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"PROCESSO PARA PRODUZIR FOSFATO DE ALUMINIO"

Fundamentos da Invencao

[001] Algumas vacinas e outros medicamentos contém um ou
mais componentes chamados adjuvantes que servem para melhorar a
imunogenicidade dos antigenos de vacina, tornando desse modo a
vacina mais eficaz. Os estudos mostraram que muitas vacinas conten-
do aluminio produzem respostas de anticorpo mais altas e mais pro-
longadas do que algumas vacinas formuladas sem o adjuvante. Ha
varios tipos de sais contendo aluminio (“também referido como alume”)
que funcionam como adjuvantes de vacina: (i) fosfato de aluminio ou
AIPQsg, (ii) hidroxido de aluminio ou AI(OH)s, e (iii) sulfato de aluminio e
potassio Al(SOa4).. A eficacia de cada adjuvante contendo aluminio de-
pende frequentemente das caracteristicas da vacina especifica e de
como o fabricante prepara a vacina (Baylor e outros, “Aluminum salts
in vaccines-US perspective”, Vaccine 20:518-23, 2002). Para funcionar
como um adjuvante, o antigeno tipicamente necessita ser adsorvido no
aluminio para manter o antigeno no sitio da injecao.

[002] As vacinas licenciadas pelos Estados Unidos para criangas
que contém adjuvantes de aluminio incluem, sem limitacdo, vacina
contra difteria-tétano-coqueluche acelular (DTaP), algumas vacinas
contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib), vacina pneumocécica con-
jugada, vacina contra Hepatite B, combinacao de DTaP, Tdap, vacinas
contra Hepatite A, e vacina contra Papilomavirus Humano.

[003] A Prevnar®, comercializada e vendida por Wyeth, € uma
vacina pneumocécica conjugada que contém fosfato de aluminio como
um adjuvante. Os antigenos na Prevnar® s&o uma mistura de polissa-
carideos de sete sorotipos diferentes da bactéria Streptococcus pneu-
moniae, cada um conjugado a proteina carreadora CRM1g7. A Pre-
vnar® é formulada como um liquido aquoso claro contendo uma sus-

pensao coloidal do antigeno — a substancia que estimula a resposta
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imune protetora especifica — adsorvida no adjuvante de aluminio Al-
PQOsa.

[004] Enquanto os processos de produzir adjuvante de fosfato de
aluminio foram descritos, permanece uma necessidade na técnica por
processos que sao mais eficazes e/ou estéreis, especialmente em
uma escala industrial. Em adic&o, é desejavel que qualquer novo pro-
cesso produza adjuvante de fosfato de aluminio com caracteristicas
fisicas, quimicas e funcionais similares como o adjuvante de fosfato de
aluminio ja em uso comercial, por exemplo, na Prevnar®.

Sumario da Invencao

[005] A presente invencao fornece processos otimizados para
produzir o adjuvante de aluminio AIPO4. Esses processos de fabrica-
¢ao otimizados se beneficiam de eficiéncia aumentada e/ou esterilida-
de aumentada se comparado a outros processos e sao particularmen-
te uteis em uma escala industrial.

[006] Assim, em um aspecto, a presente invengcao fornece um
processo para produzir fosfato de aluminio que compreende as etapas
de misturar uma solugao de cloreto de aluminio e uma solugao de fos-
fato de soédio tribasico para produzir um precipitado de fosfato de alu-
minio, onde a otimizacdo compreende decantar o precipitado de fosfa-
to de aluminio em uma temperatura na faixa de aproximadamente 50°
C a aproximadamente 70° C.

[007] Em outro aspecto, a presente invencéo € direcionada a um
processo para produzir fosfato de aluminio compreendendo as etapas
de: (i) misturar uma solugcao de cloreto de aluminio e uma solugao de
fosfato de sddio tribasico para produzir uma suspensao de fosfato de
aluminio e um sobrenadante; (ii) decantar a suspensao de fosfato de
aluminio para produzir um precipitado de fosfato de aluminio; e (iii)
remover o sobrenadante, onde as etapas de misturar, decantar e re-

mover sao executadas dentro de um sistema fechado.
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[008] Esses e outros aspectos da presente invencao seréo apa-
rentes a partir da seguinte descricao e a partir das reivindicagoes.

Breve Descricao dos Desenhos

[009] A FIG. 1 representa um fluxograma para um processo de
produzir AIPOs.

[0010] A FIG. 2 representa um fluxograma para um processo oti-
mizado para produzir AIPQa.

Descricdo Detalhada de Certas Modalidades

[0011] A presente invencao fornece processos otimizados para a
fabricacdo do adjuvante de aluminio AIPO4. Esses processos sao es-
pecificamente uteis na fabricagcdo em escala industrial de AIPOas.

