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VALIDACAO DA DEPURACAO VIRAL CONTINUA

O processamento continuo para a producdo de
proteinas terapéuticas ganha mais e mais importancia e as
primeiras solucdes para a realizacéo de sistemas
verdadeiramente continuos estéo emergindo. Uma parte
essencial de um processo continuo para a producdo de
proteinas terapéuticas ¢é a inativacdo viral. Klutz et al.
introduziram o inversor de fluxo em espiral (CFI) como uma
ferramenta para a inativacdo viral continua com baixo pH
(Klutz, S. et al. 2015, Journal of Biotechnology 213, pp. 120
- 130). Ele oferece distribuig¢des do tempo de permanéncia
limitadas e definidas para adaptar o conceito de lote para os
processos continuos (Klutz, S. et al. (2015) Chemical
Engineering Research and Design 95, rpe. 22 - 33) .
Adicionalmente, os processos continuos para a producdo de
proteina terapéutica gque permitem o uso de tecnologia de uso
Unico s&do especialmente interessantes.

No entanto, a fim de usar o processamento continuo
para a producdo de proteinas terapéuticas de acordo com as
diretrizes e normas tais como GMP (diretriz tripartite
harmonizada da ICH), a FDA (diretriz CBER, 2/28/1997) e a
EMEA (diretriz CPMP/BWP/268/95, 1996 ou diretriz
EMEA/CHMP/BWP/398498, 2009), nao apenas precisa ser
assegurado que qualquer contaminacdo viral seja removida de
modo confidvel, mas isso também tem que ser demonstrado.

Consequentemente, o teste de depuracdo viral &
exigido por autoridades reguladoras para a submissdo de nova
droga investigacional (IND) e ele é especialmente critico no
desenvolvimento do processo para anticorpos inter alia
(monoclonais), proteinas recombinantes e glicoproteinas assim
como produtos derivados de tecido e sangue.

Em outras palavras, a depuracdo viral eficaz ¢é

mandatdéria para todos 0s pProcessos de producédo

Peticdo 870190036746, de 17/04/2019, pag. 12/82



2/23

biofarmacéutica para garantir a seguranca dos pacientes. Para
a producdo de anticorpos monoclonais (mAb), por exemplo, duas
etapas de depuracéo viral dedicadas ortogonais s&o
necesséarias. Cada etapa tem que alcancar um valor de reducédo
de log (LRV) =2 4.

Portanto, foi um objetivo da presente invencéo
prover uma solucgdo nova, simples e ndo onerosa para
demonstrar gque a contaminacdo viral ¢é depurada de modo
confidvel, isto ¢, removida ou inativada.

A invencdo alcanca este objetivo pela provisdo de
um método para a validacdo de depuracdo viral continua
compreendendo as etapas de:

a) provisdo de uma sonda a ser validada;

b) enriquecimento da amostra de uma maneira valida;

c) realizacdo da depuracédo viral;

d) amostragem da sonda enriquecida; e

e) anédlise da amostra da sonda enriquecida da etapa
d).

Este método tem a vantagem de que ele permite uma
validacdo da depuracdo viral continua e simples e né&o
onerosa.

Como usado aqui, o termo “validacdo” se refere ao
processo de estabelecimento de evidéncia ou um alto grau de
garantia de que um processo, método ou sistema especifico
produzird de modo consistente um resultado que satisfaca os
critérios de aceitacdo predeterminados.

Na industria farmacéutica, por exemplo, ¢é muito
importante assegurar que o processo adaptado para se produzir
produza de modo consistente os resultados esperados.

Como usado aqui, o termo “continuo” se refere ao
fato de que a validacgdo ¢é realizada continuamente a medida
que a sonda ¢ processada. Em contraste, em um método de

“lote”, uma carga completa de uma sonda, por exemplo, um
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produto, seria validada em um dado momento no tempo. Em
outras palavras, um processo continuo como usado aqui se
refere a um processo para a realizacdo de pelo menos duas
etapas de processo em série, pelo que a segunda etapa de
processo comeca a processar a sonda antes da primeira etapa
de processo ser concluida.

Como usado aqui, o termo “depuracdo” se refere a
remocdo de particulas virais ou inativacdo de particulas
virais.

Assim, a etapa de realizacdo da depuracdo viral
resulta em menos particulas virais estarem presentes na sonda
e/ou nas particulas virails ndo serem mails capazes de infectar
as células especialmente células hospedeiras, isto &, elas
sdo inativadas.

Como usado agui, o termo “sonda” se refere a uma
substédncia gque contém potencialmente virus.

Como usado aqui, o termo “enriquecimento” se refere
ao aumento de forma deliberada da quantidade de carga
substancialmente viral.

Como usado aqui, 0 termo “virus” é usado
intercambiavelmente com o termo “particula viral” e se refere
a um agente que é menor do gue uma bactéria e qgue somente
pode reproduzir apds a infeccdo de uma célula hospedeira.

