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RESUMO

ADAMI, E. A. Desenvolvimento da producdo da vacina contra uma possivel
gripe pandémica A(H7N9). 2017. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

No més de marco de 2013 foram reportados pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) os primeiros casos de infeccbes humana pelo virus Influenza aviério
A(H7N9). Em maio de 2017 ja haviam sido registrados 1439 casos. As infec¢cdes em
humanos causadas por esse virus sdo associadas a consideraveis niveis de
mortalidade e morbidade. A vacinacdo € atualmente o meio mais efetivo para
prevenir as infec¢cdes e as severas complicacfes na saude humana causada pelo
virus da Gripe. Desenvolver e produzir vacinas contra a Gripe pandémica € a
estratégia principal para uma resposta contra a pandemia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005). Este projeto produziu os bancos de virus H7N9, um lote
piloto e trés lotes industriais em condi¢cdes (BPF) dos monovalentes utilizados para a
producdo da vacina candidata contra a gripe pandémica, A(H7N9). Esses lotes
foram caracterizados, avaliados em relacdo aos padrbes de qualidade e testados
guanto a imunogenicidade em ensaios com camundongos.

Palavras-chave: A(H7N9). Pandemia. Vacina contra A(H7N9).



ABSTRACT

ADAMI, E. A. Desenvolvimento da producdo da vacina contra uma possivel
gripe pandémica A(H7N9). 2017. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

In March 2013 it was reported by the World Health Organization (WHO) the first
cases of human infections with avian influenza virus A (H7N9). In May 2017, 1439
cases have been reported. The infections in humans caused by this virus are
associated with considerable morbidity and mortality levels. Vaccination is currently
the most effective way to prevent infections and severe complications on human
health caused by the flu virus. Developing and producing vaccines against pandemic
influenza is the main strategy for a response to the pandemic (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005). This project produce the seeds virus A(H7N9), a pilot batch
and three industrial lots (GMP) of the monovalents used to produce the pandemic
influenza vaccine candidate against A(H7N9). These batches were characterized,
evaluated for quality standards and tested for immunogenicity in mouse assay.

Keywords: A (H7N9). Pandemic. Vaccine against H7N9.
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1 INTRODUCAO

A gripe ou influenza é uma infeccé@o viral que afeta principalmente as vias
respiratorias, o nariz, a garganta, bronquios, e ocasionalmente os pulmdes. Os
sintomas geralmente duram cerca de uma semana, caracterizados pelo
aparecimento subito de febre alta, dores musculares, cefaleia, mal-estar, tosse, dor
de garganta e rinites (WORLD HEALTH ORGANIZATION, (WHO) 2014a).

(a) Virus filamentoso. (b) Virus esférico (escala 100 nm). (c) Virus filamentoso. (d) Virus seccionado para captura da imagem
interna. (e) Virus em alta resolugdo de microscopia eletronica. (f) Virus brotando pela membrana celular.

Figura 1- Virus da gripe visualizado por microscopia eletronica
Fonte: Cox et al.(2009)
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O virus da gripe pode infectar homens e animais, pertence a familia
Orthomyxoviridae, composta por cinco géneros, sendo 0s mais importantes o
Influenza virus A, Influenza virus B e Influenza virus C. Apresenta massa molecular
aproximadamente de 250000 KDa e densidade em solug&o de sacarose na faixa de
1,19 g/cm3. S&o sensiveis ao calor, solventes lipidicos, detergentes néo ibnicos,
formaldeido, irradiacdo e agentes oxidantes (COX et al., 2009).

Os genomas dos virus do tipo A e B possuem oito segmentos que codificam
pelo menos 11 proteinas, enquanto o genoma do tipo C possui sete segmentos que
codificam nove proteinas (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2009).

w B

M1, M2

ns1,Ns2 @D &

Figura 2 - O virus da gripe e seus componentes
Fonte: Wendel; Matrosovich; Klenk (2015)

As particulas virais possuem de oito a nove proteinas estruturais diferentes,
dependendo do género do virus, dentre essas: Polimerase béasica 2 (PB2) com
massa molecular de 85,7 KDa (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2009), Polimerase
basica 1 (PB1), 86 KDa (LAMB; CHOPPIN, 1976), Polimerase &cida (PA), 85 KDa
(FODOR et al., 2002), NP (Nucleo Proteina), 56 KDa. A NP é usada para distinguir
os trés géneros: Influenza A, B e C (MARTINS, 2001). As proteinas M1, 27,8 KDa
também sé&o utilizadas para distingdo dos trés géneros assim como a M2, 11 KDa,
que participa da inser¢cdo das NP no nucleo da célula hospedeira (SCHROEDER et
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al., 1994), e as proteinas Proteina Nao Estrutural 1 (NS1), 26,8 KDa, (HALE et al.,
2008), Proteina N&o Estrutural 2 (NS2), 14,2 KDa (ROBB et al.,, 2009). A
Hemaglutinina (HA) com 76 KDa que € muito estudada devido a sua importancia na
patogenicidade do virus e para resposta imunologica no individuo (JAWETZ;
MELNICK; ADELBERG, 2009) e a Neuraminidase (NA) 50 KDa que é responséavel
pelo processo de clivagem de &cidos sidlicos, impedindo que as particulas virais
geradas no processo de infeccdo figuem imobilizadas na superficie das células
infectadas (MARTINS, 2001).



Tabela 1 - Organizacdo do genoma do virus da influenza

NUumero Tamanho Proteina codificada Peso
do RNA viral Molecular _
segmento’ (nt) IA IB Descricao e Fungéo
a
1 2341 PB2 PB2 85.700
Componentes da polimerase viral
5 2341 PB1, PB1 86.500
PB1-F2
3 2233 PA PA 84.200
4 1778 HA HA 61.500 Glicoproteina de superficie, medeia a fixagdo do virus as células;
€ ativado por clivagem, e possui atividade de fusdo em pH &cido.

5 1565 NP NP 56.100 Associada ao RNA viral e as polimerases. Estrutura helicoidal.
6 1413 NA NA, 50.000 Enzima neuraminidase. Permite a expanséo da infec¢ao por

NB facilitar o acesso da particula viral a superficie das células alvo.
7 1027 M1 M1 27.800 Proteina da matriz, principal componente do virion, reveste o lado

interno do envoltorio.
M2 BM2 11.000 Proteina de membrana integral, canal de ions, de mMRNA
processado.
g% 890 NS1 NS1 26.800 N&o estrutural, inibe a exportagédo nuclear de mMRNA
NS2 *b NS2 14.200 Componente menor de virions, funcdo desconhecida.

*a. Os segmentos de RNA sdo numerados de acordo com seus tamanhos decrescentes.
*b. As massas moleculares das glicoproteinas HA e NA podem sofrer variagdes chegando a 76,000 e 56,000 KDA respectivamente.

Fonte: Adaptado de Brooks et al. (2013)
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Atualmente j& foram reconhecidos dezesseis tipos de HA e nove tipos de NA.
A combinacdo dessas duas proteinas da superficie viral da origem aos diferentes
subtipos virais. Esses subtipos virais em sua maioria podem ser encontrados em
seus hospedeiros naturais (reservatério): as aves terrestres e aquaticas. Esses virus
podem adaptar-se para infectar seres humanos (RESA-INFANTE, P. et al., 2011).

A andlise de variantes virais possibilitou a identificacdo de cinco sitios
antigénicos na regidao HA1 da hemaglutinina, denominados pelas letras A a E, que
sao passiveis de sofrer mutagdes, sendo, portanto, as regides de maior variabilidade
da HA. Esses sitios estdo dispostos sobre a sua superficie e estdo envolvidos na
neutralizagdo viral pelos anticorpos. J& outras regifes sdo mais conservadas em
todos os virus isolados, cuja sequéncia foi estabelecida, concluindo-se que séo
necessarias para que a molécula mantenha a sua estrutura e funcdo (BROOKS et
al. 2013; MARTINS, 2001; MURPHY; WEBSTER, 2001; WILEY; WILSON; SKEHEL,
1981) (Figura 3).
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Site A

Fusion peptide

Figura 3 — Estrutura priméaria da hemaglutinina. A a E representam os cinco principais sitios

antigénicos

Fonte: Brooks et al. (2013)

A hemaglutinina e a neuraminidase sao proteinas imunogénicas (ZHOU et al.,
2017), sendo a hemaglutinina o primeiro alvo da neutralizacdo por anticorpos
(FORLEO-NETO et al., 2003; PONTORIERO et al., 2003).

Os virus da gripe sdo parasitas intracelulares obrigatérios e s6 podem se
replicar em células vivas uma vez que utilizam todo o maquinario celular para
realizar a replicacdo. Este € um processo que ocorre em varias etapas nas células
dos hospedeiros: em primeiro lugar, o virus precisa entrar na célula; em seguida,

produzir cépias de ribonucleoproteinas (RNA) e proteinas, montar os componentes
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das novas particulas virais e entdo sair da célula hospedeira (SMITH; HELENIUS,
2004).

O inicio do ciclo replicativo ocorre quando o virus entra em contato e liga-se
com a ceélula alvo através da afinidade da hemaglutinina com a mucoproteina
(receptor) presente na superficie das células epiteliais, geralmente da mucosa nasal,
garganta e pulmdes, que possuem &cido sialico (SMITH; HELENIUS, 2004).

A ligacdo entre o virus e a célula se da devido a capacidade de a
hemaglutinina viral reconhecer as moléculas de Acido 5-N-acetilneuraminico (acido
sidlico) presente na superficie celular. Apos essa ligagdo, a particula viral é
internalizada na célula por meio da formacdo de endossomas. Ao ser formado o
endossoma comeca um processo natural de acidificacdo (pH~5,0). Essa alteracdo
de pH provoca uma alteracdo na conformacdo da hemaglutinina, que rompe o
envelope viral assim como a superficie da parede do endossoma, expondo no
citoplasma celular as proteinas e ribonucleoproteinas virais (VRNA). A acidificacédo
do meio também tem um papel fundamental na ruptura do complexo formado pela
proteina M1 e os VRNA virais que sdo grandes demais para passar pelos poros do
nacleo celular. A passagem dos ions H+ para a parte interna do virus € possibilitada
pelo canal ibnico presente no envelope viral, M2. Apds expostos no citoplasma
celular, os VRNA séo importados para o nucleo celular, onde se inicia a replicacao,
formando as ribonucleoproteinas mensageiras (mMRNA) (RNA mensageiro) que
dependem da catalise de polimerases, e ap0s essa formacao é exportado do nucleo
para o citoplasma e servira de base para a sintese proteica nos reticulos
endoplasmaticos rugosos. Concomitante ao processo descrito, e também no nucleo
celular, ocorre a formacao das ribonucleoproteinas complementares (CRNAs) que
formardo os novos VRNAs. Os VRNASs sao exportados do nucleo para o citoplasma,
onde ocorre a formacdo das novas particulas virais que se unem a membrana
plasmatica da célula, finalizando a formacao do capsideo viral e pela saida da célula
(WHITTAKER, 2001).
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C
Host mRNA

Insertion of
envelope proteins

(1) Ap6s a ligagdo mediada por receptores entre o virus e a célula, ocorre a endocitose da particula viral e posterior
exposicdo do RNA viral no citoplasma. A seguir, ocorre o rompimento do capsideo viral e da membrana do
endossoma pela hemaglutinina, o material genético viral é entdo internalizado no nucleo celular. (2) Proteinas
necessarias para a transcricdo do RNA s&o sintetizadas no citoplasma e internalizadas no nucleo, principalmente a
NP e PB1. A PB1 é fundamental para a sintese de novas particulas de RNA (-ssRNA). (4) Parte dessas moléculas de
RNA serve como modelo para a sintese de mais moléculas que mais tarde servirdo para formagdo de particulas
virais, e parte é transcrita como RNAm, que realiza a sintese de proteinas estruturais no reticulo endoplasmatico
celular. (5) Tradugdo e insercdo das proteinas virais na parede celular, estas que fardo a formagdo de novas

particulas virais. (6) Genoma viral sendo “empacotado” e a liberacdo das novas particulas virais.

Figura 4 - Diagrama esquematico do ciclo de replicacéo viral
Fonte: Brooks et al. (2013)
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Por possuir RNA segmentado, o virus da gripe é extremamente passivel de
sofrer mutagcbes e gerar cepas com variacdes antigénicas que podem né&o
apresentar nenhuma protecdo por anticorpos gerados por cepas anteriores. Para
esses casos somente quando estdo envolvidas as sequéncias genéticas da HA e
NA. Essas alteracdes podem ocorrer por duas vias, drift ou shift. A primeira delas, a
alteracdo tipo drift, engloba alteracbes menores que podem levar um longo prazo
para estabelecer mudancas capazes de alterar uma cepa, basicamente tratam de
alteracbes acumuladas no coédigo genético viral que podem ocorrer durante as
replicacdes por erros nas sequéncias de aminoacidos nas formagfes das novas
proteinas. Ja as alterag@es tipo shift compreendem altera¢cdes maiores, que podem
ocorrer quando ha infeccdo conjunta de uma mesma célula por diferentes cepas
virais. Nesses casos pode haver troca de VRNA entre espécies, gerando novas
espécies com mistura dos oito segmentos. Esses casos normalmente ocorrem em
um curto espaco de tempo e misturam cepas virais de humanos com cepas aviarias
ou suinas (BROOKS et al., 2013).

Transmitido facilmente, o virus pode passar de pessoa a pessoa por meio de
aerossol, goticulas de saliva e secrecdes, produzidas por pessoas infectadas
guando tossem ou espirram. A gripe tende a se espalhar rapidamente em epidemias
sazonais (WHO, 2014a).