[0012] A FIG. 1 representa um processo para produzir fosfato de
aluminio no qual cloreto de aluminio (AICI3) e fosfato e sddio tribasico
(NasPQs) sao primeiro preparados separadamente. O cloreto de alu-
minio pode estar na forma de hexaidrato de cloreto de aluminio. Esses
reagentes s&o entao assepticamente transferidos para um recipiente
de formulacdo e combinados com agua (por exemplo, Agua para Inje-
cao ou WFI™). A reacdo entre esses reagentes resulta na formacao
de uma suspenséo de AIPOs4. A suspensao € entdo transferida em
tambores para decantagcdo em 25° C. O tempo de decantagéo para
esse processo (isto €, o tempo exigido para permitir que o precipitado
de AIPO4 decante nos tambores) € aproximadamente 7 a 10 dias, o
que representa a etapa mais lenta no processo inteiro. Apés a decan-
tacdo, o sobrenadante € removido de cada tambor e o AIPO4 precipi-
tado é transferido em um recipiente de formulacé&o para esterilizacao
no local (por exemplo, > 121° C, 45 min) e ajuste de pH. O AIPOs final
€ entdo transferido em tambores para armazenamento. O tempo de
ciclo por lote total desse processo em uma escala industrial & aproxi-
madamente 10 a 12 dias. Em adic&o, a natureza aberta desse proces-

SO exige que as multiplas manipulacdées assépticas sejam executadas
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em um ambiente de ar limpo (por exemplo, Classe 100). Isso é custo-
so e também necessita de teste de esterilidade.

[0013] A eficacia do processo representado na FIG. 1 é otimizada
significativamente, entre outros, executando-se a etapa de decantacao
em temperaturas maiores. Em um processo otimizado que é represen-
tado na FIG. 2, ap6s o cloreto de aluminio, fosfato de sddio tribasico e
agua sao misturados para formar uma suspensao de AIPO4, a suspen-
séo é permitida a decantar em aproximadamente 50° C a 70° C (por
exemplo, 60° C). O tempo de decantacdo nessas temperaturas mais
altas é reduzido de aproximadamente 7 a 10 dias para entre aproxi-
madamente 2 a 5 dias.

[0014] Outra otimizacdo se comparada ao processo da FIG. 1 en-
volve executar todas as etapas do processo dentro de um sistema fe-
chado. Essa tem a vantagem de reduzir o risco de contaminacgao (por
exemplo, de bactérias, etc.) desse modo aumentando a garantia de
esterilidade do produto final e reduzindo a necessidade por teste de
esterilidade. Assim, na FIG. 2, o sobrenadante & removido do recipien-
te de formulagcao (por exemplo, usando um tubo imerso) e a suspen-
sao de AIPOg4 restante (ainda no mesmo recipiente de reagao) € esteri-
lizada no local (por exemplo, > 121,1° C, 30 min) antes do pH ser ajus-
tado. O produto de AIPO4 final pode entéo ser transferido em tambores
para armazenamento. O tempo de ciclo por lote total desse processo
em uma escala industrial € aproximadamente 3 a 6 dias (isto €, meta-
de do tempo de ciclo do processo na FIG. 1). O tempo de ciclo reduzi-
do fornece uma vantagem na eficacia. A Tabela 2 fornece uma compa-
racdo lado a lado de algumas das diferengas entre 0s processos re-
presentados nas FIGs. 1 e 2.

[0015] Baseado em parte nessas conclusdes, a presente invencao
fornece um processo para produzir fosfato de aluminio que compreen-

de as etapas de misturar uma solugcao de cloreto de aluminio € uma
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solucao de fosfato de sodio tribasico para produzir um precipitado de
fosfato de aluminio, onde a otimizacdo compreende decantar o precipi-
tado de fosfato de aluminio em uma temperatura na faixa de aproxi-
madamente 50° C a aproximadamente 70° C. Em certas modalidades,
a otimizacdo compreende decantar o precipitado de fosfato de alumi-
nio em uma temperatura na faixa de aproximadamente 55° C a apro-
ximadamente 65° C. Em outra modalidade, a otimizagcdo compreende
decantar o precipitado de fosfato de aluminio em uma temperatura de
aproximadamente 62° C. Em ainda outra modalidade, a otimizacao
compreende decantar o precipitado de fosfato de aluminio em uma
temperatura de aproximadamente 60° C.

[0016] Como discutido acima, essas otimiza¢cdées reduzem signifi-
cativa e inesperadamente o tempo de decantacao do fosfato de alumi-
nio. Por exemplo, em certas modalidades, a etapa de decantacéo po-
de ser executada entre aproximadamente 2 e 5 dias se comparado a
entre aproximadamente 7 e 10 dias em temperaturas mais baixas. Em
um conjunto de modalidades, a etapa de decantacao pode ser execu-
tada entre aproximadamente 2 e 4 dias, por exemplo, entre aproxima-
damente 2 e 3 dias ou entre aproximadamente 3 e 4 dias. Sera apreci-
ado que a etapa de decantacdo pode ser executada enquanto dentro
dessas faixas ou até por periodos mais longos (por exemplo, 5 dias ou
mais) ou mais curtos (por exemplo, menos de 2 dias). Periodos de de-
cantacao mais longos geralmente produzirdo rendimentos maiores se
comparado a periodos de decantacdo mais curtos; entretanto, havera
também uma troca de eficacia da duracao aumentada do processo de
fabricacdo total. Consequentemente, o tempo de decantacdo o6timo
precisara levar ambos os fatores em conta e também dependera da
temperatura de decantagao exata.

