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Resumo

Diante da importancia em se conhecer a correlacdo entre as varidveis controlaveis
dos processos de liofilizacdo e o impacto dessas nos parametros de qualidade
estabelecidos por agéncias reguladoras de produtos de salde publica, o objetivo
deste trabalho foi verificar a sensibilidade da formulacdo de um produto
imunobiolégico especifico a duas taxas de congelamento diferentes e avaliar a
correlacdo entre essas taxas e a velocidade de sublimagé&o alcancada durante o
processo de liofilizacdo, avaliando os parametros de qualidade estipulados por
agéncias regulatorias: umidade residual, poténcia, termoestabilidade, aspecto e
solubilidade. Para isso, foram realizados experimentos com duas taxas de
congelamento que, no primeiro experimento (lote A) foi de -0,22°C/min e no
segundo experimento (lote B) foi de -1,77°C/min. Para estes experimentos foi
medida a velocidade de reducdo de massa durante a fase de sublimacdo no
processo de liofilizacdo através da metodologia de massa reduzida. Os efeitos
relacionados com as taxas de congelamento na estabilidade do produto
imunobioldgico variam de forma significativa. O produto imunobioldgico avaliado se
mostrou sensivel diante das duas taxas de congelamento aplicadas. Com o controle
de parametros do processo de liofilizacdo, em especial a nucleacdo, € possivel
reduzir o tempo secagem e conseguentemente o tempo total do processo. A taxa de
congelamento de -0,22°C/min pode ser utilizada como uma taxa de congelamento
adequada ao processo de liofilizacdo do produto imunobiolégico estudado, uma vez
gue esta condicdo otimizou o tempo de reducdo de massa durante a etapa de
sublimacéo e sobretudo preservou os requisitos da qualidade de produto final.
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Introducao

A liofilizagdo € uma técnica de preservacdo que remove a agua de uma
solucdo a niveis muito baixos nos quais as atividades biolégicas ou reacdes
guimicas sejam inibidas (JENNINGS, 1999). De forma simples, podemos
desmembrar o processo de liofilizacdo em trés etapas basicas: o congelamento, a
sublimagcdo (secagem primaria) e a dessorcdo (secagem secundéaria). O
congelamento é a primeira etapa no processo de liofilizacdo, € uma das etapas mais
criticas desse processo. Nesta etapa, o produto € submetido a uma temperatura
extremamente baixa e a probabilidade de que algum dos constituintes do produto
nao esteja cristalizado é muito pequena. Isso garante que o produto ultrapasse sua
temperatura de cristalizacdo e que esteja congelado por completo (JENNINGS,
1999). No processo de liofilizacdo, a formulacdo € inicialmente congelada para
posterior remoc¢ao da agua por meio de sublimacao e dessorcéao.

Durante o0 processo, a temperatura deve ser mantida em niveis
suficientemente baixos para evitar a fusdo da fase congelada. Tal condicéo é obtida
ao mesmo tempo em que se mantém um alto vacuo na camara de secagem,
normalmente a uma pressao de vapor inferior a que corresponde a da superficie do
gelo a mesma temperatura. O processo de liofilizagcdo somente pode ser executado
guando a pressao de vapor do gelo e a temperatura do sistema estiverem abaixo do
ponto triplo. Com vistas a obter a maxima velocidade de liofilizacdo, € fundamental
gue sejam favorecidas as condi¢cdes de suprimento de calor e de sublimacdo nas
condicdes de alto vacuo consideradas (JENNINGS, 1999).

Com o controle de parametros fisicos e quimicos é possivel inibir ou fomentar
a etapa de nucleacéao e, portanto, do crescimento de qualquer sistema. A velocidade
de congelamento influencia tanto a localizacdo onde o cristal de gelo é formado,
podendo ser em regides intracelular ou extracelular em funcdo da concentracao de
solutos, bem como no tamanho e na quantidade dos cristais de gelo (TATTINI et al.,
2006).

Largamente divulgado na literatura, sabe-se que com altas taxas de

congelamento, ocorrera a formacdo de pequenos cristais de gelo em grande
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guantidade com o minimo deslocamento de &agua. Quando se opta por um
congelamento lento, obtém-se cristais de tamanho maior, fazendo com que haja a
ruptura das células e injaria celular por forca do aumento da pressdo osmoética e a
precipitacdo irreversivel ou a desnaturagdo dos constituintes coloidais da célula.
(TATTINI et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi verificar a sensibilidade da formulacdo de um
produto imunobiolégico especifico a duas taxas de congelamento diferentes e
avaliar a correlacdo entre essas taxas e a velocidade de sublimacdo alcancada
durante o processo de liofilizacdo para uma possivel otimizacdo do tempo de
reducdo de massa durante a etapa de sublimacdo avaliando os requisitos da
qualidade de produto final: umidade residual, poténcia, termoestabilidade, aspecto e
solubilidade. Racionalizando os custos com insumos e energia relacionados a
producdo deste imunobiologico especifico desenvolvendo a utilizagdo consciente

dos recursos naturais e ecolégicos disponiveis a tal fim.