Em muitos casos de estudos de depuracdo viral, a
concentracdo de virus em uma dada amostra ¢é extremamente
baixa. Em outros processos de extracdo, baixos niveis de
impureza podem ser insignificantes, mas visto que os virus
sdo impurezas infecciosas, mesmo uma particula viral pode ser
suficiente para arruinar uma cadeia de processo inteira. E
por esta razdo que medicbdes especiais devem ser feitas para
determinar o método de remocdo ou inativacdo apropriado para
qualgquer tipo de virus que esteja sendo extraido de qualquer

tipo de sonda.
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Os estudos de enriquecimento foram criados
especificamente para este propdbdsito. Um estudo de
enriquecimento é um estudo feito a fim de determinar os
possiveis métodos de remocdo viral, isto ¢é, depuracdo ou
inativacdo. Eles se baseiam no principio de que o aumento da
contagem viral (ou nivel de atividade) de uma sonda por um
fator de 107 ou 10° do original n&o somente mudard as razdes
de remocdo/inativacdo viral por uma ordem de magnitude. A
partir deste conhecimento, os estudos de enriguecimento
conhecidos na técnica anterior foram criados nos gquais o
nimero de virus (ou nivel de ativacdo) ¢ aumentado ou
“enriquecido” por um fator de 10% ou 10° da sonda original.
Uma sonda com este novo numero ou nivel de atividade alto é a
seguir tipicamente submetida ao método de depuracdo de
escolha. Na técnica anterior, a contagem viral ou nivel de
atividade ¢ tomado no inicio e no final do método de
depuracdo de escolha e usado no célculo do fator de reducéo.
Este fator de reducdo (RF) de estudos convencionais para uma
etapa de remocdo ou inativacdo de virus é calculado usando a
seguinte equacéo:

RFgtep = logio [(V1 x T1)/(V2 x T2)]

Onde:

+ V1 = volume de matéria-prima enriquecida antes da
etapa de depuracdo;

«+ T1 = concentracdo de virus da matéria-prima
enriquecida antes da etapa de depuracédo;

+ V2 = volume de material apbds a etapa de
depuracdo; e

+ T2 = concentracdo de virus do material apds a
etapa de depuracédo.

Como usado agui, o termo “maneira valida” se refere

ao fato de que o enriguecimento precisa ser realizado de
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forma reproduzivel e o nivel desejado de carga viral da
particula tem que ser sempre assegurado.

Em outras palavras, deve ser assegurado que o ponto
de enriquecimento seja escolhido de tal maneira que a carga
viral da particula alcance de modo consistente o nivel
desejado independentemente da operacdo unitédria antes da
depuracédo viral.

Consequentemente, o método de depuracdo viral
precisa considerar as caracteristicas especiais de um
processo continuo, por exemplo, variacdo dos niveis de pH,
tempo de permanéncia, temperatura, concentracdes do aditivo,
homogeneidade da solucdo e condutividade.

Em uma realizacdo do método para a validacdo, a
sonda é uma corrente e/ou uma corrente de produtos.

Como usado aqui, o termo “corrente” se refere a um
fluxo continuo de liquido e/ou gés.

Como usado agui, o termo “corrente de produtos” se
refere a uma corrente compreendendo um produto.

Em uma realizacdo do método para validacdo descrito
aqui, a sonda é uma corrente de produtos. Esta corrente de
produtos, por exemplo, flui de uma operacdo unitaria para
outra operacdo unitédria até que o produto tenha alcancado as
caracteristicas desejadas.

Em uma realizacdo alternativa do método para
validacdo descrito aqui, a sonda €& uma corrente. Esta
corrente pode ser, por exemplo, uma corrente gue entra em um
processo de producdo.

O mesmo processo de producdo pode compreender tanto
o método para validacdo descrito aqui, em gue a sonda é uma
corrente de produtos, e o método para validacdo descrito

aqui, em que a sonda é& uma corrente.
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O fator de reducdo necessario para uma determinada
corrente e/ou uma corrente de produtos é dependente de muitos
fatores diferentes, alguns dos quais incluem:

*+ a concentracdo inicial esperada de virus e/ou;

« 0 produto sendo purificado e/ou;

* a dose infecciosa do virus (para uso in vivo)
e/ou;

*+ quando a inativacdo for uma alternativa viéavel
para a completa remocdo e, se este for o caso, as condicdes
de inativacéo.

Para a adicdo do material de enriquecimento, uma
bomba ou uma seringa pode ser usada.

Em uma realizacdo preferida do método para
validacdo descrito aqui, a etapa de enriquecimento da amostra
de uma maneira valida é realizada usando um conector, por
exemplo, uma juncdo em Y e/ou uma juncdo em T.

Em uma realizacdo preferida do método para
validacdo descrito aqui, nenhuma unidade de mistura é usada
para misturar a corrente e/ou corrente de produtos e o
material de enriquecimento.

Em uma realizacéao alternativa, um misturador
estdtico e/ou um vaso de mistura ou vaso sem mistura ¢ usado
para misturar a corrente e/ou corrente de produtos e o
material de enriquecimento.

Em uma realizacdo do método para validacdo descrito

aqui, a etapa d) de amostragem da sonda enriquecida
compreende a amostragem por um periodo de tempo
predeterminado.

Esta realizacdo é vantajosa visto que ela considera
que em um processo de producdo continuo, a corrente de
produtos pode ser submetida a condig¢des periodicamente

flutuantes em operacdes unitédrias diferentes, por exemplo,
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com relacdo ao valor de pH, condutividade ou concentracdo do
produto.

A vantagem desta realizacdo se torna especialmente
clara ao se referir ao exemplo descrito abaixo. Neste
exemplo, a corrente de produtos ¢é um eluato de uma
cromatografia continua e um inversor de fluxo em espiral
(CFI) ¢é usado para a inativacdo viral. Nesta realizacdo, a
amostragem por periodo de tempo predeterminado, isto &, uma
duracdo de amostragem fixa tem o efeito de que as influéncias
do pH flutuante resultantes da cromatografia continua sé&o
excluidas. Nesta realizacdo preferida, é mais preferido que a
duracdo da amostragem seja ajustada a um tempo de troca.