[0017] Em outro aspecto, a presente invencéo € direcionada a um

processo para produzir fosfato de aluminio dentro de um sistema fe-
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chado. O uso do sistema fechado otimiza significativamente a garantia
de esterilidade do processo. Isso torna o processo geral mais eficaz
desde que ele reduz o numero de testes de esterilidade que necessi-
tam ser executados e nao mais exige que o processo seja executado
dentro de um ambiente de ar claro. Como usado aqui, o termo “siste-
ma fechado” significa um sistema no qual a exposi¢cao da mistura rea-
cional contida dentro de um ou mais recipientes ao ambiente externo
(por exemplo, ar, oxigénio, micrébios, e seus similares) é reduzida ou
impedida. De acordo com esse aspecto, o processo inventivo compre-
ende as etapas de (i) misturar uma solu¢ado de cloreto de aluminio e
uma solucao de fosfato de sodio tribasico para produzir uma suspen-
sao de fosfato de aluminio e um sobrenadante; (ii) decantar a suspen-
sao de fosfato de aluminio para produzir um precipitado de fosfato de
aluminio; e (iii) remover o sobrenadante, onde as etapas de misturar,
decantar e remover s&o executadas dentro de um sistema fechado.
[0018] Em certas modalidades, na etapa de mistura do processo
acima, a solucéo de fosfato de sédio tribasico € adicionada a solugao
de cloreto de aluminio. A solucdo de fosfato de sddio tribasico é tipi-
camente adicionada a solugao de cloreto de aluminio até que o pH es-
teja na faixa de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 5,4 (isto €,
aproximadamente 5,2 + 0,2). Em certas modalidades, a solugao de
fosfato de sodio tribasico € adicionada a solucéao de cloreto de alumi-
nio até que o pH esteja na faixa de aproximadamente 5,1 a aproxima-
damente 5,3.

[0019] Em certas modalidades, a etapa de mistura do processo
acima é executada em uma temperatura na faixa de aproximadamente
20° C a aproximadamente 30° C. Em certas modalidades, a etapa de
mistura & executada em uma temperatura de aproximadamente 25° C.
[0020] Em certas modalidades, a etapa de mistura do processo

acima compreende misturar a solucéo de cloreto de aluminio e a solu-
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cao de fosfato de sddio tribasico com uma hélice girando em aproxi-
madamente 150 rpm a aproximadamente 350 rom. Em certas modali-
dades, a etapa de mistura do processo acima compreende misturar a
solucao de cloreto de aluminio e a solugao de fosfato de sddio tribasi-
co com uma hélice girando em aproximadamente 200 rom a aproxi-
madamente 300 rom. Em ainda outras modalidades, a etapa de mistu-
ra do processo acima compreende misturar a solucao de cloreto de
aluminio e a solugcao de fosfato de sodio tribasico com uma hélice gi-
rando em aproximadamente 250 rpm.

[0021] Em certas modalidades, a etapa de decanta¢&o do proces-
SO acima € executada em uma temperatura na faixa de aproximada-
mente 50° C a aproximadamente 70° C, isto €, como descrito no pri-
meiro aspecto da invencao. Em certas modalidades, a etapa de decan-
tacdo do processo acima € executada em uma temperatura na faixa de
aproximadamente 55° C a aproximadamente 65° C. Em outra modali-
dade, a etapa de decantacao € executada em uma temperatura de
aproximadamente 62° C. Em ainda outras modalidades, a etapa de
decantacdo é executada em uma temperatura de aproximadamente
60° C.

[0022] Em certas modalidades, a etapa de decantacao pode ser
executada entre aproximadamente 2 e 5 dias. Por exemplo, a etapa de
decantagcdo pode ser executada entre aproximadamente 2 e 4 dias,
por exemplo, entre aproximadamente 2 e 3 dias ou entre aproximada-
mente 3 e 4 dias. Sera apreciado que a etapa de decantagcdo pode ser
executada enquanto desejado dentro dessas faixas ou até por perio-
dos maiores (por exemplo, 5 dias ou mais) ou menores (por exemplo,
menos do que 2 dias).

[0023] Em certas modalidades, a etapa de remo¢ao compreende
decantar o sobrenadante. Em certas modalidades, a etapa de remo¢éao

compreende remover o sobrenadante durante o tubo imerso.
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[0024] Em certas modalidades, o processo acima adicionalmente
compreende esterilizar o precipitado de fosfato de aluminio, onde as
etapas de misturar, decantar, remover e esterilizar sdo todas executa-
das dentro de um sistema fechado. Em certas modalidades, a etapa
de esterilizar compreende aquecer o precipitado de fosfato de aluminio
a uma temperatura em excesso de aproximadamente 110° C. Em cer-
tas modalidades, a etapa de esterilizar compreende aquecer o precipi-
tado de fosfato de aluminio a uma temperatura em excesso de apro-
ximadamente 121° C.

