 mL de Vidro do Tipd®4.

ﬁ{;u:m_n LY

Figura 39. Seringa de 10 mL Descartavel e sem Agfifha

5.23.1 Folha de Especificacdes de TQF-20001

A Folha de Especificacbes 23 mostra as principaiaateristicas de TQF-20001.
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Folha de Especificacdes 23 FQF-20001.

FOLHA DE ESPECIFICACAO
IDENTIFICACAO
Area 20 - Purificacdo
TAG TQF-20001
N° de Ordem 001
Descricao Tanque de Formulagao
Servigo Formulacédo do Fator IX
P&ID DE-20-003
CORRENTES
Entrada Saida
PP-20-017 PF-20-018
EF-20-112
EF-20-113
EF-20-114
EF-20-115
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Modelo
Fabricante
Material Aco INOX 316
Sistema de Agitacao
Vazao de Alimentacao (L/h) 35/74/17,3/52,1
Volume (L) 50
Tempo de Operacao (h) 1

5.24 ENV-30001: Envasadora

A etapa de envase da solucao formulada, concentiadtor IX purificado e esterilizado,
tem como objetivo encher os frascos com essa sojp@@ posterior liofilizacédo, e fecha-los. O

mddulo de fechamento de frascos estara acoplaliofiipador.
Para o envase sera utilizada a envasadora model6é®F, da Bausch+Stréebel, que esta

ilustrado na Figura 40. Ela foi escolhida por tgpacidade de encher até 18000 frascos por hora

(18]

Figura 40. Envasadora de frascos modelo FFV 6024, da Bausiet®!*®),
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5.24.1 Folha de Especificagdes de ENV-30001

A Folha de Especificagfes 24 mostra as principaiaoteristicas de ENV-30001.

Folha de Especificacdes 24 ENV-30001.

FOLHA DE ESPECIFICACAO
IDENTIFICACAO
Area 30 — Envase e Liofilizac&o
TAG ENV-30001
N° de Orden 001
Descricao Envasadora
Servigo Envase do Fator IX
P&ID DE-30-001
CORRENTES
Entrada Saida
PF-20-018 PE-30-001
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Modelo FFV 6024
Fabricante Bausch+Stroebel
Material Aco Inox 316
Caacidade (frascos/h) 18000
Estacao de fechamento apropriada para produtdizidbs

5.25 LIO-30001: Liofilizador

A liofilizacdo ou secagem a fridréeze dry é o mais nobre processo de conservacao de
produtos biologicos conhecido, pois envolve os du#odos mais confiaveis de conservagao: o
congelamento e a desidratacao.

Sem conservantes ou produtos quimicos, € o prooegiscadequado para preservar células,
enzimas, vacinas, farmacos e microorganismos.

Para ser liofilizado, o produto deve estar congelad uma temperatura bem baixa,
geralmente abaixo de -30°C, e depois ser submetichoa pressdo negativa (vacuo), fazendo com
que a agua dos produtos seja retirada por sublona@aresultado final € um produto com
estrutura porosa livre de umidade e capaz de sensttuida pela simples adi¢céo de agua.

Dessa maneira, a liofilizacdo tem como objetivonémer o produto na forma de po
liofiizado para que quando conservados adequadamenesmo a temperatura ambiente,
resistam intactos por angslegislacéo brasileira permite pelo menos doasate validade.

O rendimento da liofilizacdo € de 90%.

O liofilizador escolhido é o modelbyogamma LG 30-5, da Telstar, por ter capacidade de
4212 frascos de 22 mm de diametro. A Figura 41rdus liofilizador.

114



Figura 41. Liofilizador modelo Lyogamma LG 30-5, da Telsf{gf?°g° do Fabricante]

5.25.1 Folha de Especificagdes de LIO-30001

A Folha de Especificacbes 25 mostra as principaiaateristicas de LIO-30001.

Folha de Especificacdes 25H0-30001.

FOLHA DE ESPECIFICACAO
IDENTIFICACAO
Area 30 — Envase e Liofilizacao
TAG LIO-30001
N° de Orden 001
Descrigcéo Liofilizador
Servigo Liofilizacdo do Fator IX
P&ID DE-30-001
CORRENTES
Entrada Saida
PE-30-001 PL-30-002
DADOS DE DIMENSIONAMENTO
Modelo Lyogamma LG 30-5
Fabricante Telstar
Material Aco Inox 316
Ne de Placas Uteis 5
Interdistancia entre as Placas (mm) 100
Dimenséo das Placas — L x C (mm) 450 x 800
Superficie Util das Placas (m?) 1,8
Capacidade do Condensador (kg) 30
Faixa de Temperatura das Placas (°C) -60 a + 80
Temperatura Final do Condensador (°C) <-75
Dimensé&o na Planta — L x C (mm) 1263 x 3250
Peso Aproximado (kg) 2500
Capacidade para frascos de 22 mm de diametro 4212
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5.26 Dimensionamento da Area Util da Planta

Apds o dimensionamento de todos 0s equipamentssmes em cada area util da planta é
possivel projetar a area util de cada area daglant

Além da area ocupada pelos equipamentos princifzailevado em consideracdo o espaco
necessario para tubulagdo, equipamentos secunddigmositivos de controle e seguranca,
estoque de matérias-primas, acessos para loconsmgioa de funcionarios e componentes
moveis da planta. Dessa maneira, foi obtida a di@®rdas trés areas Uteis da planta, como

mostra a Tabela 42.

Tabela 42 -Dimensionamento da Area Util da Planta.

Classificacdo | Area Util

Identificacao Descricao (FED STD / ISO) (m?)

Cultivo Celular para Sintese de Fator IX

10 : 10000/ I1ISO7 40
Recombinante

20 Purificagdo de Fator IX Recombinante 1000/ ISO6 80

30 Envase e Liofilizacdo de Fator IX 100/ 1SO5 30

Recombinante

5.27 Calculo do Tempo de Purificacdo do Fator IX Recomlniante

A Tabela 43 mostra o tempo total de purificacdooentilacdo gasto nas diferentes

dosagens do farmaco produzido.

Tabela 43-Tempo de Purifica¢cdo e Formulag&o para dosage25@e00, 1000 e 2000 UlI.

Tempo (h)

Etapa/ Dosagem 250Ul | 500 Ul | 1000 Ul | 2000 Ul
Microfiltracdo 2 2 2 2
Ultrafiltracdo 2 2 2 2

Diafiltracdo 0,53 0,53 0,53 0,53

12 Cromatografia 0,75 0,75 0,75 0,75

22 Cromatografia 2,78 2,78 2,78 2,78

32 Cromatografia 3,11 3,11 3,11 3,11

42 Cromatografia 0,55 0,55 0,55 0,55
Ultrafiltracdo 1,5 1,5 1,5 1,5

Inativagdo Viral 3 3 3 3

Diafiltragdo 3,67 1,33 0,67 0,33
Ultrafiltracéo 0,53 0,8 0,93 1
Formulacao 1 1 1 1

TEMPO TOTAL (h) | 21,42 19,35 18,82 18,55
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Pela analise da Tabela 43, o farmaco com dosage2b@éell é o que leva mais tempo a
ser purificado e formulado, devido a segunda et#pdiafiltracdo, por ser menos concentrado.
Nenhum dos tempos ultrapassou 24 h, o que sigmjtieaé possivel a realizacdo de uma batelada
de purificacédo e formulagéo por dia.