Como usado agui, o termo “tempo de troca” se refere
ao tempo no qual a cromatografia continua elui uma coluna
egpecifica antes da troca para a prdéxima coluna para a
eluicéo.

Por meio do ajuste da duracdo da amostragem para um
tempo de troca, a completa coleta dos niveis de pH esperados
resultantes da cromatografia continua é coletada. Em outras
palavras, por meio da amostragem durante um periodo de tempo
predeterminado, por exemplo, um tempo de troca, as condigdes
periodicamente flutuantes s&o consideradas. De outra forma -
por exemplo, no caso de medicdes de pH apds uma cromatografia
continua - o resultado ©pode ser falsificado ou néo
reproduzivel dependendo de quando uma amostra € tirada em um
momento no tempo gquando a corrente de produtos que sai da
cromatografia continua estd em um alto nivel de pH comparado
a um momento no tempo quando a corrente de produtos gque sai
da cromatografia continua estd em um baixo nivel de pH.

Assim, a fim de prover um método que fornece de
modo confidvel o mesmo resultado sob as mesmas condicgdes,
isto &, gue é adequado para um procedimento de validacédo para

a 1inativacdo viral continua, ¢ preferido qgque a etapa de
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amostragem da sonda enrigquecida compreenda a amostragem por
um periodo de tempo predeterminado, por exemplo, um tempo de
troca, sempre qgue a operacdo unitdria que precede a
inativacédo viral tiver condicg¢des periodicamente flutuantes.

Em uma realizacdo do método para validacdo descrito
aqui, a sonda compreende pelo menos um componente selecionado
do grupo gue consiste em um peptideo, proteina, uma pegquena
molécula farmacéutica, um acido nucleico.

Como usado aqui, o termo “peptideo” se refere a um
polimero de aminoacidos de comprimento relativamente curto
(por exemplo, menos do que 50 aminoédcidos). O polimero pode
ser linear ou ramificado, ele pode compreender aminodcidos
modificados e ele pode ser interrompido por ndo aminoédcidos.
O termo também abrange um polimero de aminodcido que foi
modificado; por exemplo, por formacdo de ligacdo dissulfeto,
glicosilacédo, lipidacédo, acetilacdo, fosforilacdo ou gualquer
outra manipulacdo, tal como conjugacdo com um componente de
rotulacdo, tal como, entre outros, marcadores fluorescentes,
particulas, biotina, contas, proteinas, marcadores
radiocativos, etiquetas quimioluminescentes, marcadores
bioluminescentes e os similares.

Como usado aqui, o termo “proteina” se refere a um
polipeptideo de aminocacidos. O termo abrange proteinas que
podem ser de comprimento total, do tipo selvagem ou
fragmentos destes. A proteina pode ser humana, ndo humana e
um mimético artificial ou gquimico de um aminodcido de
ocorréncia natural correspondente, assim como a polimeros de
aminodcido de ocorréncia natural e polimero de aminodcido de
ocorréncia ndo natural.

Preferivelmente, a proteina é uma proteina
terapéutica.

Como usado aqui, o termo “proteina terapéutica” se

refere a uma proteina que pode ser administrada a um
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organismo para provocar uma resposta bioldgica ou médica de
um tecido, um 6rgdo ou um sistema do dito organismo.

Ainda mais preferivelmente, a proteina ¢é um
anticorpo.

O termo “anticorpo” como usado aqui se refere a uma
molécula de ligacdo tal como uma imunoglobulina ou porcéo
imunologicamente ativa de uma imunoglobulina, isto &, uma
molécula gue contém um local de ligacdo ao antigeno.

Como  usado aqui, o) termo “pequena molécula
farmacéutica” se refere a um composto com baixo peso
molecular (< 900 daltons) gue pode ajudar a regular um
processo bioldgico.

Como usado agui, o termo “acido nucleico” se refere
a deoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos e polimeros
destes na forma de filamento uwnico ou duplo. A menos que
egpecificamente limitado, os termos abrangem &cidos nucleicos
contendo anadlogos de nucleotideos naturais que tém
propriedades de ligacdo similares como o &acido nucleico de
referéncia e s&o metabolizados de uma maneira similar aos
nucleotideos de ocorréncia natural. A menos que indicado o
contrario, uma sequéncia de &acido nucleico particular também
abrange implicitamente as variantes conservativamente
modificadas destes (por exemplo, substituicdes de cdéddon
degenerativas) e sequéncias complementares assim como a
sequéncia explicitamente indicada.

No exemplo descrito abaixo, um inversor de fluxo em
espiral (CFI) foi wusado para a inativacdo viral. Ele foi
construido para apresentar um tempo de permanéncia minimo
definido.

Como usado aqui, o termo “tempo de permanéncia
minimo” se refere ao tempo que um virus Unico/particula viral
pelo menos permanece em um dispositivo dado, por exemplo, o©

CFI.
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Em uma realizacdo do método para validacdo descrito
aqui, a etapa de enriquecimento da amostra de uma maneira
valida compreende enriguecimento da amostra apbds a
homogeneizacédo.

Como usado aqui, o termo “homogeneizacdo” se refere
a uma operacdo unitdria gque assegura dgue as uma ou mais
caracteristicas da sonda que é importante para a depuracéo
viral é consistente dentro da sonda.