[0025] Em certas modalidades, o processo acima adicionalmente
compreende ajustar o pH do precipitado de fosfato de aluminio, onde
as etapas de misturar, decantar, remover, esterilizar e ajustar s&o to-
das executadas dentro de um sistema fechado. Em certas modalida-
des, a etapa de ajustar compreende ajustar o pH do precipitado de fos-
fato de aluminio para estar na faixa de aproximadamente 5,6 a apro-
ximadamente 6,0. Em certas modalidades, a etapa de ajustar compre-
ende ajustar o pH do precipitado de fosfato de aluminio para estar na
faixa de aproximadamente 5,7 a aproximadamente 6,0. Em certas mo-
dalidades, a etapa de ajustar compreende ajustar o pH do precipitado
de fosfato de aluminio para estar na faixa de aproximadamente 5,8 a
aproximadamente 6,0. Em certas modalidades, a etapa de ajustar
compreende ajustar o pH do precipitado de fosfato de aluminio para
estar na faixa de aproximadamente 5,9 a aproximadamente 6,0.

[0026] Os processos inventivos podem ser usados para produzir
fosfato de aluminio tendo uma variedade de concentragdes; entretan-
to, em certas modalidades, a concentracdo de fosfato de aluminio
apos a etapa acima de misturar estar na faixa de aproximadamente
9,0 a 16,5 mg/mi.

[0027] Em certas modalidades, apés a etapa acima de ajustar o

pH, o precipitado de fosfato de aluminio inclui particulas com uma dis-
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tribuicdo de tamanho tendo um D[v, 0,5] (definicbes de valores de dis-
tribuicdo de tamanho particular sdo apresentadas no Exemplo 1 abai-
x0) na faixa de aproximadamente 3,0 ym a aproximadamente 9,0 ym,
ou de aproximadamente 4,5 ym a aproximadamente 6,5 um. Em cer-
tas modalidades, apds a etapa acima de ajustar o pH, o precipitado de
fosfato de aluminio inclui particulas com uma distribuicdo de tamanho
tendo um D[v, 0,1] de mais de aproximadamente 1,5 um, ou de mais
de aproximadamente 2,0 um. Em certas modalidades, apos a etapa
acima de ajustar o pH, o precipitado de fosfato de aluminio inclui parti-
culas com uma distribuicdo de tamanho tendo D[v, 0,9] de menos de
aproximadamente 25 ym, de menos de aproximadamente 24 um, de
menos de aproximadamente 23 um, de menos de aproximadamente
22 uym, de menos de aproximadamente 21 ym, ou de menos de apro-
ximadamente 20 um.

[0028] A presente invencado sera mais especificamente ilustrada
com relacao aos seguintes exemplos. Entretanto, dever-se-ia entender
que a presente invencao n&o esta limitada de maneira alguma por es-
ses exemplos.

Exemplos

Exemplo 1 — Descricado de Sistema/Processo

[0029] Esse exemplo descreve um sistema e processo exemplifi-
cado para executar alguns dos processos que s&o descritos aqui, tal
como o representado na FIG. 2. Neste exemplo, a preparagéo e o lo-
teamento do processo de fabricacao de AIPO4 s&o controlados via um
Sistema de Preparacao de Meios (MPS ou Plataforma de Preparacao
de Meios). O MPS consiste de 3 recipientes de loteamento (de 50 L,
200 L e 800 L), alojamentos de filtro, e tubulagdes com conexdes sani-
tarias. O processo de fabricagao utiliza ambos os recipientes de 200 L
(V12) e de 800 L (V13). AIPO4 € desse modo produzido em lotes de
800 L (volume total) produzindo 350 kg de precipitado de fosfato de
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aluminio. O precipitado final € transferido a tambores de 50 L.
[0030] As matérias-primas usadas nesse processo incluiram:
[0031] - Fosfato de sédio tribasico (20,4 kg)

[0032] - WFI™ (para dissolugdo de fosfato de sédio tribasico)
(107,4 L)

[0033] - Hexaidrato de cloreto de aluminio (10,1 kg)

[0034] - WFI™ (para dissolugéo do hexaidrato de cloreto de alumi-
nio) (91,6 L)

[0035] - Hidroxido de sodio a 5 N (para ajustamento de pH)

[0036] A primeira etapa no processo foi atingir o peso de 20,4 kg
de fosfato de sédio tribasico no recipiente mantendo a matéria-prima e
coloca-lo a parte. A seguir, 10,1 kg de hexaidrato de cloreto de alumi-
nio foram pesados em um recipiente mantendo matéria-prima e colo-
cados a parte.

[0037] A férmula automatizada para fosfato de aluminio foi iniciada
e o sistema passou por um teste de presséo. Os recipientes V12, V13,
e as linhas de transferéncia associadas foram entao pré-enxaguadas
com WFI™_Apébs o enxague com WFI™  os filtros de controle de parti-
culado foram localizados em linha em ambos o “lado de filtracao” e
“lado de clarificagdo” da linha de transferéncia entre V12 e V13. Antes
do volume de amostragem, a porta de amostra pré-esterilizada com C-
Flex foi conectada ao recipiente V13.