Metodologia ou Materiais e Métodos
e Evolucao temporal da reducdo de massa.

Na avaliacdo da reducdo de massa durante a sublimacao da formulacao, foi
utilizada uma metodologia sistematizada de pesagem de amostras. Para isso, um
conjunto de 50 frascos-amostras foi preparado, inicialmente, com a identificagdo dos
frascos. Os frascos foram pesados vazios, e esses valores foram registrados numa
planilha de controle do experimento. Em seguida, esses frascos-amostras foram
envasados, novamente pesados e tiveram esses valores registrados na planilha.
Assim, foi obtida a massa inicial do produto que foi envasado em cada frasco
subtraindo os valores da massa do frasco envasado da massa do frasco vazio.

e Controle estatistico do volume de envase

O volume de envase € um parametro importante para o processo de
liofilizacdo e tem um forte impacto no tempo necessario as secagens primaria e
secundaria dos produtos liofilizados. Nesses experimentos, o volume de envase foi
definido para 0,50mL. Antes de se proceder ao envase dos frascos utilizados nos

experimentos, é preciso ajustar a dosadora para o volume desejado através de um
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método de pesagem simples referenciado no valor da densidade do produto
imunobiolégico (d=1,06 g/mL) e descrito analiticamente como a razdo entre a massa
(9) e o volume (mL).

Envase em dosadora semiautomatica Bausch Stroebel modelo EDM 3295 A
dosadora funciona com bombas de émbolo rotativo que permitem dosar volumes de
0,12 — 1,1mL. O conjunto de formatos inclui mangueiras de succdo em silicone,
bomba de émbolo rotativo, conexdes em aco inoxidavel e agulha de enchimento em
aco inoxidavel. Esta dosadora possui acabamento geral exterior com materiais ndo
corrosiveis. Antes de se proceder ao envase dos frascos utilizados nos
experimentos foi preciso ajustar a dosadora para o volume desejado. Inicialmente,
ajustou-se a manivela da dosadora para o volume desejado, e em seguida
procedeu-se um ajuste fino por de um método de pesagem simples. Para a
pesagem dos frascos, utilizou-se a balanca analitica Sartorius modelo FCO6BBE-S.
Retirada de amostras com o bragco mecanico do liofilizador Liomaster PC 1.0
Durante a fase de secagem primaria e secundaria foram retiradas amostras com o
auxilio do brago mecéanico do Lyoflex. Neste experimento foram retirados de trés a
guatro frascos-amostras a cada intervalo de 3 horas. O tempo em que foram
retiradas da camara, o respectivo numero de identificacdo do frasco-amostra e a

massa final do produto foram registrados em planilha.

e Tratamento computacional dos dados experimentais
O tratamento dos dados experimentais foi feito computacionalmente
utilizando-se o Origin 8.6, que é um programa para analise de dados, ajuste de
curvas, representacdo grafica de funcdes entre outras ferramentas matematicas.
(BARTHEM, 2002). Para avaliar a evolucdo temporal da reducdo de massa nos

processos utilizados, aplicamos o conceito de massa reduzida.

e Andlises de umidade residual por titulacdo coulométrica
Precedendo a andlise propriamente dita, reduziu-se a umidade presente no
recipiente contendo o reagente Karl Fischer, de modo que este atingiu valores da

ordem de 5%. Na sequéncia, com o liofilo macerado, determinou-se, com o uso de
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balanca analitica Sartérius, a massa do produto que foi dispensada na célula
tituladora do equipamento, até que este, apés um intervalo de tempo, apresentou na

sua tela o valor percentual da umidade residual presente na amostra.

e Determinacao da poténcia e termoestabilidade
As placas foram alocadas em incubadora a temperatura de 37°C, em
atmosfera com 5% de CO, e umidade relativa de 95%, por um periodo de 24 horas.
As quatro ultimas diluicdes da suspenséo viral foram utilizadas para a quantificacéo
viral. As placas foram incubadas por 1 hora em estufa de 37°C com 5% CO, para
adsorcao do virus. Apés a incubacéo, novamente as placas foram incubadas a 38°C

com 5% de CO, por mais sete dias.

e Revisdo por inspecao visual

A Inspecéo foi realizada por dois operadores certificados internamente e com
exame de acuidade visual em dia em visores contendo fundo duplo, um contraste
entre o preto e o branco, para auxiliar a visualizagdo da amostra. Os lotes A e B
foram inspecionadas utilizado um quantitativo de trés frascos por vez para cada lote
revisado. Os frascos foram agitados e submetidos a movimentos de rolamento
sobre a bancada dos visores, e assim verificado o volume final do produto, o
aspecto do liofilo bem como sua estrutura e coloragéo.

e Teste de solubilidade
O teste de solubilidade foi realizado para avaliar a reconstituicdo do produto
liofilizado dos dois lotes, A e B apGs seus respectivos processamentos. A agua WFI
foi utilizada como diluente para a realizacdo do teste. O volume de 2,5 mL foi
dosado lentamente ao frasco contendo o liofilo com o auxilio de uma agulha e
seringa durante dez segundos. O frasco foi agitado suavemente sem permitir a
formacdo de espuma para a obtencdo de uma suspensao uniforme. O tempo foi

cronometrado até a reconstituicdo completa do produto.