Por exemplo, se a sonda for wuma corrente de
produtos, a operacdo unitdria antes da depuracdo viral é uma
cromatografia continua e a caracteristica da sonda gque é
importante para a depuracdo viral é um valor de pH. A
homogeneizacdo assegura que a corrente de produtos inteira ao
sair da homogeneizacdo esteja no mesmo nivel de pH.

Em uma realizacdo preferida, a homogeneizacido &
conduzida em um loop de homogeneizacéo.

Como usado aqui, o termo “loop de homogeneizacdo”
se refere a um reator de tanque agitado continuo (CSTR)
construido da tubulacdo. Em outras palavras, o loop de
homogeneizacdo ndo consiste em um tangue grande com um
dispositivo de agitacéo, mas preferivelmente de uma
disposicdo circular de tubulacdes através das quais a
corrente é bombeada. Uma vez que o fluxo de volume interno é
maior do que o fluxo de entrada e saida, uma boa mistura da
corrente de entrada é alcancada.

Ao usar um loop de homogeneizacdo como um reator de
tanque agitado continuo (CSTR) a fim de ajustar o nivel de pH
da cromatografia continua, que flutua entre pH 3 e pH 7, é
impossivel identificar de qual coluna de cromatografia
concreta uma dada amostra se origina. Portanto, o volume
amostrado poderia reter o eluato de uma ou mesmo duas colunas
ndo especificadas do sistema de cromatografia continua. A fim

de excluir a influéncia de diferentes colunas de
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cromatografia, alguns pontos da amostra dentro do CFI foram
amostrados duas vezes.

No exemplo discutido abaixo, o) ponto de
enriquecimento foi ajustado apds o loop de homogeneizacdo.

Este foi o caso uma vez que o CFI era o dispositivo
de inativacdo wviral atual com baixo pH. Portanto, um
enriquecimento antes do loop de homogeneizacdo teria causado
uma perda potencial em LRV maximo porque a sonda tem um
determinado tempo de permanéncia em niveis com baixo pH no
loop de homogeneizacdo antes da atual operacdo unitéaria (UO),
isto &, a inativacdo viral com baixo pH no CFI.

Em uma realizacdo do método para validacdo descrito
aqui, a depuracdo viral da etapa c¢) €& uma inativacdo viral.

Esta inativacdo viral ¢é preferivelmente realizada
em um nivel de pH < 4. A inativacdo viral nestas condicdes
tem o efeito de que, dado um tempo de permanéncia adequado,
ela inativa de modo confidvel virus envelopados grandes.

Em uma realizacdo do método para validacdo descrito
aqui, a depuracdo viral da etapa c¢) a depuracdo viral é uma
inativacdo viral, que é realizada em um inversor de fluxo em
espiral (CFI).

Esta inativacdo viral é, por exemplo, realizada em
um nivel de pH £ 4 em um CFI. O uso do CFI é vantajoso visto
que ele assegura que o tempo de permanéncia necessdrio para a
inativacédo viral é confidvel e assegurado redutivamente.

Preferivelmente, a inativacdo viral é realizada em
um nivel de pH £ 4.

No entanto, a inativacdo viral também pode ser
alcancada usando solventes e/ou detergentes tais como tri(n-
butil) fosfato e Tween ou Triton X-100 ou outros produtos
quimicos de inativacdo tais como iodo ou beta-propiolactona.

Em adicdo, a inativacdo wviral usando o CFI também pode ser
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alcancada por meio de irradiacdo e/ou precipitacdo, por
exemplo, usando &cido caprilico.

Além disso, uma combinacdo de inativacdo viral por
meio de tratamento com baixo pH e o uso de solventes e/ou
detergentes e/ou irradiacdo e/ou precipitacdo podem ser
empregados.

Em uma realizacédo adicional do método para
validacdo descrito aqgui, a depuracdo viral da etapa c) &
realizada em um reator de fluxo em pistdo, um tubo reto e/ou
uma hélice reta em adicdo ou em vez de um CFI.

Ainda em outra realizacdo do método para validacédo
descrito aqui, a etapa de amostragem da sonda enriquecida
compreende amostragem de tréas para frente.

Como usado aqui, o termo “amostragem de tréds para
frente” se refere a um método no qual a amostragem & iniciada
no final de um processo e a seguir progride em direcdo ao
inicio do dito processo.

Por exemplo, no caso de inativacdo viral no CFI, a
amostragem de trds para frente significa que as primeiras
amostras sdo tiradas em ou prdéximo a saida do CFI, a seguir a
amostragem progride em direcdo a entrada do CFI, isto ¢&,
contra o fluxo da corrente no CFI.

No caso de inativacdo viral como processo continuo,
a amostragem de trais para frente tem a vantagem de que a
corrente ou a corrente de produtos nao tem que ser
interrompida a fim de tirar uma amostra no inicio do processo
continuo. No caso do exemplo descrito abaixo tal pausa da
corrente continua de produtos corromperia a andlise visto que
a lnativacdo viral continuaria no valor com baixo pH de < 4,
mas a corrente de produtos ndo avancaria para o CFI.
Consequentemente, o nivel de inativacdo viral n&o mais
estaria correlacionado a distédncia que a corrente de produtos

avancaria no CFI. Em adicdo, a parte exigida do CFI teria que
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ser lavada e alcancar o estado constante inicialmente apds
cada amostragem, levando a duracdes do experimento amplamente
aumentadas.

Além disso, a amostragem dentro do CFI leva a um
disturbio dos padrdes de fluxo interno. Portanto, o método de
amostragem tinha gque ser escolhido cuidadosamente a fim de
garantir resultados véalidos também por esta razdo. Assim, no
exemplo descrito abaixo a amostragem foi iniciada a XM18 e
terminou com XM12 (cf. Figura 3).