[0038] O sistema entdo passou por outro teste de manutengao de
pressao. Mediante o término da manutencao de pressao, o sistema foi
purgado com um total de 50-L de WFI.

[0039] Um alvo de 162,0 L de WFI foi entdo adicionado a V12. O
WFI foi entéo transferido a V13. 100 L adicionais de WFI| foram adicio-
nados a V12 e entdo transferidos a V13. A temperatura reacional final
crucial de 25° C foi estabelecida em V13.

[0040] Um alvo de 63,0 L de WFI foi adicionado ao recipiente V12.
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O agitador associado com V12 foi iniciado e foi controlado para um
alvo de 350 rpm. O cloreto de aluminio pré-pesado foi adicionado a
V12 (apés uma temperatura de dissolugcao de 35 a 45° C ser alcancga-
da). Apds a dissolugao inicial do cloreto de aluminio, V12 foi elevado
até um alvo de 91,6 L de WFI| e misturado por 5 a 35 minutos antes de
verificagao visual de que o cloreto de aluminio foi dissolvido. O recipi-
ente V13 entdo comecgou a agitar o WFI com um ponto de ajuste de
250 rpm. O cloreto de aluminio foi ent&o transferido de V12 a V13.
[0041] Um alvo de 150 L de WFI foi adicionado a V12. O WFI foi
ent&o transferido para V13 e mais 150 L de WFI foram adicionados a
V12 e novamente transferidos a V13. A temperatura reacional final
crucial de 25° C foi estabelecida em V13.

[0042] Um alvo de 70 L de WFI foi adicionado a V12. O agitador
associado com V12 foi iniciado e foi controlado até um alvo de 350
rom. O fosfato de soédio tribasico pré-pesado foi adicionado a V12
(apdés uma temperatura de dissolugado de 35 a 45° C ser alcancada).
Apos a dissolucgao inicial do fosfato de sddio tribasico, V12 foi elevado
a um alvo de 107,4 L de WFI e misturado por 5 a 35 minutos antes de
verificacao visual de que o fosfato de sodio tribasico ter dissolvido.
[0043] O fosfato de sodio tribasico foi ent&o transferido de V12 pa-
ra V13 e misturado com o cloreto de aluminio até que um pH alvo de
5,20 fosse alcancado. Ap6s uma hora, o pH foi novamente ajustado
para um pH alvo de 5,20 adicionando fosfato de sédio tribasico. Uma
vez que o pH foi estabilizado, o agitador diminui a velocidade para 150
rpm e o ponto de ajuste da temperatura foi alterado para 60° C. O agi-
tador foi desligado apdés a mistura por uma hora. O fosfato de sédio
tribasico restante foi drenado a partir de V12, entao os filtros de parti-
culado foram removidos e substituidos com tampas CIP, e V12 e as
linhas de transferéncia passaram pelo procedimento CIP.

[0044] O fosfato de aluminio decantou em V13 para abaixo do tu-

Petigdo 870180052903, de 20/06/2018, pag. 19/34



12/17

bo imerso em uma temperatura alvo de 60° C. Uma vez que a decan-
tacao estava completa (abaixo do tubo imerso), o sobrenadante foi de-
cantado a partir de V13 via o tubo imerso. A valvula de amostra para
V13 foi entdo manualmente esterilizada por 15 minutos a > 121,1° C.
Uma vez que a valvula de amostra foi esterilizada e resfriada para
abaixo de 60° C, duas amostras biocarregadas de 25 mL foram obti-
das.

[0045] O fosfato de aluminio em V13 foi entdo esterilizado por 30
minutos em > 121,1° C seguido por esterilizagdo da linha de adicao
base (0,381 m (15 pol) em uma temperatura de > 121,1° C). Usando o
dispositivo de conexéao estéril, uma garrafa de 1 L de NaOH a 5 N foi
conectada a linha de adi¢ao base.

[0046] Uma vez que o fosfato de aluminio tenha resfriado até uma
temperatura alvo de 25° C, o pH do fosfato de aluminio foi ajustado a
um alvo de 5,95. Até 16 tambores de 50 L pré-lavados e esterilizados
foram conectados a suas respectivas localizagbes de estacdes de pre-
enchimento.

[0047] As linhas de transferéncia foram entéao esterilizadas por 15
minutos em > 121,1° C. A valvula de amostra para V13 foi entéo esteri-
lizada por 15 minutos em > 121,1° C. Uma vez que a valvula de amos-
tra foi esterilizada e resfriada para menos de 60° C, duas amostras de
volume de 30 mL foram obtidas para tamanho de particula, pH, con-
centrac&o de aluminio, e esterilidade.

