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No presente trabalho, estudou-se o uso de hidrociclones na separacdo de células
animais da linhagem CHO (Chinese hamster ovary). Empregaram-se diferentes
técnicas para avaliar os efeitos do uso dos hidrociclones sobre a viabilidade de células
CHO.K1 e CHO rhGM-CSF cultivadas a baixas concentracfes de soro fetal bovino.
Na primeira fase do trabalho, foi possivel determinar modelos matematicos para
descrever o desempenho dos hidrociclones em funcgdo de trés variaveis (queda pressao,
didmetro de overflow e underflow). Foram verificadas altas eficiéncias, geralmente
acima de 97%. As configuracdes que apresentaram melhor desempenho foram testadas
quanto a capacidade de se manter a viabilidade da cultura, tendo sido constatadas
baixas quedas na viabilidade celular (cerca de 5%). Testes especificos para identificar
células apoptdticas indicam que o hidrociclone ndo induziu apoptose nas culturas
observadas. Na segunda parte do trabalho, os hidrociclones foram usados em
biorreatores agitados em perfusdo para promover a retengédo celular. Apesar de ndo ter
sido possivel alcancar altas densidades celulares em biorreatores de pequena escala,
foi possivel constatar que as culturas apresentaram crescimento significativo,
indicando que seria possivel alcancar densidades celulares maiores. Durantes 0s
experimentos foram mantidas altas viabilidades celulares e a produtividade da cultura,
além de ndo ser constatada a inducdo de apoptose. Na fase final, o hidrociclone foi
empregado em um biorreator de escala industrial. Assim como observado
anteriormente, o equipamento promoveu altas eficiéncias de separacdo, sem

influenciar o metabolismo e viabilidade da cultura.
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In the present work, hydrocyclones were investigated for the separation of
Chinese hamster ovary cells. Different techniques were used to assess the influence of
hydrocyclones on cell viability of the parental CHO.K1 cell line and of a recombinant
CHO cell line producing recombinant human granulocyte-macrophage colony
stimulating factor (CHO-GMCSF). In the first part of this work, a fractional factorial
experimental design was used to evaluate hydrocyclone performance as a function of
three variables (pressure drop, overflow and underflow diameter). High separation
efficiencies (over 97%) were obtained, and mathematical models to predict
hydrocyclone performance were determined based on the experimental data. The
hydrocyclone configurations that showed best results were further tested to verify their
capacity to maintain high cell viability. Low viability drops were observed. Specific
tests to identify apoptotic cells gave evidence that the device did not induce apoptosis
in cells separated with the hydrocyclones. In the second part of the present work,
hydrocyclones were used as retention devices in small-scale stirred-tank bioreactors
operating in perfusion mode. The cultures presented significant cell growth, indicating
that it would be feasible to achieve higher cell densities. During the whole culture
time, high cell viability and productivity were maintained, and no induction of
apoptosis was observed. The final part of this work consisted of testing the
hydrocyclone in an industrial large-scale bioreactor. The results showed high cell

separation efficiencies with no influence on cell culture viability and metabolism.
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1. INTRODUCAO

Biofarmacos sdo proteinas de uso clinico/terapéutico, produzidos por processos
biotecnoldgicos que se baseiam normalmente em sistemas de cultivo in vitro, porém
também podem ser utilizados sistemas in vivo através do emprego de animais e plantas
transgénicas (HOUDEBINE, 2002; VALDEZ, 2003). O primeiro biofarmaco aprovado
para comercializacdo utilizando técnicas de DNA recombinante surgiu em 1982
(insulina humana), produzido em sistema de cultivo utilizando a bactéria Escherichia
coli. No entanto, sistemas empregando microorganismos ndo sdo capazes de produzir
proteinas complexas devido a auséncia de mecanismos pés-traducionais de modificagdo
e montagem da proteina (LUBINIECKI, 1998). Em 1986, o ativador do plasminogénio
tecidual humano (tPA) tornou-se a primeira proteina terapéutica produzida por células
animais recombinantes a obter aprovacdo para a sua comercializagdo. Atualmente,
dentre todos os biofarmacos recombinantes produzidos em larga escala, 70% 0 sdo por
células animais e inimeros outros estdo em fase de pesquisa. Assim como o tPA, essas
proteinas s@o expressas em linhagens celulares continuas, capazes de se dividir infinitas
vezes (WURM, 2004).

A sintese e a montagem de uma proteina consistem de diferentes etapas que
resultam em uma molécula formada majoritariamente por uma porcao peptidica ou por
varias subunidades peptidicas que se juntam para formar a proteina. Em glicoproteinas,
durante a sintese da cadeia peptidica, ocorre a glicosilacdo no interior do reticulo
endoplasmatico rugoso e do Golgi. Esta etapa consiste na adi¢do de cadeias secundarias
de oligossacarideos. Esta segunda porc¢do da proteina, de natureza glicidica, € de grande
importancia para a molécula, uma vez que o conjunto de carboidratos ird influenciar na
carga da molécula, na sua conformacéo e, principalmente, na sua atividade bioldgica,
estabilidade e antigenicidade. Uma vez que organismos procariotos ndo possuem
compartimentos intracelulares, como o Golgi e o reticulo endoplasméatico, nem as
enzimas responsaveis pela glicosilacdo, glicoproteinas heterdlogas, expressas a partir de
genes de mamiferos, sdo geralmente formadas com enovelamento incorreto, alta
antigenicidade (o sistema imune produz uma resposta frente a proteina estranha e a
neutraliza) e baixa ou nenhuma atividade biol6gica. Assim, a capacidade das células de
mamiferos de executarem a glicosilacdo de forma compativel com as aplicacdes de uso
em humanos criou um campo de especial interesse na industria biotecnologica
(FUSSENEGGER et al., 1999).



Atualmente, existem inumeras linhagens celulares, bem caracterizadas,
armazenadas em bancos de células, que vém sendo utilizadas em processos
biotecnoldgicos para producdo de proteinas recombinantes, anticorpos monoclonais e
vacinas. No entanto, mesmo entre células animais, existem diferentes padrdes de
glicosilagdo (RAJU et al., 2000) e a sua escolha deve seguir critérios que dependerdo do
biofarmaco a ser produzido. Existem trés principais linhagens celulares utilizadas
atualmente na producdo ndo somente de proteinas terapéuticas mas, também, de vacinas
e de anticorpos utilizados no tratamento de doencas como 0 cancer € em ensaios
diagnosticos (Tabela 1). A linhagem CHO (chinese hamster ovary) € utilizada com
muita freqliéncia para a produgdo de biofarmacos, como a eritropoetina (EPO), tPA.
Esta linhagem é considerada como o principal e mais bem caracterizado sistema de
producdo de proteinas recombinantes terapéuticas (LUBINIECKI, 1998; CHU e
ROBINSON, 2001; ANDERSEN e KRUMMEN, 2002). Qutra importante linhagem
amplamente utilizada na producgdo de biofarmacos é a BHK-21 (baby hamster kidney).
Importantes fatores de coagulacdo humana sanguinea recombinantes sdo expressos em
células desta linhagem (LUBINIECKI, 1998; CHU e ROBINSON, 2001). Esta
linhagem também é empregada na expressdo de particulas virais para a producdo de
vacinas veterinarias, como a vacina contra a febre aftosa e raiva (KALLEL et al., 2003,
KRETZMER, 2002), duas doencas de grande impacto econdmico. As células derivadas
de mielomas murinos SP2/0 e NSO, também conhecidas como hibridomas, s&o
importantes sistemas utilizados na producdo de imunobioldgicos no tratamento de
alguns tipos de linfomas e na profilaxia da rejei¢cdo de 6rgaos transplantados (CHU e
ROBINSON, 2001).

A forma como as células sdo cultivadas é o principal fator, dentre muitos, que
influencia a qualidade final do produto, uma vez que as condi¢cdes de cultivo alteram o
padrdo de glicosilagdo das glicoproteinas (FUSSENEGGER et al., 1999, RAJU et al.,
2000). Muito antes de se cogitar o uso de células animais para a producdo de
biofarmacos, 0 maior avanco que possibilitou o cultivo em larga escala foi alcancado
por Earle e Eagle, que analisaram exaustivamente as necessidades nutricionais de
células in vitro. Em 1955, estes dois pesquisadores reportaram um meio quimicamente
definido conhecido como MEM de Eagle (Meio Essencial Minimo de Eagle), que
substituiu os fluidos biologicos utilizados até entdo (EAGLE, 1955). Atualmente,

existem inameros tipos diferentes de meios utilizados para diversas linhagens celulares



Tabela 1- Biofarmacos produzidos por células animais (adaptado de CASTILHO e MEDRONHO, 2002;

KRETZMER, 2002 e WALSH, 2003!.

Produto Proteina Célula Aplicacdo
Activase/Actylise tPA CHO Isquemia aguda
Aranesp EPO CHO Anemia
Avonex B-Interferon CHO Esclerose multipla
BeneFix Fator IX CHO Hemofilia B
Cerezyme Glucocerebrosidade CHO Doenca de Gaucher
Daclizumab/Zenapax AM/CD25 SP2/0 Profilaxia da rejei¢do de 6rgdos
Enbrel/Etanercept TNFR/hlgG1 (proteina  CHO Artrite reumatoide
de fuséo)
Epogen/Procrit EPO CHO Anemia
Epogin/Recormon EPO CHO Anemia
GenHevac B Pasteur HBsAg CHO Hepatite B
Gonal-F FSH CHO Infertilidade feminina
Granocyte G-CSF CHO Neutropenia
HB Gamma HBsAg CHO Hepatite B
Heloxate/NexGen Fator VIII BHK Hemofilia A
Herceptin/Trastuzumab ~ AM/HER2 CHO Cancer de mama metastatico
Infliximab/Remicade AM/TFNa n.d. Doenca de Crohn
Kogenate Fator VIII BHK Hemofilia A
Myoscint AM/miosina n.d. Diagnéstico in-vivo por imagem
do coragéo
Neorecormon EPO CHO Anemia
Nespo EPO CHO Anemia
Novo Seven Fator Vlla BHK Hemofilia Ae B
Ovitrelle/Ovidrelle Coriogonadotropinacc ~ CHO Infertilidade feminina
Palivizumab/Synagis AM/Proteina F do RSV NSO Profilaxia do virus sincicial
respiratorio
Panorex AM/Antigeno de n.d. Cancer colorretal
superficie
Prosta Scint AM/PSMA n.d. Cancer da prostata
Pulmozyme DNAse CHO Fibrose cistica
Puregon FSH n.d. Infertilidade feminina
Rebif Interferon 8 CHO Esclerose multipla
Recombinate Fator VIII CHO Hemofilia A
Refacto Fator anti-hemofilico CHO Hemofilia A
ReoPro AM/Plaqueta I1b/llla n.d. Isquemia cardiaca
Rituxan AM/CD20 CHO Linfoma de células B
Simulect/Basiliximab AM/IL2Ro Mieloma Prevencdo da rejeicdo de 6rgaos
murino tranplantados
Thyrogen TSH CHO Deteccdo e tratamento de
cancer da tiredide
TNKase/Tenecteplase tPA CHO Infarto agudo do miocérdio
Verluma AM/ Antigeno de n.d. Cancer de pulmdo
superficie
Wellferon Interferon a-N1 Linfoblastoide  Hepatite C
humano
Xigris Proteina C ativa Linhagem Septicemia severa
humana

n.d. (Informacdo ndo disponivel); tPA (ativador do plasminogénio humano); EPO (eritropoetina); AM
(anticorpo monoclonal); TNFR (receptor de fator de necrose tumoral); hlgGl (imunoglobulina G1
humana); FSH (hormdnio foliculo estimulante); G-CSF (fator estimulante de coldnias de granulécitos);
HBsAg (antigeno de superficie do virus da hepatite B); HER2 (receptor 2 de fator de crescimento epitelial
humano); TFNa (fator de necrose tumoral alfa); PSMA (antigeno especifico da membrana da prdstata);
TSH (hormdmio tiredide estimulante).



e condicdes de cultivo. Além do conjunto de nutrientes disponiveis, outros fatores sdo
significativos para o cultivo de células animais. A produgdo de metabdlitos celulares,
como amobnia e lactato, pode exercer fortes efeitos inibitérios sobre a proliferacao
celular. O nivel de toleréncia a esses subprodutos do metabolismo é dependente do tipo
de linhagem celular, tornando necessario um acompanhamento diferenciado
dependendo da célula utilizada (LAO e TOTH, 1997). Fatores ambientais como pressao
osmética, pH e temperatura também devem ser controlados.

Em processos biotecnologicos € muito importante manter as células vivas e
produtivas. Por isso, um preciso monitoramento e controle das condic¢des da cultura
devem ser realizados. O cultivo em escala comercial pode ser conduzido utilizando
diferentes tecnologias: garrafas rotatérias, microcarregadores, suspensdo e biorreatores
de fibras ocas (Tabela 2). Entretanto, tratando-se de produtos que necessitam ser
produzidos em grande quantidade, o cultivo em suspensdo €, em geral o mais efetivo
(LUBINIECKI, 1998). Esses sistemas apresentam concentracdo homogénea de células,
nutrientes, metabdlitos e produto, facilitando o monitoramento e controle da cultura
(CASTILHO e MEDRONHO, 2002). Outro fator que deve ser levado em consideracdo
¢ 0 modo de operacdo de processos de cultivo celular. Em sistemas em batelada e
batelada alimentada, as células estdo sujeitas a condi¢cBes ambientais que variam ao
longo do tempo, enquanto em processos continuos (simples ou em perfuséo), pode-se
operar sob condicdes estaveis (estado estacionario). Isto tem conseqiiéncias sobre a

proliferacdo e morte celular, assim como sobre a produtividade do processo.

Tabela 2- Tecnologias utilizadas na Erodugéo de biofarmacos SLUBINIECKI, 1998).

e Garrafas rotatorias EPO, hGH, HBsAg

e Microcarreadores Glucocerebrosidase

e Suspensdo tPA, FVIII, FIX, IFN-a, AMs
e Suspensdo em perfuséo FVIII, AMs

e Fibraoca AM para diagnéstico in vivo

hGH (horménio do Crescimento Humano); FVIII (fator VIII); FIX (fator 1X); IFN-a (interferon alfa).

Os processos de cultivo continuo com reciclo celular, conhecidos como
processos em perfusdo, apresentam diversas vantagens sobre processos em batelada e
batelada alimentada, devido a sua capacidade de fornecer altas concentracdes celulares
(>10" células/mL), & possibilidade de operacdo em estado estacionério, a0 melhor
controle sobre a fisiologia celular e as altas produtividades obtidas. Entretanto, devido
ao relativamente alto conteido de proteinas na maioria das culturas celulares, assim

como ao reduzido tamanho e densidade e a elevada sensibilidade das células animais,



dificuldades relacionadas ao equipamento de retencdo celular costumam limitar a
duracdo dos processos em perfusdo. Diferentes tipos de equipamentos tém sido
utilizados para reter as células no interior de biorreatores operando em perfusao,
principalmente aqueles baseados na separacdo por sedimentacdo gravitacional, em
campo centrifugo (centrifugas) e por filtragdo (spin-filters, filtros de fluxo tangencial).
No entanto, 0s mesmo apresentam indmeras limitacGes, como colmatacdo do meio
filtrante, entupimento dos dutos das centrifugas, tempo de residéncia prolongado em
condicdes desfavoraveis, dificuldade de implementacdo em sistemas de grande escala
e/ou alto custo (CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

Nos ultimos anos, vem sendo observado um aumento significativo no namero de
biofarmacos recombinantes registrados e na demanda pelos mesmos. Isto vem levando a
necessidade de aumento da capacidade produtiva (BUTLER, 2005). Este aumento pode
ser obtido através da construgcdo de novas e maiores plantas, o que demanda grandes
investimentos, ou do aumento da produtividade dos processos, visando obter mais
produtos em uma mesma escala de producdo. O uso de hidrociclones como
equipamento de retencdo celular em processos produtivos operando em perfusdo por
longos periodos de tempo tornaria possivel alcancar altas densidades celulares,
aumentando-se, assim, a produtividade e reduzindo-se os custos. Hidrociclones séo
dispositivos extremamente simples, sem partes mdveis e de grande estabilidade
operacional, ideal para a aplicacdo nos processos biotecnologicos empregados na
industria biofarmacéutica.

O presente trabalho propde estudar um hidrociclone, recentemente desenvolvido
para a separacdo de células animais. Este dispositivo sera avaliado quanto & sua
capacidade de separar células com elevadas eficiéncias e quanto aos efeitos observados
sobre a viabilidade celular sejam alcancadas. Como tensGes cisalhantes, geralmente
observadas em hidrociclones, e altas concentragdes celulares in vitro sdo capazes de
induzir fenébmenos de morte celular (BORN et al., 1992; BIERAU et al., 1998; AL-
RUBEAI e SINGH, 1998; CHISTI, 2001), a inducdo destes fendmenos, como a
apoptose (morte celular programada) e necrose (lise celular) na cultura serd analisada
durante a operacdo com o hidrociclone. Serdo determinadas, também, as condi¢Ges que
proporcionam uma maximizacdo da eficiéncia de separacdo, aliada a uma minimizagao
da morte celular, de modo a conjugar as condigdes necessarias para qualificar este
equipamento como dispositivo adequado de separacao para uso em processos continuos

de cultivo de células em perfuséo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proliferacéo e morte celular

Células animais se reproduzem executando uma seqiéncia ordenada de eventos
que visam duplicar o seu conteido e, em seguida, as células se dividem. Este ciclo de
duplicacdo de material celular e divisdo, conhecido como ciclo celular, é o mecanismo
essencial segundo o qual todos os seres vivos eucariontes se reproduzem. A funcédo
bésica essencial do ciclo é a correta duplicacdo de seu material genético (DNA - &cido
desoxirribonucleico) contido nos seus cromossomos e, em seguida, a segregacao precisa
das cépias em duas células filha geneticamente idénticas.

O processo de duplicacdo define duas importantes fases do ciclo celular. Na fase
S (Sintese), onde ocorre a duplicagdo do DNA. Em células de mamiferos, esta fase
requer cerca de 10-12 horas e ocupa metade do ciclo celular. Apdés a fase S, a
segregacdo dos cromossomos e a diviséo celular ocorrem na fase M (Mitose), a qual
requer menos de uma hora em uma célula de mamifero. A fase M envolve uma serie de
eventos, que se inicia com a divisdo do ndcleo ou mitose, onde as fitas de DNA
duplicadas sdo condensadas em cromossomos mais compactos necessarios para 0
fendbmeno de segregagdo. O envelope nuclear se rompe e cada copia cromossomal se
liga aos microtubulos do fuso mitotico (sistema de microfilamentos polimerizados que
realiza o deslocamento das cdpias dos cromossomos para as células filha). Os
cromossomos sdo, entdo, alinhados e posicionados para, em seguida, serem separados
pelo fuso mitético e deslocados para lados opostos, onde irdo recuperar a forma mais
relaxada e formar dois novos nucleos. A etapa final deste processo, conhecida como
citocinese, consiste na divisdo completa em duas células pela separacdo do citoplasma.
Esta sucessdo de eventos descritos que ocorre na mitose é dividida em seis etapas:
préfase, prometafase, metéfase, anafase, telofase e citocinese (Figura 1) (GRIFFITHS,
1984; ALBERTS et al., 2002).

A divisdo celular consiste, também, na duplicacdo da massa protéica e de suas
organelas, o que leva um periodo de tempo maior para ser executado do que a
replicacdo do DNA. Para que a célula possa crescer e duplicar o seu conteido com
seguranca, existem duas fases extras no ciclo celular: a fase G; (Gap), entre a fase M e a
fase S, e a fase G, entre a fase S e a mitose. Desta forma, o ciclo celular é dividido em

quatro fases sequenciais: Gi, S, G, e M (Figura 2). A etapa do ciclo que consiste das



fases Gy, S e G, é denominada de intérfase. Em uma célula humana proliferativa tipica
mantida em cultura, a intérfase pode durar 23 horas de um ciclo de 24 horas,
necessitando somente de 1 hora para a fase M (GRIFFITHS et al., 1984; ALBERTS et
al., 2002).
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Figura 1- Os processos de divisdo nuclear presentes na fase M duram menos de uma hora. Esta fase pode
ser dividida em 6 etapas distintas, de acordo com o grau de progressdo da divisdo nuclear (préfase,
prometafase, metafase, anafase, telofase e citocinese). Adaptado de Alberts et al. (2002).
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Figura 2- As fases do ciclo celular, correlacionadas com a sintese e concentracdo de macromoléculas na
celula, assim como sua duragdo média no caso da linhagem tumoral HeLa (adaptado de Griffiths, 1984).