Em humanos o virus da gripe sazonal normalmente tem seu ciclo de infeccéo
na parte superior do sistema respiratorio. Contudo, em humanos com doencas
causadas por bactérias pode ocorrer a infeccdo do trato respiratorio inferior,
ocasionando, por exemplo, bronquite crénica ou enfisemas. Bactérias como
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae e
diversos bacilos gram negativos produzem proteases extracelulares e inflamacdes
que podem potencializar a acdo da ha, causando um agravamento da infec¢cdo no
trato superior, podendo assim gerar infeccbes mais sérias, como a mortal
pneumonia (WHITTAKER, 2001).

Salvo casos de epidemias nas quais o tempo de producao da vacina pode
comprometer a imunizagdo, a vacinacdo anual contra a gripe € o mais efetivo
método para prevengdo da doenca. A vacinacdo com o tipo viral mais atualizado
definido pelos setores de vigilancia é recomendada para todos os individuos maiores

de 6 meses que nao tenham contraindicacéo (FIORE et al., 2010).
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Estudos de ordem econOmica sobre a vacinagédo contra a gripe indicam que
ela reduz ou minimiza os custos com tratamentos de saude, como pronto
atendimento e internacdes hospitalares, perdas de produtividade e morbidade dos
individuos infectados (FIORE et al., 2010).

Foi estimado que o custo econdmico anual da gripe sazonal nos Estados
Unidos pode ser de US$ 87,1 bilhdes, incluindo US$ 10,4 bilhdes em custos
meédicos diretos. Estudos sobre a vacinagdo contra a gripe nos Estados Unidos,
entre pessoas com idade = 65 anos, tém estimado uma redugao substancial em
hospitalizagbes e mortes (FIORE et al., 2010). A maioria dos infectados recupera-se
dentro de 1-2 semanas, sem a necessidade de tratamento médico (WHO, 2014a).

O virus da gripe pode causar doenca entre pessoas de todos 0s grupos
etarios, contudo, as taxas de infeccfes sdo maiores entre as criancas. Durante os
meses de epidemias, o0s riscos de problemas com saude mais agudos e mortes por
gripe sazonal sdo mais elevados entre os adultos com idade = 65 anos, criancas
menores de 2 anos e pessoas de qualquer idade que estejam sob tratamento
meédico severo e que sofram complicac6es nas condi¢cdes de saude devido a gripe
(FIORE et al., 2010).

Os casos de gripe estimados nos EUA sédo de 25 a 50 milhées por ano,
gerando 150 mil casos de hospitalizagéo e 30 a 40 mil mortes. Se essas estimativas
fossem extrapoladas para o cenario mundial, os casos de gripe estariam na ordem
de 1 bilhdo de infectados, 3 a 5 milhdes de casos severos que requerem
hospitalizagdes e 300 a 400 mil casos de morte (WHO, 2014Db).

Epidemias e surtos de gripe ocorrem com diferentes padrdes sazonais,
dependendo da regido do mundo. Em zonas de clima temperado, as epidemias
sazonais geralmente comecam no final do outono e tém o pico no final do inverno.
Nas zonas tropicais, os padrdes sazonais parecem ser menos pronunciados (WHO,
2014b).

1.1 As pandemias causadas pelo virus da gripe
As principais pandemias do virus da gripe do século XX ocorreram em 1918,

1957 e 1968. Os locais provaveis do aparecimento desses virus foram,

respectivamente, e Espanha, alguns paises da Asia, principalmente Hong Kong. Os
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subtipos virais caracterizados nessa época foram: HIN1, H2N2 e H3N2
(KILBOURNE, 2006).

A grande pandemia de 1918, que ficou conhecida como Gripe Espanhola,
causou aproximadamente 50 milhdes de mortes pelo mundo todo, mas o impacto
dessa pandemia nao ficou limitado somente aos anos de 1918-1919. Todos 0s virus
do tipo A que acometem humanos (com excecdo das infecgcbes causadas pelos
subtipos aviarios H5N1 e H7N9) que causaram e causam doencas atualmente sao
descendentes do virus HIN1 dessa época (TAUBENBERGER; MORENS, 2006).

As pandemias de 1957 e 1968 foram responsaveis por aproximadamente um
milh&o de mortes cada.

A mais recente epidemia ocorreu no ano 2009 com a cepa A/HIN1, que se
espalhou por praticamente todo o mundo em poucas semanas. Em 11 de junho de
2009, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) elevou o nivel de alerta pandémico
mundial para a fase 6 (Ultima fase), caracterizando uma pandemia, com evidéncia de
transmissao comunitaria disseminada do virus da gripe A/H1N1, novo subtipo viral
em pelo menos dois continentes. Essa acao foi motivada pela rapida propagacéo do
virus e ndo pela gravidade da doenca (DUARTE et al., 2009).

A sazonalidade de ocorréncias de pandemias relacionadas ao virus da gripe
na nossa historia demonstra que pandemias futuras séo inevitaveis. Dessa forma,
hoje ha uma preocupacdo mundial sobre como poderemos responder a uma crise
dessa magnitude. Uma forma de se preparar € poder predizer qual cepa seria a
causadora da pandemia, ganhando assim tempo para combater as infecgcdes com a
administracdo de vacina que necessariamente precisa ser preparada com o tipo
especifico de virus.

A vacinacao é atualmente o meio mais efetivo para prevenir as infeccbes e as
severas complicacdes na saude humana causadas pelo virus da gripe. Desenvolver
e produzir vacinas contra a gripe pandémica € a estratégia principal para uma
resposta contra a pandemia (WHO, 2016b).

Dessa forma a OMS tem desenvolvido programas de vigilancia sanitaria
mundiais para acompanhar a prevaléncia dos virus da gripe. Relatérios dessas
vigilancias tém demostrado que ha cepas prevalentes em aves que tém infectado
humanos com frequéncia, tornando-se potenciais cepas pandémicas.

Em marco de 2013, por exemplo, foram reportados pela OMS os primeiros

casos de infeccbes humanas pelo virus Influenza aviario A(H7N9). Em marco de
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2017 j& haviam sido registrados 1307 casos e destes foram associados 489 casos
fatais (WHO, 2014b).

Quatro picos de infeccado por H7N9 foram reportados entre 2013 até setembro
de 2016. Estudos mostraram que as caracteristicas do virus e sua epidemiologia
ndo sofreram alteracdes significativas. Houve, inclusive, declinios na quantidade de
casos durante esse periodo. Mas, a partir de setembro de 2016, observou-se, além
de uma antecipacado das infecces em humanos, um aumento no niumero de casos.
Em 9 de Janeiro de 2017 ja haviam sido reportados pela WHO 106 casos ocorridos
somente em dezembro, nUmero muito acima aos 4 periodos anteriores de vigilancia
similares (Figura 5).
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Figura 5 - Curva epidémica de infeccdo em humanos pelo H7N9 na China
Fonte: Zhou et al. (2017)

Esse aumento de casos verificado em dezembro de 2016 tem sido
intensivamente investigado, mas estudos recentes ndo encontraram um fato que
justifigue por completo. Em relacdo a transmissdo entre humanos ndo foram
encontradas alteracdes significativas que suportem essa hipotese. Os casos de
infeccbes em aves passam por uma vigilancia menos eficiente, e tampouco foram
encontradas alteracdes significativas. Uma hipétese € a de que o Ano Novo Chinés,
gue ocorreu préximo ao periodo relatado, possa ter aumentado o consumo de carne
de aves, aumentando assim a exposi¢cao da populacao (WHO, 2016a).

As infeccbes em humanos causadas por esse virus sdo associadas a

consideraveis niveis de mortalidade e morbidade. Esse rapido aumento nos
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nameros de casos em um curto periodo de tempo alarmou os centros de vigilancia
sobre o potencial pandémico do virus A(H7N9). Atualmente ndo h& registros de
transmissdo do virus de humanos para humanos, mas, em contrapartida, a
imunidade da populacéo contra o virus é considerada praticamente nula e o virus
demonstrou consideravel habilidade em causar doenca severa (TANNER; TOTH,;
GUNDLAPALLI, 2015).

A continua prevaléncia do virus H7N9 no meio ambiente, até o momento
contido na China, mesmo que ndo comprovada a transmissdo entre humanos,
passou a ser considerada preocupante principalmente apds os trabalhos de Herfst
(2012). Esse estudo mostrou que a cepa de A/H5N1 de alta patogenicidade que
gerou mortes devido a contaminacdo de humanos pelas aves, principalmente na
China nos anos 2003 e 2004, em gue ainda nao foram diagnosticadas transmissées
entre mamiferos, adaptou-se a essa funcdo apos algumas alteracdes genéticas
causada por mutacdes na HA e PB2 das cepas virais apés passagens em ferretes.
Concluiu-se que a cepa A/H5N1 pode adaptar-se por meio de mutacdes e passar a
ser transmitida entre mamiferos, o que causaria uma pandemia com uma cepa letal.

A adaptacdo que pode tornar um virus aviario transmissivel entre humanos
esta ligada principalmente ao inicio do ciclo de infeccdo viral com a interacdo da
hemaglutinina do virus da gripe com o &cido sidlico celular; em funcdo disso, essa
interacdo tem sido intensivamente estudada.

A HA pode possuir sequéncias de aminoacidos que as deixam com
conformacdes mais reativas a diferentes moléculas. No caso das infec¢cdes em aves,
a HA da cepa viral aviaria é mais susceptivel a interagir com a molécula a-2,3
galactose que se encontra ligada ao &cido sialico das células de aves (SHINYA et
al., 2006).

Tem sido demonstrado que as cepas virais que acometem humanos possuem
afinidade de interagdo com a molécula a-2,6 galactose. Essa molécula esta presente
nas células do epitélio do trato respiratorio superior, o que faz com que as cepas
virais adaptadas dessa forma sejam transmitidas mais facilmente por goticulas de
espirros ou contato. Porém, também € descrita a presenga da molécula a-2,3
galactose em células do trato respiratorio humano inferior, traqueia e bronquios. Tal
fato faz com que os humanos possam infectar-se tanto por cepas aviarias como por
cepas humanas (VAN RIEL et al., 2006).



28

A ligagdo ao receptor celular humano parece ocorrer preferencialmente em
unidades de acido sidlico (5-N-Acetil Neuraminico), enquanto que em porcos e
cavalos, a ligacdo é mediada por unidades de N-Glicolil Neuraminico. Também foi
descrito que a ligacdo aos acidos sialicos terminais podem ocorrer em residuos
ligados a galactoses por ligagédo 02,6 ou 02,3 (SHINYA et al., 2006; VAN RIEL et al.,
2006) e que essa especificidade estd ligada ao aminodcido da posicdo 226 da
proteina HA. Quando o aminoacido nessa posicdo € uma Leu, a HA tem uma
especificidade para a ligagdo a2,6 (humanos), e quando € um Glu, a preferéncia é
para a ligacdo a2,3 (aves e cavalos). Acidos sialicos com ligacdo a2,6 e 02,3 estdo
presentes na traqueia de porcos, fazendo que este animal possa ser infectado tanto
por linhagens humanas como aviarias da gripe (WHITTAKER, 2001). E importante
também destacar que a co-infeccdo de distintos virus em uma Unica célula
hospedeira poderd gerar novas linhagens virais por mecanismo de combinagéo
genética entre os diversos segmentos gendmicos virais (reassortants), podendo

levar a criacdo de uma cepa pandémica em potencial (Figura 6).
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(A) Quando um Unico virus da influenza infecta uma célula, os oito segmentos gendmicos do virus séo replicados e
transmitidos novamente para os novos virus. (B) Quando dois virus diferentes infectam a mesma célula, pode

ocorrer a combinacao dos oito segmentos de cada virus, resultando na formagéo de novos virus (reassortants).

Figura 6 — Demonstragdo da infecgdo viral Gnica ou por dois virus
Fonte: Baseado em Enserink (2004)

O virus da gripe A(H7N9) estudado nesta dissertacdo tem circulado entre
humanos e aves desde 2013, sendo até o0 momento considerado uma zoonose
transmitida por aves. O virus da gripe é extremamente mutante, e a constante
exposicdo em humanos pode ocasionar uma alteragdo genética que torne a
hemaglutinina mais suscetivel a infec¢cdes no trato respiratério superior, ou seja,
possibilitaria a interagao com a a-2,6 galactose, podendo assim ocasionar o inicio de

uma pandemia.

1.2 Principais a¢cdes contra uma pandemia

A OMS estabelece um plano que classifica a sequéncia de fatos que podem
ocorrer em uma pandemia. As fases sdo divididas em numeros de 1 a 6 que
estabelecem niveis mais baixos, 1 e 2 quando sdo identificados virus da gripe que
prevalecem em animais (reservatorios naturais) e os primeiros casos de infeccdes

humanas. As fases 3 e 4 compreendem periodos nos quais ja sédo verificados casos
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em que ha humanos contaminados que conviveram com humanos que possuiam o
virus (cluster) até a comprovacao de transmissao entre humanos. Para as fases 5 e
6 sdo feitas avaliacbes geogréaficas estabelecendo os limites de contagio entre
paises e, no caso mais severo, entre continentes (WHO, 2017).

As classificacbes dessas fases tém o principal intuito de estabelecer uma
sequéncia de acbes para o combate a pandemia, que ira exigir, além da vacinacéo,
uma combinacédo de estratégias em métodos farmacéuticos e profilaticos. Dentre os
principais meios profilaticos podemos destacar desde atitudes mais simples, como o
habito de lavar as maos frequentemente, até a utilizacdo de mascaras e uma
mobilizacdo social para o isolamento das pessoas, como, por exemplo, 0
fechamento de creches e escola, centros de saude e outras situacfes que possam
aglomerar as pessoas. Protocolos de isolamentos em quarentena também podem
ser adotados. Dentre os métodos farmacéuticos, além da vacinagdo, podemos
destacar o uso de antivirais. Em casos de epidemias existem duas classes de
antivirais principais que podem ser utilizados como alternativa emergencial para o
tratamento e/ou profilaxia das infec¢cbes causadas pelo virus da gripe (SINGH;
PANDEY; MITTAL, 2010).