Quanto ao cultivo celular para sintese do fator reé¢ombinante, este € realizado
continuamente e o volume da producdo didria € m@tmlpara ser purificado, formulado,
envasado e liofilizado em bateladas diérias.

O tempo das etapas de envase e liofilizacdo naccdotabilizado, por elas serem

realizadas em outra area, sendo seu independetgengo de purificacédo e formulacéo.
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6 ESTIMATIVA DE CUSTOS E ANALISE DE VIABILIDADE ECONOMICA

O capitulo 6 tem como objetivo avaliar a viabilidaetonémica do projeto, primeiramente
estimando o investimento total e o custo total rdelpcdo do projeto em questéo e a, partir destes

dados realizar, andlises que informem se o préjeio ndo é viavel economicamente.

6.1 Introducéo

A funcéo bésica de qualquer empresa que desejsganhos negocios € obter lucro. Na
industria de biofarmacos isto ndo é diferente, esgs foram fundadas ao longo dos anos e
continuam a existir gracas aos lucros oriundosrddygéo e venda de seus produtos. Para tanto,
sd0 necessérias pesquisa de mercado e avaliagiigsecas em cima do processo estudado e
desenvolvido para se chegar a uma conclusédo skdé va ndo a producdo de um determinado
produto®.

O produto em questéo, Fator IX, foi escolhido peste trabalho por ter sido identificada
necessidade do mercado nacional por tal biofarregmor este ter a chance de ser produzido em
territdrio nacional, trazendo beneficios para aneatia nacional. Além disto, como o produto em
questao € comprado pelo Ministério da Saude panegassado aos portadores de Hemofilia tipo
B e 0 governo possui a obrigacéo de provir tal seedento a todos, isto significa que a producao
sera consumida até que se atenda totalmente a damacional, o que ira garantir receita durante

a producéo, favorecendo a obtencéo de lucros pta @a projeto.

6.2 Estimativa de Custos

Na analise de custos serédo levados em considesagaestimento total e o custo total de
producéo (CTP).

Os precos dos equipamentos e das matérias-prinaalviglas no calculo da estimativa de
custos da producao do Fator IX foram obtidos jantornecedores.

Certos equipamentos, como os Biorreatores e osu€ande Equalizacao, tiveram seus
precos obtidos através de uma curva de preco egddutia capacidade do equipamento, pois 0s
fornecedores ndo possuiam o pre¢o para o equiparcemt a capacidade que sera utilizada neste
trabalho. Como as curvas obtidas tiveram um bonst@juos precos calculados podem ser

considerados confiaveis.
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Alguns precos disponiveis de matérias-primas nam etuais, entdo foram atualizados
utilizando-se o indice de inflagdo IGP-DI anualtidd no site da Fundacgdo Getulio Vargas. O
indice Geral de Precos - Disponibilidade Intert@RIDI), da FGV, reflete as variacbes de precos
de todo o més de referéncia, ou seja, do prima@rtrigésimo dia de cada més. Ele é formado
pelo IPA (indice de Precos por Atacado), IPC (iedie Precos ao Consumidor) e INCC (indice
Nacional do Custo da Construgéo), com pesos de 80%,e 10%, respectivamente. O indicador
apura as variacoes de precos de matérias-primé&lagre industriais no atacado e de bens e
servigos finais no consumd. Como o trabalho se trata de um projeto de umasindil este
indice foi decidido como adequado para a corre@d@ecos das matérias-primas.

Também ocorreu de diversas vezes o preco obtido est moeda diferente do Real
(Dolar, Franco Suico e Euro). Portanto, para serfazonversao para Real foi utilizada a taxa de
cambio do dia 11 de setembro informada pelas age&meuters, CMA e Infosel financiero, com

os valores descritos na Tabela 44.

Tabela 44— Taxas de Cambid”.

Real — Délar Comercial 1,827
Real — Franco Suico 1,7584
Real - Euro 2,6627

6.2.1 Investimento Total

Investimento pode ser definido como qualquer agéioade recursos de capital com vista a
obtencédo de um fluxo de beneficios, ao longo delerarminado periodo futuro. A estimativa do
investimento total faz-se necessaria em estudasatididade econdmica de projetos industriais,
pois, em muitos casos, pode ser decisivo na deds&aplantacao.

O montante de recursos necessarios para a exedogojeto é o Investimento Total, que
é constituido de trés parcelas: investimento fbapjtal de giro e custos de partida da pl&fita

Investimento fixo € a parte do investimento deskina aquisicdo e instalacdo de
equipamentos, incluindo todos os recursos auxdiaeressarios para a implantacdo do processo.
O método escolhido para se estimar o valor do tmaesto fixo € 0 que se baseia no valor dos
principais equipamentos que serao utilizados ngefropor eles representarem a maior parte do
investimento na industria quimica. Tal método pade utilizado visto que se dispde de

informacdes sobre todos 0s equipamentos que,atdacom o trabalho, serdo empregados no
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caso de implantacdo do projeto. A margem de erssadestimativa do investimento fixo € de
aproximadamente 10%.

Feita a estimativa, o investimento fixo pode seidiio em duas partes: investimentos
diretos e indiretos.

Os investimentos diretos podem ser divididos nasosulSBL (inside battery limits),
relacionados aos custos das unidades envolvidgzrou®sso, por exemplo, 0s equipamentos,
maquinas e materiais, € 0s custos OSBL (outsidterigalimits), relacionados as unidades
auxiliares necessarias ao processo, tais como desdde tratamento de efluentes e instalacbes
complementares, dentre outros.

Neste trabalho, os custos ISBL sdo consideradopastos pela aquisicao e instalagdo dos
equipamentos, controle e instrumentacgéo, tubulagdeateriais e equipamentos elétricos. Como
cada um destes componentes equivale a uma poreentalp custo de aquisicdo dos
equipamentos principais conforme descrito na Tadfelaendo o valor dos equipamentos calcula-
se o0 valor dos custos ISBL. Os custos OSBL equivaleum valor igual a 45% dos custos ISBL
(7] Na tabela 45, os custos ISBL e OSBL sdo detalhpoiosomponentes.