As duas fases G servem principalmente como intervalos para que a célula possa
crescer, porém importantes fenémenos regulatorios ocorrem em G; e G,. Nestas fases, a
célula monitora o ambiente intra e extracelular para se assegurar de que as condicdes
sdo adequadas e de que ela esta preparada para seguir para a proxima fase. A fase G;
varia muito o seu tempo de duracdo dependendo das condicdes extracelulares e de sinais
externos. Se as condic¢des ndo sdo favoraveis ao seu desenvolvimento, a célula atrasa o
seu progresso por G; entrando, até mesmo, em uma fase quiescente Go, onde pode
permanecer por tempo indefinido antes de reassumir a sua proliferagdo. Se o ambiente
extracelular for favoravel e houver fatores de crescimento presentes, a célula em G; e Gy

progride até um ponto onde nao ha retorno, conhecido como ponto de restricdo. Apds a



transposicdo deste ponto, a célula estd fadada a replicar o seu DNA mesmo que o
ambiente passe a ser desfavoravel para o seu desenvolvimento (GRIFFITHS et al.,
1984; ALBERTS et al., 2002).

O controle do ciclo celular é efetuado por uma familia de proteinas conhecidas
como quinases ciclina-dependentes ou CDKs (cyclin-dependent kinases). A atividade
dessas quinases varia conforme a célula progride no seu ciclo. As alteragdes na
atividade dessas proteinas levam a mudancas ciclicas na fosforilagdo de proteinas
intracelulares que iniciam ou regulam os principais eventos do ciclo celular (replicacao
do DNA, mitose e citocinese). Por sua vez, as mudangas ciclicas que ocorrem na
atividade das CDKs sdo controladas por outras proteinas, as ciclinas. Assim como seu
nome sugere, CDKs sé@o dependentes das ciclinas para a sua devida atividade (a ndo ser
que elas estejam ligadas a uma ciclina especifica, as CDKs ndo apresentam atividade
quinasica). Diferentemente dos niveis constantes das CDKs, as ciclinas apresentam
ciclos de sintese e degradacgdo que irdo alterar o seu nivel intracelular, que resultara no
estabelecimento e ativacdo ciclicos dos complexos ciclina-CDKs. Esta ativacao, por sua
vez, aciona os eventos do ciclo celular (ALBERTS et al., 2002).

Quando células de tecidos normais de mamiferos sdo cultivadas in vitro em
condi¢cBes normais, elas ocasionalmente param de se dividir apés um determinado
nimero de ciclos. Fibroblastos humanos, por exemplo, param de se dividir
permanentemente apds 25-30 ciclos, um processo denominado senescéncia celular
replicativa. Este fendbmeno é resultado de mudancas na estrutura dos teldmeros
(sequiéncias repetitivas de DNA associadas a proteinas nas extremidades dos
cromossomos). Quando ocorre a divisdo celular, as seqiéncias teloméricas ndo sao
replicadas da mesma forma que o restante do DNA. Essas sequéncias sdo sintetizadas
por enzimas denominadas de telomerases, que sao responsaveis, também, pela adicdo de
proteinas que protegem as extremidades do cromossomo. Fibroblastos e muitas outras
células somaticas humanas sdo deficientes de telomerase, logo seus teldmeros encurtam
a medida que os ciclos celulares sdo completados e suas proteinas protetoras séo
deterioradas. Com a extremidade exposta, 0s cromossomos estdo sujeitos a danos que
acabam retendo o ciclo celular em uma determinada fase ou induzindo mecanismos de
morte celular (ALBERTS et al., 2002). Células de roedores apresentam atividade da
telomerase e isto, se aliado a outros fatores mutacionais, permite que as mesmas se
proliferarem indefinidamente in vitro sem apresentar senescéncia replicativa. Estes tipos

de células sdo descritas como continuas ou imortalizadas, podendo-se citar como



exemplos as linhagens CHO e BHK. Células humanas também podem ser cultivadas
indefinidamente, como no caso de células tumorigénicas que sdo imortalizadas com a
aquisicdo da capacidade de expressar a telomerase. Um exemplo é a linhagem Hela,
derivada de adeno-carcinoma do cérvix humano (DOYLE e GRIFFITHS, 1998).

Apesar do emprego de linhagens celulares imortalizadas ter permitido o
estabelecimento de diferentes tecnologias de cultivo celular para a produgdo em larga
escala de biofarmacos, o crescimento dessas células pode acabar resultando em aspectos
negativos, como no caso dos cultivos realizados em batelada. O cultivo é realizado com
0 objetivo de que cultura atinja uma elevada concentracdo de células. Entretanto, com o
aumento da concentragdo celular, nutrientes essenciais se exaurem, resultando em
condigBes nutricionais sub-Gtimas, gerando o acumulo de metabdlitos toxicos,
resultando na morte celular e no término do processo de producdo (FUSSENEGGER e
BAILEY, 1999). Na maioria dos processos em que a fase produtora ndo esta
relacionada ao crescimento celular, a produtividade méxima é alcangada em um periodo
onde a proliferacdo celular diminui, porém altas concentrac@es e viabilidades celulares
sdo mantidas. Uma alternativa para levar em considercdo este fato foi o
desenvolvimento de condicGes de cultivo citoestaticas, nas quais as células sdo mantidas
em condicGes vidveis, porém nao proliferativas, de modo a prolongar a fase produtora e
obter uma maior produtividade especifica de proteinas heter6logas (SUZUKI e OLLIS,
1989 e 1990; FUSSENEGGER e BAILEY, 1999). Nestes trabalhos, os métodos
utilizados para controlar a proliferagdo celular consistiam de aditivos quimicos que
paralisavam o ciclo celular, normalmente na fase G1, aumentando desta forma a
produtividade especifica. No entanto, efeitos indesejados, como citotoxicidade, foram
observados paralelamente, resultando em queda da viabilidade celular e incapacidade de
cultivos prolongados em estado ndo proliferativo (SUZUKI e OLLIS, 1990; AL-
RUBEAI et al., 1992). A privacdo de determinados nutrientes e fatores de crescimento
também é capaz de paralisar a proliferagdo, porém, neste caso, sdo observadas uma
queda na viabilidade celular e a ativacdo do mecanismo de morte celular programada, a
apoptose (MERCILLE e MASSIE, 1994a e 1994b; SINGH et al., 1994;
FUSSENEGGER e BAILEY, 1999). Atualmente, tem-se desenvolvido um novo campo
no controle bioquimico de culturas celulares, baseado na prevencdo dos mecanismos de
morte celular, impedindo-se a morte celular ao invés de inibir-se o crescimento celular,
como forma de prolongar o periodo de producdo da cultura. Isto pode ser alcancado

expressando ou inibindo genes de proteinas que controlam e regulam 0s processos



apoptoticos (AL-RUBEAI et al., 1998; FUSSENEGGER et al., 1999; FUSSENEGGER
e BAILEY, 1999).
2.1.1. Apoptose X necrose

O processo de morte celular pode ocorrer por dois caminhos, a necrose ou
apoptose. A necrose é considerada como uma morte acidental, consistindo de um
processo ndo fisioldgico, no qual sdo observadas mudancas na morfologia e funcéo
mitocondrial e na habilidade da membrana plasmatica de regular a pressdo osmotica no
interior da célula. Inicialmente, ocorre um aumento no volume citoplasmatico por conta
da entrada de liquido na célula, seguido pela ruptura da membrana e de organelas
intracelulares permitindo, assim, o0 extravasamento de lisossomos e material
citoplasmatico, finalizando com a fragmentacdo aleatéria do nucleo (AL-RUBEAI,
1998). Os danos a membrana envolvem, inicialmente, alteracbes no sistema de
transporte i6nico, seguidas de um aumento da permeabilidade e ruptura da membrana,

gerando, na maioria dos casos, uma tumefacdo celular (BUJA et al., 1993) (Figura 3).

(c)

(d)

Figura 3- Sequéncia de transformacdes morfolégicas durante a apoptose e necrose. Na necrose, ha o
entumescimento celular (a), seguido da lise e extravasamento do material intracelular (b). Na apoptose, é
observada a condensacdo da cromatina préximo a parede nuclear (c), seguida da e formacéo de corpos
apoptéticos (d) que, em um organismo (in-vivo), seriam fagocitados por células especializadas (e). Em
condicBes de cultivo in vitro, ocorre o fendmeno de necrose secundaria nos estagios finais da apoptose
(IMM, 2005).

A apoptose, um mecanismo de morte programada da célula, é caracterizada por
uma série de alteragdes morfoldgicas, que levam a um processo de autodestruicéo

celular resultando no empacotamento do conteddo celular em vesiculas (corpos
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apoptoticos) que, quando in-vivo, serdo posteriormente fagocitados por células
especializadas. A sucessdo de acontecimentos se da apds um determinado estimulo que
dispara uma cascata de sinalizacdo intracelular ativando enzimas (caspases) que irdo
mediar as alteracdes morfologicas e fisiologicas da célula. Em geral, a apoptose se
diferencia da necrose por ndo ocorrer extravasamento de material citoplasmatico, por
apresentar uma fragmentacdo do DNA controlada e uniforme, além de mudangas que
ocorrem na cromatina. No entanto, em cultura in-vitro, o processo apoptotico acaba
migrando para o que pode ser chamado de necrose secundaria, onde, devido a auséncia
de células fagociticas profissionais, a célula apoptdtica e os corpos apoptdticos acabam
extravasando o seu conteudo, tal como ocorre na necrose (Figura 3) (AL-RUBEAI,
1998).

2.1.2. Apoptose no cultivo de células animais

Durante o cultivo in-vitro de linhagens de células animais, qualquer alteracéo
nas condi¢bes ambientais 6timas do meio de cultivo resulta rapidamente em perda de
viabilidade. Este fendbmeno € mais frequente em linhagens que exibem uma alta
susceptibilidade a apoptose (SINGH e AL-RUBEAI, 1998). Qualquer agente ou
condicdo que altere o metabolismo celular é capaz de ativar o processo de morte celular
programada. Ceélulas mantidas sob altos niveis de estresse morrem normalmente por
necrose, em grande parte porque ndo ha tempo de se processar uma resposta ao
estimulo, ocorrendo a morte instantnea (altos niveis de toxinas, grandes alteragdes do
pH e altas taxas de agitacdo). Em niveis intermediarios de estresse, a célula pode ser
danificada mas ndo morrer, tendo tempo de ativar seus mecanismos de morte
programada. Morrendo de forma controlada, por apoptose, a célula é capaz de controlar
o seu fim. Em niveis baixos de estresse ambiental, as células podem produzir proteinas
de choque térmico (HSP — heat shock proteins) que permitem a sua sobrevivéncia até
que o estimulo termine ou seja eliminado. Entretanto, uma vez que o limiar de
resisténcia € ultrapassado e a sobrevivéncia se torna impossivel, a célula acaba ativando
as vias apoptoticas (COTTER e AL-RUBEAI, 1995).

Células em cultura estdo constantemente expostas a mudangas nas condi¢es
ambientais. Existe um grande numero de fatores que influenciam a qualidade de uma
cultura celular, incluindo um fornecimento adequado de nutrientes, pH, tensdes

cisalhantes, acimulo de metabdlitos e disponibilidade de oxigénio. Estudos ja
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mostraram que diversas alteraces nas condigdes de cultivo, como a falta de nutrientes,
aumento da pressao osmatica, manutencdo da cultura em suspensdo, presenca de soro
fetal bovino, entre outras, podem induzir ou inibir os mecanismos apoptéticos (SINGH
et al., 1994; MEREDITH e SHWARTZ, 1997; ZANGHI et al., 1999; KIM e LEE,
2002).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo € o modo de operacdo do
processo. Sistemas em batelada, batelada alimentada, continuo e em perfusdo
apresentam diferentes padrfes de progressao da cultura. Desta forma, as células estardo
submetidas a diferentes condi¢cbes ambientais de acordo com o tempo decorrido e
apresentardo diferentes padrdes de proliferagdo e morte, de acordo com o processo pelo

qual sdo cultivadas.

2.1.2.1. Limitag&o de nutrientes e fatores de crescimento

As células sobrevivem e proliferam mediante a adi¢cdo de quantidades adequadas
de nutrientes e fatores de crescimento. O ambiente extracelular deve prover as células
com esses requerimentos essenciais para a sua sobrevivéncia e, quando essas
necessidades deixam de ser supridas, as células acabam morrendo. O suprimento de
fatores de crescimento e nutrientes é considerado como o fator mais significativo que
influencia a atividade biolégica das células. A falta ou 0 seu esgotamento devido ao
consumo desses fatores pode levar ndo somente ao bloqueio da proliferacdo, mas
também a morte por apoptose.

Nas células, o controle da proliferacdo e da apoptose € realizado por um
mecanismo integrado de sinais que ativam ou previnem um desses processos mas que,
também, influenciam outros aspectos da atividade celular. Por exemplo, a presenca de
mitogenos que induzem a proliferacdo e fatores de sobrevivéncia que inibem a apoptose
s80 necessarios para a manutencdo da viabilidade celular (AL-RUBEAI, 1998). E
importante, porém, distinguir entre mitogenos e fatores de sobrevivéncia. O fator de
crescimento IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) é um potente fator de sobrevivéncia,
porém um fraco mitégeno. Inimeras citocinas sdo bons fatores mitogénicos, mas fatores
de sobrevivéncia fracos (ndo inibem a apoptose, mas promovem a divisdo celular).
Desta forma, torna-se possivel desacoplar os efeitos de inducdo do crescimento e de
inibicdo da apoptose. O fator M-CSF (macrophage colony stimulating factor) em baixas
concentracdes promove a sobrevivéncia celular, mas somente em altas concentragdes

promove a proliferacdo. Desta forma, o correto balanco dos fatores de crescimento e
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sobrevivéncia é provavelmente uma importante consideragdo na manutencdo da alta
viabilidade em culturas de células (COTTER e AL-RUBEAI, 1995).

O soro animal, principalmente o proveniente de feto bovino, exerce papel
inportante no crescimento e sobrevivéncia de células de mamiferos. O soro contém
fatores de crescimento, proteinas, lipidios e outros nutrientes para as células. A remocao
do soro foi associada & indugdo da apoptose em muitas linhagens celulares, como
hibridomas e CHO (ZANGHI et al., 1999) e plasmocitomas (SINGH et al., 1994). Na
linhagem CHO, a inducdo da apoptose se deve provavelmente a exaustdo de nutrientes
devido ao seu consumo acelerado em condic¢Bes de auséncia de soro. Por outro lado,
quando soro ou plasma esta presente em concentra¢cbes muito altas, a morte por
apoptose também é induzida, porém este fendbmeno pode ser prevenido, adicionando-se
componentes tiol, como L-cisteina e L-triptofano (AL-RUBEAI, 1998). O mecanismo
através do qual a remocao de fatores de crescimento induz a apoptose parece envolver a
expressdao do protooncogene c-myc. Fibroblastos que expressam c-myc crescem em
meio suplementado com soro mas sofrem apoptose se o soro for removido. Foi
observado, também, que quando crescidas em meio sem fatores de crescimento e com
diminuicao da expressdo do gene c-myc, sdo aprisionadas na fase Go. 1sso sugere que o
gene c-myc pode ativar um programa de regulacdo que leva tanto a proliferagdo quanto
a apoptose (AL-RUBEAI, 1998).

Quando as células sdo privadas de fontes de energia como glutamina e glicose, a
apoptose pode ser induzida. A influéncia da glutamina é melhor observada em linhagens
hematopoiéticas (hibridomas e plasmacitomas), induzindo a apoptose quando esse
componente é eliminado do meio de cultura (SINGH et al., 1994 ¢ MARCILLE e
MASSIE, 1994a). SANFELIU e STEPHANOPOULOS (1999) demonstraram que a
falta de glutamina € o principal ativador da morte por apoptose em uma linhagem de
CHO expressando interferon-y, sendo que este fendmeno podia ser atenuado com a
super-expressdo do gene bcl-2 (gene anti-apoptotico que participa da via de sinalizacéo
em resposta a estimulos apoptéticos). A fungdo desses componentes nas vias
apoptéticas ainda ndo € conhecida por completo, mas tanto os niveis de glutamina
quanto de glicose regulam o crescimento celular e as vias catabdlicas, sendo que a
auséncia desses componentes pode impedir a sintese de DNA e manter a cultura na fase
G1, induzindo a apoptose. No entanto, isto ndo explica por que células nas fases S, G2 e
M também sofrem apoptose. Sugere-se que a apoptose pode ser induzida quando a

energia necessaria para a sintese do ATP utilizado na biossintese do material celular é
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reduzida a niveis criticos, resultando na ativagdo de proteinas reguladoras que
promovem a apoptose (AL-RUBEAI, 1998).

A ligacdo entre a inducdo da apoptose e o esgotamento da glutamina durante
culturas em batelada de hibridomas levou a estudos mostrando que a apoptose €
induzida na escassez de qualquer fator, ndo somente dos essenciais. A falta de qualquer
aminoacido pode induzir o fendmeno (SIMPSON et al., 1998), prevenindo a sintese de
moléculas envolvidas na regulacdo da morte. No entanto, este fendmeno é mais
fortemente observado para 0s aminoacidos essenciais. Existem duas provaveis
explicagOes para que isso ocorra. Segundo uma delas, a reducdo da concentracdo
intracelular de aminoéacidos pode levar a exaustdo de moléculas de RNA transportador,
resultando no colapso da traducdo (sintese protéica). Segundo a outra, a transcricdo e a
traducdo podem ser comprometidas pela queda nos niveis intracelulares de ATP. No
entanto, ndo sdo todos 0s aminoacidos que contribuem para o requerimento energético
da célula, mas a auséncia de qualquer aminoacido resulta na indugdo da apoptose.
Experimentos com hepat6citos de ratos mostram que a sintese de proteinas € inibida ao
nivel da iniciacdo da cadeia peptidica, levando a crer que a fungdo de precursores
protéicos seria o fator mais significativo da falta de aminoacidos para a morte por
apoptose na cultura (SINGH e AL-RUBEALI, 1998).

2.1.2.2. Nivel de oxigénio dissolvido

O aparente envolvimento de radicais livres nos processos apoptéticos despertou
0 interesse de varios grupos de pesquisa. Radicais livres sdo altamente reativos,
podendo interagir com DNA e proteinas, alterando as funcdes celulares. A formacéo de
radicais livres ocorre em todas as células, como consequiéncia do metabolismo celular.
O perdxido de hidrogénio foi demonstrado como um fator de inducdo da apoptose,
enguanto antioxidantes como catalase e superdxido dismutase protegem as células.
Anteriormente, acreditava-se que a proteina bcl-2 atuava como um antioxidante (Tilly e
Tilly, 1995), porém sabe-se hoje que condi¢bes anoxicas podem induzir a apoptose
(MERCILLE e MASSIE, 1994a) e que a superexpressao de bcl-2 atua como fator anti-
apoptético também em condicGes limitantes de oxigénio. Os efeitos de protecdo do bcl-
2 em condi¢cBes anodxicas ja foram demonstrados para duas linhagens celulares
industrialmente importantes. Em uma linhagem derivada do linfoma de Burkitt
transfectada com o gene bcl-2, a resisténcia a condi¢cdes andxicas aumentou, sendo

possivel observar a manutencdo da viabilidade celular por um periodo maior do que as
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células controle (SINGH et al., 1997). No hibridoma TB/C3, a super-expressao deste
gene também conferiu a cultura uma maior viabilidade e integridade quando exposta a
condicBes andxicas (SIMPSON et al., 1997).

2.1.2.3. Susceptibilidade a tensdes hidrodinamicas

Células animais ndo possuem parede celular e sdo, portanto, altamente
suscetiveis aos efeitos de tensbes cisalhantes. As células respondem ao estresse
hidrodinamico em questdo de minutos, alterando o seu metabolismo e a expressao de
genes (NOLLERT et al.,, 1991). Em niveis subletais de tensdes cisalhantes, ocorre
inicialmente um aumento no transporte passivo transmembranar junto com danos em
receptores de superficie. A membrana plasmatica é geralmente o principal sitio de danos
causados pelas tensdes cisalhantes, perdendo a sua capacidade de mediar o transporte de
ions e moléculas, de modo que a célula deixa de ser capaz de se manter viavel (AL-
RUBEAI et al., 1995a). Foi demonstrado que a susceptibilidade de algumas linhagens
celulares aos efeitos das tensdes hidrodindmicas esté relacionada ao tamanho celular e
ao ciclo celular, sendo células na fase S e G, mais facilmente destruidas, enquanto
células de menor tamanho seriam mais resistentes. Foi observado, também, que essa
destruicdo era dependente da intensidade das tensbes cisalhantes e do tempo de
exposicao as mesmas. A observacdo morfoldgica das células levou a crer que a apoptose
respondia por grande parte da morte celular (AL-RUBEAI et al., 1995a e 1995b).