Ainda em outra realizacdo do método para validacédo
descrito aqui, a etapa de amostragem da sonda enriquecida
compreende a neutralizacdo 1imediata de cada gota da sonda
quando ela entra em um recipiente de amostragem.

A caracteristica de neutralizar imediatamente cada
gota da sonda quando ela entra em um recipiente de amostragem
pode ser alcancada por meio de enchimento do recipiente com
um tampdo gque troca imediatamente os valores de pH para ~ pH
7, por exemplo, 2 M tampdo Tris. Assim, é assegurado gue nos
casos de inativacdo viral usando valores com baixo pH, gque é
altamente dependente do tempo, a reacdo ¢ interrompida de
modo confidvel mediante a amostragem, dessa forma prevenindo
tempos de permanéncia ndo homogéneos em niveis com baixo pH
dentro das amostras.

Preferivelmente, as amostras sdo tiradas por meio
de torneiras de trés wvias. Além disso, gqualquer método de
retirada de uma amostra pode ser usado o qual permita tirar
amostras sem interromper o processo, por exemplo, Jjuncdes em
T podem ser usadas ou o tubo do CFI pode ser encurtado
sucessivamente.

Ainda em outra realizacdo do método para validacédo
descrito aqui, a etapa d) de anédlise da amostra da sonda
enriquecida compreende a determinacdo de quando as particulas

virais estdo presentes.
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Esta determinacdo pode ser realizada por meio de um
método que permita o aumento nos numeros de particulas virais
e gsua determinacdo, por exemplo, usando métodos padréio
conhecidos na técnica tais como sequéncias de UGltima geracéo
e/ou outros métodos com base em PCR em combinacdo com 0S8
métodos de sequenciacdo.

Em uma realizacédo adicional do método para

validacdo descrito aqui, a etapa d) - andlise da amostra da
sonda enriquecida - compreende a quantificacido das particulas
virais.

Em geral, a quantificacdo viral envolve a contagem
do numero de virus em um volume especifico para determinar a
concentracdo de virus por meio de métodos tais como ensaio de
placas, ensaio formador de foco, titulacdo endpoint - também
denominada ensaio de diluicé&o endpoint - ensaios de
quantificacdo de wvirus com base em proteina, microscopia
eletrdnica de transmisséao, sSensor de pulso resistivo
sintonizével, PCR quantitativa e/ou plaqueamento de grandes
volumes.

Preferivelmente, a dita quantificacdo de particulas
virais ¢é alcancada por meio de titulacdo endpoint e/ou
plagueamento de grandes volumes.

A titulacdo endpoint - também denominada ensaio de
diluicdo endpoint - quantifica a quantidade de virus exigida
para matar 50% dos hospedeiros infectados ou para produzir um
efeito citotdxico em 50% de células de cultura de tecidos
inoculadas. Assim, ela se refere a dose infecciosa em cultura
de tecidos (TCID50) como a medida do titulo infeccioso do
virus. Quando usado no contexto da cultura de tecidos, as
células hospedeiras sdo plaqueadas e diluigbes seriais do
virus s&do adicionadas. Apds a incubacdo, a porcentagem de
morte celular (isto ¢é, células infectadas) ¢& observada

manualmente e registrada para cada diluicdo do wvirus e os
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resultados s&o usados para calcular matematicamente um
resultado de TCID50. Dois métodos comumente usados para
calcular a TCID50 s&o o método Spearman-Karber e o método
Reed-Muench.

0O plaqueamento de grandes volumes (LVP) se refere
ao mesmo método de deteccdo que o ensaio de TCIDsg. Em
contraste com a titulacdo endpoint, uma dquantidade muito
maior de liquido ¢é usada para o LVP, levando a um limite
muito menor de deteccédo.

Ainda mais preferivelmente, a dita quantificacdo de
particulas virais é alcancada por meio de uma combinacdo de
titulacdo endpoint e plaqueamento de grandes volumes.

Preferivelmente, o virus depurado é um virus
envelopado grande. Além disso, € possivel depurar virus né&o
envelopados pequenos por meio de filtros de virus.

Preferivelmente, para a realizacdo do método para
validacdo descrito aqui, egquipamento de uso Unico é
empregado.

Preferivelmente, para a realizacdo do método para
validacdo descrito aqui, equipamento descartéiavel é empregado.

Em uma realizacdo preferida, o equipamento & de uso
unico e descartavel.

Em um aspecto diferente, a presente invencdo se
refere ao uso do método para validacdo descrito aqui em um
processo continuo para a producdo de proteinas terapéuticas.

Assim, em geral o método para validacdo descrito
aqui pela primeira vez supera o preconceito na técnica
anterior de que a depuracgdo viral deve ser realizada em um
processo em lotes a fim de assegurar um tempo de permanéncia
definido.

Além disso, o método para validacdo descrito aqui

demonstra pela primeira vez que & possivel:

Peticdao 870190036746, de 17/04/2019, pag. 26/82



16/23

* transferir um tempo de permanéncia definido do
lote para um processo continuo;

*+ assegurar um procedimento de enriquecimento
valido em um processo continuo;

* realizar a validacdo em condicgbdes de processo sem
prejudicar o processo por s8i sb por meio da escolha de um
ponto de enriquecimento valido;

d coletar amostras representativas enquanto
considera todas as flutuacgbdes e dificuldades de medicdo, por
exemplo, flutuacdo de bombas, pH, concentracdo de virus,
flutuacdes de concentracao, medicédo das condicdes da
corrente;

* criar um procedimento de amostragem valido sem
prejudicar os pontos de amostragem posteriores.