A primeira classe de antivirais s&o inibidores dos canais formados pela
proteina viral M2, como a amantadina (Symmetrel; EndoPharmaceuticals, Chads
Ford, PA) e a rimantadina (Flumadine; Forest Pharmaceuticals, St Louis, MO), que
s6 possuem efeito contra os virus da gripe tipo A. Nos ultimos anos, o virus da gripe
vem demonstrando uma resisténcia aos inibidores dos canais M2, com um aumento
da taxa de resisténcia verificado em escala mundial de 1,9% para 12,3% (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, (CDC) 2010a). A segunda classe é
formada por inibidores de Neuraminidase, oseltamivir (Tamiflu; Roche Laboratories,
Nutley, NJ) e zanamivir (Relenza; GlaxoSmith-Kline, ResearchTriangle Park, NC),
gue possuem efeito sobre os Influenza virus A e B (OXFORD; LAMBKIN, 1998).

O tratamento antiviral ainda é considerado uma técnica cara quando utilizada
em larga escala, além disso, apresenta restricbes para criangas e mulheres gravidas
por manifestar efeitos colaterais (CDC, 2010b). Entretanto, em casos de epidemias
provocadas por virus emergentes, a manufatura e a distribuicdo das vacinas podem
demorar de 6 a 8 meses, sendo mais eficaz, nesses casos, 0 uso dos antivirais para
a contencéo das epidemias (LONGINI JUNIOR et al., 2004).
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As andlises de novos virus subtipos do H7N9 demonstraram alteracfes
genéticas em sitios da Neuraminidase especificos para a acdo dos antivirais
demonstrando assim que esses subtipos virais possuem baixa sensibilidade ao
medicamento (WHO, 2016a).

Considerando que a vacinagdo é atualmente o meio mais efetivo para
prevenir as infeccdes e as severas complicacfes na saude humana causadas pelo
virus da gripe, desenvolver e produzir rapidamente vacinas contra a gripe
pandémica € a estratégia principal para uma resposta contra a pandemia (WHO,
2016b).

1.3 Histéria e evolucédo da vacina contra a gripe

Pesquisas para o desenvolvimento da vacina contra gripe iniciaram-se desde
o0 isolamento do virus humano da gripe em 1933. Em 1945, a primeira licenca para
producdo de vacina contra a gripe foi concedida nos Estados Unidos da América
(CROVARI; ALBERTI; ALICINO, 2011).

As primeiras vacinas licenciadas utilizavam cepas de virus cultivadas em ovos
de galinha embrionados, que eram inativadas com formol. Eram purificadas e
concentradas por meio da técnica de adsorcéo/eluicdo em eritrocitos. Essa técnica
nao possibilitava a expansao da escala de producéo e outros métodos utilizados néo
apresentavam rendimento satisfatorio (CROVARI; ALBERTI; ALICINO, 2011).

Novas técnicas de producédo foram desenvolvidas, dentre elas, os métodos de
clarificacdo do liquido alantoico colhido dos ovos embrionados que continham o
virus cultivado por centrifugacdo, e o método de purificagdo por meio de
centrifugacbes zonais de fluxo continuo em gradiente de sacarose, que
possibilitaram o aumento da escala de producdo e pureza das suspensdes virais
preparadas (CROVARI; ALBERTI; ALICINO, 2011).

As primeiras vacinas licenciadas que continham a suspenséo viral inativada
por formol foram chamadas de inactivated whole-virus e demonstravam uma boa
tolerancia entre adultos e idosos, mas provocavam reacdes em criancas e
adolescentes. Devido a isso, foi licenciada a vacina chamada de split-virus vaccines
em 1968 nos Estados Unidos da América. Nesse tipo de vacina, as particulas virais
sdo rompidas pela acdo de detergentes e a composi¢cdo da vacina € formada por

fragmentos do virus, RNA, proteinas do nudcleo viral e proteinas residuais dos ovos;
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essa vacina provoca uma satisfatéria imunizagdo com reduzidas reacdes adversas
(ZUCKERMAN et al., 2009).

Durante a década de 1960, a vacina do tipo live attenuated influenza
vaccines, que utiliza cepas virais atenuadas por meio da variacado de temperaturas —
cold-adapted tempetura-sensitive (ca/ts) - foi largamente utilizada na RuUssia
(CHURSOQV et al., 2012).

Novas geracfGes de vacinas licenciadas, produzidas a partir da cultura do
virus da gripe em células, tém apresentado boa tolerancia e satisfatéria
imunogenicidade quando comparadas a vacinas cultivadas em ovos embrionados
(FREY et al., 2010).

As vacinas derivadas de cultura em células apresentam algumas vantagens,
tais como a opcdo de se estocar congeladas as células utilizadas para o cultivo,
possibilitando um suprimento estratégico em casos de pandemias, 0 que seria mais
rapido que a obtencéo de ovos para a producdo tradicional (FREY et al., 2010).

A adaptacéo das cepas virais em células é mais rapida do que a adaptacao
em ovos: leva em torno de um a trés meses para a finalizacdo contra cinco a seis
meses para adaptacédo em ovos (SINGH; PANDEY; MITTAL, 2010).

Outras vantagens sdo o fato de que vacinas derivadas de cultura em células
ndo possuem contraindicacdo para pacientes alérgicos a ovos, € 0 menor risco de
contaminacgao quimica e microbiana (FREY et al., 2010).

Por outro lado, o cultivo em células ainda ndo possui processos bem
estabelecidos de padronizacdo na producdo de reagentes e apresenta o risco de
insercdo de agentes adventicios, tais como residuos de DNA celular (SINGH;
PANDEY; MITTAL, 2010).

Além da utilizacdo da cultura em células na producao da vacina, essa técnica
permitiu no passado a adaptacdo de cepas vacinais de alta patogenicidade em aves
como o A/H5N1 a ovos embrionados (utilizados na produc¢éo da vacina), pois o virus
€ letal aos embries e provoca baixos rendimentos da vacina (ANDRADE et al.,
2009).

Esse tipo de adaptacdo das cepas vacinais H5N1 foi feito por meio da
metodologia de genética reversa. Para tanto, sdo selecionados plasmideos
codificadores de proteinas estruturais de virus, adaptados para o crescimento em
ovos, como o virus A/PR8/34 e plasmideos de codificagdo do HA e NA do virus

selvagem H5N1. Esses plasmideos selecionados sao transfectados em células
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VERO, onde ocorre a formacao da nova cepa. Apds selecao da cepa vacinal, o virus
é amplificado por meio de passagens em ovos embrionados (WHO, 2003).

Ap6s comprovacdes de que basicamente duas proteinas da superficie viral —
Hemaglutinina e Neuraminidase — induzem a imunidade protetora necessaria, criou-
se a vacina chamada subunit-virus vaccine, composta somente por essas duas
proteinas. Essas vacinas possuem uma grande tolerancia entre todas as faixas
etarias, mas um reduzido poder de imunogenicidade (CROVARI; ALBERTI,
ALICINO, 2011).

Atualmente, a vacina majoritariamente utilizada no mundo é do tipo split-virus
vaccine, administrada anualmente em populacdes de maior risco no inicio do inverno
em paises do hemisfério norte e sul (ZUCKERMAN et al., 2009).

Na producéo desse tipo de vacina, o virus é inoculado em ovos de galinha
embrionados de 10-11 dias e o liquido alantoico é colhido, clarificado, purificado e
concentrado em gradiente de sacarose por centrifugacdes zonais. A suspensao viral
purificada é fragmentada com detergente e inativada com formaldeido (MIYAKI et
al., 2010).

As vacinas contra a gripe produzidas em ovos contém quantidades variaveis
de proteinas residuais do ovo. Por ser uma das proteinas mais importantes nos ovos
embrionados, a ovoalbumina pode ser usada como marcador, representando a
guantidade de proteinas derivadas dos ovos presentes na vacina. No entanto,
guantidades residuais da proteina no produto final podem estar associadas a
reacoes adversas, visto que se trata de um agente sensibilizante do sistema imune.
Assim, vacinas contra a gripe produzidas em ovos embrionados acabam ndo sendo
apropriadas para individuos com histérico de alergia a componentes do ovo (JAMES
et al.,1998; KURSTEINER et al., 2006).

A imunizagdo anual com a vacina contra a gripe pode causar imunidade
contra a ovoalbumina devido a repetida administracdo de doses que contém as
proteinas dos ovos, 0 que pode provocar irritagcdo local, reacbes sistémicas e a
reducao da tolerancia ao produto (KURSTEINER et al., 2006).

Junto com a evolucdo das vacinas contra a gripe, os métodos para a
avaliacdo da pureza da vacina também tém sido constantemente atualizados,
limitando cada vez mais 0s niveis de ovalbumina contaminante (CROVARI;
ALBERTI; ALICINO, 2011).
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1.4 Geracao das cepas pandémicas

A técnica mais tradicional para a geracdo das cepas para a producdo da
vacina de gripe sazonal é a técnica reassortant.

Essa técnica consiste em infectar ovos de galinha embrionados com cepas
diferentes, normalmente a cepa que se tem interesse em gerar imunidade e outra
cepa com adaptacdo para crescimento em ovos. Esse método produz novas cepas,
pois quando ha infeccdo conjunta de diferentes tipos virais ocorrem mutacdes do
tipo shift que geram particulas virais com os diferentes segmentos de VRNA
misturados.

A cepa de interesse deve conter principalmente as informacfes genéticas
para a formacdo da HA e NA, que sédo as proteinas reconhecidas primordialmente
pelo sistema imune, e as quais se deseja proteger com a vacinacao, e os demais
segmentos de VRNA que possuam a origem da melhor cepa adaptada em ovos de
galinha, por exemplo, a cepa A/Puerto Rico/34.

Portanto, a combinacdo genética ideal esperada € a 6:2, na qual seis genes
seriam provenientes da cepa melhor adaptada para crescimento em ovos e 0sS
outros dois principais (expressam a HA e NA) provenientes da cepa circulante de
interesse para a producdo da vacina. ApOs esse processo, os virus formados sao
caracterizados e isolados de forma a prover a melhor cepa com as caracteristicas
desejadas (WEBBY et al., 2004)

No caso de pandemias nas quais a geracao das cepas vacinais necessita ser
em um curto prazo de tempo para o adiantamento do inicio da producdo da vacina, a
técnica reassortant acaba tornando-se inviavel devido ao tempo de selecdo das
cepas, que podem chegar a 254 tipos diferentes (28 — 2 = 254, sendo 2 tipos virais e
oito diferentes segmentos), podendo esse processo chegar a 6 meses. Outro fator é
a alta patogenicidade das cepas em ovos, pois apresentam os segmentos de VRNA
da HA e NA que normalmente sdo isolados de aves, o que pode dificultar a sua
replicacéo.

Devido a isso novas técnicas tém sido avaliadas e a mais relevante até o
momento € a técnica de genética reversa, que possibilita a obtencdo de cepas para
a producéo da vacina em um menor prazo (aproximadamente 3 meses).

A técnica de genética reversa consiste em isolar o virus de interesse vacinal e

extrair o seu RNA viral. O RNA viral dos genes da Hemaglutinina e Neuraminidase
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da cepa pandémica e os demais genes da cepa atenuada séo entdo clonados por
meio de RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) para um cDNA
(DNA complementar). Por meio dessa técnica também € possivel reduzir a viruléncia
dessas cepas durante a etapa de clonagem na qual sao utilizados primers
especificos para a remoc¢édo de aminoécidos polibasicos do gene da hemaglutinina,
que sdo associados a maior viruléncia destas cepas, quando existentes,
possibilitando assim a obtenc&o de cepas mais atenuadas e melhores adaptadas em
ovos de galinha. Os clones de cDNAs séo entédo transfectados em células VERO e
apos a formacdo das cepas vacinais clonadas, sao amplificadas em ovos
embrionados de 10 — 11 dias (HOFFMANN et al., 2002; WEBBY et al., 2004).


https://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction
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2 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo abordados os materiais e os métodos utilizados para

produzir a vacina contra 0 H7N9 e os métodos utilizados para a avaliacao.

2.1 Producéao dos bancos

A cepa utilizada neste trabalho foi a A/Shangai/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC-
RG32A.3 que foi gerada por meio da técnica de genética reversa. O cddigo genético
do virus aviario de interesse vacinal utilizado para a gera¢édo dos clones de DNA da
Hemaglutinina e Neuraminidase foi o A/Shanghai/2/2013 e o da cepa adaptada a
ovos de galinha que forneceu os clones para a PB2, PB1, PA, NP, Proteina M (M) e

Proteina N&o estrutural (NS) foi a A/Puerto Rico/8/1934 conforme descri¢do a seguir:

Amplificagdo dos genes sintéticos do HA e NA do A/Shangai/2/2013

\
Genética reversa dos plasmideos do HA e NA.

\
Transfeccdo dos genes do HA e NA mais os genes do A/Puerto Rico/8/1934 em células

\lz

Coleta do virus das células VERO e inoculagdo em ovos

Estocagem

Figura 7 — Resumo das etapas da produgdo da cepa a A/Shangai/2/2013(H7N9)- PR8-IDCDC-
RG32A.3
Fonte: Elaborado pelo autor

Apbés serem criadas, as cepas sao submetidas pelos laboratérios de
referéncia a testes especificos para verificacdo da patogenicidade e se aprovadas
sdo consideradas candidate vacines virus (CVV). Os testes principais sao o
sequenciamento do gene da hemaglutinina e da neuraminidase ap0s as passagens
em células e em ovos de galinha embrionados para confirmar a identidade com a
cepa que gerou os clones. Sao realizados, também, ensaio em ovos de galinhas

para verificar se a cepa causa mortalidade nos embrides, teste de patogenicidade
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em ferrets e ensaios para determinar a estabilidade do gene da hemaglutinina apés
diversas passagens em 0vos.