Tabela 45— Composicao dos Custos ISBhgide battery limitse OSBL utside batteryimits) (7,

- 5 ——
ltem % CIE %o custo de aquisicao d_os
eguipamentos principais
Aquisicio de 20 — 40 100
equipamentos
Instt_allagao dos 7326 35 _ 45
equipamentos
ISBL Controle e instrumentagdo 2,5-7,0 6 —30
Tubulacdes 3-15 10-80
Materiais ('-:‘ ngpamentcs 25-90 8_20
elétricos
Construga_o (incluindo 6 — 20 i
Servigos)
OSBL Obras preliminares 1,5-5,0 -
Utilidades 8,0-35,0 -
Terreno 1-2 -

*CIF: Custos de Investimento Fixo.

Como o projeto desenvolvido é para a producéo déiafarmaco, ha um custo adicional
referente & construcdo de areas limpas por umdédguds seguranca e higiene do processo. A
classificagdo de cada area é descrita na norma INBBO™! e cada uma delas possui um custo

obtido junto a fornecedores conforme a Tabela 46.
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Tabela 46— Classificacdo Conforme Norma NBR 13700 e Cust&dnstruca&® (&7}

» _ Classificacao
Identificacao Descricéo Custo (R$/m?)
(FED STD /1SO)

Cultivo Celular para Sintesé
10 . 10000/ ISO7 4443,00
de Fator IX Recombinante

D

Purificacdo de Fator I1X
20 ) 1000 / 1ISO6 7331,00
Recombinante

Envase e Liofilizacdo de 13329,00
30 _ 100/ 1S0O5
Fator IX Recombinante

No presente projeto se estimou a area da plardiveela cada uma das classes citadas
anteriormente. O custo desta construcao foi adicioraos investimentos diretos.

Investimentos indiretos sao os gastos que ndo dsttamente envolvidos com o material
e a mao-de-obra das instala¢cées do projeto, pan@re custos com engenharia e supervisao,
construcdo, patentes entre outros. Tal investimegtavale a aproximadamente 15-30% do
investimento fixo e a aproximadamente 25% dos immestos direto&°"

Capital de giro € o patrimbnio em conta correnteqde necessitam as empresas para
atenderem as operacdes de producédo e comercialidacBens, ou seja, € o capital de giro que
garante a operacionalizacao do projeto. Sao ossdstinvestimento destinados ao pagamento de
salarios, a formacéao de estoque de matérias-perdasgprodutos acabados e ao financiamento das
vendas. Em média, o capital de giro representaZlld@ado investimento fix¢?

Os custos de partida da planta sdo os gastos comodsgicacbes do processo que
precisam ser feitos para que a planta possa oparaua capacidade maxima. Estdo envolvidos
gastos como com equipamentos e materiais, com ale@bra adicional necessaria para o inicio
de operacédo da planta e a perda de rendimentotdumaemocao de imperfeicdes nas linhas de
processamento e para que se possua capital paterragtanta enquanto a mesma esta parada ou
ainda ndo estd operando na sua capacidade méaxipradig;do. A faixa sugerida € de 8 a 10%
do CIF, para industrias quimic&s Por se tratar de uma indUstria biofarmacéuticasiderou-se
razoavel utilizar 15% do CIF.

Além de todos os custos mencionados anteriormeari@ @ estimativa do investimento
total, ha outro custo adicional referente a vaBaagos equipamentos e do processo de producao
do medicamento antes da comercializacdo do prodadocusto sera considerado equivalente a

15% da aquisicéo dos equipamentos principais.
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O Fator IX recombinante pode ser considerado urmgeniérico por ja existir no mercado
mundial um produto baseado em tal proteina, deramiBeneFIX'". Por tal razdo, havera a
necessidade da realizagdo apenas do teste de ibelégaia, o qual ndo ir4 gerar um montante
significativo frente ao investimento fixo.

Para fazer a estimativa do investimento total agepo foram considerados para o calculo
os valores maximos dos intervalos recomendado#enatlra, pois estes dados, em sua maioria,
sdo destinados as industrias quimicas ou petrogasmComo o projeto se trata de uma industria
biofarmacéutica os custos serdo consideravelmeaiteatevados devido as exigéncias dos 6rgaos
regulatorios, por se tratar de um medicamentodngtpara uso humano. Este critério, sendo
conservador, evita que a rentabilidade do projeta favorecida pelos critérios adotados nesta
etapa. O calculo da estimativa dos custos do imresto total da planta se deu de acordo com a

Tabela 47 e os resultados obtidos estédo apressmadbabela 48.

Tabela 47— Composicdo dos Custos do Investimento T&taf’®, [741, [72],

Item Custo
Somatério dos
Aquisicao dos custos dos
equipamentos (AE)| equipamentos
principais
Instt_allagao dos 45% da AE
ISBL equipamentos
_ Controle e 30% da AE
_ instrumentacao
. . In\{estlmentos Tubulacdes 80% da AE
Investimento Fixo Diretos (ID) Materais 6
(CIF) :
equipamentos 20% da AE
elétricos
OSBL - 45% do ISBL
Construcao
das areas Somatério do custp
limpas - ) por nf
GMP
Investimentos
Indiretos (1) ] ] 25%do ID
Custo?cdpe) Partida i i i 15% do CIE
Cap't?:'g)e Giro - : : 15% do CIF
Validagéo - - - 15% do AE
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Tabela 48— Estimativa dos Custos do Investimento Total.

Estimativa do Investimento Total

Aquisi¢ao de Equipamentos (AE)

Custo Unitario (R$)

Custo Total (R$)