Exemplo

Abaixo ¢é descrito um método exemplar para a
realizacdo da validacdo da depuracdo viral continua.

Para todos os experimentos, um protdtipo de uma
unidade de cromatografia Tarpon Biosistemas BioSMB foi usado.
A andlise de todos o0s experimentos incluiu a medicdo de pH e
condutividade com a ajuda de eletrodos de pH e sensores de
condutividade luer de uso Unico, respectivamente, assim como
ensaios para determinacdo da concentracdo de virus.

Além disso, um inversor de fluxo em espiral (CFI)
foi usado para a inativacdo viral. Ele foi construido para
apresentar um tempo de permanéncia minimo de 120 min.
Portanto, o tempo de permanéncia médio é& maior do que 120 min
e foi determinado por caracterizacdo de RTD (distribuicdo do
tempo de permanéncia) como descrito abaixo. Uma imagem da
configuracédo final de CFI pode ser vista na Figura 3.

A configuracdo geral da planta pode ser vista na
Figura 1. Nesta configuracdo, a etapa de inativacdo viral com

baixo pH é colocada apds a unidade de cromatografia. O perfil
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de eluigdo da unidade cromatografia Tarpon BioSMB mostra um
nivel de pH periodicamente flutuante entre o tampdo de
eluicdo (pH 3,1) e o tampdo de lavagem (pH 7,0). Visto que o
pH total para a inativacdo viral com baixo pH deve ficar
abaixo de 4, um loop de homogeneizacdo é realizado para a
equalizacédo do perfil do pH. Em outras palavras, o loop de
homogeneizacdo (HL) pode ser entendido como um reator de
tanque agitado continuo (CSTR) levando a niveis de pH
constantemente abaixo de 4. Apds o HL, a atual inativacéo
viral com baixo pH ocorre dentro do inversor de fluxo em
espiral (CFI).

A fim de caracterizar as duas operacdes unitéarias
HL e CFI, estudos de distribuicdo de tempo de permanéncia
foram realizados. A mudanca na condutividade entre &gua
MilliQ e 1 M solucdo de NaCl foi medida. Em detalhes, a taxa
de fluxo foi ajustada para 4,8 mL/min. As fun¢des da etapa
foram realizadas com a ajuda de uma torneira de trés vias.
Trés configuracdes diferentes foram investigadas: o HL(A), o
CFI (B) e a combinacdo de HL e CFI (C). As funcdes da etapa
foram realizadas em ambas as direcdes possiveis. Portanto,
apds o complete enchimento com 1 M solugdo de NaCl, o
experimento foi repetido na outra direcdo pelo enchimento da
U0, isto ¢, do CFI ou do HL com é&gua MilliQ em fluxo
constante de 4,8 mL/min. As medic¢des da concentracdo foram
normalizadas para 1 e limitadas a valores entre 0,5% e 99,50%
do valor maximo. O tempo de permanéncia médio foi determinado
por integracdo numérica usando a regra do trapézio. O tempo
de permanéncia foi entdo normalizado para um com a ajuda do
tempo de permanéncia médio. A largura relativa Ry foi
calculada de acordo com a equacdo Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada.. ©g,005 € Op,995 representam por meio deste que

08 pontos no tempo adimensionais foram 0,5% e 99,5% e que a
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concentracdo adimensional maxima ¢é alcancada. A largura

relativa, portanto, mostra o qudo estreita a RTD &

R~ 89005
W

(1

Bg,905

Dois métodos de cromatografia continua diferentes
foram testados a fim de investigar dois niveis de pH médio
diferentes para a inativacdo viral com baixo pH. 0
procedimento experimental para ambos os métodos foi o mesmo.
Em detalhes, o CFI foi iniciado e CIPed (limpo no lugar)
independentemente da cromatografia. Antes do primeiro
experimento com virus, o CFI foi completamente lavado com
tampdo e CIPed com 0,1 M solucdo de NaOH. Depois disso, outra
lavagem com tampdo foi realizada, levando ao sistema todo sem
bolhas de ar ficar preso. Em paralelo, a cromatografia
continua foi iniciada, gque precisou de 2,5 h de corrida
inicial antes de a primeira coluna passar por todos os ciclos
uma vez. O sistema HL e CFI foram conectados a cromatografia
continua durante a fase inicial apdés o procedimento de
lavagem e CIP. Apds as primeiras 2,5 h de cromatografia
continua, o CFI teve que ser cheio completamente com eluato
de cromatografia enriquecido por 3 h a fim de alcancar o
estado constante. A duracdo necessiria de 3 h foi determinada
a partir dos experimentos de RTD correspondentes. Apds o
primeiro experimento com virus, o CFI foi CIPed com 5 M NaOH
por pelo menocs 1 h.

Um novo procedimento de enriquecimento para um
processo continuo teve que ser desenvolvido. A fim de
alcancar o nivel de enrigquecimento padrido de 5%, 230 pL/min
de material de enriquecimento tiveram que ser adicionados aos
4,6 mL/min de corrente de eluato de cromatografia. Uma bomba
Gilson Minipuls 3 foi usada para adicionar a corrente de
enrigquecimento a corrente de eluato de cromatografia por meio

de um conector. Nenhuma unidade de mistura interna foi usada.
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O ponto de enriquecimento foi ajustado apds o loop de
homogeneizacédo.