A cepa A/Shangai/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC-RG32A.3 foi considerada uma
CVV pois apresentou resultados satisfatorios nas analises acima descritas.

A cepa foi disponibilizada para o Instituto Butantan pelo CDC, através da
OMS pelo programa Pandemic Influenza Preparedness (PIP) framework. A
importacdo foi deferida pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIO), 6rgao pertencente ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (MCTI)
do Brasil, conforme o parecer técnico n° 3770/2013.

A cepa foi classificada como um Organismo Geneticamente Modificado
(OGM) de virus influenza, sendo portando necessario realizar a manipulacdo em
laboratorio com nivel de biosseguranca adequado. Para este projeto foram seguidas
as recomendacéo emitidas pela OMS e da CTNBiIo.

Para esses tipos de cepas é recomendada pela WHO a manipulacdo em
pequena escala laboratorial em nivel de biosseguranca 3 (NB3) e para escalas
industriais em nivel de biosseguranca em grande escala 2 (NBGE2). Essas foram as
classificagdes seguidas nos trabalhos desenvolvidos com essa cepa (WHO, 2013).

A producéo dos bancos e do lote piloto foi realizada no laboratério Piloto de
Influenza no Instituto Butantan, que € um laboratério de pequena escala e que foi
classificado pela CTNBio como NB3, e a producdo em escala Industrial ocorreu no

Laboratério de Influenza, que possui classificacdo NBGE2.

2.1.1 Producéao do banco estoque (BE001/14)

O processo de producdo dos bancos é feito em duas etapas. Primeiro &
gerado o banco estoque, que consiste na inoculagdo manual com seringa e agulha
da CVV em diferentes diluicbes em ovos embrionados de galinha SPF
(specificpathogenfree) com 10 a 11 dias, conforme recomendacdo da European
Phamacopoeia (2004). Apos inoculagdo os ovos séo incubados (33 a 37 °C) por
aproximadamente 60 horas, para que ocorra a replicacdo viral nos embrides e na
cavidade alantoide. Apés o periodo de incubacao, os embrides sédo sacrificados por
resfriamento em camara fria (2 a 6 °C) por no minimo 24 horas. As cascas dos ovos
resfriados sdo abertas com tesoura e o liquido alantoico (LA) que contém o virus é

coletado por asperséao, utilizando-se pipetadores automaticos.
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O LA é testado através do titulo de hemaglutinacdo, este ensaio se baseia na
capacidade da hemaglutinina viral de aglutinar hemacias. O teste consiste em
misturar 25 puL de hemacias (neste trabalho foram usadas hemacias de cobaia) a 1%
com as amostras que passam por uma diluicdo seriada em placa de petri, ficando
com o volume final de 50 pL. Apds a mistura deve-se aguardar por uma hora e
verificar onde houve precipitacdo ou ndo das hemacias. A leitura do resultado é feita
pela maior diluicdo onde houve precipitacdo das hemacias, ou seja, ndo houve virus
suficiente para causar a hemaglutinacdo que impede que as hemacias precipitem.

Para selecionar a cepa com maior crescimento em ovos, além do titulo de
hemaglutinagdo, sdo avaliados também o volume de LA coletado por ovo em cada
diluicdo e a quantidade de ovos com embriées mortos. A diluicdo selecionada sera a
qgue apresentar maior titulo de hemaglutinacdo, menos embriées mortos e maior
volume de LA coletado.

Apés a selecdo, o LA é entdo distribuido em criotubos e congelado em
temperaturas menores que -70 °C (conforme Figura 8).

A producéo do banco estoque BE001/14 gerado neste trabalho iniciou-se pelo
processo de ovoscopia, que consiste na estimulacdo do embrido por feixe de luz
para a verificacdo da vitalidade e presenca de veias com sangue. S&o feitas entdo a
pesagem dos ovos e a medicdo dos embrides de alguns ovos controles para a
determinacao da idade gestacional de 10 a 11 dias dos embrifes no lote de ovos.
Apdés a selecdo dos ovos foram inoculados 0,2 mL da cepa viral,
A/Shangai/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC-RG32A.3, diluida em tampéo de inéculo nas
diluices 102 a 10° com 20 ovos para cada diluicdo. Juntamente com 0s ovos
inoculados foram incubados 10 ovos sem inocular, para controle de crescimento dos
ovos, e 10 ovos inoculados somente com o tampao de indculo, para o controle da
inoculacdo. Apdés a incubacdo os ovos sao novamente ovoscopiados para a
deteccdo de embrides mortos e em seguida séo resfriados em camara fria. Apés o
resfriamento foram selecionados o0s ovos inoculados que apresentaram melhor titulo,
menor quantidade de embrides mortos e maior volume de LA. O LA selecionado foi

coletado, aliguotado e estocado em temperaturas menores que — 70 °C (Figura 8).



Figura 8 - Fluxograma das etapas de producéo do banco estoque

Fonte: Elaborado pelo autor
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2.1.2 Producéao do banco trabalho (BT001/14)

A segunda etapa consiste na obtencdo do banco trabalho (BT001/14) e
definicdo da melhor diluicdo que sera utilizada na producao dos lotes de vacina.

Inicialmente foram inoculados 10 ovos com as diluicdes de 10 a 10™ partindo
do LA selecionado do banco estoque, BE0O01/14. Essa inoculagdo € um teste para a
verificacdo da melhor diluicdo a ser utilizada na producdo do BT001/14.

O BEO001/14 foi entédo inoculado no volume de 0,2 mL por ovo na diluicdo
definida previamente conforme o teste descrito no item anterior. Foram utilizados
464 ovos pré-ovoscopiados para a verificacdo da vitalidade e idade gestacional de
10 a 11 dias. Para a producédo do banco trabalho € necessaria uma quantidade
maior de ovos para obter um maior volume de LA para a producdo de uma
quantidade maior de criotubos.

Os ovos foram incubados a (33 a 37 °C) por aproximadamente 60 horas, bem
como 10 ovos para controle de crescimento e 10 ovos para o controle do tampéo de
in6culo. Apoés esse periodo sao resfriados (2 a 6 °C) por 24 horas.

Apbs o resfriamento, 0s ovos passam pelo processo de ovoscopia novamente
e 0 LA é coletado e selecionado da mesma forma que no banco estoque.

Nessa fase ha uma clarificagdo do liquido por meio de centrifugacdo (15
minutos, 12.250 g) e uma concentracdo do LA de aproximadamente 7 a 10 vezes do
volume inicial por meio de ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose (3 horas,
33.800 g).

Esse concentrado € diluido com Buffer Solution Phosfate (PBS), filtrado em
membrana 0,22 um para a esterilizacdo e, em seguida, o produto é envasado em

criotubos e congelado a temperaturas menores que -70 °C (Figura 9).



Figura 9 - Fluxograma das etapas de producdo do banco trabalho
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2.2 Lote piloto

Foi produzido um lote piloto com o objetivo de avaliar o BT001/14 produzido,
gerar dados, ganhar experiéncia, possibilitar uma estimativa para a producdo em
escala industrial e para a obtencao da vacina para testes iniciais e pré-clinicos.

Esse lote foi produzido buscando reproduzir em escala menor as mesmas
etapas e técnicas utilizadas na producdo em escala industrial. Podemos dividir essas
etapas em duas principais, sendo a primeira a fase que compreende a inoculacao
viral nos ovos, a incubacgao dos ovos, o resfriamento dos ovos e a coleta do LA, e a
segunda etapa consiste na clarificacdo e purificagcdo viral, fragmentacdo das
particulas virais, inativacao e filtracao final esterilizante.

Na primeira fase de inoculacado, os ovos, apos verificacdo da vitalidade, foram
inoculados manualmente com inéculo viral preparado com o BT001/14 diluido na
diluicdo pré-eleita na producgéo do banco, os ovos foram incubados a 33 a 35 °C por
60 horas, bem como os ovos controle de crescimento e controle do tampéo de
in6culo. Apds o periodo de incubacéo, os ovos foram resfriados em camara fria em 4
°C por 24 horas.

O LA foi coletado por asperséo do liquido por uma pipeta sorolégica de 10 mL
acoplada a uma bomba de vacuo com um reservatorio intermediario para a coleta.
Esse LA foi filtrado em gaze e diluido em tampédo de citrato de so6dio a uma
proporcdo de uma parte de tampao citrato para cada trés partes de LA. Esse liquido
na sequéncia foi clarificado por centrifugacdo em frascos (15 minutos, 12.250 g).
Apos a clarificacéo, o liquido foi separado dos sedimentos e foi concentrado através
de filtracdo tangencial. O produto foi purificado por centrifugacdo em gradiente de
sacarose. O virus purificado foi fragmentado por adicdo de detergente aniénico e
agitacdo constante por uma hora. Apos a fragmentacéo, o produto foi inativado por
adicdo de formaldeido. Durante a filtracdo o produto é diluido com PBS para
possibilitar o arraste do volume adsorvido no filtro e para a padronizagdo dos

monovalentes.
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I
ETAPA 11:
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I
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Diafiltracao da Sacarose

ETAPA 15:
Fragmentacao e clarificagao viral

(Tratamento com Triton X-100®)

ETAPAS 16
Diafiltracao e diluicdo da suspensao viral
purificada e fragmentada

ETAPA 17:
Inativacdao com formaldeido

ETAPA 18:
Filtracao esterilizante da suspensao viral

ETAPA 19:
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Figura 10 - Fluxograma das etapas de producéo do lote piloto
Fonte: Elaborado pelo autor
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Os testes realizados para o controle de qualidade do monovalente produzido
neste lote piloto sdo os mesmos realizados no lote de producdo em escala industrial

e serdo descritos ao final do capitulo Materiais e métodos.

2.2.1 Imunizagdo em camundongos

A vacina também foi testada quanto a imunogenicidade em camundongos
para a comparacdo entre os titulos de anticorpos com diferentes doses de
hemaglutinina. Para esse experimento foram adotadas as formulagdes com 3,75 ug,
7,5 ug, 15 ug e 45 ug e um grupo inoculado com PBS como grupo negativo, cada
grupo constituido por cinco animais.

Os animais foram imunizados por via subcutadnea no dia zero com uma dose
de 300 pL, que foi aplicada em duas parcelas de 150 pL por flanco de cada animal.

Aos 21 dias, os animais foram sangrados através do plexo venoso retro orbital
e imunizados novamente com mais uma dose de 300 pL, que foi aplicada em duas
parcelas de 150 pL por flanco de cada animal.

Aos 42 dias os animais foram sangrados novamente através do plexo venoso
retro orbital e entdo sacrificados por asfixia com COs,.

O protocolo de aprovacéo do experimento pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) foi o protocolo n° 1301/14.

As amostras de sangue coletadas foram tratadas individualmente para a
extracdo do soro. O sangue foi incubado em estufa por 37 °C por 30 minutos, em
seguida foi mantido em geladeira a 4 °C overnight. No dia seguinte, o sangue foi
centrifugado a 2000 rpm por 8 minutos a 4 °C para a separacdo do coagulo do soro.
Em seguida, o soro foi coletado para novos tubos e congelado a -20 °C até o
momento de uso.

O teste utilizado para o estabelecimento dos titulos dos anticorpos foi o teste

de inibicdo da hemaglutinina (HAI) conforme sera descrito ao final deste capitulo.

2.3 Produc¢des do monovalente H7N9 em escala industrial e condi¢gbes BPF

Foram produzidos trés lotes em escala industrial e condicbes de Boas

Praticas de Producdo com 144.480 ovos/lote. Esses lotes foram realizados para a
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qualificagdo dos processos de producdo e para gerar vacina contra o H7N9 para
ensaios e registros.

Os lotes foram produzidos no Laboratério de Influenza, que possui
classificacdo de nivel de biosseguranca em grande escala 2 (NBGE2) concedido
pela CTNBiIo e é certificado em Boas Praticas de Fabricacdo pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Os lotes foram produzidos seguindo o processo de producdo que foi
transferido pela Sanofi Pasteur mediante acordo com o Instituto Butantan de
Transferéncia de Tecnologia. Nesse mesmo Laboratorio é produzida a Vacina de
Influenza Sazonal Trivalente Fragmentada e Inativada composta pelos virus tipo
H1N1, H3N2 e B. Os controles de qualidade também seguiram o0 esquema de
amostragem que consta no registro de producao da vacina sazonal.

O processo de producdo é composto por 19 etapas, similar ao processo
empregado na producgéo do lote piloto (Figura 10), que levam em torno de 10 dias,
desde a recepcdo dos ovos até a obtencdo do concentrado da vacina chamado de
Monovalente de virus Influenza concentrado a granel.

Nas etapas iniciais do processo ocorre a recepcao dos ovos embrionados de
galinha com 10 a 11 dias, controles de qualidade por amostragem e, apés liberacao
do lote, inicia-se o0 processo de inoculacdo automética do inéculo viral nos ovos. O
virus utilizado no preparo do inéculo foi o BT001/14.

ApoOs a etapa de inoculacdo os ovos foram incubados em incubadoras com
controle de temperatura (33 °C a 35 °C) e umidade, (70 a 90%) para possibilitar o
crescimento do embrido e a replicacdo viral. Apos o periodo de incubacdo, os ovos
sao resfriados a 4 °C para que ocorra a morte do embrido. Apds essa etapa, 0S 0vos
sdo abertos por lamina cortante em equipamento e processo automatizado e
invertidos por meio de um sistema de bandejas para que ocorra 0 escoamento do
LA, que é coletado através de funis com tela filtrante e direcionado para um tanque.
Apés a coleta do liquido, o restante dos ovos é direcionado para a trituracdo e
descontaminacao por meio de tratamento térmico.

O LA coletado passa pelo processo de clarificagéo por centrifugacdo industrial
continua para a remocéao de residuos de casca, pedacos de membrana ou embriao.
Em seguida, o liquido é concentrado através do processo de ultrafiltracdo tangencial.