O ambiente hidrodindmico de um biorreator do tipo tanque agitado pode ser
altamente estressante para células animais. Este fato provém da alta energia introduzida
para manter as células em suspensdo e a homogeneidade do sistema. Além disso, 0
borbulhamento de gas resulta em danos as células devido a interagdes com as bolhas,
principalmente na regido da interface do meio liquido com a camada superior gasosa no
topo do biorreator. Enquanto o conhecimento dos efeitos das condig¢des hidrodinamicas
levou ao aperfeicoamento dos reatores e estratégias de operacdo, de modo a reduzir o
estresse hidrodinamico, um compromisso ainda existe entre a necessidade de prover
bons niveis de mistura e aeracdo e a susceptibilidade das células as tensdes cisalhantes.
Certamente, se tal situacdo resulta na inducdo da apoptose, a supressdo deste mecanismo
de morte celular permitiria a operacdo do reator a niveis maiores de agitacdo e
borbulhamento, permitindo uma melhor aeracdo e transferéncia de massa com um
menor impacto na viabilidade celular (SINGH e AL-RUBEAI, 1998).
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A exposicdo de culturas de hibridomas a altos niveis de agitacdo resultou em
uma elevacgéo da taxa de morte celular por apoptose e em perda da viabilidade celular
(AL-RUBEAI et al., 1994). No entanto, niveis extremos de tensdes cisalhantes podem
resultar na completa fragmentacéo da célula. Em contraste, € relatado que baixos niveis
de tenséo cisalhante suprimem a resposta apoptotica. A inducdo da apoptose em células
endoteliais na presenc¢a do indutor apoptético TNF-a (Fator de necrose tumoral-a) ou
mediante a retirada de fatores de crescimento pode ser evitada através de baixos niveis
de tensdes cisalhantes (45 dyn/cm?). Se este fato for observado durante o cultivo de
linhagens de células animais de importancia industrial, serd possivel identificar um nivel
6timo de tensdo que forneca tanto condicBes de transferéncia de massa 6timas como um
método pratico de inibir a apoptose (SINGH e AL-RUBEALI, 1998).

2.1.2.4. Osmolaridade

A osmolaridade do meio de cultura exerce grande influéncia sobre o cultivo de
células animais. Entre outros metodos, a utilizacdo de condi¢des hiperosmaticas por
intermédio de sais, CO, e meios concentrados € uma opcao de baixo custo que se pode
lancar méo para aumentar a produtividade celular. Culturas de hibridomas, por exemplo,
tém a sua produtividade melhorada com o aumento da osmolaridade (OH et al, 1993).
No entanto, este método ndo é comum devido ao conhecido efeito negativo que ha sobre
o crescimento celular. A queda no crescimento celular em condi¢fes hiperosméticas &,
provavelmente, devido a morte por apoptose, como pode ser notado em diversas
linhagens celulares (KIM et al., 2002). Assim, a super-expressdo de genes anti-
apoptaticos (bcl-2) aliada a condi¢fes hiperosmaticas € uma estratégia interessante para
limitar os niveis de morte celular e aumentar a produtividade da cultura (KIM et al.,
2002).

2.1.3. Métodos de deteccdo de morte celular

Atualmente, muitos métodos estdo disponiveis para a determinacdo da morte por
apoptose em cultura de células e tecidos. Esses métodos baseiam-se essencialmente nas
mudancas que ocorrem nas células apoptéticas. Durante a apoptose ocorre a
fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do nucleo,
acidificacdo do citoplasma, liberacdo de citocromo C da mitocondria, exposicdo de

fosfolipidios intracelulares, ativacdo e quebra de proteinas, entre outros fendmenos.
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Esses fendmenos apoptéticos podem ser detectados por métodos diretos ou indiretos,
analisando populagdes celulares como um todo ou individualmente, que sejam
representativas de uma populagéo.
Dentre as principais caracteristicas abordadas nos métodos, estdo:

e Fragmentacdo do DNA

e Mudangas morfoldgicas

e AlteragOes na assimetria de membrana

e Ativacdo de proteinas apoptdticas

e Liberacédo de citocromo C no citoplasma

2.1.3.1. Fragmentagdo do DNA

Durante o processo controlado de morte celular in vivo, 0 DNA ¢ inicialmente
clivado em fragmentos de 300 a 500 kb, posteriormente, esses fragmentos sdo reduzidos
a 180-200 pares de bases (BROWN et al, 1993). Este fendémeno ocorre
simultaneamente com manifestacGes de mudangas morfoldgicas, como a condensagao
da cromatina. Os fragmentos sdo entdo denominados de fragmentos de baixa massa
molar (LMW-DNA, Low Molecular Weight DNA), que sdo capazes de passar pelos
poros do nucleo e alcancar o citoplasma, e fragmentos de alta massa molar (HMW-
DNA, High Molecular Weight DNA), que permanecem no ndcleo. A principal enzima
envolvida nesse processo € uma DNase ativada por caspase (CAD — Caspase Activated
DNase) (NAGATA, 2000). A fragmentacdo do DNA se da justamente nos segmentos da
dupla fita entre as histonas, chamados de seqléncias ligantes, resultando nos fragmentos
de baixa massa molar (AL-RUBEAI, 1998).

Eletroforese em gel de agarose (padrdo em escada)

Os fragmentos de DNA podem ser visualizados em ensaios eletroforéticos em
gel de agarose com um padrdo de bandas caracteristico, como uma escada, onde 0
tamanho das bandas € aproximadamente de mudltiplos dos menores fragmentos
nucleossomais. Em contraste a apoptose, os fragmentos de DNA gerados durante a
necrose sdo de tamanhos irregulares, resultando em um borrdo na faixa de corrida da
amostra. Apesar do padrdo em gel de eletroforese ser considerado uma indicagéo
bioguimica da apoptose, em alguns casos, as caracteristicas morfoldgicas classicas da
apoptose podem se manifestar sem a fragmentagdo do DNA (AL-RUBEAI, 1998;
NAGATA, 2000).
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TUNEL (Terminal deoxinucleotidil transferase x-dUTP Nick End Labeling)
Neste tipo de teste, os fragmentos de DNA s&o detectados langando-se mao de

uma marcag¢do, onde uma enzima incorpora nucleotideos modificados & extremidade 3'-
OH dos fragmentos de DNA, que sdo especificamente visualizados ou detectados. A
enzima, deoxinucleotidil transferase, é responsavel pela polimerizacdo da extremidade
3'-OH sem a necessidade de uma fita complementar. Durante a polimerizagdo, 0s
nucleotideos sdo adicionados a fita de DNA. Dentre os nucleotideos, existe um
especialmente marcado (x-dUTP) com um fluorocromo, enzima ou antigeno. Desta
forma, diferentes tipos de leitura da amostra podem ser realizados.

Quando o deoxinucleotideo est4 associado a um fluorocromo, a leitura pode ser
feita em um microscdpio de fluorescéncia, onde as células apoptoticas apresentam uma
intensa fluorescéncia no nucleo e, em estagios avancados, pode ser visualizada a
fragmentacdo do nulcleo. A leitura pode ser quantificada com o auxilio de um
hemocitdmetro no caso da observacdo ao microscépio éptico ou por citometria de fluxo
(TINTO et al., 2001). Deoxinucleotideos marcados com peroxidase podem ser
quantificados em testes cromogénicos que utilizam o substrato da enzima. Métodos
indiretos utilizam antigenos conjugados ao nucleotideo que sdo posteriormente
reconhecidos por anticorpos complexados a um marcador, porém sdo técnicas menos
sensiveis e utilizadas na observacdo de cortes histoldgicos previamente fixados. No teste
TUNEL, h& a necessidade de permeabilizar a célula, de forma que seja possivel
introduzir a enzima e os deoxinucleotideos, porém essa permeabilizacdo é feita apos
uma branda fixacdo da célula (formaldeido) para que ndo haja perda dos fragmentos
LMW-DNA. A permeabilizacdo € realizada incubando a amostra em gelo e, em
seguida, é feita a marcacdo com a solucao reacional.

lodeto de propidio, brometo de etidio e DAPI

Nestes métodos, sdo utilizados marcadores que sdo incorporados ao DNA,
tornando-se altamente fluorescentes. Para que ocorra a inclusdo dos marcadores na
célula é necessario que seja feita a sua permeabilizacdo, criando poros na membrana,
por exemplo através do tratamento com etanol 70% a -20° C. Devido a essa mesma
permeabilizacdo e a falta de uma fixacdo prévia, os fragmentos LMW-DNA séo
extravasados, reduzindo a quantidade de DNA no interior da célula. Esta diminui¢do no
conteudo de acido nucléico é detectada pela menor fluorescéncia nas celulas apoptoticas
por métodos de citometria de fluxo (CALLE et al., 2001). Ao microscopio de

fluorescéncia, é possivel observar as alteragcBes nucleares, como a condensacdo da
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cromatina. Durante 0 processamento, a amostra deve ser incubada com RNase para se

evitar interferéncia devido a ligagdo do marcador com fitas de RNA.

2.1.3.2. Mudancas morfoldgicas

Esta classe de métodos de deteccdo baseia-se na observagdo microscépica da
morfologia celular. A deteccdo da condensacdo da cromatina € o principal evento
analisado nesta metodologia, podendo ser empregados marcadores que diferenciam os
estagios dos processos apoptoticos.

Laranja de acridina, iodeto de propidio/brometo de etidio

As células em processos apoptéticos podem ser discriminadas de células necréticas
e células normais por métodos fluorescentes, utilizando corantes que se complexam ao
DNA (laranja de acridina, brometo de etidio e iodeto de propidio) (MERCILLE e
MASSIE, 1994b). A analise por microscopia de fluorescéncia revela claramente a
condensacdo e fragmentacdo da cromatina associada com a apoptose. Combinando a
marcagdo da cromatina em células com a membrana intacta (laranja de acridina) e em
células com a membrana danificada (iodeto de propidio ou brometo de etidio), é
possivel identificar claramente 4 diferentes niveis de viabilidade celular (TEY et al.,
2000; MERCILLE e MASSIE, 1994a).

O laranja de acridina (LA) é capaz de penetrar no interior da célula independente da
integridade da membrana citoplasmatica, intercalando as bases das fitas duplas de DNA,
quando emite comprimento de onda na faixa do verde. Ele também se liga a RNA e
DNA de fita simples, mas como ndo é capaz de intercalar as bases, o fluorocromo emite
comprimento de onda na faixa do vermelho. Desta forma, uma célula viavel apresentara
0 nucleo verde, e, possivelmente, seu citoplasma com pontos vermelho-alaranjado.

O brometo de etidio (BE) ndo é capaz de permear através da membrana plasmatica,
penetrando, desta forma, somente em células que apresentem comprometimento da
membrana plasmatica (células ndo viadveis que perderam a permeabilidade seletiva da
membrana). O BE é capaz de se intercalar com as bases das fitas duplas de DNA,
resultando em uma fluorescéncia laranja. O BE também se liga fracamente a RNA,
emitindo fluorescéncia vermelha. Desta forma, células ndo viaveis apresentam uma
cromatina fortemente alaranjada (a coloracdo do BE encobre a do LA) e, se ainda restar

conteudo citoplasmatico, citoplasma vermelho escuro.
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As morfologias observadas em uma amostra incubada com uma dilui¢do de laranja

de acridina/brometo de etidio permitem, portanto, a identificacdo de quatro niveis de

viabilidade celular:

1)

2)

3)

4)

Em células viaveis (VNA - viaveis ndo-apoptdticas), a marcacdo do nucleo
se da em verde sem o aspecto de condensacdo da cromatina, obtendo-se
uma fluorescéncia uniforme do nicleo. Nesta populacdo, somente o
marcador laranja de acridina é capaz de penetrar na célula e se incorporar ao
DNA.

Células apoptdticas recentes (VA — viaveis apoptoticas) sdo coradas em
verde e com granulos corados em verde brilhante na regido nuclear. Estes
granulos correspondem a cromatina condensada e fragmentada. A
condensacdo e fragmentagdo da cromatina indicam que a célula ja entrou
em apoptose, mas ainda mantém a integridade de sua membrana. Nesta fase,
é observada a formacdo de corpos apoptéticos, que sdo corpusculos
celulares contendo material celular que sdo eliminados pela célula.

Células apoptdticas tardias (NVA — ndo viaveis apoptoticas) sdo coradas em
vermelho alaranjado, com os granulos na parte nuclear corados em laranja
brilhante. Esta coloragdo dos granulos indica que as células comecaram a
perder a integridade de sua membrana e estdo se tornando permeéaveis ao
brometo de etidio. Outra caracteristica dessa fase é a reducdo do tamanho
celular, devido & perda de material celular por meio da eliminacdo dos
corpos apoptaticos.

Células necroticas (NEC — necrdticas), sdo coradas totalmente em laranja,
indicando perda da integridade da membrana. As caracteristicas que
diferenciam estas células das anteriores € que células necréticas nao
apresentam nucleo fragmentado nem condensado e ndo tém seu tamanho
reduzido, ao contrario, ha uma tendéncia de aumento de volume. N&o ha
formacdo de corpos apoptoticos na superficie da célula. Este estagio € muito

curto, ocorrendo rapidamente a lise da célula.

2.1.3.3. Assimetria de membrana

translocacdo de fosfatidilserina do folheto interno da membrana

citoplasmatica para o folheto externo é um evento inicial do processo de apoptose e
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serve, possivelmente, como um sinal para a fagocitose dos corpos apoptéticos por
células do sistema fagocitario (MARTIN et al., 1995). A exposicdo deste fosfolipideo
tem sido amplamente utilizada como marcador especifico de apoptose.

A mudanca na assimetria da membrana plasmatica pode ser detectada por
citometria de fluxo utilizando um marcador conjugado a anexina V, uma proteina
encontrada na natureza que possui alta afinidade pela fosfatidilserina. 1sso é alcancado,
conjugando-se anexina V com fluoresceina (FITC) ou outro fluorocromo, que fluoresce
quando excitado com um determinado comprimento de onda (488 nm para a
fluoresceina). Esta técnica também pode ser quantitativa por microscopia de
fluorescéncia com o auxilio de um hemocitémetro.

Infelizmente, a anexina V também se liga aos residuos de fosfatidilserina no
folheto interno da membrana plasmatica de células necréticas devido a perda da
integridade da membrana plasmatica, permitindo a entrada da proteina na célula. No
entanto, utilizando iodeto de propidio como um contra-marcador para distinguir células
necroticas, é possivel utilizar a anexina V para diferenciar células viaveis, apoptéticas e
necrdticas (PLASIER et al., 1999).

2.1.3.4. Proteinas apoptoticas e relacionadas

Existe um grande numero de genes relacionados a apoptose, e as proteinas
codificadas por esses genes modulam o processo de morte celular. Testes que detectam
essas proteinas ou as suas atividades sdo amplamente utilizados para detectar a apoptose
em cultura de células. A familia de proteinas apoptéticas € muito extensa e teoricamente
qualquer proteina chave das vias apoptoticas, como a p53 e as caspases 3 e 7, pode ser

utilizada para a caracterizacdo do processo (KIM et al., 2002; ARDEN et al., 2004).

2.1.3.5. Liberagéo de citocromo C

As alteracBes a nivel de membrana mitocondrial podem preceder as ocorridas no
nucleo, envolvendo tanto a membrana interna quanto a externa, levando a uma
dissipacdo do potencial transmembranar e/ou liberacdo de proteinas intermembrana
através da membrana externa. O principal grupo de proteinas responsaveis pelas
alteracGes mitocondriais consiste das proteinas Bax, que formam poros na sua
membrana externa, liberando citocromo C para o citoplasma celular (LOEFFLER e
KROEMER, 2000, ARDEN et al., 2004). A técnica de Western blot é capaz de

identificar especificamente a presenca de citocromo C no citoplasma de células
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apoptdticas. Para isso, hd a necessidade de processos complexos de purificacdo que
exigem muito tempo e trabalho por parte do pesquisador, podendo ainda resultar em
resultados duvidosos devido a contaminagdo do citoplasma por mitocondrias que ndo

conseguiram ser devidamente separadas (ARDEN et al., 2004).

2.2. Processos de cultivo de células animais

Existe um grande nimero de sistemas que permite o cultivo industrial de células
animais. A escolha de um sistema depende das caracteristicas da célula empregada e do
produto a ser expresso. Os fatores limitantes da maioria dos sistemas de cultivo celular
sdo oxigenacdo, homogeneizacdo, superficie de crescimento (no caso de células
aderentes), disponibilidade de nutrientes e presenca de metabdlitos toxicos. Em geral, 0s
processos de cultivo celular podem ser divididos em dois grupos, de acordo com o tipo
de célula utilizado (células aderentes ou em suspensao). Células animais sdo, na sua
maioria, naturalmente aderentes, tendo em vista a sua procedéncia tecidual. Com
excecdo das celulas de origem sanguinea (hibridomas e mielomas), linhagens como a
CHO dependem do contato com uma superficie sélida para a sua proliferacdo. No
entanto, algumas células sdo passiveis de adaptacdo ao crescimento em suspensao,
independente da adesdo a alguma superficie solida (TOKASHIKI e YOKOYAMA,
1997).

A adesdo e o espraiamento de células aderentes sobre uma superficie apropriada
sdo resultados de forcas fisicas e de adesdo exercidas por moléculas presentes na
membrana celular. O meio de cultura exerce forte influéncia no fenémeno de adeséo,
sendo o pH e a forca ibnica do meio importantes fatores de aderéncia celular. Os
materiais normalmente utilizados para adesdo celular podem ser divididos em trés
categorias: minerais (vidro de boro silicato), metélicos (titnio, aluminio) e materiais
organicos (PVC, poliestireno, acetato de celulose e outros) (KOLLER e
PAPOUTSAKIS, 1995).

2.2.1. Sistemas de cultivo

Em sistemas de cultivo de células aderentes, estas aderem a uma superficie, se
espalham (espraiam) e proliferam. A proliferacdo ocorre na forma de camada, onde as

células crescem sobre a superficie até formarem uma monocamada celular. Neste ponto
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diz-se que a cultura alcancou a confluéncia. Culturas primarias, obtidas a partir de
tecidos, possuem um sistema de proliferacdo que é inibido pelo contato intercelular.
Desta forma, a cultura cessa a sua proliferacdo ao se formar a monocamada celular. No
entanto, ceélulas transformadas ou imortalizadas perdem este sistema de controle
proliferativo, podendo formar multicamadas de células. No entanto, é possivel crescer
culturas primarias além do ponto de inibi¢do por contato. Utilizando regimes de troca de
meio, suplementos (tais como soro), aminoacidos, glicose, fosfatases, fatores de
crescimento, horménios, entre outros, é possivel estabelecer cultivos, nos quais a
densidade celular ultrapassa a monocamada (PANINA, 1984).

Os tipos mais comuns de sistemas para o cultivo de células aderentes sdo 0s
frascos T ou garrafas Roux. A superficie de cultivo deste tipo de frasco é plana e varia
de 25 a 300 cm? adotando-se uma relacdo superficie/meio de cultivo de
aproximadamente 2000 cm?/L. A camada de células é mantida imersa no meio de
cultura durante todo o periodo de incubacdo, podendo alcangar concentragdes da ordem
de 5 x 10° células/cm?. Este tipo de frasco é utilizado normalmente em pequena escala e
em laboratorios de pesquisa, sendo incubadas em estufas com umidade e concentracéo
de CO; controlados (PANINA, 1984; WU et al., 2002). VariacGes deste modelo
consistem de sistemas multiplacas, onde os frascos sdo modificados para acomodarem
discos ou placas que aumentam a superficie de crescimento disponivel por volume de
equipamento. No entanto, sdo dispositivos de manutencao laboriosa.

Por outro lado, sistemas de cultivo baseados em garrafas rotatorias permitem
aumentar a relacéo superficie/volume para a faixa de 6000-6200 cm?/L. As células se
propagam em toda a superficie (cerca de 850 cm?) de uma garrafa cilindrica que contém
um pequeno volume de meio e que gira continuamente em torno do seu eixo
longitudinal. Ao invés da monocamada estar constantemente coberta pelo meio de
cultivo, este cobre somente uma parte da superficie interna da garrafa e, conforme a
garrafa gira em torno do seu eixo, 0 meio entra em contato com toda a superficie,
diminuindo a necessidade de meio e aumentando a concentracdo do produto. A
concentracdo celular alcancada neste sistema € maior do que em frascos T, chegando a
cerca de 8 x 10° células/cm?. Este fendmeno é explicado pela melhor transferéncia de
nutrientes e oxigénio do meio para as células, e de metabdlitos da proximidade das
células para 0 meio. As garrafas rotatorias podem apresentar parede corrugada, de modo
a aumentar a razdo area/volume do sistema (PANINA, 1984; WU et al., 2002).