TAG Equipamento
BRT-10001 Biorreator de 9 L 125.740,00 125.740,00
BRT-10002 Biorreator de 42 L 492.553,00 492.553,00
BRT-10003 Biorreator de 210 L 875.796,00 875.796,00
HCL-10001 Hidrociclone 10.000,00 10.000,00
TQE-10001 Tanque de Equalizacdo de 330 L 208.391,00 208.391,00
CAF-20001 Coluna de Afinidade BPG 300/950 + Sistema AKTApssce 496,28 496,28
CAM-20001 Coluna de Afinidade com Metal Imobiliza8igiChrom 1000/300 + Sistema AKTAprocess 1.110,75 1.110,75
CTA-20001 Coluna de Troca Aniénica BPG 140/500 + Sistema Agrbcess 469,96 469,96
CTA-20002 Coluna de Troca Aniénica BPG 300/500 + Sistema Agibcess 488,95 488,95
MFL-20001 Moédulo de Microfiltragéo de 1,3 m?2 40.000,00 40.000,00
TQD-20001 Tanque de Dialisante de 80 L 136.888,00 136.888,00
TQD-20002 Tanque de Dialisante de 160 L 171.863,00 171.863,00
TQE-20001 Tanque de Equalizagdo de 320 L 206.839,00 206.839,00
TQE-20002 Tanque de Equalizacédo de 20 L 66.937,00 66.937,00
TQE-20003 Tanque de Equalizacédo de 20 L 66.937,00 66.937,00
TQE-20004 Tanque de Equalizacédo de 210 L 185.585,00 185.585,00
TQE-20005 Tanque de Equalizacéo de 85 L 139.947,00 139.947,00
TQE-20006 Tanque de Equalizacédo de 920 L 260.126,00 260.126,00
TQF-20001 Tanque de Formulag&o de 50 L 113.172,00 113.172,00
TQI-20001 Tanque de Inativagdo Viral de 70 L 130.150,00 130.150,00
UFL-20001 Médulo de Ultrafiltragdo de 2,6 m?2 50.000,00 50.000,00
UFL-20002 Médulo de Ultrafiltragdo de 10.0 m?2 90.000,00 90.000,00
UFL-20003 Modulo de Ultrafiltrag&o de 1.0 m?2 38.000,00 38.000,00
ENV-30001 Envasadora 639.450,00 639.450,00
LIO-30001 Liofilizador 456.750,00 456.750,00
Custo Total de Equipamentos (AE) 4.507.689,95
Equipamentos destinados ao Controle de Qualidade 10% da AE 450.768,99
Instalacé@o de equipamentos 45% da AE 2.028.460,48
Controle e Instrumentagéo 30% da AE 1.352.306,98
TubulagGes 80% da AE 3.606.151,96
Materiais e Equipamentos Elétricos 20% da AE 901.537,99
ISBL 12.846.916,35
OSBL 45% do ISBL 5.781.112,36
Construcao das areas limpas - GMP 1.164.067,14
Investimentos Diretos ISBL + OSBL + Construgdo GMP 19.792.095,84
Investimentos Indiretos 25% dos investimentos diretos 4.948.023,96
Investimento Fixo Investimentos Diretos + Indiretos 24.740.119,80
Capital de Giro 15% do Investimento Fixo 3.711.017,97
Custos de Partida 15% do Investimento Fixo 3.711.017,97
Validacédo 15% da AE 676.153,49

INVESTIMENTO TOTAL

32.838.309,23
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6.2.2 Custos de Producao

O custo total de producao (CTP) de um projeto pedelividido em custo fixo e custo
variavel.

Custos variaveis sao os custos que variam de acorda volume de producao, pois este
engloba os custos de matérias-primas (10-50% €T os custos de utilidades (10-20% CTP
69), que serdo maiores ou menores dentro de um pedodforme aumente ou diminua a
quantidade produzida, interferindo assim no cuat@vel do processo.

Custos fixos sdo 0s custos que possuem um valgraprente fixado, que ndo sofrera
alteracdes devido a variacdo da producdo num detzdom periodo. Os custos fixos podem ser
divididos em custos desembolsaveis diretos, queosacustos diretamente ligados e de forma
exclusiva ao projeto em questdo, custos desemlasids@vdiretos, que Sdo 0s que nao Sao
diretamente ligados ao processo e podem ser cdlhpdds por mais de um projeto, e 0s custos
ndo-desembolsaveis, constituidos pela depreciagéao.

Os custos desembolsaveis diretos, que estdo ligadu®ducdo, sdo compostos pelos
gastos com mao-de-obra operacional, supervisdefaclktargos de laboratério, manutencéao e
despesas gerais. Os custos desembolsaveis indjneosstos, seguros e despesas gerais) nao
estdo ligados a producao, sendo alocados a elxipio de proporcionalidade ou rateio, quando
da fabricacdo de diferentes produtos em uma medardap Tais custos foram estimados
conforme descrito na Tabela 49

Os custos nao-desembolsaveis sdo constituidogdpplaciacdo, que pode ser entendida
como a parcela tedrica do desgaste dos equipameattabricacdo de um produto. Esse valor,
embora represente um custo de producéo, ndo seatizéeem desembolsé?, por esse motivo
que a depreciacdo nao fara parte do custo de @Eodseu valor sera descontado no Fluxo de
Caixa feito mais adiante, sendo calculado como d6%vestimento fixd™.

O calculo da estimativa dos custos totais de p@alse deu de acordo com a Tabela 49 e
0s resultados obtidos estao apresentados na Tzbela
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Tabela 49- Estimativa do Custo Total de Producao (Cif#)

Item

Custo

Matérias-primas

Somatoério dos custos

das matérias-primas d

Custos Variaveis producao
Utilidades - 15% CTP
Mé&o-de-obra de o
operacdo (MOP) 10% CTP
Superviséo e chefia 10% MOP
Custos desembolsaveis  cargos de
diretos Iabogr]atério 10% MOP
Custos Fixos Manutengédo 4% ISBL
Despesas gerais 45% MOP
avais Despesas gerais 65% MOP e
Custos_ dgsembolsavels p 9 manutencao
indiretos Impostos e seguros 1,5% IF

* |F: Investimento Fixo
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Tabela 50— Custo Total de Producéo.

Estimativa do Custo Total de Produgéo (CTP)

Matérias-primas Unidade Preco (R$/unidade) Consumo (Udiade/ano) Custo anual (R$)
Meio de Cultivo L 20,00 36.496 729.920,00
Agua Destilada L 0,10 1.040.963 104.096,27
WEFI (Water for Injection) L 0,20 16.989 3.397,80
NacCl [¢] 0,01 18.032.479 114.145,59
NaOH [¢] 0,02 1.444.796 27.205,50
TRIS g 0,62 759.907 469.805,20
Imidazol g 0,63 615.488 385.603,23
Uréia [¢] 0,01 9.792.764 104.195,01
Etanol L 4,46 24.953 111.288,54
CacCl2 g 0,02 22.879 408,17
acido acético L 19,04 376 7.159,04
isopropanol L 5,99 2.626 15.729,74
lauril sarcosinato de sédio (LSS) L 200,00 263 52.6230,0
CusO4 g 0,02 1.641.650 28.925,88
Polisorbato 80 L 59,35 328 19.466,80
KH2PO4 (fosfato monobasico) g 0,03 828.512 26.164,41
K2HPO4 (fosfato dibasico) g 0,03 12.258.272 424.871,7]
Na3PO4 g 0,01 1.851.350 27.696,20
Triton X-100 L 299,50 112 33.544,00
TNBP L 48,64 34 1.653,66
HCI L 7,84 10 78,40
Histidina g 6,10 5.025 30.652,50
Glicina g 0,56 65.203 36.513,68
Sacarose g 0,02 5.155 79,39
Médulo Membranas MF (1,3 m?2) unidade 1.000,00 2 2.0m0,0
Médulo Membranas UF (2,6 m2) unidade 1.500,00 2 3.a00,0
Médulo Membranas UF (10,0 m?) unidade 5.000,00 2 1Q0m00
Médulo Membranas UF (1,0m2) unidade 950,00 2 1.900,00
Resina Q Sepharose FF L 2.231,98 4 9.575,21
Resina Matrex Cellufine Sulfate L 4.463,97 45 201.324,9
Resina Ceramic Hydroxyapatite L 3.347,98 20 67.595,62
Resina Fractogel-EMD-Chelate L 6.695,95 219 1.467.%51,4
Bolsas descataveis L (armazenado) 2,00 2.526 5.052,00
Frascos de embalagem unidade 0,42 388.125 163.388,1
Seringas embalagem unidade 0,20 388.125 77.625,0
Total de matérias-primas 4.764.253,01
Utilidades 15% do CTP 1.786.594,88
Total de Custos Variaveis 6.550.847,89
Custos Desembolséaveis diretos Mé&o-de-obra: 1.429.275,90
Operacéao (MOP) 10% do CTP 1.191.063,25
Supervisdo e chefia 10% do MOP 119.106,33
Cargos de laboratério 10% do MOP 119.106,33
Manutengdo (materiais e mao-de-obra) 4% do ISBL TB365
Despesas Gerais 45% da mao-de-obra 643.174,16
Total dos custos desembolsaveis diretos 2.586.326,71
Custos Desembolsaveis Indiretos Despesas Gerais 65% da mao-de-obra e manutengad 1.263.049,1
Impostos e seguros 1,5% do investimento fixo 371.101,80
Total dos custos desembolsaveis indiretos 1.634.150,96
Total de Custos Fixos 4.220.477,67