O concentrado é entdo submetido a etapa de purificacdo que tem o objetivo

de concentrar o produto e realizar a separacdo das particulas virais dos demais
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componentes. A purificacdo € realizada através de ciclos de ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose.

Apés a obtencdo do virus purificado, este € submetido ao processo de
fragmentacdo viral com detergente aniénico. O produto fragmentado é entéo
clarificado através de centrifugacéo continua para a eliminacéo do capsideo viral que
contém as nucleoproteinas. Apds essa etapa o produto é submetido a um processo
de diafiltracéo através de ultrafiltracdo para eliminacdo do excesso de detergente.

O produto € entdo filtrado através de membrana clarificante (0,45 um) para a
reducéo de biocarga e inativado a seguir com formaldeido sob agita¢éo constante.

Apbs o processo de inativacdo o produto é filtrado através de membrana
esterilizante (0,22 um), sé@o realizadas amostragens para analises de controle e o
produto é estocado (KON et al., 2016).

2.4 Andlises realizadas

Neste capitulo serdo descritas as analises realizadas neste projeto e essa
descricdo sera dividida em duas partes, as analises farmacopeicas, que sédo as
andlises obrigatérias para liberagdo dos monovalentes, e as andlises exploratorias,
que foram incluidas neste trabalho para melhor avaliacdo dos processos

intermediarios e eficacia do monovalente.

2.4.1 Analises farmacopeicas

Conforme o Quadro 1, sdo descritas as analises mandatorias na Farmacopeia

Europeia para a liberacdo do monovalente.

Quadro 1 - Analises farmacopeicas mandatorias

Testes Fisico- ol Testes de Controle
o Testes de Controle Bioldgico ) P
guimicos Microbiolégico
Determinacéo do teor de
pH hemaglutinina Endotoxina
Octoxynol-9 (Triton X-
100) Dosagem de ovalbumina Esterilidade
Formaldeido Controle de inativacéo viral
Dosagem de Proteina Identidade de hemaglutinina
Aspecto

Fonte: Elaborado pelo autor
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2.4.1.1 Testes fisico- quimicos

As analises fisico-quimicas compreendem a avaliacdo de reacBes quimicas

com base nos fendmenos fisicos detectaveis e mensuraveis por dispositivos.

2.4.1.1.1 Dosagem de proteina

Para dosagem de proteina foi utilizado o método de Lowry. Nesse método as
amostras, bem como a curva padrdo de soroalbumina bovina sdo misturadas ao
reagente de Folin, que reage com as proteinas e colore as solucbes com diferentes
intensidades proporcionalmente a concentracdo de proteinas. Apds a reacdo, €
possivel medir a absorbancia da amostra por meio da espectrofotometria. Os valores
obtidos sdo entdo comparados a curva padréo e a dosagem é estabelecida (LOWRY
et al., 1951).

2.4.1.1.2 Dosagem de formaldeido

O formol residual foi dosado através de titulacdo e analise espectrofotométrica
(412 nm) da solucdo apos reacdo com solucdo de &cido tricloroacético 2,5% e o
reagente de Hantzsch. Os valores obtidos na analise das amostras foram
interpolados por meio de grafico com a curva padrdao obtida pelos mesmos
procedimentos (NASH, 1953).

2.4.1.1.3 Dosagem do detergente aniénico

A dosagem de Triton X-100 foi feita através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (HEINIG; VOGT, 1997).

2.4.1.2 Testes de controle bioldgico

Nestes topicos foram listadas as andlises que verificam os fendmenos bioldgicos

com os testes realizados in vitro e in vivo.
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2.4.1.2.1 Determinagéo do teor de hemaglutinina

A determinacédo do teor de hemaglutinina € baseada na reacdo in vitro de
antigeno-anticorpo por imunodifusdo radial simples.

Gel de agar a 1% (p/V) contendo soro anti-hemaglutinina especifico para a
cepa em teste é distribuido em uma placa de vidro ou em um filme plastico com
superficie hidrofilica sobre uma superficie perfeitamente nivelada.

Ap6s o0 minimo de 2 horas a temperatura de 2 °C a 8 °C em camara umida,
séo feitos 49 orificios equidistantes (4 mm de didmetro) no gel.

A amostra em teste e a hemaglutinina de referéncia séo diluidas em triplicata
e sao tratadas com detergente zwiteribnico para ruptura das particulas virais
necessaria para permitir a difusdo apropriada do antigeno. Preenchem-se o0s
orificios do gel com 20 pyL das solucbes de antigeno e da vacina em teste. A
distribuicdo nos orificios deve ser aleatéria.

Incubam-se as placas em camara umida por 16 h a 20 h, a temperatura de 20
- 25°C sobre uma superficie perfeitamente nivelada. Apds lavagem em solucéo
fisiologica e secagem, procede-se a coloracao com azul de Coomassie a 0,15%.

Os diametros perpendiculares dos halos de precipitacdo para cada um dos
orificios sdo medidos com o auxilio de lupa graduada. Calcula-se o teor de
hemaglutinina pela comparacéo entre as curvas (diametro médio para cada diluicdo
em funcdo das diluicbes) das amostras em teste e do antigeno de referéncia,
utiizando método de regressdo mdultipla ou por comparacdo de coeficientes
angulares —sloperatio (WOOD et al., 1977; WHO, 2005).

2.4.1.2.2 Dosagem de ovalbumina

A determinacdo do teor de ovalbumina foi baseada na reacdo antigeno-
anticorpo usando o ensaio de Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) de
captura.

Imunoglobulina G (IgG) de cabra anti-ovalbumina é fixado na fase solida
(placa) e apods a adicdo da amostra e do padréo, esta captura a ovalbumina contida
na amostra e na curva padréo.

Um segundo anticorpo IgG de coelho anti-ovalbumina é entdo fixado a

ovalbumina retida anteriormente na placa. Um terceiro soro de cabra contendo anti-
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IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina € entdo adicionada e se liga ao
segundo anticorpo. A fosfatase alcalina é entdo revelada pela incubacdo de um
substrato especifico (para-nitrofenil-fosfato — pNPP) que libera um produto (para-
nitrofeinl) colorido na sua reacdo de hidrolise. A leitura espectrofotométrica é feita
em comprimento a 405nm, e € proporcional & concentracdo da ovalbumina presente
na amostra e na curva padrdo. A comparacao da curva dose-resposta da amostra e
da curva padrdo permite calcular a concentracdo da ovalbumina na amostra
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004).

2.4.1.2.3 Inativacao viral

E realizada a inoculacéo da vacina em ovos para a confirmacéo da inativacio
viral por meio do teste de hemaglutinagcdo. O protocolo prevé duas passagens em
ovos e 0 LA da segunda passagem deve ser titulado pelo ensaio de hemaglutinacéo.
Para a vacina ser considerada negativa ndo pode haver hemaglutinacao, indicando
assim que nao ha particula viral ativa uma vez que nao houve replicacao viral nos
ovos embrionados (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004).

2.4.1.2.4 Identidade de hemaglutinina

Neste teste a proteina de interesse € desafiada perante padrbes de
anticorpos de cepas similares e pelo anticorpo especifico. Apos a reacao é realizada
a hemaglutinacdo com eritrocitos em diluicbes seriadas para a confirmag¢do da
reacao entre o antigeno e o anticorpo. A amostra que se ligou ao anticorpo inibe a
hemaglutinagdo. Os titulos obtidos com a proteina a ser testada sdo entéao
comparados com os padrdes de antigenos. Para se considerar uma identidade
positiva para uma cepa, 0 produto em teste deve apresentar resposta positiva em
até duas diluicbes de diferenca em relagdo aos antigenos de referéncia das cepas
utilizadas na comparacdo (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004).

2.4.1.3 Testes de controle microbioldgico

Os testes microbiol6gicos compreendem os estudos que avaliamos micrébios

bem como seus constituintes.
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2.4.1.3.1 Esterilidade

Neste teste avalia-se a presenca de microrganismos através da incubacéao do
produto em placas de Petri com meio de cultura para crescimento microbiano para a
verificagdo da presenca ou ndo de contaminantes microbioldgicos (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2004).

2.4.1.3.2 Teste de endotoxina bacteriana

A presenca de endotoxina bacteriana é feita através do método cinético
turbidimétrico ap0s a reacdo com o reagente que contém olisado de amebdcito de
Limuluspolyphemus, que reage com a endotoxina formando uma coloracao
amarelada, que pode ser medida bem como o tempo de reacdo e utilizada para
quantificar as concentracbes de endotoxinas bacterianas (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2004).

2.4.2 Analises exploratérias

Estéo incluidas neste tépico as analises que foram inseridas no projeto para

avaliar caracteristicas da vacina produzida.

2.4.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Nesse método, o gel é obtido pela polimerizacdo de acrilamida (CH2=CH-CO-
NH2) e N’,N1-metileno-bis-acrilamida, reagente bifuncional que favorece o
estabelecimento de ligacdes cruzadas na presenca de catalizadores, geralmente
persulfato de aménio e TEMED (tetrametileno-diamina). Com a polimerizagéo,
formam-se poros cujo tamanho pode ser ajustado, variando-se a concentracao dos
reagentes, isto €, o grau das ligacdes cruzadas.

Os géis mais frequentemente usados contém de 5% a 20% de acrilamida-
bisacrilamida. As proteinas sdo desnaturadas com 0,1% de dodecil sulfato de sédio
(SDS) com ou sem agente redutor, de acordo com o protocolo descrito por Laemmli

(1970). As proteinas fracionadas por tamanho serdo coradas com uma solugéo de
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Coomassie Blue R250, Indialnk ou Nitrato de Prata (VAZ, 2001). Neste experimento
as amostras foram aplicadas nos géis em condi¢cao desnaturante e/ou apds digestédo
pela enzima PNFgase (Biolabs, PO704L, de acordo com as instru¢des do fabricante)

gue realiza a hirolizac&o nas ligacdes entre GIcNAc e aspargina de glicopeptideos.

2.4.2.2 Imunizagdo em camundongos

O monovalente foi testado quanto a imunogenicidade em camundongos com
diferentes doses e formulacdo das vacinas, com ou sem adjuvante para a
comparacado dos titulos de anticorpos obtidos. Para esse experimento foram
adotadas as formulacdes com 3,75 ug, 7,5 pyg, 15 pg com e sem adjuvantes em
grupos com cinco animais cada, e mais um grupo controle inoculado somente com o
adjuvante 1B160. Todos os animais sofreram sangria pré-imunizacdo e 0S SOros
obtidos serviram como controle negativo.

Os animais foram imunizados por via subcutanea no dia zero com uma dose
de 300 pL que foi aplicada em duas parcelas de 150 pL por flanco de cada animal.

Aos 21 dias, os animais foram sangrados através do plexo venoso retro orbital
e imunizados novamente com mais uma dose de 300 pL, que foi aplicada em duas
parcelas de 150 pL por flanco de cada animal.

Aos 42 dias, os animais foram sangrados novamente através do plexo venoso
retro orbital e entdo sacrificados por asfixia com COa.

O protocolo de aprovacdo do experimento pela CEUAIB foi o protocolo n°
1301/14.

As amostras de sangue coletadas foram tratadas individualmente para a
extracdo do soro. O sangue foi incubado em estufa a 37 °C por 30 minutos, em
seguida foi mantido em geladeira a 4 °C overnight. No dia seguinte, o sangue foi
centrifugado a 2000 rpm por 8 minutos a 4 °C para a separacao do coagulo do soro.
Em seguida, o soro foi coletado para novos tubos e congelado a -20 °C até o
momento de uso.

O teste utilizado para o estabelecimento dos titulos dos anticorpos foi o teste
de inibicdo da hemaglutinina (HAI) conforme descrito a seguir.

O nome hemaglutinina é oriundo da caracteristica dessa proteina em aglutinar
eritrocitos e o teste de inibicdo da hemaglutinina é baseado nessa propriedade. A

hemaglutinina a ser titulada (antigeno) quando misturada a um anticorpo especifico
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tem os receptores que fazem a aglutinacdo entre os eritrécitos e a hemaglutinina
inibidos. O teste que foi originalmente escrito por Hirst (1942) e modificado por Salk
(1944) consiste em misturar diluicbes seriadas dos soros a serem testados em
placas de titulacdo com uma quantidade padronizada da hemaglutinina de interesse
(antigeno), e em seguida eritrécitos sdo adicionados para determinar as diluicoes
onde houve a inibicdo. Conforme mostrado na Figura 11 é considerada inibicdo
guando ndo ha hemaglutinacdo e as hemacias precipitam para o fundo da placa,

como descrito no exemplo C da Figura 11.

RBCs No Reaction
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Figura 11 — Esquema de um ensaio de hemaglutinacédo e inibicdo da hemaglutinacéo.
Fonte: Acharya (2014)

Portanto, sdo considerados os titulos das amostras de soro as diluicbes onde
houve completa inibicdo da hemaglutinacdo, uma vez que o antigeno foi inibido pelo
anticorpo presente no soro.

Uma das maiores vantagens desse teste é a reprodutibilidade. Uma das
desvantagens é que o soro dos animais pode conter inibidores inespecificos da
hemaglutinacdo que podem ocorrer naturalmente. Para remocédo desses inibidores,
0 SOro precisa necessariamente ser tratado com receptor destroying enzyme (RDE),
que elimina os inibidores ndo especificos da hemaglutinina. Neste experimento foi
utilizada a enzima da DenkaSeiken CO. Ltda. (WHO, 2002). Os gréaficos foram

elaborados utilizando o software GraphPad Prism para windows.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo discutidos os resultados obtidos nas etapas de producéo

da vacina.

3.1 Producéao dos bancos

Os lotes de vacina serfo feitos com o BT001/14. E muito importante nessa
etapa garantir que ndo haja contaminacdo microbiolégica, pois, caso iSso ocorra
todo o lote de ovos inoculado pode ser contaminado.