Entretanto, tanto sistema de frascos T quanto sistemas de garrafas rotatdrias sdo de
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dificil monitoramento e controle, fatores essenciais para a qualidade do produto. Além
disso, a utilizagdo destes sistemas em grande escala requer o uso de muitas garrafas e
modulos de rotacdo, tornando-se excessivamente trabalhoso, intensivo em méo de obra
e susceptivel a contaminaces (PANINA, 1984).

Microcarregadores sdo esferas de 100 a 500 um com densidades entre 1,00 e
1,06 g/mL, que podem ser ndo porosas, microporosas ou macroporosas. A composicao
de sua superficie permite a adesdo celular devido ao uso de materiais organicos, como
dextrana, poliestireno, colageno, gelatina e celulose, e de minerais como o vidro
(KADOURI, 1994). Neste sistema de cultivo, as celulas crescem aderidas a
microparticulas, podendo ser cultivadas em biorreatores de leito fluidizado, leito fixo ou
do tipo tanque agitado (DOYLE e GRIFFITHS, 1998). A tecnologia de
microcarregadores € amplamente utilizada em escala industrial devido as suas vantagens
sobre os sistemas classicos de cultivo de celulas aderentes, como maior razéo entre
superficie de crescimento e volume do equipamento, melhor monitoramento das
condigdes de cultivo e maior densidade celular atingida (KALLEL, 2002). Por exemplo,
um grama do microcarregador Cytodex 1™, da empresa GE Healthcare, equivale a uma
area superficial de 4400 cm? obtendo-se 8800 cm?/L, quando utilizando-se uma
concentracdo de microcarregador de 2 g/L. No entanto, este sistema também possui
alguns inconvenientes. No caso de microcarregadores macroporosos, nos quais as
células crescem em seu interior, a difusdo de nutrientes para o seu interior € lenta, assim
como a eliminacdo de metabdlitos, sendo necessario aumentar a agitacdo do tanque, o
que acaba expondo os microcarregadores a altas tensdes de cisalhamento. Outra
desvantagem é o0 acesso ao interior dos microcarregadores, uma vez que estudos
utilizando microscopia confocal a laser e de fluorescéncia mostraram que, em alguns
casos, apds a adesdo superficial das células, elas ndo eram capazes de proliferar no
interior do microcarregador (ALVES et al., 1999; HU e AUNINS, 1997).

Industrialmente, a maioria dos produtos recombinantes obtidos em células
animais é produzida em celulas que crescem em suspensdo (individualmente ou na
forma de agregados), utilizando linhagens como a CHO e a BHK (HU e AUNINS,
1997). O cultivo em suspensao em sistemas agitados é muito eficiente na producéo de
grandes quantidades de proteina (LUBINIECKI, 1998) e é caracterizado por
concentragfes homogéneas de células, nutrientes, metabdlitos e produto, facilitando a
sua ampliacdo de escala e permitindo um monitoramento mais eficiente das condigdes
da cultura (CASTILHO e MEDRONHO, 2002). Células em suspensdo sdo obtidas a
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partir da adaptacdo de células originalmente aderentes ou utilizando-se células de
origem sanguinea. Os protocolos de adaptacdo de células animais a suspensao sao 0s
mais diversos, porém, a maioria consiste na realizacdo da passagem do cultivo em
frasco estatico para frasco agitado do tipo spinner, que mantém as células em
suspensdo. Inicialmente, as células geralmente apresentaram uma queda na sua
proliferacdo, porém ap0ds cerca de quatro trocas de meio (passagens) em suspensdo, o
crescimento celular é restabelecido e concentragdes de 1-2 x 10° células/mL geralmente
sdo alcancadas (SINACORE et al., 2000; WU et al., 1990). Quando mantidas em
suspensdo, as células animais sdo constantemente expostas a tensdes hidrodinamicas
que, em alguns tipos de células, podem causar danos e reduzir a viabilidade celular.
Nesses casos, pode-se empregar aditivos poliméricos, tais como Pluronic F68 que
reduzem os danos por tensdes cisalhantes (CHU et al., 2001).

Em pequena escala, o cultivo em suspensdo pode ser realizado em frascos
agitados do tipo spinner, ajustando-se o numero de unidades de acordo com a
necessidade de cultivo. O cultivo em grande escala em biorreatores agitados permite o
monitoramento da maioria das variaveis em linha, reduzindo a manipulacdo direta da
cultura. Dependendo do modo de operacdo, o cultivo em suspensdo pode alcancar
diferentes concentragcdes celulares. Em cultivos em batelada, por exemplo, a
concentracéo celular pode alcancar cerca de 2 x 10° células/mL. No entanto, como
células animais apresentam uma baixa velocidade especifica de crescimento (0 tempo
de duplicacdo é de aproximadamente 24h), sdo necessarios varios dias para se obter uma
alta concentracdo celular. Entretanto, esta alta concentracdo leva a exaustdo de
nutrientes e/ou acimulo de metabolitos tdxicos, de modo que logo a cultura entra em
fase de declinio, resultando em um periodo efetivo de producéo relativamente curto
(TOKASHIKI E YOKOYAMA, 1997). A solucdo para este problema se encontra no
emprego de modos alternativos de operacdo do biorreator, que permitam a obtencéo de
altas densidades celulares por periodos prolongados.

2.2.2. Modos de operacio

A producéo de biofarmacos em grande escala deve ser realizada, levando-se em
consideracdo algumas limitacGes das células animais. As células possuem baixa taxa
especifica de crescimento, baixa produtividade especifica, necessidade de meios de

cultivo complexos e alta sensibilidade a tensdes cisalhantes, além de sofrerem de
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inibicdo por produtos de seu proprio metabolismo. A consideracdo desses pontos é um
fator muito importante na qualidade das proteinas recombinantes produzidas, sendo
necessario considerd-los, de modo a obter-se elevadas taxas de crescimento e altas
produtividades. Assim, as seguintes necessidades devem ser observadas no cultivo de
células animais, especialmente em grande escala: suprimento de nutrientes e fatores
necessarios para a proliferacdo celular; suprimento e controle do nivel de oxigénio
dissolvido; manutencdo da concentracdo de metabdlitos toxicos (amdnia e lactato) em
niveis ndo inibitdrios; emprego de baixas tensdes cisalhantes; e controle da temperatura,
pH e pressdo osmoatica dentre outros fatores (TOKASHIKI e YOKOYAMA, 1997).
Dispositivos para controle das varidveis basicas, como pH, temperatura e oxigenagao ja
vém geralmente incorporados em modelos comerciais de biorreatores agitados
(KRETZMER, 2002)

Diferentes estratégias de operacdo visam resolver o problema de suprimento de
nutrientes e eliminacdo de metabolitos toxicos. Os modos de operagdo de um biorreator
sdo: batelada, batelada alimentada, continuo e continuo com reciclo celular (perfuséo)
(Figura 4 e 5). Diversos fatores, como linhagem celular e tipo de produto, devem ser
considerados na escolha do modo de operacdo a ser conduzido na producdo de um
determinado biofarmaco (KADOURI et al., 1997).

Meio
exaurdo
Alimentacdo Alimentacdc  Suspensdo  Alimentacdo x'_'D.isposiTivo
celular T de refencao
| N . N . "l celular
[ [ [a—— a——]
A A vy A vy A S

Batelada Batelada alimentada Continuo Perfusdo

Figura 4- Esquema de diferentes modos de operacéo de biorreatores com células animais em suspensao:
batelada, batelada alimentada, continuo e perfusdo (CASTILHO e MEDRONHO, 2002).
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Figura 5- Comparacao das concentracdes celulares obtidas em funcdo do modo de operacdo empregado
(adaptado de Griffiths, 1992).

No cultivo em batelada, o meio de cultivo é adicionado ao biorreator e, em
seguida, € adicionado o inéculo. Durante o processo, ndo € adicionado nem retirado
meio de cultivo do biorreator. Ao longo do tempo, as células proliferam, consumindo os
nutrientes e gerando metabdlitos que se acumulam no biorreator. Desta forma, as células
tém sua proliferacdo reduzida quando concentracGes limitantes de nutrientes ou
inibitorias de metabdlitos sdo alcancadas, momento este em que mecanismos de morte
celular comecam a predominar. Este € um processo simples, que gera uma densidade
celular méaxima de cerca de 2 x 10° células/mL e apresenta geralmente baixas
produtividades (FUSSENEGGER e BAILEY, 1999). Durante o progresso de um cultivo
em batelada, a cultura passa por diferentes fases, sendo que as condi¢fes da cultura
estdo em constante mudanca. Diversos estudos ja mostraram que existe uma grande
variabilidade na expressdo de alguns biofarmacos nas diversas etapas de progressdo do
cultivo em batelada (CHU e ROBINSON, 2001).

A batelada alimentada consiste na realizacdo de uma batelada inicial, apos a qual
se passa a adicionar meio de forma continua ou intermitente, em condic¢des de volume
variavel. O nivel de nutrientes no biorreator pode ser, desta forma, ajustado para que
ndo limite o crescimento celular, porém, como ndo ha remocdo de meio de cultivo,
ainda ha o acimulo de metabdlitos. Comparado ao sistema em batelada, no qual o
crescimento é cessado geralmente pela exaustdo de nutrientes, este processo permite

periodos de cultivo mais prolongados e com maior densidade celular, aumentando a
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produtividade do sistema. Entretanto, a inibicdo do crescimento celular pode ocorrer
pelo acimulo de metabdlitos, como lactato e amonia (TOKASHIKI E YOKOYAMA,
1997). Estudos relatam a otimizacdo deste sistema através da adicdo galactose e
glutamato em conjunto com a glicose e glutamina, de forma a reduzir o acimulo de
amonia e lactato, aumentando o periodo de operagdo do biorreator (ALTAMIRANO et
al., 2000).

O modo continuo de operacdo consiste na ininterrupta alimentacdo do biorreator
com meio de cultivo, em paralelo a remo¢do da mesma quantidade de meio utilizado.
No caso de células em suspensdo, a retirada do meio com células resulta na operagédo
continua em estado estacionario, no qual as concentracbes de células, nutrientes,
metabolitos e produto permanecem constantes até o final do processo. A vazdo de
alimentacdo do biorreator € funcdo da taxa especifica de crescimento das células, de
modo a evitar arraste completo das células do biorreator. Neste processo, 0s nutrientes
sdo constantemente renovados e o acumulo de metabolitos controlado, resultando em
um cultivo continuo por um longo periodo de tempo. No entanto, o inconveniente deste
processo reside no fato de ndo ser possivel alcancar altas concentracdes celulares,
devido a baixa velocidade especifica de crescimento das células, que limita a vazao de
alimentacdo de nutrientes aplicavel para que ndo ocorra o0 arraste completo
(TOKASHIKI E YOKOYAMA, 1997).

No cultivo continuo em perfusdo, assim como no continuo, hé a constante adi¢ao
de meio novo e remocgdo de meio exaurido. Entretanto, dispositivos de retencéo celular
sdo utilizados para que o meio retirado seja isento ou quase isento de células. Desta
forma, a combinacdo da adicdo de nutrientes, remoc¢do de metabdlitos e retencdo celular
permite alcancar altas concentraces celulares (acima de 10’ células/mL) e altas
produtividades (geralmente pelo menos 10 vezes maiores do que em processos em
batelada) (TOKASHIKI E YOKOYAMA, 1997; WOODSIDE et al., 1998). O fator de
coagulagdo sanguinea VIII produzido por uma linhagem de BHK recombinante,
licenciado pela Bayer, foi o primeiro biofarmaco a ser obtido comercialmente utilizando
o cultivo em perfusdo. O processo validado foi operado por 185 dias consecutivos,
alcancando concentragdes celulares e produtividades 30 vezes maiores do que o
respectivo processo em batelada. Produtividades com essa, permitem reduzir a
capacidade do biorreator de 5000 - 15000 L para 100 - 500 L (KRETZMER, 2002).
Desta forma, a perfuséo torna possivel a producdo de grandes volumes de produto em

um biorreator relativamente pequeno, operando continuamente por longos periodos, o
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que reduz os custos operacionais. A alta densidade alcancada no processo em perfuséo,
permite, ainda, que o sistema se torne auto-sustentavel, pois as células produzem e
secretam fatores de crescimento e outras proteinas, diminuindo ou dispensando
completamente a adi¢do de suplementos como o soro fetal bovino (WOODSIDE et al.,
1998; CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

Diferentemente dos processos em batelada, a perfusdo permite a operagdo em
estado estacionario durante longos periodos de tempo, de modo que a expressao de
proteinas recombinantes ndo sofre alteraces de acordo com o estdgio do cultivo. O
curto periodo de permanéncia do produto no interior do biorreator (horas) permite,
também, a expressdo de proteinas labeis e sensiveis a degradacdo enzimatica
(KADOURI et al., 1997). Apesar da complexidade de se configurar um sistema de
cultivo em perfusdo de grande escala, este é capaz de prover uma corrente continua
concentrada em produto por longos periodos de tempo (BUTLER, 2005). O periodo
improdutivo do sistema € relativamente pequeno em comparacdo ao tempo total de
operacdo, se resumindo a montagem e esterilizacdo do reator e a fase de crescimento
inicial, que consiste de 4 a 6 dias. Sistemas de monitoramento e controle de diversas
variaveis da cultura sdo facilitados, ja que podem ser avaliados em linha na corrente de
saida de meio (MERCILLE et al., 2000). A grande vantagem da perfusdo é que 0s
biorreatores podem ser muito menores para a produgdo de uma mesma quantidade de
proteina, quando comparado a processos em batelada (RYLL et al., 2000). Do ponto de
vista econdmico, o cultivo de células animais em perfusdo deve ser operado a altas taxas
de perfusdo (ZENG et al., 1999). Entretanto, a alta concentragéo celular alcangcada
nesses casos pode resultar em outras limitagbes, como a transferéncia de oxigénio,
remocdo do CO,, formulacdo do meio e, em especial, eficiéncia de retencdo celular
(CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

2.3. Dispositivos de Retengéo Celular

Os dispositivos de retencdo celular usados em processos em perfusdo devem
apresentar caracteristicas necessérias a sua adequada operagcdo. A separacdo celular
deve idealmente ser realizada satisfatoriamente por longo periodo de tempo, sem
necessidade de manutencdo do equipamento ou interrupcao do processo. Além disso, o
dispositivo, em geral, deve ser esterilizavel e reutilizdvel. O equipamento nao deve

afetar a viabilidade da cultura, a produtividade ou a qualidade do produto (por exemplo,
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0 padrdo de glicosilacdo), e deve apresentar alta eficiéncia de separacdo de células
viaveis, independentemente da concentracdo celular na alimentacdo. O dispositivo ideal
deve separar preferencialmente as células viaveis, permitindo a retirada de células ndo-
viaveis do sistema de cultivo. O principio de separacdo da maioria dos dispositivos
atuais de retencdo celular baseia-se no tamanho e na densidade da particula (célula
animal) (Tabela 3), e consiste de adaptacdes dos métodos tradicionais de separacdo
solidos liquido. Métodos mais recentes levam, também, em consideracdo as forcas
geradas em um plano de ondas estacionarias, devido as diferencas de compressibilidade
e densidade entre as células e o fluido e a capacidade de deslocamento das células em
um campo elétrico ndo uniforme (WOODSIDE et al, 1998; CASTILHO e
MEDRONHO, 2007).

TABELA 3- Dispositivos de separagdo celular. Os principios pelos quais os dispositivos executam a
separacao estdo marcados com X. O tamanho da célula auxilia no efeito de alguns dispositivos, indicado

entre Earénteses Sadaetado de WOODSIDE et al., 1998, CASTILHO e Medronho, 20072.

Dispositivo de Principio da retencdo
retencdo celular Tamanho Densidade Compressibilidade
Filtros tangenciais
Spin-Filters
Sedimentadores
Centrifugas
Hidrociclones

Separagdo ultrassonica (X) X

(

X X X X X
XX XXX

X

Entretanto, freqlientemente as limitagdes dos dispositivos de retencdo celular
limitam a duracdo dos processos em perfusdo. Devido ao relativamente alto conteddo de
proteinas na maioria dos meios de cultivo, assim como ao reduzido tamanho celular, os
dispositivos convencionais de retencdo celular tendem a colmatar ou obstruir,
interrompendo o processo (KRETZMER, 2002).

Diferentes tipos de equipamentos tém sido utilizados para reter as células no
interior de biorreatores industriais operando em perfusdo. Esses aparatos se baseiam
principalmente na sedimentacdo em campo de forca centrifugo ou gravitacional
(centrifugas e sedimentadores) e na filtracdo (spin-filters, filtros de fluxo tangencial).
No entanto, 0s equipamentos baseados nessas técnicas apresentam diversas limitagdes
(CASTILHO e MEDRONHO, 2002). Na filtracdo, o grande problema é colmatacédo
(fouling) progressiva do meio filtrante (KAWAHARA et al., 1994). Na sedimentacédo
gravitacional, pode ocorrer adesdo celular nas paredes do sedimentador, além de ser

necessario um grande tempo de residéncia das células no interior do equipamento, onde
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as mesmas permanecem por longos periodos em condic¢Bes ndo controladas de pH e de
oxigénio dissolvido (BATT et al., 1990). Na centrifugacdo pode ocorrer adesdo celular,
com o conseqiiente bloqueio dos canais das centrifugas continuas (JAGER, 1992).

Os dispositivos que se baseiam no processo de filtracdo, estdo divididos em
modulos de filtracdo tangencial, filtragdo dindmica e spin-filters. Dos problemas
pertinentes aos diferentes tipos de filtracdo, a colmatacdo da superficie filtrante é o
principal fator que reduz o tempo de operacdo devido ao acumulo de ceélulas,
fragmentos celulares e proteinas (VAN REIS e ZYDNEY, 2001). Este fendmeno, além
de limitar a vazdo de filtrado, pode ocasionar a retengdo de compostos de alta massa
molecular, como algumas proteinas recombinantes (WOODSIDE et al., 1998).

A filtracdo tangencial (Figura 6) pode ser empregada utilizando-se mddulos de
membranas planas e de fibras ocas (MAIORELLA et al., 1993). Neste sistema, a
suspensdo de alimentagdo escoa tangencialmente a membrana e perpendicularmente a
direcdo do permeado. O fluxo tangencial, que é funcdo da vazdo de alimentacdo gera
altas taxas de cisalhamento na superficie da membrana, reduzindo a colmatacéo e o
entupimento, permitindo a operacdo continua com um fluxo de permeado relativamente
alto (CASTILHO e MEDRONHO, 2002). Este é considerado um processo simples e de
facil adaptacdo aos diferentes tipos de biorreatores, permitindo a obtengdo de filtrado
totalmente isento de células (100% de retencdo), o que facilita os processos de
purificacdo da proteina de interesse. A possibilidade de operacdo externa ao biorreator
garante a flexibilidade do sistema, permitindo a troca de mddulo no caso de
entupimento, apesar dos riscos de contaminacao inerentes a isto. Devido a sua natureza,
a utilizacéo da filtracdo tangencial pode ser facilmente escalonada de uma escala piloto
para uma escala industrial, respeitando-se as razdes de volume de filtrado e area filtrante
(WOODSIDE et al., 1998; CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

»
» SUspensdo
> celular

| | | \;|:| Meio filtrante
vV
Vi V

Permeado

v
v

Figura 6- Filtracdo tangencial. A suspenséo celular é alimentada tangencialmente a membrana, evitando
o0 acimulo de residuos sobre a mesma (VOISARD, 2003).

31



O fluxo de permeado pode ser aumentado quando altas tensdes de cisalhamento
sdo aplicadas na superficie da membrana, devido a redugdo do acimulo de células e
fragmentos sobre a mesma (VAN REIS e ZYDNEY, 2001). Entretanto, os niveis de
tensdes de cisalhamento aplicados sdo limitados de acordo com a tolerancia da célula,
sob risco de ocorrer lise celular (WOODSIDE et al., 1998). Como um efeito em cascata,
a lise celular e a consequente queda de viabilidade podem resultar em uma cultura com
diametro celular médio reduzido e no acimulo de debris celulares, ambos responsaveis
pela diminuicdo do fluxo de filtrado pelos motivos ja mencionados (MAIORELLA et
al., 1991). O tamanho dos poros da membrana é outro ponto que deve ser
cuidadosamente considerado, uma vez que membranas com poros na faixa de 0,2 —
0,65 um sdo menos suscetiveis a colmatacdo do que membranas com poros de 2 a 10
um (WOODSIDE et al., 1998). Diferentes alternativas foram utilizadas para reduzir a
ocorréncia de fouling, como retrolavagem das membranas com o proprio permeado
sendo alimentado em fluxo contrério, alimentacdo com fluxo pulsante (SMITH et al.,
1991) e revestimento da membrana com polietileno glicol (PEG), para reduzir a
adsorcdo de proteinas e a adesdo de células (ZHANG et al., 1994). No entanto, estas
medidas s6 prolongaram o tempo de operacdo dos modulos, apenas adiando a
necessidade de troca ou paralisacdo dos processos devido a diminuicdo do fluxo
permeado.