[0048] ApOs as amostras serem obtidas, o fosfato de aluminio foi
transferido para os tambores de 50 L. Uma vez que a transferéncia
estava completa, V13 e as linhas de transferéncia passaram por um
CIP quimico completo. Todos os tambores de 50 L foram entdo amos-
trados quanto a concentracdo de aluminio e esterilidade (entretanto,
na pratica, somente o primeiro e o ultimo tambores sao amostrados

quanto a esterilidade). Os estabilizadores magnéticos foram afixados
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em cada tambor e os tambores foram armazenados em um ambiente
resfriado.

Exemplo 2 — Ensaiando as Caracteristicas Fisicas, Quimicas e Funci-
onais de AIPO4

[0049] Trés lotes de AIPO4 produzidos de acordo com 0 processo
da FIG. 1 e trés lotes de material produzidos de acordo com o proces-
so da FIG. 2 (e Exemplo 1) foram analisados para assegurar que 0s
materiais produzidos por ambos os processos foram comparaveis. Os
ensaios usados foram selecionados baseados nas caracteristicas fisi-
cas, quimicas e funcionais de AIPO4. Esses estudos de caracterizagao
foram executados em adicao ao teste de liberacéo e todos os lotes al-
cancaram os critérios de liberacado para AIPO4. Os dados dos estudos
de equivaléncia sao resumidos como segue:

[0050] Analise de tamanho de particula: A analise de tamanho de
particula de adjuvantes de volume e a vacina formulada foram execu-
tadas por dispersao de luz laser em um analisador de tamanho de par-
ticula Malvern (Mastersizer, Serial 2.15). Uma suspensé&o de p6 em um
solvente (por exemplo, isopropanol) foi medida com um feixe de laser
de baixo angulo, e a distribuicdo de tamanho de particula foi calculada.
O didmetro médio de volume DJv, 0,5] € o didametro onde 50% da dis-
tribuicdo esta acima e 50% esta abaixo da média. Preferencialmente,
duas determinag¢des de tamanho de particula média nao difeririam em
mais de 5% em relacdo uma a outra. A forma das curvas nas duas de-
terminacdes deveria também preferencialmente ser a mesma. D[v, 0,9]
€ o diametro onde 90% da distribuicao de volume esta abaixo desse
valor. D[v, 0,1] € o diametro onde 10% da distribuicdo de volume esta
abaixo desse valor. A amplitude é a largura da distribuicdo baseada
em 10%, 50% e 90% quantile (Amplitude = {DJ[v, 0,9] — D|[v, 0,1]} / D]v,
0,5]). Antes de cada medic&o, o instrumento foi padronizado usando

esferas de um tamanho molecular conhecido representando 2 um e 10
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pum. Determinou-se que os tamanhos de particula de AIPO4 (antes e
apos a formulacao em Prevnar®) feitos por ambos os processos foram
comparaveis e dentro das especificacdes que sao listadas na Tabela
1.

Tabela 1 — Tamanho de Particula

Antes da formulacao Apoés a formulacao

D[v, 0,11 =2>2,0 ym D[v, 0,11=>2,0 ym

D[v, 0,5] =3,7-8,4 um D[v,0,5]=4,5-6,4 um

D[v, 0,9] =< 20,0 ym D[v, 0,9] =< 22,0 um

[0051] Ensaio de Ligacao com Proteina: O percentual de proteina

ligado a AIPO4 foi determinado medindo-se a concentragéo de proteina
total antes de contato com o pelete de aluminio e apés o tratamento
com o pelete de aluminio. O teor de proteina no pelete foi medido se-
guindo ressuspensédo em solugcao salina. A ligacdo percentual média
da proteina carreadora CRM1g7 formulada com AIPO4 a partir do pro-
cesso da FIG. 1 (97,5 £ 0,8) e formulada com AIPO4 a partir do pro-
cesso da FIG. 2 (96,1 £ 1,4) foram comparaveis. A ligacao percentual
média de Prevnar® formulada com AIPO4 a partir do processo da FIG.
1 (91,5 £ 1,6) e formulada com AIPO4 a partir do processo da FIG. 2
(91,7 £ 1,9) foram também comparaveis.

[0052] Ensaio de Nefelometria: A vacina Prevnar® foi analisada
quanto a antigenicidade por nefelometria usando citragdo como um
processo para solubilizar o pelete de aluminio. Com base em trabalhos
anteriores, sabe-se que somente polissacarideos conjugados se ligam
ao aluminio e nao polissacarideos livres ou sacarideos ativados. A an-
tigenicidade com o pelete reflete o polissacarideo que € conjugado. As
medicées de nefelometria foram conduzidas com o sistema Beckman
Array 360 usando anticorpos e elevadas em coelhos. A ligagcao de con-

jugados de Prevnar® individuais para AIPO4 foi medida usando ne-
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felometria, e os dados para material feito usando os processos das
FIGs. 1 e 2 revelaram-se comparaveis.