Para tornar o processo robusto e garantir a esterilidade bacteriana e a
presenca somente do virus da gripe sdo adotados procedimentos para minimizar o
risco de contaminacéo. A seguir, serdo expostos os principais cuidados adotados na
producédo dos bancos deste trabalho.

E mandatério pelas principais farmacopeias que a producdo dos bancos seja
feita com ovos Specific Pathogen Free (SPF). Esses ovos sao definidos pelo
Ministério da Agriculta e Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como sendo ovos
gerados por galinhas livres de patdgenos e anticorpos especificados para 0s
seguintes microrganismos: Adenovirus aviario; virus da sindrome da queda de
postura (EDS-76); virus da encefalomielite aviaria; virus Haemophilus
paragallinarum; Reovirus aviario; virus da bronquite infecciosa das galinhas; virus da
doenca Infecciosa da Bolsa (doenca de Gumboro); virus da laringotraqueite
infecciosa; virus da doenca de Newcastle; virus da influenza aviaria; virus da doenca
de Marek; virus da leucose aviaria; virus da rinotraqueite dos perus; virus da
reticuloendoteliose; virus da bouba aviaria; Mycoplasma gallisepticum; Mycoplasma
synoviae e Salmonella sp. As aves também devem estar livres da presenca do virus
da anemia infecciosa das galinhas. As galinhas também precisam ser mantidas em
ambientes com presséao positiva, ar filtrado e biosseguranca (BRASIL, 2006).

A granja que forneceu os ovos para producdo dos bancos é certificada pelo
MAPA e apresentou laudo demonstrando a auséncia dos microrganismos citados
nos ovos fornecidos para o IB. Os ovos controle e o controle da inoculagdo que
testam a vitalidade dos embribes e esterilidade do tampao de indculo utilizado na
producéo dos bancos foram analisados por ovoscopia apos a incubacgéo dos ovos e

nao foram detectados embrides mortos.
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Apos a finalizagdo dos bancos a realizacdo da andlise de esterilidade, é
mandatoria também pelas principais farmacopeias. Os bancos BE001/14 e o
BT001/14 foram aprovados como estéreis.

E interessante ressaltar que apenas uma pequena parcela dos criotubos
(2,5%) escolhidos aleatoriamente durante o envase final é utilizada no teste de
esterilidade. Devido a isto, para trazer mais seguranca e robustez ao processo,
principalmente na fase final de producédo do banco trabalho, as etapas de filtracao
em membrana esterilizante (0,22 um) e o envase em criotubos, foram feitas em
cabine de fluxo de ar continuo com classificagéo A e realizados controles ambientais
de particulas vidveis (microrganismos) e nao viaveis (particulas inertes) que
diminuem o risco do banco trabalho ser contaminado pelo ambiente de trabalho.
Para a producdo desses bancos todos os monitoramentos foram satisfatorios e
seguiram os critérios dos guias de boas praticas de producao de produtos para uso

em humanos da Europa (EUROPEAN COMMISSION, 2008).

3.2 Lote piloto

Apés a obtencdo do banco trabalho, foi produzido um lote piloto com a cepa
CEPA H7N9 (A/Shanghai/2/2013). Os objetivos principais foram avaliar o BT001/14,
gerar dados para uma estimativa para a producdo em escala industrial no
Laboratério de Influenza e para a obtencao da vacina para testes iniciais.

O lote foi produzido buscando-se reproduzir em escala menor,
fundamentalmente, as mesmas etapas e técnicas utilizadas na producédo industrial.
Foram identificadas algumas diferencas entre as etapas dessa producao piloto em
relacdo a producao industrial, descritas no Quadro 2.

As diferengas se devem principalmente devido a quantidade de ovos utilizada
na producdo piloto que € bastante inferior em relacdo a utilizada na producao
industrial (1,2%), e pela variagcédo entre alguns equipamentos.

Os 2.945 ovos utilizados na producao Piloto, foram inoculados com o
BT001/14 manualmente com seringas de 5 mL. Nessa etapa de inoculacao ocorreu
a primeira diferenca em relacdo a producdo industrial que utiliza inoculagéo
automatizada. Apos a inoculacdo os ovos foram incubados da mesma forma.

Ao término do periodo de incubacédo foi realizada a ovoscopia de todos os

ovos para verificagdo da vitalidade e os ovos controles foram analisados para o
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acompanhamento do crescimento embrionario. Dos 2.945 ovos inoculados e
incubados, morreram 266 (9,0%). Os ovos controles do crescimento apresentaram
medidas satisfatorias e condizentes para 14 dias. Os ovos foram resfriados a 5 °C +
3 °C por aproximadamente 32 horas para a inducao da morte dos embrides.

Os ovos foram entdo colhidos por meio do corte manual da casca com
tesoura e o liquido alantoico foi aspirado por succdo por uma bomba de vacuo
acoplada em uma pipeta sorologica de 10 mL. Foram colhidos 2.677 ovos gerando
um volume de 22.500 mL de liquido alantoico com volume médio de 8,4 mL/ovo.
Nessa etapa de coleta do liquido identificamos mais uma diferenca em relacdo a
producédo industrial pois na producao industrial o corte é feito automaticamente por
uma guilhotina e a coleta ocorre por inversdo dos ovos com auxilio de bandejas e
escoamento do liquido.

Apés as etapas de clarificacdo, concentracdo e purificacdo em gradiente de
sacarose, foram obtidos 150 mL de virus purificado.

O virus purificado foi ent&o tratado com Triton X-100® e mantido sob agitacdo
para a reacao da fragmentacdao viral.

O virus fragmentado foi entdo inativado com formol e foi filtrado em sistema
de filtracdo de 0,22 um para a esterilizacao do produto, finalizando a produgdo com

um volume de 982 mL.

Quadro 2- Principais diferencas de producéo entre o lote piloto e o lote industrial

Etapa Producéo piloto Producéo em escala
industrial
Inoculacdo dos ovos Manual com seringa. Automaética
Colheita do liquido Corte da casca manual e Corte automatico e coleta
alantoico colheita do liquido alantoico | por inversao das bandejas.
por succao.
Purificacao viral Centrifugacao nao continua Centrifugacéo em fluxo
em gradiente de sacarose. continuo em gradiente de
sacarose.

Fonte: Elaborado pelo autor

Alguns dados obtidos entre as etapas da producao piloto podem dar uma
estimativa de como sera a producao industrial com a cepa pandémica, por exemplo
0 numero de ovos mortos apos a incubacdo, que apesar da diferenca entre as
inoculacdes que no lote piloto foi manual e na fabrica é automatizada, pode
representar uma estimativa minima de ovos que serdo descartados antes da

colheita. Para essa producéo piloto o descarte foi de 266 representando 9,0% em
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relagdo ao total de ovos inoculados. Essa € uma taxa de mortalidade esperada,
causada principalmente por acidentes durante a inoculagdo quando a agulha pode
ferir o embrido ou veias ou devido as excessivas manipulagcdes dos ovos, mortes
devido a inoculacado viral e o periodo de incubacdo. Essa taxa de morte também
valida a qualidade do banco trabalho quanto a esterilidade, visto que se houver
contaminacdo microbiolégica, a taxa de morte comprometeria o lote todo. Portanto
uma quantidade minima de descarte possivel de prever na producao industrial que
sera com 144.480 ovos é de 13.003 ovos.

O volume de monovalente final em relagdo aos ovos colhidos é um bom dado
também para estimar o rendimento de volume final possivel. Nessa producao piloto
foi de 0,37 mL/ovo colhido. Os lotes industriais a serem produzidos terdo 144.480
ovos por lote. Visto o descrito no paragrafo anterior, € de se esperar um descarte de
13.003 ovos possibilitando a colheita de 131.477 ovos. Com o dado de 0,37 mL/ovo
h& de se resultar aproximadamente 48.646 mL nos lotes industriais.

Também servirdo como uma importante base de dados para estimativa da
producao industrial os resultados referentes as analises mandatdrias na farmacopeia

europeia do produto final concentrado. Seguem os resultados obtidos:

Tabela 2 - Registros dos resultados dos testes realizados com o produto final

TESTE RESULTADO Especificagcdo
Inativagédo viral Passa o teste Virus inativo
Esterilidade bacteriana e fungico Passa o teste Auséncia de

crescimento microbiano

Endotoxina <0,50 UE/mL < 100UE/mL
pH 7.4 6,8—7,6
Nitrogénio total 62 ug/mL Informativo
Triton X-100 ® residual 288 ug/mL < 560 pg/mL
Formaldeido residual 51,50 ug/mL <60 pg/mL
Proteina total 389,28 ug/mL Informativo
Osmolaridade 270 mOsm/kg Informativo
Aspecto Passa o teste Lig. levemente
opalescente

Identidade de Hemaglutinina

Passa o teste

Reatividade para
anticorpo padrao.

Dosagem de Ovalbumina

2869,80 ng/mL

Informativo

Determinacdo de Teor de Hemaglutinina

176,17 ug/mL

Informativo

Fonte: Elaborado pelo autor

Desses testes € interessante destacar o resultado de passa o teste para o
teste de inativacdo viral. Esse resultado valida os processos criticos de

fragmentacao e inativacao viral.
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O resultado de passa o teste para ldentidade da Hemaglutinina valida a
identidade entre o BT001/14, que mesmo apos as trés passagens em ovos (uma
para a producdo do BE001/14, outra para o BT001/14 e a passagem de inoculacéo
dos ovos da producéo), manteve a reatividade com o anti-corpo padrédo gerado com
a cepa mae, A/Shangai/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC-RG32A.3.

O resultado satisfatério para a inativacdo viral possibilita concluir que o
processo e os parametros de fragmentacéo e inativacao viral, tais como quantidades
de Triton X-100® e Formol utilizados, tempo de reacdo, foram satisfatorios para o
virus A(H7N9) e podem ser aplicados na fabricacao do lote industrial.

A quantidade de endotoxina e a esterilidade do produto confirmam que
durante a producédo as cargas de contaminacédo biolégica (biouburden) mantiveram-
se sob controle e a esterilizacdo final por filtracdo em membrana de 0,22 pum foi
satisfatoria.

O resultado de Triton X-100® residual demonstra que a quantidade utilizada
para a fragmentacdo e a diafiltracdo em 50 kDa de aproximadamente 10 vezes
baseado no volume inicial da amostra foi efetiva na remocdo do excesso de
detergente, mantendo o produto dentro do limite.

O teor de hemaglutinina de 176,17 ug/mL é um dado importante que nos da
uma estimativa de rendimento da cepa na produgcdo. Como discutido acima, de
acordo com os dados obtidos nas etapas de producéo piloto, € esperada a obtencéo
de 48.646 mL para a producdo industrial com 144.480 ovos. Se considerarmos
novamente os ovos colhidos no processo industrial em 131.477 ovos, estimamos um
quantitativo de producdo de 8,56 x 10° g de hemaglutinina para esse nimero de
ovos utilizados, com um rendimento de 65,18 pg/ovo colhido.

O produto obtido no lote piloto também foi testado quanto & imunogenicidade
em camundongos para a avaliacdo da atividade da vacina produzida e para a
comparacao entre os titulos de anticorpos com diferentes doses de formulacdo sem
adjuvante. Para esse experimento foram adotadas as formulagbes com 3,75 ug, 7,5
Mg, 15 pg e 45 ug em grupos com cinco animais cada e mais um grupo denominado
“‘PBS”, no qual os animais foram inoculados somente com salina apirogénica para
servirem como controle negativo. Os animais foram inoculados com duas doses
sendo a primeira no dia zero e a segunda apés 21 dias e sendo as sangrias

realizadas no dia 21 (antes da segunda inoculagéo) e aos 42 dias.
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Foi extraido o soro do sangue coletado dos animais e os anticorpos foram
titulados através do teste de inibicAdo da hemaglutinacdo utilizando o virus
A/Shangai/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC-RG32A.3 formulado com 4 unidades de
hemaglutinina (4HA) e hemacias de cobaia a 1%.

Para a definicdo da diluicdo que representa o resultado da inibi¢édo foi adotado
0 poco onde ocorre a formagdo do botdo pela precipitacdo das hemacias mais
préxima ao poc¢o negativo, que € a mistura de PBS e hemacias (Figura 3). Os

resultados obtidos estdo representados na Figura 12.

* Os pogos marcados em vermelho s&o os pogos eleitos em comparagdo ao negativo representado pela selegao na

cor azul

Figura 12 - Representacdo da sele¢do do poco resultado do teste de inibicdo da hemaglutinina
Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados dos titulos individuais de inibicdo da hemaglutinagdo dos cinco
grupos aos 21 e 42 dias estao representados na Figura 13.



60

* * * *
100+ & 5
B0 I ik T *»

Titulo HAI
»

A0 - v B Y. .- -+ -
20+ mm 'y v
- = . Frv vy v
0 T T T T T T T T T T
F F FF S F FF F
& & & & &
£ & Jr s}b P p‘-"’b 2 s}b N n‘:"b
FBES 45 ug 15 ug 7.5 ug 3,75 ug

* todos os grupos marcados apresentaram diferenga estatistica significativa em relagéo ao grupo PBS (p<0,001).
$ O grupo 15 pg apresentou diferenga estatistica aos 42 dias em relagéo ao grupo 7,5 pg (p<0,05) e em relagéo ao grupo 3,75

Mg (p<0,01).
& O grupo 45 pg apresentou diferenca estatistica aos 42 dias em relagdo ao grupo 7,5 pg (p<0,05) e em relagéo ao grupo 3,75

Mg (p<0,01).
N&o houve diferenca significativa entre os grupos aos 21 dias.