A fim de retirar as amostras de diferentes pontos
no tempo dentro do CFI, torneiras de trés vias foram
introduzidas entre determinados quadros. Os pontos de
amostragem assim como o CFI final podem ser vistos na Figura.
3. 0Os pontos no tempo gue sdo representados pelos diferentes
pontos de amostragem foram determinados pela medicdo do tempo
de permanéncia médio dentro do CFI completo. Visto gue a
inativacdo viral com baixo pH ¢é altamente dependente do
tempo, a reacao teve que ser interrompida durante 0
procedimento de amostragem. Portanto, cada recipiente de
amostragem foi cheio de 4,13 mL de 2 M tampdo Tris antes da
amostragem. Com a ajuda deste método, o pH de cada gota de
amostra foi neutralizado imediatamente ao entrar no
recipiente de amostragem. Isto impediu tempos de permanéncia
ndo homogéneos em niveis com baixo pH dentro das amostras.

A fim de excluir influéncias do pH flutuante, a
duracdo da amostragem foi ajustada a um tempo de troca (17,3
min) da cromatografia continua. Isto leva a uma coleta
completa dos niveis de pH esperados a partir da cromatografia
continua.

Ao usar um loop de homogeneizacdo como um reator de
tanque agitado continuo (CSTR) a fim de ajustar o nivel de pH
da cromatografia continua, que flutua entre pH 3 e pH 7, é
impossivel identificar de qual coluna de cromatografia
concreta se origina uma dada amostra sem qualquer CFI.
Portanto, o volume amostrado poderia reter o eluato de uma ou
mesmo duas colunas nao egspecificadas do sistema de
cromatografia continua. A fim de excluir a influéncia de
diferentes colunas de cromatografia, alguns pontos de amostra
dentro do CFI foram amostrados duas vezes. A primeira amostra

foi tirada dentro de um tempo de troca (17,3 min). Depois
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disso, a amostragem foi pausada por metade de um tempo de
troca (8,65 min) antes que a amostragem fosse continuada por
outro tempo de troca. Dentro da pausa da amostragem, a
posicdo da torneira de trés vias ndo foi alterada. O fluxo
continuo através do ponto de amostra foi alimentado em um
recipiente de residuos. Com este procedimento, nenhum fluido
residual foi aprisionado dentro do sistema de amostragem. O
fluido residual poderia ser exposto a niveis com baixo pH por
um tempo de permanéncia prolongado e, portanto, falsificar os
resultados.

Com a ajuda dos resultados da &gua e solucdo de
NaCl, experimentos realizados a fim de caracterizar o Iloop de
homogeneizacdo (HL) e inversor de fluxo em espiral (CFI)
usados, o0s tempos de permanéncia correspondentes aos pontos
de amostragem foram determinados. Os resultados das medicdes
RTD podem ser vistos na Figura 4.

Como mencionado acima, o CFI foi designado para
apresentar um tempo de permanéncia minimo de 120 min.

Antes dos experimentos realizados, ensaios de
citotoxicidade e interferéncia foram realizados. A diluicéo
final necessadria da amostra foi determinada como sendo de
1:54. Com este fator de diluicdo, nenhum efeito sobre o

crescimento celular e a replicacdo viral poderia ser

observado.

As medicgdes de pH e condutividade de ambos os modos
de cromatografia continua mostram um comportamento
periodicamente flutuante. Além disso, um efeito de

esfriamento do HL assim como parcialmente do CFI pode ser
visto.

A Figura 1 mostra uma vista geral esquemédtica de um
esquema de processo para um estudo pré-viral.

A Figura 2 mostra uma configuracdo experimental

para medicdes de RTD.
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Cond = sensor de condutividade, configuracdo A para
medicdes de RTD de HL, configuracdo B para medicdes de RTD de
CFI, configuracdo C para medicdes de RTD de ambas UO juntas.

A Figura 3 mostra uma vista geral esquemdtica dos
pontos de amostragem assim como do CFI final.

A Figura 4 descreve os resultados da caracterizacédo
de distribuicdo do tempo de permanéncia.

O diagrama esquerdo superior da Figura 4 mostra os
resultados da caracterizacdo de RTD para o CFI. O tempo de
permanéncia médio foi determinado a 145 min com uma largura
relativa Ry de 0,819. Consegquentemente, cada braco fora dos
10 bracos realizados dentro do CFI prové um tempo de
permanéncia de 14,5 min. A RTD dentro do CFI ¢é muito
estreita, levando a um tempo de permanéncia minimizado de
todo elemento de fluido Unico, isto é, particula viral.

O diagrama esquerdo inferior da Figura. 4 mostra os
resultados para o HL. Ele mostra o comportamento tipico de
CSTR RTD. O tempo de permanéncia médio é de 8,12 min, a Ry &
0,027. O diagrama direito superior da Figura. 4 mostra a
medicdo para a combinacdo de HL e CFI. Em comparacdo com 08
resultados de CFI mostrados no diagrama esquerdo superior, o
tempo de permanéncia médio aumenta para 154 min, a largura
relativa diminui para 0,739. O diagrama direito inferior da
Figura. 4 mostra a comparacdo geral dos resultados
experimentais assim como graficos calculados para tubos retos
laminares e hélices retas laminares. A combinacdo de HL e de
CFI leva a uma distribuicdo do tempo de permanéncia
vigsivelmente mais ampla do gque usando somente o CFI. No
entanto, ambas as constelacdes mostram uma RTD
significativamente melhor do que as alternativas, o tubo reto
laminar e a hélice reta laminar.