CUSTO TOTAL DE PRODUCAO

11.910.632,52
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6.3 Andlise de Viabilidade EconOmica

Parte-se do pressuposto de que a viabilizacao diejugr projeto comeca sempre pelo
aspecto econdmico. Tendo em vista que a maioriapdoiglemas de engenharia econémica
envolve receitas e despesas que ocorrem em instaateempo diferentes, € util adotar-se uma
representacdo que possibilite comparar difereritesnativas de maneira realista, levando em
consideracéo o valor temporal do dinheiro. Estaesgmtacédo € dada pelo diagrama do fluxo de
caixa e sera apresentada posteriorm&hte

A andlise de viabilidade econ6mica € importante giaterminar se o projeto em questao
irA ou ndo proporcionar lucros no decorrer de sida vitil, se evita saldos negativos
proporcionando assim um fluxo de caixa positivogralquer momento do empreendimento, ou
seja, determinar se o investimento a ser feitolilojéavaliando se o projeto € ou ndo € viavel
economicamente.

As técnicas mais comuns para a analise da viabdigeondmica sdo a taxa interna de
retorno (TIR), o tempo de retorno do investimeritB) e o valor presente liquido (VPL), sendo
estas trés avaliadas neste projeto. Os conceittasdgcnicas serdo apresentados detalhadamente
a sequir.

Como os métodos anteriores para estimativas dcstinvento total e do custo total de
producdo possuem incertezas, assim como a predg&esultados futuros, € necessaria uma
andlise de sensibilidade dos resultados face agZride parametros importantes do fluxo de
caixa. Isto € importante para que se analise cammsiporta o fluxo de caixa do projeto caso
parametros, como materias-primas, investimento exopr possuam valores diferentes aos
previstos nos calculos e estimativas deste trab&dra técnica de analise muito conhecida e
utilizada, denominada ponto de nivelamento, taméémalisada neste projeto.

6.3.1 Valor Presente Liquido

Um dos indicadores mais importantes para menswiabdidade financeira de um projeto
de investimento € o Valor Presente Liquido (VPIsteEmétodo de avaliacdo consiste em
descontar o fluxo de caixa do projeto a taxa mirdeatratividade e analisar o valor presente
liguido obtido com base no seguinte critério des#ec

VPL > 0 — Investimento atrativo

VPL = 0 — Indiferente

VPL < 0 — Investimento ndo-atrativo
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Taxa Minima de Atratividade (TMA) € a taxa de juasma da qual o investidor ou a
empresa n&o considera atrativa a realizacio dstimento. E importante observar o fato de que
a viabilidade do projeto depende da Taxa Minima&tlatividade. Quando se utiliza uma TMA
muito alta o projeto que a uma taxa menor era Viggde acabar se tornando inviavel, pois o
VPL ficaria negativo e, conseqientemente, tormaiia/estimento ndo-atrativo. No caso do setor
biotecnoldgico, é usual considerar a taxa minimatdgividade em 20% ao afd

Toda vez que se consegue investir uma quantiareeate igual a taxa de atratividade, o
valor presente do projeto como um todo sera nuto.\PL positivo significa que as quantias
futuras, descontadas a taxa minima de atratividageeram o investimento inicial necessario, o
que torna atrativa a proposta. O inverso ocorra palores presentes negativos.

Para este projeto, considerou-se que todo o investo fixo foi realizado no primeiro
ano. Estimou-se uma vida util do empreendimentd@eanos, pois se trata de uma planta para
producdo de um medicamento do qual os portadorberdefilia do tipo B sdo dependentes, além
de estar sendo aplicada uma tecnologia moderma fabguineo recombinante) e de esta vida util
ser recomendada na literatura para o setor bidt@gino .,

Para o célculo do Valor Presente Liquido, forantizatlos os valores do Investimento
Total e do Custo Total de Producdo estimados anteente, a Taxa Minima de Atratividade
igual a 20% ao an'@’, a Depreciacdo correspondendo a 10% dos custoseatimento fixd“ e
o Imposto de Renda considerado igual a 40% do lapés a depreciagdo. Com a capacidade da
planta projetada para a producdo de 207 milhdedlitlno e o preco de venda fixado em
R$0,55/Ul (preco determinado apds avaliacdes dgopde venda atual do Ul de Fator IX pago
pelo governo brasileiro) e todos os dados anterifmemontado o Fluxo de Caixa do projeto, do
qual foi obtido um Valor Presente Liquido de R$21mjlhdes. Como o valor obtido € positivo,
conclui-se que o projeto € viavel a uma taxa mindwaatratividade igual a 20% ao ano. Os

calculos sdo demonstrados na Tabela 51.
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Premissas

Preco de venda do rFIX(R$/UI)

Vida util da planta (anos)

Capacidade da planta (milhdes de Ul/ano)
Investimento feito integralmente no primeiro ano

0,55
10
207

Tabela 51— Fluxo de Caixa do Empreendimento.