Resultados e discussao
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O estudo demonstrou, por meio dos resultados do comportamento da
temperatura média dos produtos, da evolugcédo temporal da reducdo de massa, das
analises de umidade residual, dos testes de poténcia, termoestabilidade, aspecto e
solubilidade que os parametros de qualidade se mantém preservados em funcao da
utilizacao das duas taxas de congelamento diferentes.

e Evolucdo temporal da reducao de massa

Para cada processamento foi medida a evolugdo temporal da redugéo de
massa durante a sublimacdo onde se observam duas curvas ajustadas sobre as
condicbes de processamento. Para um aumento de oito vezes entre as taxas de
congelamento do lote A e do lote B, o tempo para se atingir niveis estaveis de

reducdo de massa foi reduzido na metade.

Evolugdo temporal da reducdo de massa durante o ciclo de liofilizac&o

04 i er(f) & Condigdes de processamento:
. Mred = 71”71}*100
| RRY L M@), -0 750 - Lote A: tx de congelamento -0,229C/min
=== Lote B: tx de congelamento -1,77°C/min
-20 4
40 4
(=]
S~ g Model Esymptotic
=== Equation y=ab*c"x
= Reduced Chi  4,45098
@ -60 -Sar
Adi. R-Squar  0.99723
E : b Val e Standard Err
T meadia a 93 227 127874
media b 91,722 247262
'80 ] madia e 0,98459 0,00239
—m—— —=
-100

| ; T
0 100

T T T T L T L T '
200 300 400 500 600 700

Tempo [min]

Figura 1 - Evolucao temporal da reducdo de massa durante a sublimacao.

e Andlise de umidade residual por titulacdo coulométrica
A avaliacdo do teste estatistico t-Student aplicado as médias das umidades
residuais dos dois lotes, A e B apresentou o valor = 0,8735 < 2,101 (valor limite da
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tabela t). Foi concluido ao nivel de significancia de 5%, que as médias das

umidades residuais dos lotes A e B ndo possuem flutuacao significativa.

Tabela 1 — Analise de umidade residual

Lote A Lote B
Amostra

Massa (g) UR (%) Massa (g) UR (%)
01 0,082 0,628 0,089 0,869
02 0,084 0,735 0,087 0,862
03 0,084 0,845 0,088 0,908
04 0,084 0,742 0,089 1,148
0s 0,084 0,987 0,087 1,039
06 0,087 0,954 0,087 0,771
07 0,084 | 0,943 0,088 0,869
08 0,087 0,802 0,086 0,842
09 0,085 0,766 0,087 0,278
10 0,083 1,009 0,089 0,718
m 0,841 0,890
s2 0,01625344 0,01521644
8 0,127 0,123

e Determinacao da poténcia e termoestabilidade
A avaliacdo do teste estatistico t-Student aplicado as médias das
termoestabilidades dos dois lotes, A e B apresentou o valor = 1,9685 < 2,101 (valor
limite da tabela t). Foi concluido ao nivel de significancia de 5%, que as médias das
poténcias dos lotes A e B ndo possuem flutuagao significativa.
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vy Teste de poténcia e termoestabilidade

6,5
6,0
55+ 5,34510,06 5,305 + 0,007
50
4.5
4,0
35
30
2,5
20
1,9
1,0
05
0.0

5,005+ 0,03 5,005 + 0.007

Poténcia [Log10 PFU/ml]

Poténcia Poténcia Termoestabilidade Termoestabilicade
lote A lote B lote A lcte B

Figura 2 — Teste de poténcia e termoestabilidade.

e Revisdo por inspecao visual
A revisao por inspecao visual do produto liofilizado realizada dos dois lotes, A
e B apresentou o volume final conforme o volume inicial do produto, o aspecto do
liéfilo integro e solto do fundo do frasco, sua estrutura homogénea e sua coloracéo
branca. Assim, foi concluido que os lotes A e B ndo possuem diferenca significativa

em relacdo ao aspecto do produto final.
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Figura 3 — Revisao por inspec¢éao visual.

e Teste de solubilidade
O teste de solubilidade do produto liofilizado realizado dos dois lotes, A e B
apresentou uma obtencdo de uma suspenséao uniforme sem formac¢ao de grumos ou
filamentos. A reconstituicdo completa do produto durou cerca de dois minutos.
Assim, foi concluido que os lotes A e B ndo possuem diferenga significativa em

relacédo a solubilidade do produto final.
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Figura 4 — Teste de solubilidade.

Concluséo

O produto imunobiolégico avaliado se mostra sensivel diante das duas taxas
de congelamento aplicadas, o que abre portas para a otimizacdo do tempo
necessario para completar a fase de sublimacao no ciclo de liofilizagdo. A utilizacdo
da taxa de congelamento de -0,22°C/min se mostra favorecida, uma vez que a
velocidade de sublimacdo para esta condicdo de congelamento se apresenta mais
acelerada, racionalizando, assim, 0s custos com insumos e energia relacionados a

producéo deste imunobiolégico especifico.
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