A Figura: b descreve o0s resultados do processo

continuo do estudo pré-viral.
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O titulo viral e os resultados de LRV dos dois
experimentos podem ser vistos na Figura. 5. A parte superior
do diagrama mostra os resultados da amostragem Unica com o©
modo A de cromatografia continua. As primeiras duas colunas
representam o0s resultados do titulo viral para a amostra de
carga e retencdo. Visto gue nenhuma diminuicdo no titulo
viral pode ser vista para a amostra de retencdo, as condicgdes
de processo (por exemplo, temperatura e composicdo tampdo)
assim como o item de teste por si sd (mAB) ndo tém qualquer
influéncia sobre a estabilidade do wvirus. Portanto, a
inativacdo viral é somente causada pelas condic¢cdes de baixo
pH. As colunas no meio do diagrama mostram os valores de
titulo wviral e LRV correspondente a partir das amostras de
titulacdo. O titulo wviral em todas as amostras foi reduzido
até o limite de deteccdo, levando a valores “>“ LRV. A
reducdo de LRV de 4,12 (1Mlo) para 4,01 em amostras 1IM17 e
1M18 ¢é causada por fatores de diluigdo diferentes visto que
as amostras 1M17 e 1M18 foram adicionalmente analisadas por
meio de plaqueamento de grandes volumes. Portanto, os volumes
analisados estdo mudando de 33,33 ulL (1M16) para 44,44 uL
(IM17 e 1M18). No lado direito do diagrama, os resultados de
LVP da amostra 1M17 e 1M18 podem ser vistos. Mesmo com um
volume analisado de 2.133,33 ulL, nenhuma cavidade infectada
poderia ser encontrada, levando a valores de LRV de > 5,82.

O diagrama do meio e o inferior da Figura 5 mostram
0s resultados das duas amostragens com  modo B da
cromatografia  ProtA. O procedimento de amostragem foi
iniciado com 3M18 por 17,31 min. Apds uma pausa de 8,66 min,
a amostra 4M18 foi retirada. A amostragem adicional foi
também feita em pares.

A Figura 6 mostra um diagrama esquemdtico do valor
de reducdo de log (LRV) do titulo wviral contra o tempo de

permanéncia no CFI, que no caso do CFI ¢ igual a um local
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egpecifico no CFI. Em outras palavras, uma dada reducdo de
log do titulo viral é sempre alcancada no mesmo local dentro
do CFI devido a cinética de reacdo no CFI. Consequentemente,
o LRV no ponto no tempo dado 1 sempre corresponderd ao dito
LRV no ponto de amostragem especifico dentro do CFI, por
exemplo, neste caso o ponto de amostragem apds o quadro 1. Da
mesma forma, neste exemplo, o LRV no ponto no tempo 6 sempre
corresponderd ao LRV no ponto de amostragem apds o quadro 6.
Portanto, a amostragem da sonda enriquecida é especifica do
local em vez de especifica do ponto no tempo visto que esse
seria o caso sob condicdes de lote.
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REIVINDICACOES

1. METODO PARA A VALIDACAO DE DEPURACAO VIRAL
CONTINUA, caracterizado por compreender as etapas:
a) provisdo de uma sonda a ser validada;
b) enriquecimento da amostra de uma maneira véalida;
c) realizacdo da depuracédo viral;
d) amostragem da sonda enriquecida; e
e) anédlise da amostra da sonda enriquecida da etapa d).

2. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pela sonda ser uma corrente e/ou uma corrente
de produtos.

3. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1 ou
reivindicacdo 2, caracterizado pela etapa d) de amostragem da
sonda enriquecida compreender a amostragem por um periodo de
tempo predeterminado.

4. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, caracterizado pela etapa b) de
enriquecimento da amostra de uma maneira valida compreender o
enriquecimento da amostra apds a homogeneizacéo.

5. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, caracterizado na etapa c¢) pela
depuracédo viral ser uma inativacdo viral.

6. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, caracterizado na etapa c¢) pela
depuracdo viral ser uma inativacdo viral que é realizada em
um CFTI.

7. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizado pela etapa de
amostragem da sonda enriquecida compreender amostragem de
trés para frente.

3. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizado pela etapa de

amostragem da sonda enriguecida compreender a neutralizacéo
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imediata de cada gota da sonda guando ela entra no recipiente
de amostragem.

9. METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, caracterizado pela etapa d) de
andlise da amostra da sonda enriquecida compreender a
determinacdo de guando as particulas virais estdo presentes.

10. METODO, de acordo com gualguer uma das
reivindicac¢des anteriores, caracterizado pela etapa d) de
andlise da amostra da sonda enriquecida compreender a
quantificacdo das particulas virais.

11. USO DO METODO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 10, caracterizado por sSer em um Processo

continuo para a producdo de proteinas terapéuticas.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 5

Corrida 1: cromatografia ProtA modo A
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Corrida 3: cromatografia ProtA modo B
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Corrida 4: cromatografia ProtA modo B, segunda amostragem
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Fig. 6
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RESUMO

VALIDACAO DA DEPURACAO VIRAL CONTINUA. A presente
invencdo refere-se a um método para a validacdo de depuracéo
viral continua compreendendo as etapas de provisdo de uma
sonda a ser validada, enriquecimento da amostra de uma
maneira valida, realizacdo da depuracido viral, amostragem da
sonda enriquecida e anadlise da amostra da sonda enrigquecida

da etapa d).
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