[0053] Potencial Zeta/Mobilidade Eletroforética: O potencial zeta e
a mobilidade eletroforética foram determinados usando um Zetasizer.
O potencial zeta de AIPO4 a partir do processo da FIG. 1 foi uma mé-
diade 4,7+02mV (51+£0,1,35+0,2e 55 +0,2mV). O potencial
zeta de AIPOg4 a partir do processo da FIG. 2 foi uma média de 3,3
03mv(36+0,3,26+04,e3,7+0,1mV).

[0054] Tempo de Decantagao: O tempo de decantagao foi monito-
rado medindo-se a alteracdo na densidade 6tica em mais de 30 minu-
tos em um espectrofotometro (Shimadzu UV 160-IPC) em um compri-
mento de onda de 645 nm. O tempo/taxa de decantacao (Aesss/min) de
AIPQ4 a partir do processo da FIG. 1 foi 0,024, 0,025 e 0,023. O tem-
po/taxa de decantacédo (Asss/min) de AIPO4 a partir do processo da
FIG. 2 foi 0,027, 0,026 e 0,026.

[0055] A Tabela 2 compara alguns dos parametros que sao usa-
dos nos processos das FIGs. 1 e 2. Como mostrado, o tempo de de-
cantacao do precipitado de fosfato de aluminio foi reduzido de aproxi-
madamente 7 a 10 dias para aproximadamente 2 a 5 dias aumentan-
do-se a temperatura de decantagdo de 25° C para 60° C. Isso repre-
senta uma otimizacao significativa em eficiéncia. Como descrito no
Exemplo 1, as amostras de fosfato de aluminio produzidas por ambos
0s processos tém caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais simila-
res.

Tabela 2 — Comparacéo de Parametros de Dois Processos

Processo FIG. 1 FIG. 2

Temperatura reacional 25°C 25°C

Velocidade de mistura | Reostato configurado | 250 rpm

durante a reacao em 7/14

Equipamento de mistura | Vibromisturador Hélice Marine
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Tamanho/tipo do recipi-

ente para decantacao

Tambor de 200 L x 5

Tanque de 1000
L-V13

Tempo de decantacgao 7 a 10 dias 62 a 112 horas
Temperatura de decan-|25°C 60° C
tacao
Procedimento para re-| Tubo imerso em tambo- | Tubo imerso em
mover o sobrenadante res tanque
Numero de tanques no | 2 2
processo de AIPQO4
Carregamento Carregamento de Al- | N&o exigido
PO4 do tambor para o
tanque 101
Velocidade de mistura | Reostato configurado | 250 rpm
apoés a remogao do so- | em 8/93

brenadante

Esterilizacdo nas condi-

coes do local (SIP)

>121°C, 45 min

> 121,1° C, 30

min

Tempo de mistura duran-

te o ajuste final de pH

1a2horasa25°C

2 a 4 horas a 25°
C

Tamanho do tambor |50L x 8 50Lx13
transferido
Sistema de Amostragem | Fechado Fechado

Amostragem de Esterili-

Todos os Tambores

Primeiro e Ultimo

dade tambores
Temperatura de armaze- |2a8°C 2a8°C
namento

Ajuste final do pH em|56a6,0 56a6,0

processo

Exemplo 3 — Estimulo dos Meios

[0056]
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Plataforma de Preparagao de Meios (MPS) do Exemplo 1 usando Cal-
do de Soja Triptico (TSB). Esses estudos demonstraram um alto grau
de garantia de que as operacgodes de esterilizacdo para o MPS mantive-
ram a esterilidade e protegeram contra o ingresso microbiano durante
a fabricacao, ajustamento de pH, amostragem e entao transferéncia de
solugdes estéreis em tambores. Cada tentativa de estudo de meios
consistiu de esterilizacao, ajustamento estéril do pH usando hidroxido
de sodio a 5 N e transferéncia estéril do TSB em dezesseis tambores.
A transferéncia estéril ocorreu apdés uma manutencao estéril > 10 ho-
ras. A manutencao estéril estabeleceu a quantidade total de tempo
que o sistema pode ser mantido apds as operagcdes de esterilizacao
terem sido executadas (11 horas). TSB foi coletado em uma garrafa de
1 L a partir de todas as dezesseis localizacGes de estacao de preen-
chimento e passaram por incubacado completa. As amostras obtidas a
partir das localizagcdes #1 e #16 sao representativas do processo de
transferéncia de solucdo inteira em tambores. Por causa do projeto de
sistema fechado da Plataforma de Preparacao de Meios do Exemplo 1
e os resultados bem sucedidos desse estudo, o teste de esterilidade
necessita somente ser executado no primeiro e ultimo tambores duran-
te a produgcado comercial, ao invés de em cada tambor, como foi ne-

cessario com o processo representado na FIG. 1.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para produzir fosfato de aluminio, caracteriza-
do pelo fato de que compreende:

misturar uma solucgao de cloreto de aluminio e uma solugéo
de fosfato de sédio tribasico para produzir uma suspensao de fosfato
de aluminio e um sobrenadante, em que a solugcao de fosfato de sédio
tribasico & adicionada a solugao de cloreto de aluminio até o pH estar
na faixa de 5,0 a 5,4;