Projecdes do fluxo de caixa (em R$ mil)

Ano Investimento Receita anual (vendas) Custo de progdo anual FC1 Depreciacao FC2 Imposto de Renda FC3
0 -32.838.309 -32.838.309 -32.838.309 -32.838.309
1 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.2113
2 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.2113
3 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.21]3
4 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.2113
5 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.21]3
6 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.2113
7 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.21]3
8 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.21]3
9 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 99.865.3 39.786.142 59.679.2113
10 113.850.000 11.910.633 101.939.367 -2.474.012 9RB65. 39.786.142 59.679.213

FC1 - Fluxo de caixa sem considerar a depreciagdes do Imposto de Renda

FC2 - Fluxo de caixa considerando a depreciacues ao Imposto de Renda

FC3 - Fluxo de caixa considerando a depreciaca@peisl do Imposto de Renda

Imposto de Renda ( 40% )
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6.3.2 Tempo de Retorno

Tempo de retorno (TR) é definido como o tempo re@s para recuperar o investimento
realizado, ou seja, é o tempo necessario para §iRtalo fluxo de caixa seja igual a zero. Este é
um critério de avaliacdo de viabilidade econémieatonutilizado por ser facilmente calculado e
interpretado e por permitir desprezar projetos denrisco, ou seja, 0s projetos com o tempo de
retorno muito longo. Tem como desvantagem nao deresi 0 fluxo de caixa ao longo de toda
vida util do projeto, desconsiderando os periodmstguiores ao tempo de retorno.

Para o calculo do Tempo de Retorno, a taxa de jwiosonsiderada igual a zero, pois
desse modo o Tempo de Retorno € calculado faciemaeitn divisdo do Investimento Total do
projeto (R$32.838.309) e o Lucro obtido anualme(f®$ 59.679.213). Feito o calculo,
determinou-se que para o projeto em questdo o Tempetorno é igual a 0,55 anos, tempo que
pode ser considerado muito curto para a recuperd&dodo o investimento feito no inicio do
projeto. Como o objetivo € levar o menor espactengo possivel para recuperar o investimento,
e o tempo calculado é muito curto, o projeto € ickemado de baixo risco segundo o critério do
Tempo de Retorno.

6.3.3 Taxa Interna de Retorno

Taxa interna de retorno (TIR) é o valor da taxgudes que anula o valor presente liquido
de um fluxo de caixa. Este método consiste no [hlta taxa interna de retorno do projeto e na
comparacao desta com a taxa minima de atratividaddtério para comparacao é:

TIR > TMA — Projeto é viavel

TIR = TMA — Indiferente

TIR < TMA — Projeto nao é viavel

A taxa interna de retorno pode ser vista tambémocoraalor limite da taxa minima de
atratividade para que o projeto seja viavel. Ardifiga entre a TIR e a TMA é interpretada como
a margem de seguranca para a tomada de decisantoQuaior for esse intervalo, maior a
seguranca do investimento.

Tal método tem como vantagens incorporar variagigeseceita ao longo do tempo,
considerar a variacdo temporal do valor do dinh&rgermitir que se facam analises de

sensibilidade do projeto.
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Calculou-se a Taxa Interna de Retorno e o valddolibi de 182%. Como o valor obtido
€ aproximadamente nove vezes maior que o valoasla Minima de Atratividade utilizada neste
trabalho (20% ao ano), o projeto em questao podeossiderado viavel economicamente. Além
desta analise, pode ser observado que a difereniga & Taxa Interna de Retorno e a Taxa
Minima de Atratividade, chamada margem de segura@chastante elevada (162%), o que

confere maior seguranca ao investimento feito ogepr analisado.

6.3.4 Andlise de Sensibilidade

Os estudos feitos nas andlises de viabilidade ecicad(Valor Presente Liquido, Tempo
de Retorno e Taxa Interna de Retorno) possuem oeréateza nos seus calculos e falta de
controle sobre a forma como os eventos irdo inflizero projeto no futuro. Pode ser feita uma
previsao sobre o comportamento futuro de certostesemas nédo se pode determinar exatamente
guando e com que intensidade irdo ocorrer. Eni@@, ge tratar do risco e incerteza envolvidos
nas andlises de viabilidade, é utilizada a téamécAnalise de Sensibilidade.

A idéia da Analise de Sensibilidade é verificar @s@nsivel o VPL (ou o Lucro) a uma
variacdo de um dos componentes do fluxo de caisap&ametros que, proporcionalmente,
provocarem maior variagdo no VPL do projeto sefassificados como sensiveis.

Os parametros que irdo sofrer variagdo nos seusegakao: Investimento, custo de
matéria-prima e preco de venda do produto.

Para completar a analise, sera feito também oloalicuponto de nivelamento do projeto,
ou seja, ponto que define a quantidade minima aes&lida para que o projeto gere receitas que
cubram os custos totais de producao, ou sejapéto pnde o lucro do projeto é zerado.

6.3.4.1 Ponto de Nivelamento

Ponto de Nivelamento pode ser considerado comoaatigade minima que deve ser
produzida para fazer com que o Lucro do projeta ggjal a zero, ou seja, como o Lucro € a
Receita Total menos o Custo Total de Producéo,seséeo ponto onde a Receita Total é igual ao
Custo Total de producéo.

Sabendo que a Receita Total é a quantidade detprudmes o preco de venda, o Custo
Total de Producéo é a soma do Custo Fixo e o Glesiavel e o Custo Variavel é igual ao Custo
Variavel unitario vezes a quantidade de produtlmutase a quantidade de produto no ponto de

nivelamento (QPN) pela seguinte férmula:
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QPN = Custo Fixo / (Preco unitario — Custo Varlawatario)
A planta deste trabalho foi projetada para a pradwapual de 207 milhdes de Ul de Fator
IX. Com os valores dos Custos Fixo e Variavel eregc@ unitario do Ul de Fator IX igual a
R$0,55, calculou-se a quantidade de produto noopdatnivelamento, encontrando um valor de
8,1 milhdes, que é a quantidade que precisa sdupida para cobrir os custos de producdo no
periodo de um ano. Como tal quantidade corresp@adiproximadamente apenas 4% da
capacidade total da planta projetada, isto signiima grande margem de seguranca em relacao

ao nivel de utilizacdo da planta, de onde se coqguki este projeto € viavel.

6.3.4.2 Sensibilidade do lucro em relacéo ao preco denaa do produto

A andlise de sensibilidade em relacdo ao precoaup é importante devido ao fato do
projeto em questao ser intensivo em custos de paodusto justifica a necessidade de gerar uma
receita alta para que, mesmo com os gastos deg@roelevados, a planta proporcione lucro.

Nesta andlise, variou-se apenas o preco de ventld da fator IX, mantendo todos os
outros componentes do fluxo de caixa fixos, e i@nif-se como o lucro se comportava com essas
variacbes (Figura 42). Como pode ser observadaguaa=37, mesmo quando o preco de venda
equivale a apenas 25% do preco de venda que &ldipara a Ul de Fator IX (R$0,55), o projeto
continua dando lucro. Esta anélise demonstra qeenmse o preco no mercado do produto sofrer
uma queda brusca o empreendimento ndo dara prejiaimdo maior seguranca ao projeto.
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Analise de sensibilidade do Lucro em rela¢ao ao preco de venda do
Fator IX
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Figura 42. Relacédo entre Lucro e Preco de Venda do Produto.