Figura 13 — Grafico representando os titulos obtidos para os grupos PBS, 45 ug, 15 ug, 7,5 ug e 3,75
Ug aos 21 dias ap6s uma dose e aos 42 apds a segunda dose
Fonte: Elaborado pelo autor

Diante da analise dos graficos e dos dados estatisticos, considerando como
imunizacao satisfatoria os casos em que os titulos por animal foram superiores a 40,
verificamos que nenhuma formulagdo testada imunizou os animais com somente
uma dose e que 0s animais dos quatro grupos apresentaram resposta imune
satisfatoria somente apos duas doses (BEYER et al., 2004).

Os grupos de 45 g e 15 pg apresentaram uma resposta imune maior quando
comparados aos grupos de 7,5 ug e 3,75 ug, apos a segunda imunizacao.

Para realizacdo das analises de rendimentos de produgcdo em doses, iremos
adotar como dose ideal 7,5 pg. Essa decisdo foi baseada na possibilidade de se
utilizar o minimo possivel de antigeno para ser possivel a disponibilizacdo do maior
namero de doses possiveis. O grupo 3,75 pg ndo foi considerado para esses

calculos, pois o valor da sua média ficou muito préximo ao limite de 40.
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Iremos adotar neste trabalho um ano de validade baseados na validade da
vacina sazonal produzida atualmente. Devido a isso é necessario para garantir que
durante esse tempo de validade a vacina possua no minimo 7,5 pg por dose,
formular a vacina com uma quantidade maior de hemaglutinina. Neste exercicio
iremos supor, baseados também nas formulacdes realizadas na vacina sazonal,
uma formulagdo com 9 pg ou seja 20% a mais de hemaglutinina. Dessa forma é
possivel alcancar um rendimento de 7,24 doses por ovo colhido, logo, 1.046.035
doses por lote de 144.480 ovos.

A dosagem de ovoalbumina em 2869,80 ng/mL é um dado informativo nessa
etapa da producao, mas possui especificacdo farmacopeica para a vacina final ap6s
a formulacéo e o envase, de no maximo de 500 ng por dose de 0,5 mL. Nesse lote
produzido em escala piloto as doses seriam aprovadas, pois considerando
novamente um volume de produto de 48.646 mL teriamos um total de 1,40x10° ng
de ovoalbumina. Para o exemplo anterior de 10 pg de hemaglutinina por dose
totalizando 1.046.035 doses teriamos aproximadamente 134 ng de ovalbumina por
dose, satisfatorio para o limite citado. Porém se compararmos com o0s resultados
obtidos na producéo industrial da vacina sazonal, esse valor encontra-se em torno
de 40 vezes acima do valor do pior caso produzido durante o ano de 2016 que teve
resultado médio de 70,22 ng/mL. Nunca foi observada uma quantidade tdo grande
de ovoalbumina considerando os dados da producéo industrial da vacina sazonal
desde 2012. Essa comparacdo nos levou a avaliar as duas diferencas entre a
producdo piloto e a producdo industrial, que sdo: a forma de coletar o liquido
alantoico e a diferenca na purificacdo em gradiente de sacarose (Quadro 2). Nesta
avaliacdo concluimos que um dos agravantes pode ter sido a coleta do liquido por
succdo, que pode ter carreado para o produto quantidades das claras dos ovos as
quais possuem alta concentracdo de ovoalbumina, fator que provavelmente nao é
observado na coleta por inversdo das bandejas, pois devido a maior viscosidade da
clara ha probabilidade de menor escoamento junto com o liquido alantoico.

Conforme indicado no Quadro 2, ha também diferenca nas centrifugacdes que
poderia impactar nas quantidades de ovoalbumina pois esta é uma etapa critica na
separacao molecular, para esse caso consideramos essa diferenca relevante pois as
etapas foram executadas de acordo com as validagbes demonstrando, assim,

estabilidade dos gradientes, bem como a separagcao adequada.
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3.2.1 Lotes de produgao em escala industrial

Os trés lotes produzidos em escala industrial no Laboratorio de Influenza
foram monitorados conforme plano de controle ambiental estabelecido com base nos
critérios dos guias de boas praticas de producéo de produtos farmacéuticos para uso
em humanos e obtiveram resultados satisfatorios.

Todos os colaboradores envolvidos estavam treinados nos Procedimentos
Operacionais Padrbées (POP) das suas respectivas etapas produtivas e nos
procedimentos gerais, tais como Biosseguranca.

As manipulagdes virais foram realizadas sob condigédo de biocontencdo e os
equipamentos de protecdo individual e coletiva foram utilizados conforme
preconizado para laboratérios NBGE2. Nao houve relatos de quaisquer sintomas de
gripe apos a producado de nenhum dos colaboradores envolvidos.

As matérias-primas utilizadas na produc¢éo foram todas testadas e aprovadas
pelo controle de qualidade, e os fornecedores estavam qualificados pela equipe de
Garantia da Qualidade do IB conforme a RDC 17 da ANVISA.

Os ovos utilizados na producéo da vacina séo controlados diferentemente dos
ovos utilizados na producéo dos bancos que sao SPF. Isso é devido principalmente
ao volume de ovos utilizados na producao, as instalacdes das granjas produtoras de
ovos SPF, os custos dos testes e controles bem como as quantidades limitadas de
matrizes de galinhas para geracdo dos ovos SPF, que inviabilizam a producdo com
ovos dessa qualidade. Basicamente, a diferenca entre a produgcéo de ovos SPF e
ovos controlados esta no fato de que as aves produtoras de ovos controlados devem
ser vacinadas contra Marek, Bouba, Coccdiose, Pneumovirus, Colibacilose,
Newcastle, Gumboro, Bronquite (H120 e Mab), Encefalomielite, Pneumovirus,
Reovirus e Anemia infecciosa. Para a producdo de ovos controlados € permitida a
ventilagdo dos aviarios com ar néo filtrado desde que seja com fluxo unidirecional.
As rotinas de monitoramentos sao com intervalo maior de 30 dias e os testes
realizados sdo: Adenovirus Aviario grupo lll (EDS 76) no qual ndo é permitida a
vacinagcdo; Mycoplasma gallisepticum, M.synoviae; Salmonella Gallinarum, S.
Pullorum, S. Enteritidis e S. Typhimurium, Virus da Doenca de Newcastle; Virus da
Enterite dos Patos; Virus da Hepatite dos Patos e Virus da Influenza Aviaria
(BRASIL, 2007).
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Os ovos controlados utilizados foram certificados pelo MAPA e aprovados nos
monitoramentos de incubacgédo até os 11 dias e transporte. Os controles de qualidade
internos para comprovacao da idade dos embries e vitalidade foram satisfatorios.

Os resultados obtidos entre as etapas intermediarias de producdo foram
comparados as médias dos resultados de 16 lotes produzidos entre marco e abril de
2016 com o virus H1N1, A/California/7/2009pdm. O Laboratério de Influenza possui
maior experiéncia com essa cepa, pois foi utilizada na producéo da vacina sazonal
durante os anos de 2012 a 2016. Serdo utilizados nessa comparacdo os lotes
produzidos com H1IN1 com o mesmo fornecedor dos ovos utilizados na producéo do
H7N9 e no periodo mais proximo. Esse cuidado estd sendo tomado, porque, de
acordo com histoéricos da producao, podem ocorrer diferencas de rendimentos entre
lotes de diferentes granjas de origem e idades diferentes das galinhas. Os lotes com
a cepa H1IN1 foram produzidos com uma quantidade maior de ovos em relagéo aos
lotes produzidos com o H7N9, para ser possivel a comparacéo os resultados seréo
apresentados em porcentagem ou em razdo da quantidade de ovos colhidos

conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 — Comparacgéo entre A(H7N9) e A(HLN1)

H7N9 HIN1
Lotel | Lote?2 | Lote 3 | Média (16 lotes)

Ovos rejeitados apés as etapas de inoculagdo e incubacao em
relacdo aos ovos recebidos (%). 6,34 6,16 6,14 5,63
Volume de Liquido Alantoico (mL)/ovos colhidos 11,22 11,13 | 11,26 11,54
Volume apés a etapa de purificagdo (mL)/ovos colhidos 0,058 0,068 | 0,073 0,068
Volume ap6s a fragmentacgdo e inativagdo (mL)/ovos colhidos 0,197 0,23 | 0,245 0,228
Volume final de monovalente/ovos colhidos 0,34 0,393 | 0,433 0,42

Fonte: Elaborado pelo autor

E interessante notar que a cepa mde do HIN1 (A/California/7/2009) foi
produzida através da técnica de recombinacdo (reassortant) e a cepa H7N9 pela
técnica de genética reversa. Mesmo com essa diferenca na origem, comparando os
dados podemos dizer que os bancos produzidos para o H7N9 apresentaram
comportamento e rendimentos proximos a cepa H1N1 na producédo dos lotes na

escala industrial daquele mesmo ano.
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Os trés lotes produzidos com a cepa H7N9 foram aprovados pelo Controle de

Qualidade do Instituto Butantan,

pois apresentaram

especificacdes requeridas conforme as Tabelas 4, 5 e 6.

resultados dentro das

Tabela 4 - Registros dos resultados dos testes realizados com o produto final do Lote 1

Lote 1
TESTE RESULTADO Especificacéo
Inativacéo viral Passa o teste Virus inativo
Esterilidade bacteriana e fungico Passa o teste Auséncia de
crescimento microbiano
Endotoxina < 3,10 UE/mL < 100UE/mL
pH 74 6,8-7,6
Nitrogénio total 58 pug/mL Informativo
Triton X-100 ® residual 306 pg/mL < 560 pg/mL
Formaldeido residual 53 pg/mL < 60 ug/mL
Proteina total 420,96 ug/mL Informativo
Aspecto Passa o teste. Lig. levemente
opalescente

Identidade de Hemaglutinina

Passa o teste

Reatividade para
anticorpo padrao.

Dosagem de Ovalbumina

115,28 pg/mL

Informativo

Determinacéo de Teor de Hemaglutinina

182,41

Informativo

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 5 - Registros dos resultados dos testes realizados com o produto final do Lote 2

Lote 2
TESTE RESULTADO Especificacdo
Inativacéo viral Passa o teste Virus inativo
Esterilidade bacteriana e fFungico Passa o teste Auséncia de
crescimento microbiano
Endotoxina <1,17 UE/mL < 100UE/mL
pH 7,4 6,8—7,6
Nitrogénio total 53 pg/mL Informativo
Triton X-100 ® residual 351 pg/mL < 560 pg/mL
Formaldeido residual 53 pg/mL < 60 pg/mL
Proteina total 389,66 pg/mL Informativo
Aspecto Passa o teste. Lig. levemente
opalescente

Identidade de Hemaglutinina

Passa o teste

Reatividade para
anticorpo padrao.

Dosagem de Ovalbumina

87,62 pg/mL

Informativo

Determinacdo de Teor de Hemaglutinina

167,42 pg/mL

Informativo

Fonte: Elaborado pelo autor
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Lote 3
TESTE RESULTADO Especificacéo
Inativagéo viral Passa o teste Virus inativo
Esterilidade bacteriana e fungico Passa o teste Auséncia de
crescimento microbiano
Endotoxina <0,50 UE/mL < 100UE/mL
pH 74 6,8-7,6
Nitrogénio total 52 pg/mL Informativo
Triton X-100 ® residual 349 ug/mL < 560 pg/mL
Formaldeido residual 51 pg/mL < 60 pg/mL
Proteina total 383,80 pug/mL Informativo
Aspecto Passa o teste. Lig. levemente
opalescente
Identidade de Hemaglutinina Passa o teste Reatividade para
anticorpo padrao.
Dosagem de Ovalbumina 109,13 pg/mL Informativo
Determinacéo de Teor de Hemaglutinina 170,68 ug/mL Informativo

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados acima demonstram que a producédo industrial com cepa H7N9
foi satisfatéria, pois todos estdo dentro das especificacoes baseadas na farmacopeia
europeia. Esses resultados habilitam os trés lotes produzidos a serem utilizados nos
registros da vacina.

As previsdes realizadas com os resultados do lote piloto também foram
condizentes com os resultados obtidos nas producdes industriais.

Vale ressaltar que os resultados de identidade da hemaglutinina em relacao a
cepa mestre, A/Shangai/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC-RG32A.3, demonstraram que
mesmo apos as passagens dos virus nos ovos na producdo do BE e BT e apos a
inoculacdo em larga escala na producdo industrial, o virus H7N9 n&o sofreu mutacao
e conservou as suas caracteristicas antigénicas.

Os resultados para ovoalbumina se confirmaram mais baixos do que a
concentracdo obtida na producéo do lote piloto demonstrando que as diferencas nas
etapas de colheita do Liquido Alantoico e na purificacdo indicadas no Quadro 2
podem representar diferencas importantes para a qualidade final do produto. Apesar
da diferenca na técnica de purificacdo, ambos os processos foram purificados em
gradientes de sacarose que se mostraram estaveis, visto que 0s registros de coleta
dos gradientes demonstraram valores de porcentagem de sacarose decrescentes
gradativos e os volumes de descarte e coleta conforme as validacOes realizadas
nessas etapas, sendo esta diferenca a menos provavel de haver causado um nivel

maior de ovoalbumina no lote piloto. Assim, ha de se destacar a etapa de colheita do
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Liquido Alantoico que foi por succdo no lote piloto, que é a mais provavel causa da
diferenca encontrada.
Foi realizado também um estudo para verificar os rendimentos da producéao

da Hemaglutinina. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados dos estudos de purificacdo e recuperacdo da hemaglutinina

Amostra Concentrado 7,5 | Monovalente
Volume (mL) 100000 7790 49140
HA total (mg/mL) 0,13753 1,12551 0,18668
HA total (mg) (a) 1,38E+04 | 8,77E+03 9,17E+03
Recuperagdo de HA (%)(c) 100 63,75 66,70
Proteina (mg/mL) (b) 22,73 3,79 420,96
Proteina total (mg) 2,27E+06 | 2,95E+04 2,07E+04
Recuperacao de Proteina

Total (%)(c) 100 1,30 0,91
Enriquecimento de HA (d) 1 49 73

(a) Amostras quantificadas através do método de imuno difuséo radial simples.