A filtracdo dindmica consiste na criacdo de um movimento relativo entre a
membrana e um rotor, desacoplando a vazdo de alimentagdo dos niveis de tensdo de
cisalhamento na superficie da membrana. Isto permite que os niveis de cisalhamento
sejam ajustados de forma precisa e independente da vazao de alimentacdo, a qual pode
ser mantida baixa, diferentemente do que ocorre na filtracdo tangencial. Existem,
basicamente, duas geometrias empregadas em filtracdo dinadmica: filtros de cilindro
rotativo (VFF — Vortex Flow Filter) e filtros de disco rotativo (RDF — Rotating Disk
Filter) (CASTILHO e MEDRONHO, 2002, VOISARD et al., 2003).

Filtros de cilindro rotativo (VFF) (Figura 7) sdo dispositivos compostos por um
cilindro externo estacionario, dentro do qual existe outro cilindro concéntrico mantido
sob rotacdo. Este movimento de rotacdo do cilindro interno gera, no espacgo entre 0s
dois, um escoamento do tipo Taylor-Couette. O meio filtrante pode ser montado no
cilindro interno ou no cilindro externo. Os vortices gerados perpendicularmente a

superficie do meio filtrante reduzem os problemas de colmatacdo (ROTH et al., 1997).
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A vazdo de alimentacdo pode, desta forma, ser mantida baixa, j& que a tensdo cisalhante

na superficie da membrana é determinada pelo movimento do rotor .

T RETIDO
- [
FILTRADO 3
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Figura 7- Esquema de um filtro de cilindro rotativo (VFF) (adaptado de VOISARD et al., 2003).

Experimentos utilizando diversas linhagens de células animais mostraram que
velocidades angulares de até 500 rpm ndo afetam a viabilidade celular, nem o
crescimento das células apds a passagem pelo VFF, além de ndo ter sido evidenciado
entupimento nem colmatacdo da membrana. Este fato sugere que este tipo de filtro pode
ser aplicado como dispositivo de retencdo celular para operagcdes em perfusdo durante
longos periodos de tempo (HAWRYLIK et al., 1994). Em velocidades de cerca de 800
rpm, foi verificada uma queda significativa na viabilidade celular. No entanto, ap6s um
periodo de adaptacdo, as células recuperaram a viabilidade inicial e apresentam maior
resisténcia, podendo ser mantidas em rotacfes de até 1000 rpm sem apresentar
alteracdes significativas na viabilidade (MERCILLE et al., 1994).

A hidrodindmica criada dentro do sistema de VFF auxilia, também, no
desagregamento de células (MERCILLE et al., 1994). Os agregados celulares impedem
o transporte de nutrientes e oxigénio para as células retidas no seu interior, aumentando
a quantidade de células ndo viaveis que, quando desprendidas dos agragados, podem
gerar uma maior quantidade de fragmentos celulares e podem provocar a colmatacdo da
membrana (ROTH et al., 1997). De acordo com MERCILLE et al. (1994), o tratamento
com DNase evita a colmatacdo e a retencdo de produto nas membranas de um madulo
de VFF, indicando que fragmentos de DNA sdo parcialmente responsaveis pela
colmatacdo das membranas (MERCILLE et al., 1994). Diferentes filtros de cilindro
rotativo ja foram utilizados com membranas de polisulfona (MERCILLE et al., 1994;
MERCILLE et al., 2000) ou telas de a¢o inox com poros de 10 um (ROTH et al., 1997).
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Os mddulos com membranas apresentaram problemas de colmatagdo, e o aumento de
duas vezes em sua superficie filtrante representou uma elevacdo de somente 50% do
fluxo de filtrado, dificultando a sua ampliacdo de escala. Os filtros com tela de aco inox,
por outro lado, foram capazes de operar durante um periodo que variou de 30 a 60 dias
consecutivos.

Os filtros de disco rotativo (RDF) (Figura 8) consistem em um disco giratério
montado dentro de um mdédulo estatico, onde as membranas podem estar localizadas
tanto no disco quanto na parte estatica. Os filtros de disco rotativo geram altas taxas de
cisalhamento na superficie da membrana, contribuindo para a remocdo das
particulas/células e minimizando os problemas de colmatacdo das membranas (VOGEL
e KRONER, 1999; CASTILHO, 2001). De acordo com a velocidade de rotacdo do
disco, um gradiente de velocidades sobre a superficie das membranas, gera um
cisalhamento que evita colmatacdo. Este gradiente € também responséavel por criar
forcas de sustentacdo que tendem a afastar a célula da superficie da membrana, que é
uma regido com altas taxas de cisalhamento. (VOGEL e KRONER, 1999).
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Figura 8- Esquema da unidade de filtro de disco rotativo (RDF) (CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

A gueda na viabilidade de células submetidas a tensdes de cisalhamento depende
de dois fatores: a intensidade das mesmas e o tempo de exposi¢do. Durante a operacédo
do RDF préximo aos limites de estabilidade celular, a viabilidade celular péde ser
mantida, enquanto a colmatacdo foi minimizada, obtendo-se fluxos de permeado 3
vezes maiores do que na filtracdo tangencial, com o beneficio de uma melhor
manutencdo da viabilidade celular (VOGEL e KRONER, 1999). A vazdo de

alimentacdo e o volume morto da unidade define o tempo de residéncia da célula no
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interior do filtro, assim como a freqiiéncia com que uma célula passa no sistema. Assim,
deve-se buscar um compromisso entre ambos parametros que minimize os efeitos
adversos das tensdes de cisalhamento, ja que uma diminui¢do no tempo de residéncia
significa uma maior vazdo de fluido, aumentando a frequéncia com que as células
passam no filtro. Consequientemente, os valores desses parametros devem ser escolhidos
a fim de operar o sistema dentro da faixa de estabilidade da linhagem celular a ser
separada (VOGEL e KRONER, 1999). Sob condic¢des apropriadas, os danos celulares
sdo insignificantes, como recomendavel, em geral, para um sistema de separacdo de
células animais e indispensavel para um dispositivo de retengéo celular a ser empregado
em cultivos em perfuséo de longa duracdo (CASTILHO e MEDRONHO, 2002).
CASTILHO e ANSPACH (2003) utilizaram fluidodindmica computacional
(CFD) para projetar um FDR com base em dados experimentais de resisténcia de
células CHO e BHK a tensfes de cisalhamento. Apds a construgdo do filtro assim
projetado, 0 mesmo foi utilizado acoplado a um biorreator em perfusédo (CASTILHO et
al., 2002). Durante um periodo de operacdo de 16 dias, o filtro de disco rotativo
permitiu que fosse mantida uma concentragéo celular da ordem de 10’ células/mL, com
viabilidade, em geral, superior a 90%. Apenas no primeiro dia de funcionamento do
dispositivo, foi observada uma queda significativa na viabilidade, até 74%, sendo
rapidamente recuperada e atingindo 92% no quarto dia. Este fendmeno foi relacionado a
desagregacdo dos grumos de células devido as tensbes de cisalhamento geradas pelo
filtro, liberando as células ndo-viaveis que se encontravam no interior dos agregados.
Outros trabalhos, mencionados anteriormente, ja haviam demonstrado que a adi¢do de
DNase ao meio de cultivo é capaz desfazer os grumos de células, aumentando a
concentracdo de células ndo-viaveis (MERCILLE et al., 1994). Além disso, se 0 motivo
da queda de viabilidade estivesse relacionado a danos celulares, os seus valores
deveriam continuar baixando durante todo o tempo de operacdo do filtro de disco
rotativo, o que néo foi verificado (CASTILHO, 2001). De acordo com CASTILHO et
al. (2002), uma caracteristica interessante é que o FDR permitiu a integracdo do cultivo
em perfusdo com a purificacdo do produto, utilizando-se membranas de afinidade.
Filtros de malha rotativa (Spin-filters) sdo dispositivos cilindricos, compostos
em sua maioria por uma tela porosa, ou também por membranas, e localizados
geralmente no interior do biorreator (Himmelfarb, 1969). Alguns autores, no entanto,
utilizam spin-filters acoplados externamente ao biorreator, denominando-os spin-filters

externos, 0s quais sdo, basicamente, filtros de cilindro rotativo (discutido
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anteriormente). O spin-filter pode ser montado no eixo de agitagdo ou em um eixo
independente (Figura 9). O perfundido (filtrado) € bombeado de dentro do dispositivo a
mesma taxa em que € realizada a alimentacdo de meio de cultivo novo (CASTILHO e
MEDRONHO, 2002). O principal fator que influencia o desempenho destes filtros é sua
a velocidade angular, que ira determinar as forcas centrifugas e de sustentacdo,
definindo a possivel colisdo entre as células e o filtro, e, tambeém, as tensdes cisalhantes
na sua superficie, evitando a adesdo das células (CASTILHO e MEDRONHO, 2002).
Altas concentracfes celulares e produtividades foram alcancadas desde os primeiros
spin-filters utilizados em processo em perfusdo com células animais. No entanto, 0s
cultivos, em geral, ndo apresentam longa duracdo, devido ao entupimento da malha.
Assim como na filtracdo tangencial, a colmatacdo é funcéo da concentracdo celular e da
taxa de perfusdo, assim como do tamanho dos poros, do material da malha filtrante e da
velocidade de rotagéo (VOISARD et al, 2003).

Alimentagdo 3 Perfundido

Figura 9- Esquema de um spin-filter (VOISARD et al, 2003).

Diversas modificacdes j& foram realizadas no spin-filter com o objetivo de
solucionar de solucionar os problemas inerentes a este sistema de separagdo. O emprego
de células aderentes em microcarregadores aumenta o tamanho das particulas a serem
separadas (200-600 um) e, ao se utilizar malhas de 120 um, foi possivel operar por 31
dias consecutivos sem problemas de colmatacdo do filtro (AVGERINOS et al., 1990).
O uso de grandes tamanhos de poros também foi adotado por Verecka e Sheirer (1987),
que, ao utilizarem células com tamanho médio de 20 um e filtro com poros de 56 um,
conseguiram operar um biorreator continuamente por um periodo de 2 meses. A forca
centrifuga decorrente da rotacdo da malha filtrante, neste caso, permitiu que as células

fossem retidas no biorreator.
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A utilizacdo de filtros de malha rotativa de diferentes materiais mostrou que a
sua composicdo influencia diretamente na adesdo celular e no entupimento. Testes
realizados com filtros de poliamida e etileno-tetrafluoretileno (ETFE) demonstraram
que estes materiais sdo menos susceptiveis a adesdo de células e fragmentos do que o
aco inox (ESCLADE et al., 1991; AVGERINOS et al., 1990). As condicOes de
operacdo, também, tém grande influéncia sobre o desempenho do spin-filter, podendo-
se observar colmatagdo mesmo em altas rotacbes (DEO et al., 1996). Apesar dos
avancos relatados nos ultimos anos, os problemas inerentes ao spin-filter ainda
representam uma barreira a ser transposta, uma vez que este equipamento ndo permite
reposi¢cdo durante uma operacdo prolongada e possui uma complexidade mecéanica que
diminui a sua confiabilidade.

A separacdo de células animais em sedimentadores e centrifugas tem como
principio de separagdo a sedimentacdo da célula em um campo gravitacional ou
centrifugo, respectivamente. Em ambos os sistemas, a velocidade terminal da particula é
o principal fator que ird influenciar na sedimentacdo. Infelizmente, as células animais
apresentam uma velocidade terminal muito baixa em campos gravitacionais (1-15 cm/h
em meio a 37°C) devido a diferenca entre sua densidade a do meio de cultivo ser muito
baixa (5% de diferenga). No caso de sedimentadores gravitacionais, iSso representa a
necessidade de uma area de sedimentagdo muito grande para evitar que as células sejam
arrastadas junto com o perfundido (CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

Existem dois tipos de sedimentadores. No sedimentador vertical, as células
sedimentam em contra-corrente com o liquido, sendo necessario que a velocidade de
ascensdo do liquido seja inferior a velocidade terminal da célula animal a ser separada.
No sedimentador lamelado (Figura 10), as celulas em suspensdo passam por placas
inclinadas e paralelas entre si (lamelas). As células sedimentam conforme passam pelo
dispositivo e acumulam-se nas placas. Como as placas sdo inclinadas (20°-30°), as
células migram para a extremidade inferior, retornando ao biorreator (CASTILHO e
MEDRONHO, 2007). Em geral, esses sdo equipamentos robustos e ideais para células

sensiveis a tensdes cisalhantes.
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Figura 10- Esquema de um sedimentador lamelado (VOISARD et al,, 2003).

Um dos fatores criticos relacionados a sedimentadores é a dificuldade de
ampliacdo de escala, uma vez que sua &rea aumenta com o quadrado e o volume do
biorreator com o cubo de uma dimensdo caracteristica. Neste contexto, sedimentadores
lamelados apresentam a vantagem de serem mais compactos do que sedimentadores
verticais. Teoricamente, a sua area de sedimentacdo total € a soma da projecdo
horizontal de suas placas, porém, normalmente, somente 50% desta area é efetiva. No
entanto, as células tendem a aderir nas placas dos sedimentadores inclinados, sendo
necessarios revestimentos especiais e vibracao para evitar entupimentos (CASTILHO e
MEDRONHO, 2002, CHOO et al., 2007). Além disso, o tempo de residéncia no interior
dos sedimentadores é muito alto, podendo variar entre 2 e 4 horas (SEARLES et al.,
1994), expondo a célula a uma condi¢cdo ambiental subdtima (baixa tensdo de oxigénio
dissolvido, auséncia de monitoramento e controle de pH e temperatura). Por outro lado,
um fendmeno interessante observado na separacdo por este tipo de dispositivo € a
separagdo preferencial de células vivas. Trabalhos demonstraram que dependendo das
vazBes empregadas no sedimentador, a eficiéncia de separagcdo de células mortas é
menor, fazendo com que essas células sejam retiradas do biorreator. Foi observada uma
eficiéncia de separacdo de cerca de 20% para as células mortas (BATT et al., 1990;
WEN et al., 2000; LIPSCOMB et al., 2004). Apesar das altas eficiéncias de separacéo
obtidas por CHOO et al. (2007), a concentracdo celular méxima alcancada neste
trabalho ndo ultrapassou 8x10° células/mL em cultivos de 53 dias de duragéo.

Na centrifugacdo, um campo centrifugo € aplicado sobre as células com o intuito
de se aumentar sua velocidade terminal. Estudos relacionados & sensibilidade a
diferentes aceleragdes centrifugas e tempos de exposi¢cdo mostraram que uma linhagem
de hibridoma resiste a duas centrifugacdes consecutivas de 10 minutos até 500 g sem

alterar o seu metabolismo ou taxa de crescimento (TOKASHIKI et al., 1990). No
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entanto, assim como para qualquer outro estimulo que a célula sofra, a sensibilidade as
condigdes de separagdo centrifuga varia entre as vérias linhagens celulares. Diversos
estudos mostraram ser possivel conduzir processos continuos utilizando centrifugas
comerciais como dispositivo de separacdo. No entanto, os tempos maximos de operacdo
relatados estéo entre 12 e 40 dias, tempos relativamente pequenos em comparagdo com
outros dispositivos de retencdo. Os principais problemas observados foram o
entupimento dos dutos e acumulo de células aderidas no interior dos equipamentos
(CASTILHO e MEDRONHO, 2002). Além destes problemas e de outros relacionados a
sua complexidade mecanica, especialmente dos selos mecanicos requeridos para manter
esterilidade, as centrifugas sdo equipamentos caros, 0 que aumenta o investimento
inicial do processo de producdo de biofarmacos. Devido a falta de confiabilidade nos
selos mecanicos (TOKASHIKI et al., 1990), uma nova centrifuga (Centritech®) foi
desenvolvida sem selos mecéanicos. A Centritech utiliza uma bolsa estéril descartavel
que deve ser trocada ao final de cada perfusdo. Testes com esta centrifuga permitiram a
conducdo de um cultivo continuo em perfusdo que alcangou concentracdes celulares de
10" células/mL. Entretanto, a produtividade de um determinado anticorpo foi reduzida
em 30% (JOHNSON et al., 1996).

A separacdo ultrassonica se baseia em forcas acusticas que atuam sobre as
células em suspensdo em um campo de ondas estacionarias. Estas forgas sdo
proporcionais as diferencas de compressibilidade e densidade entre as células e o meio
de cultivo. O campo ultrassénico retém e agrega as particulas, e os agregados
sedimentam rapidamente com o desligamento periodico do equipamento (PUI et al.,
1995), obtendo-se, entdo, altas eficiéncias de separacdo (95-100%) e altas concentragdes
celulares (10" células/mL). O alto grau de energia inserido no sistema pode gerar um
aumento da temperatura (+1,3° C/min), representando um problema para as células e
proteinas termolabeis e resultando em gradientes de temperatura que tornam o sistema
heterogéneo e altera a sua eficiéncia de separacdo (PUI et al., 1995). Isto pode ser
resolvido com modificagbes no projeto, agregando-se uma segunda cdmara, que é
utilizada para resfriar a camara de separacdo (DOBLHOFF-DIER et al., 1994).
Utilizando parametros operacionais dentro dos compativeis com as linhagens celulares
empregadas, foi possivel observar-se que a viabilidade da cultura e a produtividade séo
mantidas inalteradas durante longos periodos de exposicdo aos efeitos do separador
(DOBLHOFF-DIER et al., 1994; PUI et al., 1995). O separador ultrassdnico retém,

ainda, de forma seletiva, as células viaveis (GAIDA et al., 1996). O principal problema
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destes equipamentos, no entanto, se encontra na sua capacidade de operar em
biorreatores de grande porte, uma vez que ja foi observado que altas taxas de perfuséo
em biorreatores de escala piloto diminuem significativamente a sua eficiéncia de
separacao (RYLL et al., 2000; SHYRGAONKAR et al., 2004). Foi observado, também,
que altas concentracdes celulares tendem a diminuir a sua eficiéncia de separacdo,
sendo necessario realizar alguns procedimentos operacionais como a inversdo do fluxo
dentro do separador, retornando a suspensdo para dentro do biorreator
(SHYRGAONKAR et al., 2004).

2.3.1. Hidrociclones

Hidrociclones sdo dispositivos normalmente utilizados na separacdo soélido-
liquido, sélido-solido, liquido-liquido e gas-liquido. A sua simplicidade confere
facilidade de operacdo e de previsdo de performance (Figura 11). Este dispositivo
consiste de uma se¢do conica acoplada a uma porcédo cilindrica, a qual possui entrada
tangencial em sua lateral. Esta secdo cilindrica é fechada na sua parte superior por uma
placa com um duto central axial para o escoamento da corrente de overflow. A
extremidade da porgdo conica inferior termina em um orificio de saida da corrente de
underflow. Hidrociclones utilizam o mesmo principio das centrifugas (sedimentacdo em
um campo centrifugo), porém sem partes moveis e sem complexidade mecanica. A
alimentacdo do fluido é realizada pela entrada ou entradas tangenciais na parte
cilindrica, adquirindo um movimento espiralado em direcdo ao orificio do underflow,
criando um campo centrifugo que resulta na sedimentacdo das particulas em direcdo a
parede (Figura 11). O didmetro reduzido do orificio do underflow ndo permite que toda
a suspensdo seja descarregada, eliminando somente uma parte do fluido contendo as
particulas mais densas ou maiores. A outra parte retorna em sentido contrario em um
vortice interno mais intenso, que é descarregado pelo orificio do overflow, carregando
as particulas mais leves ou menores. Com o auxilio da fluidodindmica computacional,
tornou-se possivel compreender e prever o comportamento do seu escoamento
turbulento em vortice e, consequentemente, de seu desempenho (MEDRONHO et al.,
2005). A sua aplicagdo na biotecnologia é recente (LUBBERSTEDT et al, 2000a e
2000b) e somente nos ultimos anos este dispositivo vem sendo estudado como uma

alternativa promissora na separacao de células animais.
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Figura 11- Vista em perspectiva de um hidrociclone e seu padrao de fluxo interno (CASTILHO e
MEDRONHO, 2002).