decantar a suspensao de fosfato de aluminio para produzir
um precipitado de fosfato de aluminio, em que a etapa de decantagcao
€ realizada a uma temperatura na faixa de 50° C a 70° C, durante um
periodo entre 2 dias a 5 dias;

remover o sobrenadante;

esterilizar o precipitado de fosfato de aluminio, em que a
etapa de esterilizacdo compreende aquecer o precipitado de fosfato de
aluminio a uma temperatura superior a 110° C; e

ajustar o pH do precipitado de fosfato de alumio para estar
na faixa de 5,6 a 6,0;

em que, apds a etapa de ajustar o pH, o precipitado de fos-
fato de aluminio inclui particulas com uma distribuicdo de tamanhos
tendo um D [v, 0,5] na faixa de 3,0 ym a 9,0 uym;

e em que as etapas de misturar, decantar, remover, esterili-
zar e ajustar sao realizadas dentro de um sistema fechado.

2. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que a solugao de fosfato de sodio tribasico € adiciona-
da a solucéo de cloreto de aluminio até que o pH esteja na faixa de 5,1
ab5,3.

3. Processo, de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracte-
rizado pelo fato de que a etapa de misturar é realizada em uma tempe-

ratura na faixa de 20° C a 30° C.
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4. Processo, de acordo com a reivindicagcao 3, caracteriza-
do pelo fato de que a etapa de misturar é realizada em uma tempera-
tura de 25° C.

5. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a etapa de misturar com-
preende misturar a solugao de cloreto de aluminio e a solugao de fos-
fato de sédio tribasico com uma hélice girando em 150 rpm a 350 rpm.

6. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a etapa de misturar com-
preende misturar a solugao de cloreto de aluminio e a solugao de fos-
fato de sédio tribasico com uma hélice girando em 200 rpm a 300 rpm.

7. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a etapa de misturar com-
preende misturar a solugao de cloreto de aluminio e a solugao de fos-
fato de sédio tribasico com uma hélice girando em 250 rpm.

8. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a etapa de decantar é reali-
zada em uma temperatura na faixa de 55° C a 65° C.

9. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a etapa de decantar é reali-
zada em uma temperatura de 60° C.

10. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que a etapa de decantar é reali-
zada por um periodo entre 3 dias a 4 dias.

11. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que a etapa de remover com-
preende remover o sobrenadante usando um tubo imerso.

12. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que a etapa de esterilizar com-

preende aquecer o precipitado de fosfato de aluminio a uma tempera-
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tura superior a 121° C.

13. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que o pH do precipitado de fos-
fato de aluminio é ajustado para estar na faixa de 5,8 a 6,0.

14. Processo, de acordo com a reivindicagao 13, caracteri-
zado pelo fato de que o pH é ajustado para estar na faixa de 5,9 a 6,0.

15. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que a concentracao de fosfato
de aluminio apdés a etapa de misturar esta na faixa de 9,0 a 16,5
mg/ml.

16. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que apos a etapa de ajustar o
pH, o precipitado de fosfato de aluminio inclui particulas com uma dis-
tribuicao de tamanho tendo um D [v, 0,5] na faixa de 4,5 um a 6,5 ym.

17. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que apos a etapa de ajustar o
pH, o precipitado de fosfato de aluminio inclui particulas com uma dis-
tribuicdo de tamanho tendo um D [v, 0,1] maior que 1,5 um.

18. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que apos a etapa de ajustar o
pH, o precipitado de fosfato de aluminio inclui particulas com uma dis-
tribuicdo de tamanho tendo um D [v, 0,1] maior que 2,0 um.

19. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que apos a etapa de ajustar o
pH, o precipitado de fosfato de aluminio inclui particulas com uma dis-
tribuicdo de tamanho tendo um D [v, 0,9] menor que 25 pym.

20. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que apos a etapa de ajustar o
pH, o precipitado de fosfato de aluminio inclui particulas com uma dis-

tribuicdo de tamanho tendo um D [v, 0,9] menor que 20 pm.
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21. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que apos a etapa de ajustar o pH, o precipitado de
fosfato de aluminio inclui particulas com uma distribuicdo de tamanho

tendo um D [v, 0,5] na faixa de 3,7 pm a 8,4 uym.
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O cloreto de aluminio é dissolvido no recipiente de pre-
paracio e transferido para o recipiente de formulagao 12.

y

O fosfato de sédio tribasico é dissolvido no recipiente
de formulacao 12 e transferido para o recipiente de
formulagao 13 até que o pH alcance 5,2+ 0,2.

[
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Etapa 1 o
¥
- Precipitacio
A suspensio de fosfato de aluminio é mantidaa 60°C
para permitir decantagao adequada do precipitado.
Etapa 2 .
i
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O sobrenadante é removido do recipiente de formulagao.
Etapa 3 R
Formulagao
A suspensio de fosfato de aluminio restante é esterili-
zada com mistura por 30 minutos em >121,2° C.
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Processamento Final
O pH do AIPOA4 é verificado e ajustado se necessario para
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FIG. 2