(b) Amostras quantificadas pelo método de biureto.

(c) a quantidade de hemaglutinina e proteina total dosadas na amostra do concentrado foi considerada como 100%
para a andlise de HA recuperado e de proteina total.

(d) Para anédlise do fator de enriqguecimento foi adotado o valor 1 para a amostra de concentrado, considerando-se a
razao do total de HA recuperado pela Proteina Total recuperada.

Fonte: Elaborado pelo autor

Diante dos dados da Tabela 7 é possivel afirmar que processo produtivo foi
capaz de recuperar em torno de 66,7% do total de Hemaglutinina gerada no
processo de cultivo viral. Vale ressaltar que esse valor foi obtido considerando-se a
amostra do concentrado que é a etapa onde a deteccdo da hemaglutinina pelo
método de imunodifusacéo radial é possivel, nas etapas anteriores a HA encontra-se
muito diluida e ndo é possivel a dosagem, portanto, as perdas antes da etapa de
concentracdo nao foram consideradas.

Conclui-se pelos dados que o processo de purificagéo € eficiente visto que o
produto final obtido é de fato mais puro que o inicial considerando-se que o fator de
enriqguecimento aumentou 73 vezes em relacdo ao valor inicial adotado como sendo
1. E importante destacar que a etapa mais eficiente de purificacdo ocorre da etapa
de Concentrado para a fracdo 7,5 quando tivemos um fator de purificacdo de 49
vezes. E nessa etapa que ocorre a purificagdo do virus influenza por

ultracentrifugacdo. Da etapa da fracdo 7,5 para o Monovalente, temos apenas um
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fator de purificagdo de menos de 1,5 vez (conforme o fluxograma de trabalho, Figura
10).

Para avaliar o processo de purificacdo e caracterizar 0 monovalente obtido
foram feitos géis de SDS-PAGE com amostras intermediarias coletadas nas etapas
6, 8, 13 e 18. Sendo a amostra 6 representativa do Liquido Alantoico colhido dos
ovos inoculados, a etapa 8 o Liquido Alantoico concentrado (fator de concentracao
de 20 vezes). A etapa 13 representa o produto apos a purificacdo em gradiente de
sacarose e concentracdo de aproximadamente 11 vezes apOs a etapa 8. E por
altimo a amostragem do monovalente final da etapa 18 que representa uma amostra
apos a fragmentacao e inativacdo viral bem como a diluicdo de aproximadamente 6

vezes do produto apos a etapa 13.
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* As amostras LA, Conc. e 7,5 com 25 ug de proteina total/fracdo e 6 pg de proteinas totais da amostra Mono foram aplicadas
no gel. Foi utilizado gel com 12% de acrilamida-bisacrilamida. As amostras foram aplicadas na condicdo desnaturante com
SDS e reduzidas com 2-mercaptoetanol (B) e as amostras Mono na condi¢do desnaturante, reduzida e deglicosilada pela
enzima PNGaseF (D). Os dados de (A) foram extraidos de Lasse et al. (2015) e (D) de Li et al. (2015) para comparagao.
Ovotransferrina (Ovo), Ovalbumina (Ova), Lisozima (Lyso), Neuraminidase (NA), Nucleo Proteina (NP), Hemaglutinina porcéo 1
(HA1), Hemaglutinina porcéo 2 (HA2), Proteina M (M) e enzima PnGaseF.

Figura 14 — Gel de eletroforese das etapas intermediarias de producéo

Fonte: Elaborado pelo autor

E interessante destacar o resultado obtido pelo processo de purificaco,
observando-se as amostras LA, Conc. e 7,5 onde é possivel visualizar uma clara

reducado de proteinas dos ovos tais como Ovotransferrina, Ovalbumina e Lisozima.
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O gel mostrado condiz com os célculos de enriquecimento de HA
demonstrado na tabela de estudo de rendimentos que mostram um fator de
enriquecimento de HA de 49 vezes entre a amostra concentrado e 7,5 e 1,49 vezes
entre a fracdo 7,5 e monovalente.

Assim como no lote piloto, a vacina produzida no lote industrial foi também
testada em relagdo a imunogenicidade em camundongos sendo que para esse
experimento, afim de avaliar a possibilidade de imunizacdo com apenas uma dose,
foram testadas formulagbes com o adjuvante IB160. Os resultados estéao

representados nos graficos conforme Figura 15.
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Os soros extraidos dos animais imunizados com doses de 3,75 pg/mL, 7,5 pg/mL e 15 pg/mL com ou sem o adjuvante 1B160
e os titulos dos animais inoculados com IB160 somente. Estédo representados em cada grafico os titulos dos soros obtidos nas
sangrias pré-imunes, apds 21 dias da primeira imunizac&o (imunizagdo no tempo zero) e aos 42 dias, 21 dias ap6s a segunda
imunizacdo. O teste foi realizado utilizando-se o virus A/Shangai/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC-RG32A.3 formulado com 4
unidades de hemaglutinina (4HA) e hemaécias de cobaia a 1%.

* O grupo apresentou diferenca estatistica em relacao ao pré imune (p<0,05).

** O grupo apresentou diferenca estatistica em relacéo ao pré imune (p<0,01).

*** Os grupos apresentaram diferenca estatistica em relagcao ao pré imune (p<0,001).

& o grupo 15 pg + IB160 apresentou diferenga estatistica em relagéo ao grupo 15 pg (p<0,001).

$ O grupo 7,5 ug + IB160 apresentou diferenga estatistica em relagéo ao grupo 7,5 pg (p<0,01).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos aos 21 dias.

Figura 15 — Representacao grafica dos titulos obtidos para os ensaios de Inibicdo da hemaglutinagédo
Fonte: Elaborado pelo autor

Neste ensaio nao foi possivel constatar imunizacao satisfatoria dos animais
com apenas uma dose, semelhante aos resultados obtidos para o lote piloto.

Analisando somente os grupos aos 42 dias (duas doses) sem adjuvante, o
grupo com 15 ug foi o que apresentou melhor resultado, ainda que todos os grupos

tenham apresentado uma resposta na producdo de anticorpos inibidores de
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hemaglutinagdo significativos quando comparados ao soro pré-imune. Entre os
grupos aos 42 dias com o IB 160, os grupos com 15 pg e 7,5 pug apresentaram
diferenca estatistica em relacdo aos grupos com a mesma dosagem, mas sem
adjuvante. Esse resultado demonstra que a adicdo de adjuvante na vacina
aumentou a resposta imune dos animais ainda que esse aumento n&o tenha sido
observado nos animais imunizados somente com a primeira dose.

Os resultados demonstraram que com a administracdo de duas doses as trés
formulacbes testadas sem IB160 apresentaram uma resposta de producdo de
anticorpos inibidores de hemaglutinacdo significativa em relacdo ao grupo pre-
imune, portanto todas essas formulagbes vacinais foram capazes de imunizar 0s
animais. No entanto, animais imunizados com a formulacdo com 15 pg parecem
apresentar titulos mais homogéneos e levemente maiores. Para 0S grupos com
adjuvante IB160 observou-se o mesmo resultado, sendo que os animais imunizados
com 15 ug e 7,5 pg apresentaram resultados proximos e sem diferenca estatistica.

Para avaliar o rendimento em doses da producéo industrial assim como na
analise do lote piloto iremos adotar 7,5 pug baseados nos resultados dos nossos
experimentos e também dos resultados de Mulligan et al. (2014) que demonstrou em
humanos que a dose de 7,5 pg mais adjuvante gera titulos satisfatorios de
imunizacdo. Sendo assim considerando-se os 20% para a estabilidade do produto
durante a validade de um ano poderiamos formular doses com 9 pg. Diante do
rendimento médio dos trés lotes produzidos teriamos a capacidade de producéo de
1.016.446 por lote de 144.480 ovos produzidos. Sendo assim, teriamos 7,50
doses/ovo colhido (3,6% a mais em relacdo ao lote piloto). Atualmente a fabrica de
Influenza possui capacidade para produzir um tamanho de lote de 321.960 ovos dos
quais, dessa forma e baseados na discussao acima, teriamos uma producédo diaria
para resposta a uma pandemia de 2.264.667 doses.

Atualmente a populagdo brasileira é de aproximadamente 207.000.000
pessoas e, diante do resultado obtido, seria possivel produzir vacina suficiente para
a populagédo em aproximadamente 7 meses, considerando-se duas doses para cada
pessoa. Nao estdo sendo considerados nessa estimativa os tempos de formulagéo e
envase bem como as liberagcbes da vacina pelo controle de qualidade e garantia da
qualidade, considerando-se essa cadeia completa levariamos em torno de 8 a 9
meses. Essa avaliacdo também € com base em uma situagcdo em que tivéssemos

todos os insumos disponiveis para a produgcdo continua. Em uma situacdo como
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7z

essa, € importante notar que deixariamos de produzir a vacina sazonal nesse
periodo.

Em uma situacéo real de pandemia sera necessario avaliar a necessidade de
vacinacdo ndo somente no Brasil como no mundo todo. Caso a demanda de doses
seja demasiadamente grande, diferentes estratégias de imunizacdo podem ser
elaboradas. Por exemplo, utilizar adjuvante caso disponivel, com uma quantidade
menor de HA. Diante do resultado desse experimento, por exemplo, poderiamos
realizar imunizacbes com 3,75 pg e dessa forma aumentar a quantidade de doses
(REED; ORR; FOX, 2013).

A imunizagdo com apenas uma dose da vacina fragmentada e inativada
produzida com cepa H7N9 de virus influenza aviario, mesmo com o uso de
adjuvantes, tem se demonstrado ineficaz, assim como demonstrado neste trabalho e
em Mulligan et al. (2014), no caso de uma pandemia.

Devido a grande vantagem de economia de tempo de resposta a uma
pandemia caso fosse possivel a imunizagcdo com apenas uma dose, mesmo que em
doses com concentracfes altas, outras estratégias estdo sendo elaboradas. Entre
elas a utilizagdo da vacina com virus inteiro inativado, que conforme Wong et al.
(2014) foi capaz de gerar protecdo em ferrets com apenas uma dose.

Com a experiéncia adquirida com a producdo da vacina deste projeto foi
possivel estimar um prazo médio para a producdo dos primeiros lotes da vacina
contra 0 H7N9. Soma-se a esta analise a experiéncia adquirida na Instituicdo com a
producédo da vacina de gripe sazonal. Uma previsdo dos prazos encontra-se na linha
do tempo (Figura 16).

Liberagdo das

Producdo dos primeiras doses

monovalentes 35 dias

Inicio do processo
de formulagdo e
envase

15 dias

Figura 16 — Linha do tempo com prazos estimados para producéo da vacina
Fonte: Elaborado pelo autor.

Esse prazo de 35 dias € possivel, pois devido a realizacdo deste projeto o
Instituto Butantan ja possui o banco trabalho pronto e os reagentes. Os reagentes,
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anticorpo e antigeno padrdo, sdo utilizados para a quantificacdo da hemaglutinina
gue permite formular e envasar as doses.

Nessa simulacdo nado foi considerado o tempo de 15 dias para o teste de
esterilidade dos monovalentes sendo estes liberados para a formulacédo de imediato
sob-risco para ganho de tempo. A liberacdo dos monovalentes pode ser antecipada,
pois as validacbes das etapas criticas, fragmentacdo e inativacdo, j& foram
realizadas e, dessa forma, apenas € necessaria uma conferéncia dos registros de
producao para certificacdo de que os parametros estabelecidos foram seguidos.

Esses prazos foram estimados na condicdo mais favoravel de inicio de
producdo e com disponibilidade de todos os insumos necessarios. Caso a pandemia
ocorresse durante a campanha de producédo da vacina sazonal, por exemplo, seria
necessario esvaziar o prédio com os lotes em producdo e realizar a limpeza e
liberacdo da area para a producdo com o H7N9 somente apoés sete dias.

N&o estéo discutidos neste trabalho os tempos de disponibilizagdo da vacina
nas diferentes regifes e cabe ressaltar que a distribuicdo € complexa, pois a vacina
precisa de cadeia de frio para ser conservada entre 2 e 8 °C, bem como néo estéo

analisados a logistica e os tempos de administracdo da vacina na populacao.
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4 CONCLUSAO

Este trabalho produziu os bancos de virus H7N9, a vacina em escala piloto e
na escala industrial que foi realizada em condicGes de boas praticas de fabricacao,
podendo assim ser utilizada nos ensaios pré-clinicos e clinicos, fase |, para
conclusao da validacéo do processo de produgao da vacina. Foram avaliadas todas
as etapas necessarias para a producao da vacina contra o0 H7N9.

Demonstrou-se, através das analises dos dados obtidos, testes de controle e
caracterizagbes que a vacina possui a qualidade necesséaria para atender as
farmacopeias vigentes e, portanto é passivel de utilizacdo em ensaios clinicos. Os
dados obtidos também foram comparados com os dados obtidos com a producéo
sazonal, para a producdo da qual o instituto possui certificacdo desde 2012,
apresentando similaridade.

Com o banco trabalho produzido e a importacdo prévia dos reagentes, nas
condicBes mais favoraveis para a producao, € possivel realizar a disponibilizacédo do
primeiro lote de vacina em 35 dias.

Comprovamos, portanto, que a vacina é funcional, pois foi capaz de gerar
anticorpos especificos contra o H7N9 em camundongos. Neste experimento também
foram avaliadas diferentes dosagens, bem como formulagcdes com adjuvantes e
desta forma foi possivel estimar a capacidade produtiva tedrica do Instituto Butantan
em 2.264.667 doses por lote considerando-se formula¢cdes com 7,5 pg de HA. Além
disso possibilitou-se a discussédo de diferentes estratégias para a resposta a uma
pandemia e estabeleceram-se 0s prazos necessarios para a produ¢do da vacina.
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