Estudos utilizando trés tipos diferentes de hidrociclones comerciais mostraram
resultados que motivam o emprego de tal dispositivo na separacdo de células animais
(LUBBERSTEDT et al, 2000a,b). Suspensdes de células HeLa foram separadas
utilizando os seguintes hidrociclones: Bradley 7 mm (didmetro da parte cilindrica),
Mozley 10 mm e Dorr-Oliver 10 mm. Os melhores resultados foram obtidos com o
hidrociclone Dorr-Oliver, com o qual se obteve uma eficiéncia de separacdo de 81%,
quando operando a uma queda de pressdo de 3 bar e uma vazdo de 2,8 L/min. A
operacdo com dois hidrociclones Dorr-Oliver conectados em série (o overflow do
primeiro alimentando o segundo hidrociclone), a 2 bar de queda de pressdo, permitiu
obter-se uma eficiéncia global de separacdo de 94% (LUBBERSTEDT et al., 2000b).
Os dados experimentais obtidos com os hidrociclones comerciais corroboraram com
dados de fluidodindmica computacional, segundo os quais altos niveis de eficiéncia para
células de mamiferos foram obtidos com hidrociclones de diametros pequenos (10 mm)
(MEDRONHO et al., 2005).

A influéncia da queda de presso na viabilidade de células HeLa no underflow e
overflow foi analisada para os mesmos trés tipos de hidrociclones comerciais
(LUBBERSTEDT et al., 2000a). Foi possivel observar que a viabilidade das células
obtidas do underflow dos trés hidrociclones ndo diminuiu, enquanto que no overflow, s6

foi observada queda na viabilidade em pressbes acima de 3 bar. Apesar dos
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relativamente altos niveis de tensdo cisalhante gerados dentro do hidrociclone, as
células foram capazes de resistir até este limite de queda de pressdo. Isto acontece,
provavelmente, devido ao baixo tempo de residéncia das células no interior dos
hidrociclones, que varia na faixa de 0,03-0,1 segundo. Como o dano celular depende
tanto da intensidade das forcas quanto do tempo de exposicdo (YIM e AYAZI-
SHAMLOU, 2000; BORN et al., 1992, CASTILHO e ANSPACH, 2003), o curto
tempo de residéncia pode explicar como as células resistem a altas tensdes cisalhantes.

Devido a sua enorme simplicidade, os hidrociclones sdo equipamentos altamente
apropriados na operacgdo de biorreatores em perfusdo durante longos periodos de tempo.
Eles ndo apresentam partes moveis, sendo altamente apropriados para 0 uso em
procedimentos estéreis, como o0s requeridos na industria biotecnoldgica. Além do mais,
para tal aplicacdo, eles ndo necessitam de manutencdo, o que evita riscos adicionais e
permite a operagdo continua de biorreatores em perfusdo por VAarios meses.
Hidrociclones dimensionados para esta finalidade podem aumentar ainda mais a
eficiéncia de separacdo, assim como, reduzir a perda de viabilidade celular. JOCKWER
e colaboradores (2001) desenvolveram hidrociclones especialmente projetados para
garantir uma alta eficiéncia de retencdo quando utilizados em processos de cultivo de
células animais (Figura 12). Foram utilizadas varia¢fes quanto ao diametro dos orificios
dos dutos de overflow (0,10, 0,15 e 0,20 cm) e underflow (0,20, 0,25 e 0,30 cm),
resultando em 9 tipos diferentes de configuracfes de hidrociclones. Com excecdo de
uma configuracdo, todas as outras apresentaram altas eficiéncias de separacdo,
alcancando até 99,1%, quando operados com uma queda de pressdo de 1,0 bar. Este
dispositivo foi utilizado com sucesso na operagdo de um biorreator de 5L durante 23
dias, mantendo a viabilidade celular acima de 90%. Devido as suas altas vaz0es, 0
hidrociclone HC2520 (0,25 cm de underflow e 0,20 cm de overflow) foi operado de
forma intermitente.

Nos ultimos estudos realizados com estes hidrociclones (ELSAYED et al.,
2006), culturas de células BHK e Hela em baixas concentragdes foram utilizadas para
medir a eficiéncia de separacdo e queda de viabilidade durante um periodo de operacéo
de 3 minutos. Os testes utilizaram quedas de pressdo que variaram de 0,4 a 1,3 bar,
correspondendo a volumes de cultura testados de 2,7 a 4,8L, respectivamente. As
eficiéncias de separacdo observadas permaneceram na faixa de 77 a 97% e a viabilidade
celular ndo foi alterada, com excecdo da corrente proveniente do overflow. Sendo esta

uma corrente usada para a coleta de produto, onde as células sdo descartadas, a
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aplicacdo do hidrociclone néo influenciaria negativamente na viabilidade do biorreator.
Sugeriu-se neste trabalho, que somente células que passaram do vortice primério para o
secundario em sentido contrario, seriam danificadas. Para comprovar esta hipdtese, o0s
autores fecharam a saida do overflow, evitando a formacdo do vortice secundario, de
modo a manter as suspensdes de células sujeitas somente as forcas centrifugas
responsaveis pela separacdo. Durante 3 horas de experimento, ndo foi observada
influéncia significativa sobre a viabilidade das duas linhagens testadas. Devido aos
resultados promissores obtidos com estes hidrociclones, os mesmos foram investigados

na presente tese para a separacgdo de células CHO.

Figura 12- Foto do hidrociclone especialmente projetado para a separacao de células animais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral desta tese foi investigar o emprego de hidrociclones
especialmente projetados para a separagdo de células animais, tanto em testes em
batelada quanto em sistemas de cultivo em perfusdo, assim como determinar a sua
influéncia sobre a viabilidade da cultura e avaliar uma possivel indugdo de mecanismos

de morte celular.

3.2. Objetivos especificos

A primeira parte do presente trabalho consistiu na definicdo das condicOes
operacionais ideais para a maximizacdo da eficiéncia de separacdo das diferentes
configuracdes de hidrociclones. Diferentes variaveis (queda de pressdo, diametro do
orificio do overflow, diametro do orificio do underflow) foram investigadas
empregando, como ferramenta o planejamento estatistico de experimentos. Modelos
matematicos foram desenvolvidos com o objetivo de prever o desempenho destes

hidrociclones (eficiéncia de separacdo, vazao de alimentagéo e raz&o de fluido).

Utilizando as condicdes ideais de operacdo e a configuracdo de hidrociclone que
satisfaz as necessidades de separacdo, foram analisados os fatores e variaveis que
influenciam na viabilidade da cultura. Nesta etapa, foram realizados experimentos em
batelada para investigar a influéncia de uma Unica passagem pelo hidrociclone sobre os
fendmenos de morte celular, utilizando teste especificos para a deteccdo da apoptose e

necrose, determinando 0s possiveis mecanismos envolvidos.

Em uma terceira parte do trabalho, foram realizados cultivos em biorreator
agitado operado em modo continuo, utilizando o hidrociclone como dispositivo de
retencdo celular. As condicGes da cultura (viabilidade, células apoptoéticas, células
necroticas, distribuicdo de tamanho, produto de interesse, metabodlitos e fontes de
energia) foram analisadas para se avaliar a influéncia, a longo prazo, da exposicéo

intermitente as condic¢des hidrodindmicas no interior do hidrociclone.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Meios de cultura e solugdes

4.1.1. Meio de cultivo suplementado com 5% v/v de soro

Meio MEM (Cultilab, Campinas), contendo 4,5g/L de glicose e suplementado
com NaHCO; (2,29/L), foi preparado com agua purificada por sistema de osmose
reversa. Apés o preparo, o meio foi esterilizado por meio de filtragdo, com presséo
positiva, em membrana com tamanho de poro de 0,22 um. Apds um periodo de teste de
esterilidade de 24 horas a uma temperatura de 37°C, o meio foi armazenado em
refrigerador a 4°C. No momento do uso, 0 meio foi suplementado com a quantidade

necessaria de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas).

4.1.2. Meio de cultivo suplementado com 0,2 e 1% v/v de soro

O meio utilizado em culturas adaptadas a baixa concentracdo de SFB consiste
em uma mistura 1:1 dos meios DMEM (Cultilab, Campinas) e Ham’s F12 (Cultilab,
Campinas), contendo 4,5 g/L de glicose. A metodologia de preparo foi a mesma descrita
acima, adicionando-se ao meio DMEM 3,7 g/L de NaHCOs, € a0 meio Ham’s F12, 1,2

g/L. O pH foi ajustado para valores em torno de 7,2 e 7,4 com HCI 5M.

4.1.3 Solucdo de tripsina-EDTA

Foi utilizada uma solucdo balanceada com tripsina (2,5 g/L) sem ions célcio e
magnésio e com um agente quelante (EDTA). Esta solugcdo, obtida da Cultilab
(Campinas, SP), age permitindo o desprendimento de células aderentes de frascos de
cultivo, desagrega células entre si através de sua acdo proteolitica sobre proteinas

intercelulares e, ainda, altera a estabilidade das membranas ao quelar o ion calcio.

4.1.4. Meio de congelamento

O meio de congelamento consiste de uma mistura contendo 80% v/v de soro
fetal bovino, 12,5 % v/v de meio DMEM e 7,5% de dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma).
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O meio de congelamento foi armazenado em refrigerador a 4° C e utilizado nesta

mesma temperatura.

4.1.5. Solucdo de cristal violeta para coloracdo de nucleos

A solucdo é constituida de &cido citrico (Sigma) 2,1% m/v, triton X-100 (Vetec,
Brasil) 0,1% v/v e cristal violeta (Sigma) 0,05 m/v, em &gua destilada. Apds a
dissolucdo de todos os componentes, a solucdo foi filtrada em membrana de 0,22 um

para a remocao de possiveis precipitados (SANFORD et al., 1950).

4.1.6. Solucéo de azul de trypan para coloracdo de células

A solucdo é constituida de azul de trypan (Sigma) 0,5% m/v em solucéo salina
0,9% m/v tamponada com tampdo fosfato 0,1M (PBS — Phosphate Buffered Saline), pH
7,1 - 7,3. Apos a dissolugdo do azul de trypan, a solugdo foi filtrada em membrana de

0,22 um para a remocdo de possiveis precipitados (KUCHLER, 2000).

4.2. Linhagem celular

A linhagem CHO.K1 (AC 110)(PUCK et al., 1958) utilizada neste trabalho foi
obtida da DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikoorganismen und Zellkulturen — Colegéo
Alemad de Microorganismos e Culturas Celulares), localizada em Braunschweig,
Alemanha. A Linhagem recombinante expressando o GM-CSF humano (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) foi gentilmente cedida pelo Laboratério de
Cultivos Celulares da Universidad Nacional del Litoral (Santa Fé, Argentina). A
linhagem recombinante expressando EPO humana (eritropoetina) pertence ao centro de

Inmunologia Molecular (Havana, Cuba).

4.2.1. Criopreservacdo

As células CHO.K1 aderentes foram tripsinizadas quando atingiram a
confluéncia em frascos T, centrifugadas (250g, 5 minutos) e entdo ressuspendidas no
meio de congelamento na concentragdo de 2-4x10° células por mL. As células CHO.K1

adaptadas ao crescimento em suspensdo foram centrifugadas e ressuspendidas em meio
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de congelamento na concentracdo de 2-4x10" células/mL. As células foram distribuidas
em criotubos com capacidade de 1,8 mL (Corning), com volume de trabalho de 1mL.
Os criotubos foram mantidos a —80° C por 24 horas em recipiente contendo isolamento
de isopropanol (NALGENE®, Cryo 1°C Freezing Container), para se obter uma
velocidade de resfriamento de -1°C/minuto, seguindo imediatamente para estocagem em
nitrogénio liquido na fase liquida (-196°C). Como teste de esterilidade e de viabilidade

celular, um dos criotubos foi descongelado ap6s uma semana do procedimento.

4.2.2. Descongelamento

Apbs a retirada do criotubo do nitrogénio liquido, as células foram rapidamente
levadas ao banho termostatico (37°C) e rapidamente descongeladas (2 minutos). O
conteudo foi ressuspenso em 20 mL de meio de cultivo em tubo para centrifuga de 50
mL (Corning) e centrifugado (2509, 5 minutos). Apds a retirada do sobrenadante, foi
realizada outra lavagem com 20 mL de meio de cultivo e centrifugado novamente. O
precipitado foi, entdo, ressuspenso no meio de cultivo de manutencdo suplementado
com a quantidade de SFB para a qual a linhagem celular esta adaptada. Células
aderentes foram ressuspensas em 5 mL de meio de cultivo e inoculadas em frascos T de
25cm?, enquanto células em suspensdo foram inoculadas em frascos do tipo spinner

(Techne) com 50mL de volume de meio de cultivo.

4.3. Métodos analiticos

4.3.1. Determinacdo da concentracdo celular

A quantificacdo celular em culturas em suspensao foi realizada pela técnica de
contagem de nucleos corados com cristal violeta (SANFORD et al., 1950). Culturas em
suspensdo tendem a formar grumos e, consequientemente, técnicas de contagem direta
das células ndo sdo precisas neste tipo de sistema. Neste procedimento, os nucleos
celulares sdo corados individualmente ap6s o rompimento dos grumos e das células por
chogue osmotico e agdo de detergente. Uma aliquota de 1 mL de suspensdo celular
recém-coletada foi centrifugada (250 g por 3 minutos), ressuspensa em 0,5 mL de
solucdo de cristal violeta e agitada vigorosamente em agitador tipo vortex (MS2 Mini
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Shaker, IKA). A contagem dos nucleos corados foi realizada em camara de Neubauer ao

microscépio optico.

4.3.2. Determinacdo de células ndo viaveis por exclusdo de azul de trypan

A concentracdo de células ndo viéveis foi analisada pelo método de exclusdo do
corante vital azul de trypan 0,5% v/v (KUCHLER, 2000). A técnica se baseia na
incorporacdo do corante nas células mortas, devido ao comprometimento da integridade
da membrana plasmatica, tornando-as azuis. O procedimento consiste em adicionar
40uL da solugdo de azul de trypan a um volume de 160uL de suspensdo de células
recem-coletadas. A contagem foi realizada em camara de Neubauer. Subtraindo-se a
concentracdo de células ndo viadveis da concentracao de nucleos (células totais), obteve-
se a concentracdo de células viaveis. Os dados de viabilidade celular apresentados ao

longo deste trabalho se referem a proporcéo entre células viaveis e células totais.

4.3.3. Dosagem da enzima lactato desidrogenase no sobrenadante da cultura

A atividade da enzima intracelular lactato desidrogenase (LDH) foi medida em
sobrenadante isento de células apds centrifugacdo (250 g, 5 minutos). A LDH foi
dosada em triplicata em espectrofotbmetro a 340 nm, a temperatura ambiente, em
funcdo de sua capacidade de catalisar a oxidacdo do NADH (RACHER et al., 1989;
DOYLE e GRIFFITHS, 1998). A reacdo foi iniciada com a adicdo de 1 mL de
sobrenadante de cultura a uma mistura de 400 pL de piruvato 2,4 mM em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 7,2) e 25 uL de NADH 6 mM em tampdo fosfato 0,1M (pH 7,2).
Apos o inicio da reacdo, a queda de absorbancia foi acompanhada durante 1 minuto para
determinar o consumo de NADH em condi¢des de velocidade inicial de reacdo,
possibilitando o célculo da atividade da enzima LDH. Uma unidade (U) de atividade é
definida como a quantidade de enzima que catalisa o0 consumo de 1 pmol de NADH por

minuto, nas condi¢fes do ensaio.

LDH
Piruvato + NADH + H* — Lactato+ NAD"
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4.3.4. Determinacdo da morte por apoptose e necrose

Uma suspensdo de células foi misturada a corantes fluorescentes (laranja de
acridina e brometo de etidio) que se ligam ao DNA e examinada ao microscopio de epi-
fluorescéncia (marca Nikon, modelo TS-100F com dispositivo T1-FM EPI-FL) para
visualizagdo e quantificacdo de células normais, apoptdticas e necroticas, de acordo com
aberragdes visiveis da cromatina (MERCILLE e MASSIE, 1994a). Um volume de 4 pL
de uma solucdo contendo 100 ug/mL de laranja de acridina (LA) (Fluka) e 100 ug/mL
de brometo de etidio (Fluka) em PBS (pH 7,2) foi adicionada a 100 uL de suspenséao
celular (5x10° — 5x10° células/mL). Esta mistura foi examinada com objetiva de 40x
utilizando epi-iluminacéo e combinacéo de filtros para fluoresceina. Por esta técnica, foi
possivel identificar cinco diferentes estagios fisiologicos da célula: células viaveis ndo
apoptoticas (VNA), viaveis apoptdticas (VA), ndo-viaveis apoptéticas (NVA),
necroticas (NEC) e livres de cromatina (LC).

4.3.5. Determinacdo da distribuicdo de tamanho das células CHO.K1

A determinacdo da distribuicdo de tamanho das células CHO.K1 foi realizada
em equipamento Malvern Mastersizer Micro “Plus”, MAF 5001. Uma amostra de
500mL de suspensdo celular em meio DMEM-Ham’s F12, suplementado com 1 % de

SFB, foi analisada.

4.3.6. Determinacdo da concentracdo de glicose e lactato

A analise da concentracdo de glicose e lactato presente no sobrenadante do meio
de cultivo foi realizada utilizando-se o analisador enzimatico YSI-2700 (Yellow Springs
Instruments, EUA), com membrana prépria para a deteccdo de glicose e lactato,

respectivamente.

4.3.7. Citometria de fluxo

Durante o processo de apoptose, ocorre a fragmentacdo do DNA em fragmentos

de baixa massa molar. Apds um tratamento de permeabilizacdo das células, esses
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fragmentos séo liberados e o conteddo de DNA das células apoptéticas é reduzido.
Utilizando marcadores fluorescentes de &cidos nucléicos, como o iodeto de propidio, as
células apoptéticas apresentam uma intensidade menor do que células normais ao serem
excitadas. Na citometria de fluxo, essa populacdo pode ser prontamente identificada e
quantificada.

As amostras coletadas para a analise do ciclo celular foram centrifugadas (300 g,
5 minutos) e, em seguida, lavadas em PBS e ressuspensas em solucdo de
metanol/acetona na propor¢cdo 4:1. As amostras foram armazenadas a 4° C até o
momento do processamento para a analise. Apds nova centrifugacdo a 300 g por 5
minutos, as células foram lavadas em PBS e ressuspensas em 25 ulL de solucdo de
RNase a 100 ug/mL e, posteriormente, em 250 pL de solugdo de iodeto de propidio a
100 pg/mL, incubando-se por 20 minutos a 37° C. A analise do conteido de DNA
marcado com iodeto de propidio foi realizada utilizando um FACScan flow cytometer
(Beckton Dickinson, EUA). Imediatamente apds a marcacédo a analise foi efetuada com
um feixe de laser de argbnio a 488nm. A fluorescéncia do iodeto de propidio foi
detectada com filtro na faixa de 620-700 nm. Foram coletados cerca de 10000 eventos
por amostra. Os dados adquiridos foram analisados no programa FlowJo 7.2.1 (Tree
Stars, Inc.EUA) (DALM et al., 2004).

4.3.8. ELISA competitivo para dosagem de GM-CSF

O ELISA competitivo consiste em um imuno-ensaio especifico para a
quantificacdo de GM-CSF presente no meio de cultura. A quantificacdo foi realizada
mediante a comparagdo das amostras com uma concentracdo conhecida de GM-CSF
padrdo (FOGOLIN et al., 2002). Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com a
proteina padrdo de GM-CSF humano recombinante (Leucocitim - Molgramostim). A
sensibilizacdo consistiu em adicionar 100 pL por poc¢o de solugdo de rhGM-CSF padréo
diluido em tampdo de sensibilizacdo carbonato/bicarbonato 50mM (pH 9,6), a
concentracdo de 0,165 ug/mL (16,5 ng/pog¢o). Incubou-se por 1 hora a 37°C e,
posteriormente, durante a noite a 4° C. Em seguida, lavou-se por 6 vezes consecutivas
em PBS+TWEEN 20 0,05% (6X) e realizou-se o bloqueio dos sitios de ligacao
inespecifica com 200 uL de PBS + SFB 5% V/V por poco, por 1 hora a 37°C. As
amostras e padrdo foram analisadas em diluigéo seriada de 1:2. A faixa de concentracdo
do padrdo foi de 100ng/mL até 0,78ng/mL. A competicdo foi realizada incubando as
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placas sensibilizadas com 100 uL de amostra e, em seguida, com o anticorpo primario
(M7E10 anti-GM-CSF, ascite gentilmente cedido pelo Laboratério de Cultivos
Celulares da Universidad Nacional del Litoral, Santa Fé, Argentina) diluido 1:100.000
em PBS + SFB 5% V/V. As placas foram incubadas por 2 horas a 37° C. Apos lavagem,
100 uL da solucdo de anticorpo secundario conjugado com peroxidase (HRP -
Horseradish Peroxidase) diluido 1:1.000 foi adicionado a cada po¢o. ApGs incubacéo a
37° C por 1 hora, as placas foram lavadas e o substrato da reacdo adicionado, 100 pL
por poco da solucdo de o-fenilenodiamina (OPD) 0,5ng/mL e H,O, em tampéo
fosfato/citrato 50 mM, pH 5,3. A reacdo foi interrompida adicionando-se 50uL/poco de
acido sulfurico 2N. A leitura de absorbancia foi realizada a 492nm em leitor de micro

placas (PowerWave XS, Biotek Instruments Inc., EUA).