6.3.4.3 Sensibilidade do VPL em relacao ao investimento

A estimativa do investimento total para o pres@ntgeto foi realizada com base no valor
dos equipamentos principais, ja que estes repgseatmaior parcela de um investimento na
indUstria quimica. Este método apresenta uma maggeenro de aproximadamente 10%.

Apesar de todos os critérios adotados para t@rmatimativa do investimento total
0 mais proximo possivel da realidade, é importantdisar a possibilidade de o investimento ser
diferente do estimado. Para tanto, analisou-sesitskdade do VPL em relacédo ao investimento

total. Esta analise pode ser visualizada na FigBra
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Analise de Sensibilidade do VPL em relagdo ao Investimento Total
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Figura 43. Analise de Sensibilidade do VPL em relacdo aodtineento Total.

Analisando o comportamento do Valor Presente Limgioin a variacdo do Investimento
Total, observa-se, pela Figura 43 que, mesmo sdoo do Investimento Total for o dobro do que
foi estimado pelos célculos feitos anteriormentgen&abalho, o Valor Presente Liquido do fluxo
de caixa desse projeto continuara positivo, conasiio a vida util de 10 anos e a taxa minima de
atratividade de 20% ao ano. Tal resultado confera grande margem de segurancga ao projeto,
pois mesmo se o Investimento for subestimado, @rVBresente Liquido continuara sendo
positivo, de onde se conclui que o empreendimeatdirmiara sendo viavel economicamente

mesmo com a variacdo do Investimento Total.

6.3.4.4 Sensibilidade do VPL em relacao ao custo de mats-primas

Como este projeto € intensivo em custos de prodiigstifica-se a necessidade de realizar
uma analise de sensibilidade do VPL em relacdaiatm alas matérias-primas. As analises foram
realizadas variando-se o custo das matérias-prsiamado anteriormente de 25 a 200% do seu

valor inicial, como mostra a Figura 44.

134



Analise de Sensibilidade do VPL em relagdo ao custo total de
Matéria-prima
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Figura 44. Andlise de Sensibilidade do VPL em relagéo aocCUstal das Matérias-Primas.

Pela analise da Figura 44, o Valor Presente Légwiontinua sendo positivo mesmo
quando os gastos com matérias-primas dobram egéoeo custo estimado anteriormente neste
trabalho. Conclui-se que mesmo se 0 preco das iasf@imas sofrer grandes variacdes e for
muito superior aos precos para cada matéria-printiglas primeiramente para o projeto, este

continuarda sendo viavel economicamente.

6.3.4.5 Sensibilidade do VPL em relacao ao preco de veado produto

Como ja foi feito anteriormente, porém analisarmaomportamento do lucro, sera
verificado dessa vez como o VPL se comporta coariagdo do preco de venda do produto. Esta
andlise é importante para se observar como o Rakgente Liquido é afetado pela mudanca de
valor do preco de venda do produto e se mesmo soraracdes ele se mantém ou néo positivo,
para se determinar se 0 processo continuara ou se@ido viavel economicamente. O

comportamento do Valor Presente Liquido é obsermadéigura 45.
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Analise de Sensibilidade do VPL em relagdo ao prego de venda do Fator
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.
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Figura 45. Analise de Sensibilidade do VPL em relacédo PregWehda do Fator IX.

Observa-se, pela Figura 45 que, mesmo quandogo peevenda da unidade do Fator IX
cai para apenas 25% do valor fixado inicialment®)(B5), o Valor Presente Liquido do fluxo de
caixa se mantém positivo, apesar de estar proxiemaedo. A manutencdo do valor do VPL
positivo mesmo com grande variacdo por parte doopde venda do produto confere seguranca
ao projeto, pois apesar das mudancas ocorridagathm®es dos precos o VPL se mantém positivo
até numa queda de 75% no valor do parametro adalisa

6.3.4.6 Comparacéo entre as Analises de Sensibilidade

O objetivo dessa parte do trabalho é de identifateavés das andlises de sensibilidade
realizadas anteriormente qual dos parametros gqueram variagdes em seu valor inicial (preco
de venda da Ul de Fator IX, Investimento Total etGule Matérias-primas) tem maior impacto
no Valor Presente Liquido, ou seja, para qual dafrpetros citados o VPL possui maior
sensibilidade. Para tal, colocou-se em um Unicbogréodos os VPL'’s calculados com a variacao
dos parametros de 25 a 200% de seu valor inicia@c(Pde venda R$0,55, Investimento Total

aproximadamente R$32,8 milhdes e Custo de Matpriasas R$4,76 milhdes) e procurou-se

136



avaliar qual dos trés parametros citados anteriotfeneausa maior inclinacdo da reta contendo os

VPL’s. A Figura 46 mostra a comparacdo dos VRbsdos com as analises de sensibilidade.

Comparagao dos VPL's obtidos com as Andlises de Sensibilidade
600.000.000,00

500.000.000,00

400.000.000,00

300.000.000,00

200.000.000,00 _ 't%i

100.000.000,00

Valor Presente Liquido (RS)

0,00 T T T T T T T ]
-100% -75% -50% -25% 0% 25% 50% 75% 100% 125%

Variagao percentual

—&—\/PL - Investimento  —lli=VPL- MP VPL - Prego

Figura 46. Comparagéo dos Graficos das Analises de SensitidiiRealizadas.

Como pode ser observado na Figura 46, clarameptegn de venda € o parametro que
causa maior variacdo no Valor Presente Liquidoldwofde caixa do projeto. Sendo assim,
conclui-se que o Valor Presente Liquido € maisigehas variacbes que ocorrem no preco de
venda da Ul de Fator IX.
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7 CONCLUSOES

Atualmente, todo o Fator IX adquirido pelo Ministéda Saude para ser utilizado no
tratamento da hemofilia tipo B € importado, o qusta aproximadamente 30 milhdes de reais
para os cofres da Uniéo.

Como atualmente cerca de 1300 brasileiros necesséaeber este fator de coagulacéo
sanguinea, que é obrigatoriamente fornecido pelergo brasileiro, a garantia de venda do Fator
IX recombinante produzido até que toda a demandama seja atendida foi um dos fatores mais
relevantes para a realizacdo do presente trabBksta forma, foi projetada uma planta para a
producdo de Fator IX recombinante, cuja capacidasiee suficiente para atender totalmente a
demanda brasileira por este biofarmaco, visandotrammento profilatico e ndo somente
tratamento de episédios hemorragicos, como é dtummente.

O primeiro passo foi estimar a demanda pelo Fa{grdra tratamento profilatico no ano
de 2025, ultimo ano de vida atil do projeto estuda@onforme os calculos feitos na andlise de
mercado com ajuda das projecdes de crescimentopldagdo brasileira realizadas pelo IBGE e
frequéncia da ocorréncia de hemofilia tipo B nayiagho masculina, a demanda em 2025 foi
estimada em 207 milhdes de Ul. Este trabalho teweocobjetivo o dimensionamento de uma
planta para atender toda a demanda brasileiragvetiuto no ano de 2025, podendo, caso haja
excedentes, estes serem comercializados para qatises.

Para o dimensionamento da planta, algumas etapam fbaseadas no processo de
producdo do fator IX recombinante comercial BeneFPéara a sintese do produto foram
utilizadas células da linhagem CHO cultivadas emrrbator operando em perfusdo com
hidrociclone como dispositivo de separacdo de a&gluNa andlise realizada, partiu-se do
pressuposto que ja se dispunha desta linhagem ldesc€HO produtoras de fator IX. Para
purificacdo foram realizados processos cromatagrafe com membranas e, para a inativacao
viral, o método do solvente e detergente foi enmgmeg O produto final envasado foi
disponibilizado sob a forma de pé com solucéo tangaéia diluicdo antes da inje¢do no paciente.

Desenvolvido o método para a produgdo de Fatofobém listados os equipamentos e as
matérias-primas utilizadas no processo em questé qalculo das quantidades utilizadas. Com
esses dados e a ajuda de fornecedores para orgad@ntprecos unitarios de cada um dos
equipamentos e das matérias-primas envolvidos ogtpr foi possivel estimar os valores do
Investimento Total e do Custo Total de Producdmaapresentado no capitulo 6. Tais valores
sdo de extrema importancia, uma vez que, a patesdo fluxo de caixa do projeto péde ser

construido.
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Para os calculos de viabilidade econémica, foi idenado o preco de venda do Fator IX

como sendo R$0,55/Ul (preco médio pago atualmeata Pl importada) e taxa minima de

atratividade igual a 20% ao ano, valor utilizadoagadustrias biofarmacéuticas.

Montado o fluxo de caixa, diversas andlises foraalizadas e concluiu-se que a

construcdo de uma planta para a producao de Bar@cbmbinante no Brasil € viavel devido as

seguintes razoes:

O lucro anual calculado foi de aproximadamente R§806es e o valor presente liquido,
R$217 milhdes, para uma vida Util da planta derdi3a

O tempo de retorno do investimento feito para im@igdo do projeto € de
aproximadamente sete meses, ou seja, 0S gastos heitinvestimento sao recuperados
rapidamente;

A taxa interna de retorno (TIR) é nove vezes mgigg a taxa minima de atratividade
(TMA). Quanto maior o intervalo entre a TMA e a T(Reste caso 162%, extremamente
elevado), maior a seguranca conferida ao projeto;

Quantidade a ser produzida para cobrir os custgsatkicdo anual € aproximadamente 8
milhdes de Ul, cerca de 4% da capacidade de prodagdéal da planta, valor muito
pequeno e que garante seguranga para o projeto;

Todas as analises de sensibilidade mostraram gegmnencom as variacdes dos valores
dos parametros estudados (preco de venda, investinaal e custo de matérias-primas)
de 25 a 200% do valor proposto inicialmente, odueo valor presente liquido do projeto
se mantém positivos, garantindo seguranca ao progsio ocorram mudancgas bruscas nos
parametros analisados anteriormente e

O Brasil gasta anualmente 30 milhdes de reais conpartacdo de fator IX, valor muito
proximo do estimado para o investimento a serzaaddi para implantacdo do projeto, ou
seja, com 0 que 0 governo gasta em um ano é pbssh&ruir uma planta em territorio
brasileiro para a producéo de Fator IX recombinante

Como observado anteriormente, todas as analise®micas resultaram em um projeto

economicamente viavel e com uma margem de segucprecaonfere ao projeto capacidade de

suportar grandes mudangas em diversos aspectosgrgendo sempre viavel. Isto é importante

uma vez que, como o tempo de vida util do projetsedvolvido € de 10 anos, € impossivel

prever o comportamento exato de todas as variame@vidas ao longo desse periodo.
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9 ANEXOS

9.1 Equacdes e Calculos para o Dimensionamento do Bietor em Perfuséo

e Calculo da massa de Fator IX recombinante ativo aes produzida em 1 ano

P Thoes UT
(mi o ) 199872 ()

¢ (ug rFIX ati'rm)

m rFIX ativo (g/fano) =

Na equacéao (1), m rFIX ativo é a massa de fatarelkbmbinante ativo, P € a producéo de Uls de
fator IX anual e a é a atividade especifica de fi¢adecombinante ativo.

» Calculo da massa de Fator IX recombinante ativo aes produzida diariamente

FI1X ativ
m rFIX ative (g) = "L X ative (g/ano) _ oo, (1)
dias de operacido

Na equacéao (1), m rFIX ativo é a massa de fatordéombinante ativo.

e Calculo do volume operacional e de projeto de BRTaD03

Produtividade de 16 células
produt 10°células = 17 ug rFIX ative/dia

Produtividade da concentracdo de células em perfusa
- _ ativo
produt? = 107 /mL = 340 ug '.r"Fi’JL’—dm s

Volume de Perfusdo

m rRIX ativo (g) (1
2+ 107células* 000 = #9393

mL

Volume de Perfusio (L) =
produt

Na equacao (Ill), m rFIX ativo é a massa de faXordcombinante ativo e produt 2 * Aid&lulas/
mL é a produtividade da concentracao de célulaperfnsao.

v 5 v
olumePerfusio(l) 147 (V)
2vvd

Volume Operacional (L) =

Na equacéo (1V), vvd € o numero de meios de cufiimodia
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Val ] ' 1L
Volume de Projeto (L) = orume p{r]z:r;acmna (£) =210 (V)

Na equacéao (V), 0,7 corresponde a porcentagem delBR03 utilizada.

9.2 Equacdes para o Dimensionamento de Biorreatores @iSners em Batelada

Quantidade de células a ser inoculada

celula

)

= Volume do equipamento a ser inoculado(L)
células

Quantidade de células a ser inoculadal

* Concentracio de inoculacio ( ) + 1000

Volume operacional do dispositivo de cultivo celulapara inoculacao

Volume do dispositive de cultivo para inoculagio(L)
Conc.de células em Batelada
__ Quantidade de células a ser inoculada
B 1000

Volume de projeto do dispositivo de cultivo celulapara inoculacao

Volume de Projeto do dispositive para inoculacdo (L)
Volume do dispositive de cultivo para inoculagio(L)

04 utilizada

9.3 Equacdes para o Dimensionamento de Biorreatores @iSners em Batelada

Calculo do volume de concentrado

Volume de alimentacio (L) (V1)

Fator de concentracio volumeétrica

Valume de Concentrado(L) =

Balanco de massa para calculo do volume de permeado

(V1)

Volume de Permeado (L) = Volume da Alimentacio(L) — Volume de concentrado (L)

Calculo das vazoes

Vazio (%) = Volume/Tempo (v
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Calculo da area da membrana

A(m?) = Volume permeado (L) (1X)

Fluxo permeado (#) # tempo(h)
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