4.4. Crescimento celular

4.4.1. Propagacdo em monocamada

As células CHO.K1 foram propagadas em frascos T de 25, 75 e 150 cm?® em
meio MEM suplementado com 5% v/v de SFB, incubadas em estufa (Thermoforma)
climatizada a 37° C e com atmosfera umedecida contendo 5% v/v de CO,. Apds 0
estabelecimento de uma monocamada confluente, o sobrenadante da cultura foi aspirado
e a monocamada lavada com meio sem SFB (0,1 mL/cm?). Apés a retirada do meio de
lavagem, acrescentou-se a solugdo de tripsina (0,05 mL/cm?), e retirou-se 0 excesso
logo em seguida. O frasco foi mantido em estufa a 37°C, onde permanece até que as
células se desprendam (3 a 5 minutos). Apos a verificacdo em microscépio invertido
(Nikon, modelo TS-100F), as células foram ressuspensas em meio contendo SFB para
neutralizar a acdo da tripsina, centrifugadas (250 g por 5 minutos) e o sobrenadante
descartado. Apds ressuspender o sedimentado em meio de cultivo, procedeu-se a
quantificacdo celular e distribuicdo em novos frascos na concentracdo de inéculo de 1-3

x 10* células/cm?.

51



4.4.2. Propagacdo em suspensao

As células adaptadas a suspensdo foram mantidas em frascos do tipo spinner
(Techne, EUA) de 125, 250 e 500 mL de volume médio, sob agitacdo de 40 rpm,
incubados em estufa a 37°C com atmosfera Umida contendo 5% v/v de CO, . As
culturas em suspensdo foram iniciadas, inoculando-se 1 x 10° células/mL no volume de
trabalho do spinner. A concentracdo e viabilidade celular foram acompanhadas
diariamente pelos métodos de coloracdo de ndcleos e exclusdo do azul de trypan,
respectivamente. Quando a concentracio celular alcancava 1-2 x 10° células/mL (inicio
da fase estacionaria), as culturas eram repicadas, retirando-se o volume necessario de
cultura. Procedia-se a centrifugacdo e o sedimentado era ressuspenso na quantidade
necessaria de meio de cultivo para se iniciar um novo spinner.

O biorreator BioFlo 110 (New Brunswick Scientific Co. EUA) foi operado com
um volume de 1000 mL de meio, com agitacdo de 50 rpm. Os cultivos em biorreator
foram iniciados com uma concentragdo celular de, no minimo, 2 x 10° células/mL. O
sistema foi equipado com eletrodos para determinacdo de oxigénio dissolvido e pH.
Estas variaveis foram controladas em 50% da saturacdo do ar e 7,2, respectivamente,
através da injecdo de uma mistura contendo nitrogénio, oxigénio, gas carbonico e ar em
proporcOes variaveis. A temperatura foi controlada em 37°C. Foi realizada a oxigenagao
livre de bolhas utilizando cerca de 4 metros de tubo de silicone (Diametro interno: 1,0
mm; Diametro externo: 1,4 mm) por litro de meio de cultivo.

O biorreator de 300L (Centro de Inmunologia Molecular, Havana, Cuba) foi
operado com um volume inicial de 300 L de meio. Foi utilizado meio livre de SFB
(PFHM 11, Gibco) na manutencdo da cultura da linhagem recombinante de CHO
expressando o biofarmaco eritropoetina (EPO). O pH e niveis de oxigénio foram
controlados como descrito anteriormente. A oxigenagdo foi realizada por
borbulhamento. Os cultivos em biorreator foram iniciados com uma concentragcdo

celular de 2 x 10° células/mL. A temperatura foi controlada em 37°C.

4.5. Adaptacéao ao cultivo em suspenséo

A adaptacdo de células CHO.K1 ao cultivo em suspensdo seguiu o protocolo
apresentado por SINACORE et al., (2000). Uma alta concentracdo de células recém-

tripsinizadas, cultivadas em frascos T, foi empregada como inéculo inicial (5 x 10°

52



células/mL) em meio MEM suplementado com 5% v/v de SFB. As células foram
mantidas em suspensdo pela agitacdo de um péndulo magnético no interior do spinner
com velocidade de rotacdo de 40 rpm. A quantificacdo da concentracdo e viabilidade
celular da cultura foi realizada diariamente. A cultura foi repicada em um periodo de 4-
5 dias ap6s a inoculag&o ou quando a concentracdo celular atingisse 1 x 10° células/mL,
podendo-se separar 0s grumos celulares maiores por decantagéo, descartando-os a cada
passagem.

As linhagens recombinantes, produtoras de GM-CSF e EPO usadas neste

trabalho ja se encontravam adaptadas ao cultivo em suspenséo.

4.6. Adaptacao ao meio com 1% de soro

A adaptacdo de células CHO.K1 ao meio DMEM+Ham’s F12 suplementado
com 1% v/v de SFB foi realizado gradualmente como recomendado pela empresa
Invitrogen™. A adaptacdo seqiiencial consiste em misturar o0 meio MEM com 5% de
SFB e a mistura DMEM+Ham’s F12 com 1% de SFB em diferentes proporcgoes,
reduzindo a concentracdo final de SFB a cada passagem, como pode ser visualizado
abaixo:

Passagem 1: 75% MEM (5%) : 25% mistura (1%) 4,0% SFB
Passagem 2: 50% MEM (5%) : 50% mistura (1%) 3,0% SFB
Passagem 3: 25% MEM (5%) : 75% mistura (1%) 2,0% SFB
Passagens 4-6: 10% MEM (5%) : 90% mistura (1%) 1,4% SFB
Passagem 7: 100% mistura (1%) 1,0% SFB

As linhagens recombinantes utilizadas neste trabalho ja se encontravam

adaptadas a niveis baixos ou nulos de SFB.

4.7. Procedimentos experimentais com hidrociclones

Os hidrociclones utilizados neste trabalho foram especialmente desenvolvidos
para gerar altas eficiéncias de retencdo celular (JOCKWER et al., 2001). Estes
equipamentos possuem dupla entrada tangencial e a possibilidade de escolha de dois
didametros do orificio de saida da corrente concentrada (underflow) (D, de 0,20 cm e

0,30 cm) e trés diametros do orificio de saida da corrente diluida (overflow) (D, de 0,10
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cm, 0,15 cm e 0,20 cm). Através da combinacdo dos didmetros dos dois orificios, seis
diferentes geometrias de hidrociclones foram testadas neste trabalho, sendo
denominadas de acordo com os seus didmetros de overflow e underflow. A
nomenclatura consiste de 4 algarismos, sendo os dois primeiros relacionados ao
didametro do underflow e os dois Gltimos ao overflow (por exemplo, 0 HC 2010 possui

0,20 cm de didmetro do underflow e 0,10 cm de didmetro do overflow).

4.7.1. Testes em batelada

4.7.1.1. Estudo das variaveis seguindo planejamento experimental

Utilizando métodos estatisticos de planejamento experimental, é possivel
especificar condi¢des experimentais de forma a maximizar a quantidade de informacéo
que pode ser obtida com o minimo de experimentos. A importancia das variaveis (Do,
D, e queda de pressdo) e efeitos das interagfes foram investigados utilizando um
planejamento fatorial fracionado a 2 niveis. A matriz de experimentos planejados com
trés variaveis é apresentada na Tabela 4. Além dos 4 experimentos fatoriais, foram
adicionadas 4 corridas extras, relativas as duplicatas dos pontos centrais das variaveis

D, e pressdo, para avaliar o erro experimental.

Tabela 4- Matriz de experimentos. As varidveis testadas sdo o diametro do underflow (D,), o didametro do
overflow (D,) e a queda de pressdo (AP), as quais sdo mostradas abaixo em seus valores absolutos e

normailizados 505 guais estdo entre Earéntesesz.

Experimentos Dy Do AP
1 0,20 cm (-1) 0,10 cm (-1) 1 bar (-1)
2 0,20 cm (-1) 0,20 cm (+1) 3 bar (+1)
3 0,30 cm (+1) 0,10 cm (-1) 1 bar (-1)
4 0,30 cm (+1) 0,20 cm (+1) 3 bar (+1)
5e6 0,30 cm (+1) 0,15cm (0) 2 bar (0)
7e8 0,20 cm (-1) 0,15cm (0) 2 bar (0)

Os testes de separacdo das células foram conduzidos utilizando um tanque de
aco inox, onde a suspensdo de células previamente cultivadas em frascos do tipo spinner
a 1% v/v de soro fetal bovino (SFB) foi diluida diretamente em PBS. A suspensédo de
células resultante apresentava uma concentragdo de 6-7x10* células/mL. A alimentacio

dos hidrociclones foi efetuada através da pressurizagdo do tanque com ar comprimido
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(Figura 13). Durante os experimentos, a suspensdo celular foi homogeneizada. As
vazdes das correntes de saida foram determinadas realizando a coleta cronometrada em
bécheres. As vazdes foram calculadas, levando em consideracdo a massa da amostra,

sua densidade (1,008 g/cm®) e o tempo de coleta.

o L@

Ar Comprimido

4
Overflow

Underflow

I~

Figura 13- Esquema do sistema experimental mostrando os mandmetros (1), 0 tanque com a suspensdo
de células (2), a valvula de esfera (3) e o hidrociclone (4).

Amostras de 50 mL foram coletadas das correntes do overflow e underflow para
as analises de concentracdo, viabilidade celular e dosagem da enzima lactato
desidrogenase (LDH). Ap0s a coleta, as amostras de 50 mL foram centrifugadas (2509
por 5 minutos) e, em seguida, o sedimentado foi ressuspenso em 5 mL de meio de
cultivo, para a quantificagdo de concentragdo e viabilidade celular, e o sobrenadante
armazenado em refrigerador (4° C) para a dosagem de LDH.

A eficiéncia de separacdo (E) foi obtida como a fracdo de células (em nimero)
recuperada no underflow (Equagéo 1).

E= )
onde Qu, Xy, Q e X séo as vazOes e concentracdes do underflow e da alimentacéo,
respectivamente.

Os dados obtidos foram analisados no pacote STATISTICA (versao 6.0), com a
finalidade de obterem-se modelos matematicos para a vazdo, a eficiéncia de separagéo e
a razdo de fluido (R¢), a qual, em sistemas diluidos, pode ser descrita pela Equacéo 2.

Ry =—" (2)
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A modelagem realizada no pacote STATISTICA (6.0) utilizou o recurso de

estimacao nao-linear de pardmetros com a fungéo objetivo de minimos quadrados.

4.7.1.2. Teste da eficiéncia de separacao

Com o intuito de avaliar a eficiéncia de separacdo das diferentes configuractes
de hidrociclones em um sistema similar ao encontrado em cultivos em biorreatores,
testes foram realizados a uma queda de pressdo de 1 bar, utilizando bombas
peristalticas. As configuracBes testadas foram 2010, 3020, 2015 e 2515. Uma
configuracdo (2010) foi testada com dois tipos diferentes de bomba peristélticas: uma de
baixa pulsacdo com cabecote duplo (Watson Marlow, modelo 520U com cabeca 505L)
e outra com cabecote simples (Watson Marlow, modelo 701). Uma suspensdo de células
em meio de cultura, oriunda de um frasco spinner e inicialmente com viabilidade
superior a 97%, foi bombeada (uma passagem) sob condicdes estéreis através do

hidrociclone a uma queda de presséo de 1 bar.

4.7.1.3. Teste da inducdo de mecanismos de morte celular

A avaliacdo de possiveis efeitos da passagem pelo HC sobre a inducdo da
apoptose foi realizado com os hidrociclones de configuracbes 3020 e 2010. Foram
utilizadas as linhagens CHO.K1 e CHO GM-CSF com a finalidade de averiguar
diferencas de susceptibilidade ao cisalhamento entre as duas linhagens. A linhagem
CHO.K1 foi testada com o 3020 e no experimento controle, enquanto a linhagem
recombinante foi testada com as configurages 3020 e 2010. As suspensdes de células
em meio de cultura, oriundas de um frasco spinner e inicialmente com viabilidade
superior a 97%, foi bombeada (uma passagem) sob condicdes estéreis através do HC
com bomba Watson Marlow (modelo 520U com cabega 505L) a uma queda de presséo
de 1 bar. A corrente de underflow foi coletada em spinner estéril e incubada a 37°C por
48 horas para testes de apoptose, LDH, amoénia, lactato e avaliacdo da cinética de
crescimento. O experimento controle foi realizado na auséncia do hidrociclone,
passando a suspensdo celular somente pela bomba e pelas mangueiras que levam ao

spinner.
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4.7.2. Testes em perfusdo

O biorreator de 1L (New Brunswick, modelo BioFlo 110) foi operado em modo
de batelada até alcancar a concentragdo celular de 1-2 x 10° células/mL e uma
concentracdo de glicose inferior a 1g/L, quando se iniciou o cultivo continuo com
retencdo celular (perfusédo). A operagdo do hidrociclone foi intermitente e ocorreu
sempre que a concentracao de glicose atingiu niveis inferiores a 1g/L. Amostras foram
coletadas diariamente, antes e ap0s cada operacdo do dispositivo de separagdo, para a
realizacdo dos testes de quantificacdo e viabilidade celular, apoptose, LDH, GM-CSF,
glicose e lactato.

No caso do biorreator de 300L, inicialmente este foi operado em perfusdo com
um dispositivo de filtro de malha rotativa (“spin-filter”) durante 23 dias, quando ocorreu
0 entupimento completo da malha e se iniciou um regime continuo sem reciclo celular
por mais 6 dias. Apés este periodo, o hidrociclone (2517, Dy: 2,5mm e D,: 1,7mm) foi
conectado a linha de coleta e operado de forma intermitente para o ajuste da taxa de
perfusdo requerida. Amostras foram coletadas diariamente, antes de cada operacdo do
dispositivo de separacdo, para a realizacdo dos testes de quantificacdo e viabilidade
celular, apoptose, quantificacdo de EPO e glicose.

Devido a alta vazéo da corrente de overflow dos hidrociclones testados, nos dois
biorreatores, a operacdo do hidrociclone foi realizada de forma intermitente para

satisfazer a taxas de perfusdo necessarias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Adaptacéo ao cultivo em suspensdo e em baixos niveis de soro

As células CHO.K1, obtidas da DSMZ (Colecdo Alem& de Microorganismos e
Cultura Celular), crescem normalmente aderidas a uma superificie. Esta caracteristica
remete & sua natureza tecidual, uma vez que a selecéo do clone que originou a linhagem
atual foi realizada a partir do tecido do ovario de um hamster chinés desmembrado com
proteases (PUCK et al., 1958). Os processos de adaptacdo de linhagens normalmente
aderentes sdo descritos em diversas publicagcbes (WU et al., 1990; HALDANKAR et
al., 1999; SINACORE et al., 2000). A adaptagdo de linhagens celulares pode ser um
processo longo, comecando pela selecdo de células provenientes de uma monocamada
celular que sobrevivem em suspensdo. Agitacdo branda é aplicada a esta cultura a fim
de ndo permitir a sedimentacdo das células. A literatura mostra que algumas linhagens
celulares sdo facilmente adaptadas ao cultivo em suspensdo e a meios livre de SFB,
como € o caso da BHK-21 e da CHO.K1 (HALDANKAR et al., 1999, TOKASHIKI e
YOKOYAMA, 1997). A linhagem CHO.K1, quando adaptada, consegue atingir
concentraces de 1-2x10° células/mL em frascos tipo spinner, com um periodo de
duplicacdo de aproximadamente 24-30 horas (SINACORE et al., 2000; HALDANKAR
etal., 1999).

A passagem direta de células CHO.K1 aderentes ao cultivo em suspensao em
meio MEM suplementado com 5% v/v de SFB possibilitou a obten¢do de uma cultura
com taxas de crescimento compativeis as registradas nos trabalhos citados (Figura 14).
A viabilidade celular obtida se manteve acima de 95% durante o periodo de crescimento
(4 dias), ap6s o qual se verificou queda, provavelmente devido a exaustdo de um
nutriente essencial ou acumulo de um metabolito toxico em concentrag@es inibitdrias.
Em vista dos resultados obtidos, concluiu-se que a linhagem estava adaptada ao
crescimento em suspensdo. Durante o processo de adaptacdo foi possivel observar
grumos celulares de tamanhos variados. A medida que passagens progressivas foram
realizadas, o tamanho médio dos grumos foi reduzido, porém a sua presenca persistiu
mesmo apds as células se adaptarem ao crescimento em suspensdo. A formacdo de
grumos é uma medida de auto-protecéo celular que ocorre naturalmente neste processo,
como observado por diferentes autores (HALDANKAR et al., 1999, HU et al, 1997).
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Figura 14- Adaptacéo da linhagem CHO.K1 ao cultivo em suspensdo. A concentracdo celular maxima
(A) é obtida em 4 dias de cultivo com alta viabilidade (B) e consumo esperado de glicose.

O soro fetal bovino é amplamente utilizado como suplemento ao meio de cultivo
de celulas animais, provendo este com fatores de crescimento, horménios e nutrientes
que complementam a composi¢do de meios como 0 MEM (DOYLE e GRIFFITHS,
1998). A iniciativa de remoc¢édo do soro dos processos de producdo de biofarmacos se
justifica por diversos fatores. Agéncias regulatorias estdo progressivamente inibindo o
uso de constituintes de origem animal devido a possibilidade de transmisséo de certos
patdgenos, como o responsavel pela encefalite bovina espongiforme (LUBINIECKI,
1998). O soro também pode significar uma importante fonte de contaminacdo das
culturas com micoplasma, que podem alterar o padrdo de crescimento celular. O alto

custo inerente ao uso do soro e sua grande concentracdo de proteinas também sao
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fatores que desfavorecem o seu uso quando se trata de cultivos em grande escala, uma
vez que aumenta o custo do cultivo e dos processos de purificacdo da proteina
recombinante (HALDANKAR et al., 1999, ZANGHI et al., 1999).

Além das motivacdes acima, diminuir a concentracdo do SFB neste trabalho
mostrou-se importante para evitar a formacdo de espuma durante os testes com o
hidrociclone e operacdo do biorreator. A espuma formada esté relacionada a degradacéo
e desnaturacdo das proteinas séricas. Quando as células estdo em um ambiente como a
superficie de uma bolha que se rompe, as tensdes a que elas estdo sujeitas sao muito
fortes, comprometendo a membrana celular e lisando as células (CHISTI, 2001). A
eliminacdo completa do SFB de uma cultura afeta significativamente a viabilidade
celular, inibindo o crescimento, sendo necessaria a substituicdo dos meios comuns por
meios especialmente formulados para este (DOYLLE e GRIFFITHS, 1998). A mistura
1:1 dos meios classicos DMEM e Ham’s F12 ¢ comumente utilizada na adaptacdo de
culturas a condicdes de baixa concentracdo de soro, e foi utilizada com éxito no
presente trabalho. Ap6s a adaptacdo gradativa a mistura contendo (1% SFB), as culturas
foram capazes de alcancar 2 x 10° células/mL com viabilidades superiores a 90%
durante toda fase exponencial e estacionaria (Figura 15). ZANGHI e colaboradores
(1999) observaram os efeitos da privagdo de SFB em cultivos com células CHO,
constatando que a sua auséncia pode induzir mecanismos de morte celular por apoptose
pela exaustdo de nutrientes como a glicose, devido ao seu consumo acelerado. No
presente trabalho, apesar da reducéo significativa na concentracdo de soro, a cultura em
questdo ndo apresentou aumento no consumo de glicose, passando até mesmo a utilizar
de forma mais eficiente a glicose disponivel (Figuras 14 e 15). Tampouco foram
observadas, ap0s a adaptacdo, queda de viabilidade e morte celular prematura ao final

da fase exponencial e durante a fase estacionaria.
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Figura 15- Adaptacéo da linhagem CHO.K1 ao cultivo em meio DMEM+Ham’s F12 (1:1) suplementado
com 1% v/v SFB. A concentracdo celular maxima (A) é obtida entre 0 4° e 6° dias de cultivo com alta
viabilidade (B).

5.2. Estudo de variaveis geométricas e operacionais na separacgao de células
CHO por Hidrociclones

Com o objetivo de determinar a geometria do hidrociclone e a queda de pressao
mais adequadas para a separacdo de células CHO, foi realizado um planejamento
estatistico de experimentos para avaliar estas variaveis.

SuspensBes de células CHO.K1 mantidas em meio DMEM+Ham’s F12 (1%
SFB) foram alimentadas, a partir de um tanque de aco inox pressurizado, as seis
configuracdes de hidrociclones testadas, resultantes da combinacdo dos diferentes
didmetros de underflow e overflow. Os resultados obtidos para todas as geometrias

testadas sdo mostrados na Tabela 5 e na Figura 16 em termos de vazdo de alimentacao
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(Q), razéo de fluido (Ry), queda de viabilidade no underflow (AV,) e eficiéncia de
separacao (E). No caso do hidrociclone 3010 (D, = 0,3 cm e D, = 0,1 cm), a razdo de
fluido obtida foi de 100%, indicando que esta configuracdo é inadequada para efetuar
qualquer tipo de separacdo. Todas as demais geometrias testadas apresentaram
eficiéncias de separacdo acima de 97%. A queda de viabilidade no underflow se
manteve na faixa de 2,9% a 5,8% para as configuracdes 2010, 3020 e 3015, enquanto as
geometrias 2015 e 2020 resultaram em perdas de viabilidade maiores (9,1% e 14,4%,
respectivamente). Os dados obtidos pelo método de exclusdo do azul de trypan foram
confirmados pela dosagem da atividade da enzima lactato desidrogenase no meio de
cultivo, tendo-se observado niveis coerentes com a viabilidade celular medida ap6s cada
experimento (Figura 16. Em células ndo vidveis, esta enzima intracelular é liberada,
detectando-se sua atividade no meio de cultura (RACHER et al, 1989).

Tabela 5- Separacdo de células CHO.K1 mantidas em meio DMEM+Ham’s F12 (1% SFB). Vazdo de
alimentacéo (Q), razdo de fluido (Ry), atividade de LDH, queda de viabilidade no underflow em relagéo a
alimentacdo (AV,) e eficiéncia de separacdo (E) para os diferentes hidrociclones (HC) as dadas quedas de
pressdo (AP).

Y D, AP Q Ry LDH AV, E
(cm) (cm) (bar) (L/min) (%) (UIL) (%) (%)
2010 0,20 0,10 1 1,13 93,9 12,1 58 99,6

2015 0,20 0,15 2 1,60+0,01  77,4+0,1 14,614 9,1+0,8 99,7+0,2
2020 0,20 0,20 3 2,12 60,4 21,1 14,4 97,9
3010 0,30 0,10 3 2,46 100,0 -- -- --
3015 0,30 0,15 2 2,01+0,02 97,3+0,1  11,41+0,9 5,719 99,9+0,0
3020 0,30 0,20 1 1,44 87,8 11,7 2,9 99,1

100

Atividade de LDH (U/L)

Queda de Viabilidade (%)
Eficiéncia de Separacéo (%)

2010 2015 2020 3015 3020

Hidrociclone

== Queda de Viabilidade mmm Eficiéncia de Separacdo —a— Atividade de LDH

Figura 16- Quedas de viabilidade e eficiéncias de separacdo nos hidrociclones testados com células
CHO.K1 mantidas em meio MEM (1% SFB).
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As quedas de viabilidade obtidas variaram consideravelmente. Os valores
observados neste trabalho sdo superiores aos encontrados para a separacdo de células
HeLa em um hidrociclone da marca "Dorr-Oliver" (LUBBERSTEDT et al., 2000a). No
entanto, em alguns casos, os valores obtidos sdo menores (2,9 a 9,1% para as
configuragbes 2010, 2015, 3015 e 3020) quando comparados com testes realizados
anteriormente com estes hidrociclones em culturas de células CHO mantidas em meio
livre de SFB (JOCKWER et al., 2001). A configuragcdo 2020 apresentou queda de
viabilidade no mesmo nivel do trabalho citado anteriormente (14,4%). Estes resultados
indicam uma diferenca de sensibilidade de células CHO e células HelLa as tensGes
cisalhantes geradas no interior do hidrociclone. Aléem do mais, os resultados também
sugerem que, quando comparados com os resultados dos experimentos realizados com
meio livre de soro, a presenca de proteinas séricas pode estar atuando como protetor
fisico nas culturas mantidas com 1% de SFB, fato ja observado em culturas de
hibridomas (VAN DER POL et al., 1990).

A desagregacédo de grumos celulares pelas altas taxas de cisalhamento no interior
do hidrociclone pode ser um importante fator que aumenta artificialmente a queda da
viabilidade da cultura, j& que apenas células isoladas sdo consideradas na medida de
viabilidade celular. Culturas de linhagem CHO.K1 formam naturalmente grumos de
células que sdo facilmente observados a olho nu ou ao microscopio optico. A difusdo de
nutrientes e oxigénio para o interior dos grumos é dificultada, podendo gerar uma
quantidade de células ndo-viaveis que ndo sao detectaveis pelas técnicas de exclusdo do
corante vital, gerando dados super-estimados para a viabilidade celular. Diversos
estudos (MERCILLE et al., 1994; CASTILHO, 2001) mostraram que o tratamento de
culturas de CHO com DNase é capaz de desagregar os grumos celulares, aumentando
significativamente a concentracdo de células ndo-viaveis. Um dos fatores que pode ter
gerado a queda de viabilidade das células recuperadas na corrente concentrada do
underflow €, portanto, a desagregacdo dos grumos celulares liberando células nao-
viaveis para a contagem em camara de Neubauer. Visualmente, foi possivel observar
que as suspensdes de células coletadas no underflow apresentaram uma reducdo no
numero e tamanho dos grumos, quando comparadas a suspensao celular alimentada aos
hidrociclones. Através da medida da distribuicdo de tamanho das células alimentadas ao
hidrociclone, realizada em um equipamento Malvern Mastersizer (Figura 17), foi

possivel detectar a presenca de células com diametro médio em torno de 12 um e
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agregados celulares na faixa de 50-200um, caracteristicos da linhagem CHO quando

cultivada em suspensao.

30 . . . . . . . ; . . : . 100
] B0
B0
¥a

______________________

K0

(o]
[}
ey

___________________________________________________

£0

Frequéncia (%)

0

o L e v g b v ool e e e e el i R 1 S Y U s

o

]
PO T Y N RN P

10

1o

(24) OUUDUID} 8P DAIDINWIND OD3INgWSI]

st | o
BRI IR TN
DiGmetro da particula (um)

Figura 17- Distribui¢do de tamanhos da uma cultura mantida com meio DMEM+Ham’s F12 (1%SFB),
posteriormente alimentada ao hidrociclone.

Os niveis de eficiéncia de separa¢do obtidos no presente trabalho (Figura 16) sdo
superiores aos usualmente reportados na literatura para outros tipos de equipamentos de
separacdo de células. Por exemplo, WEN e colaboradores (2000), empregando dois
sedimentadores em série para a retencdo de celulas de hibridoma produtoras de uma
imunoglobulina G, obtiveram eficiéncias de separacdo de 88%. IDING e colaboradores
(2000), estudando o cultivo de células CHO em perfusdo, utilizando um filtro de malha
rotativa (spin-filter) como dispositivo de retencdo celular, obtiveram eficiéncias de
separagdo na faixa de 75% a 95%. Além disso, diferentemente dos hidrociclones, o0s
filtros de malha rotativa tém a desvantagem de apresentar colmatacdo progressiva da
malha filtrante, 0 que ocasiona a interrupg¢édo do processo de cultivo em perfuséo devido
ao colapso do equipamento de retencdo celular (ESCLADE et al., 1991). Mesmo a
menor eficiéncia observada neste trabalho (97,9%) ainda se mostrou superior a maior
eficiéncia (81%) obtida por LUBBERSTEDT et al. (2000b) com hidrociclones Mozley
e Dorr-Oliver, ambos com 10 mm de didmetro e de Bradley de 7 mm.
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Com base nos resultados mostrados na Tabela 5, foram obtidos modelos
empiricos para descrever a vazdo (Q) e a eficiéncia de separacdo (E) em funcdo das
variaveis geométricas (D, e D,) e da queda de pressdo aplicada (AP).

O modelo obtido para a vazéo (Equacgéo 3) apresentou coeficiente de correlacéo de
0,961. A Figura 18 compara o valores previstos pela equacdo 3 com os valores observados

experimentalmente, considerando um intervalo de confianca de 98%.

Q=342D,""AP°® 3)

onde D, estd em cm, AP em bar e Q em L/min.

Vazao Prevista (L/min)

06 1.0 14 18 22

Vazao Experimental (L/min)

Figura 18- VVazdes experimentais versus previstas para um intervalo de confianca de 98%.

A equacdo 4 mostra 0 modelo encontrado para a eficiéncia total, o qual
apresenta coeficiente de correlacdo de 0,988. Os valores observados e aqueles previstos
pelo modelo, considerando-se um intervalo de confianga de 98%, encontram-se

mostrados na Figura 19.

E =90,29D,° +112,34D,* — 3,56AP
—374,34D,D, + 66,43D,AP

(4)

onde D, e D, est&o em cm, AP em bare Q em L min™%.
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Figura 19- Eficiéncia de separacdo obtida versus previstas (Equacéo 4) para um intervalo de confianca de

98%.

A equacdo 5 mostra o modelo encontrado para a razdo de fluido, o qual

apresenta coeficiente de correlacdo de 0,977. Os valores observados e aqueles previstos

pelo modelo, considerando-se um intervalo de confianga de 98%, encontram-se

mostrados na Figura 20.

R: =0.79D, "D, "

onde D, e D, estdo em

cm.
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Figura 20- Razdo de fluido obtida versus previstas (Equacdo 5) para um intervalo de confianca de 98%.
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5.3. Teste da eficiéncia total de separagdo

A resisténcia ao cisalhamento e a formagéo de agregados em suspensdao pode
variar entre linhagens celulares. Em funcdo disto diferentes configuracdes de
hidrociclones foram testadas utilizando a célula recombinante produtora de GM-CSF.
Visando empregar também um sistema mais semelhante ao que se encontraria em um
biorreator operando em perfusdo, a suspensdo de células CHO GM-CSF, mantidas a
0,2% v/v SFB, foi direcionada aos hidrociclones ndo por meio de um tanque
pressurizado, mas sim através do uso de bombas peristalticas a uma queda de pressdo de
1 bar. Apés a passagem, as correntes de underflow e overflow foram coletadas, a
concentracédo celular quantificada e a eficiéncia total de separacéo estimada (Tabela 6).
As eficiéncias de separacdo encontradas foram superiores a 95,3%, quando utilizando o
HC 2015, e superiores a 97,4%, no caso dos demais hidrociclones.

Tabela 6- Teste de separacdo da linhagem recombinante CHO GM-CSF com diferentes configuracfes de
hidrociclones e com duas bombas peristalticas (nodelo 520U de cabecote duplo de baixa pulsagdo e
modelo 701 de cabecote simples). X: Concentracdo de células totais na alimentacdo, V: Viabilidade da
alimentagdo, Xy: Concentracdo de células totais no underflow, Vy: Viabilidade no underflow, Xo:
Concentracdo de células totais no overflow, Vo: Viabilidade no overflow, E: Eficiéncia total de separacéo,

e AV, Diferenca de viabilidade entre a alimentacdo e o underflow. A queda de pressdo nesses
experimentos foi de 1bar.

HC | BOMBA (10° cﬁs/mL) (D/ﬁ) (10° f(eﬁs’/m L) ?"’iol; 0* f§|§’/m L) }0//00) E A(;o/)u
2010 520U 1,240,0 98,1+0,1 1,1+0,0 | 96,5+0,5 2,9+0,1 47,7+33 | 998 | 1,6
2010 701 1,540,1 99,0 1,610,1 95,0 51,841,1 92,4 97,8 | 4,0
2015 520U 1,610,2 100,0 1,840,1 94,6 29,0+4,0 86,0 953 | 54
2515 520U 1,540,0 97,0 1,4140,1 92,9 17,4+14,1 90 99,1 | 4,1
2517 520U 3,0+£0,5 98,1 3,1 92,4 35,4 82,3 98,0 | 5,7
3020 520U 1,640,2 99,14+0,5 2,1+0,0 | 92,0+0,3 | 42,443,0 | 84,0+0,8 | 97,4 | 7,1

A parir da Tabela 6, observa-se que, também para a linhagem celular
recombinante adaptada a baixissimas concentragdes de SFB (0,2% v/v), as quedas de
viabilidade se mantiveram baixas. Um resultado interessante destes experimentos € o
fato de que, mesmo com uma bomba peristaltica convencional, de elevada pulsacdo,

uma alta eficiéncia de separacao foi obtida.

5.4. Influéncia da separac¢do em hidrociclone sobre o crescimento e morte

celular

Para testar o efeito da separagdo em hidrociclone sobre a viabilidade celular e uma
possivel indugdo de apoptose na cultura, suspensdes de células mantidas em culturas em

spinners foram passadas pelas configuracdes 3020 e 2010 do hidrociclone, a uma queda
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de pressdo de 1 bar. Os resultados obtidos, tanto para células parentais (CHO.K1) quanto
para a linhagem recombinante (CHO GM-CSF), sdo mostrados nas Tabelas 7-9.
Observam-se os dados da cultura antes da passagem pelo HC, assim como da suspenséo
diluida coletada no overflow logo apos a separagdo e da suspensdo concentrada oriunda
do underflow, cultivada e monitorada em um spinner de 0 a 48 horas ap0s a separag&o.

A concentracdo celular total nas primeiras seis horas apresentou um ligeiro
incremento e manteve sua viabilidade em niveis altos. A concentracdo da enzima
intracelular LDH liberada no sobrenadante das culturas também apresentou um ligeiro
aumento com o decorrer do tempo, compativel com o aumento de células necréticas na
cultura (Figuras 21-23). As células necréticas apresentam sua capacidade de
permeabilidade seletiva de membrana comprometida, liberando, desta forma, contetdo
citoplasmatico e permitindo a entrada de componentes extracelulares. A liberacdo da
enzima LDH ocorre em células necroticas, porém a sua total liberagcdo ndo é um
fendmeno instantaneo. Ela ocorre de forma lenta e parcial em células CHO (LEGRAND
et al.,, 1992), o que explicaria o progressivo aumento da atividade da enzima nas
primeiras 6 horas, apesar da reducdo do percentual de células necréticas e da
estabilidade da viabilidade da cultura. Existem vérios fatores que podem estar
influenciando o0 aumento na concentra¢do da LDH. O primeiro é o fato de que, mesmo
com uma concentracdo reduzida de SFB (1% e 0,2%), a passagem pelo hidrociclone
leva a formcao de espuma, podendo causar danos as células (CHISTI, 2001). Outro
fator que pode estar influenciando o aumento do LDH é o fenbmeno de desagregacao
dos grumos, liberando as células necréticas do seu interior e aumentando a quantidade

de LDH no sobrenadante, como discutido anteriormente.

Tabela 7- Dados das condicfes das células CHO.K1 antes (Cultura) e ap6s (0, 3, 6, 24 e 48h) a passagem

pelo hidrociclone 3020 a uma gueda de Eresséo de 1 bar.

HC 3020 Concentragéo Viabilidade LDH
CHO.K1  (10° Células/mL) (%) (UL)
Cultura 8,0 99 715+6,9
Oh 7,7£0,1 97 959+6,1
3h 8,7£0,0 93 1104 +115
6h 9,2+0,8 93 116,1+ 18,4
24 h 8,1£0,5 96 1320+12/4
48 h 11,7+0/4 99 126 +17,9
Overflow 0,8+0,0 82 83,4+3,3
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Tabela 8- Dados das condig¢des das células CHO recombinantes antes (Cultura) e ap6s (0, 3, 6, 24 e 48h)

a passagem pelo hidrociclone 3020 a uma gueda de Eresséo de 1 bar.

H(éjgzo ancgntragéo Viabilidade LDH
GM-CSE (10° Células/mL) (%) (U/L)
Cultura 16,2+£2,0 99 23017
Oh 191+0,1 92 77954
3h 208+1,3 94 76,7+ 4,6
6h 171+£1,7 93 856 +7,5
24 h 18,2+0,3 95 94,9+6,6
48 h 22,1+0,1 98 54,9+ 10,7
Overflow 3,6+0,3 84 45,6 £ 6,7

Tabela 9- Dados das condices das células CHO recombinantes antes (Cultura) e apés (0, 3, 6, 24 e 48h)

a passagem pelo hidrociclone 2010 a uma gueda de Eresséo de 1 bar.

HgHzlglo Concentragéo Viabilidade LDH
54 0,
GM-CSF (10° Células/mL) (%) (U/L)
Cultura 11,4+0,3 98 214+18
Oh 109+0,1 97 49,0+£2,9
3h 13,3+0,6 97 49,8+6,2
6h 12,2+0,2 95 48,0+ 3,2
24h 15,4+0,7 99 57,1+6,5
48 h 18,8 +0,5 99 529+6,4
Overflow 0,8+0,0 82 253+2,1
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Figura 21- Dados da viabilidade celular e da concentracdo de LDH na cultura de CHO.K1 antes (Cultura)
e apos (0, 3, 6, 24 e 48 horas) a passagem pelo hidrociclone 3020.
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Figura 22- Dados da viabilidade celular e da concentracdo de LDH na cultura de CHO-GMCSF antes
(Cultura) e ap6s (0, 3, 6, 24 e 48 horas) a passagem pelo HC 3020.
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Figura 23- Dados da viabilidade celular e da concentragdo de LDH na cultura de CHO-GMCSF antes
(Cultura) e ap6s (0, 3, 6, 24 e 48 horas) a passagem pelo HC 2010.

As células em processos apoptdticos podem ser discriminadas de células
necréticas e células normais por métodos fluorescentes, utilizando corantes que se
complexam ao DNA (laranja de acridina, LA, e brometo de etidio, BE) (MERCILLE e
MASSIE, 1994a). O percentual de células necroticas e apoptoticas é determinado pela
identificacdo das mudancas morfologicas que ocorrem em cada um desses processos. As
células viaveis nao apoptoticas (VNA) ndo permitem a entrada do BE, sendo coradas
somente pelo LA, que confere uma coloragdo verde uniforme ao nucleo e ao citoplasma

(Figura 24). Em células necréticas (NEC), o mesmo padrdo é observado na cor
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vermelha alaranjada. Um dos fendmenos que caracterizam a apoptose é a fragmentacao
da cromatina, sua condensacdo e formagdo dos corpos apoptoticos (AL-RUBEAI,
1998). Esses eventos podem ser facilmente observados em celulas apoptoticas viaveis
(VA), estagio inicial da apoptose, que apresentam o nucleo fragmentado e condensado
corado de verde brilhante. Em células apoptéticas tardias, ndo-viaveis (NVA), a
coloracéo é feita principalmente pelo BE, que, com o comprometimento da membrana,
é capaz de penetrar e marcar o nucleo fragmentado de laranja brilhante. Esta ultima
etapa ¢ chamada também de necrose secundaria. Em estagios avancados a célula acaba
perdendo todo o seu conteido nuclear, tornando-se uma célula livre de cromatina (LC),
podendo ser identificada como fantasmas laranjas, de fraca intensidade (TEY et al.,
2000).

Figura 24- Morfologias observadas em microscopia de fluorescéncia com LA/BE. A e B, células viaveis
ndo apoptéticas; C e D, células viaveis apoptoticas; E e F, células ndo viaveis apoptoticas; G e H, células
necrdticas; e |, célula livre de cromatina.

Pela técnica de microscopia de fluorescéncia com LA/BE, foi possivel observar
que a passagem pelo hidrociclone ndo induziu a morte por apoptose, tendo-se obtido um
patamar de células apoptoticas similar ao encontrado na cultura antes da passagem pelo
hidrociclone e no experimento controle, onde ndo havia a influéncia do hidrociclone
(Figuras 25-28). Como discutido anteriormente, inimeros fatores podem estar
influenciando o aparecimento de células necrdticas, porém € importante observar que a

concentracdo destas diminui rapidamente nas primeiras 6 horas, alcangando 0s niveis
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iniciais dentro de 24 h. Apos 48h, a fracdo de células necroticas, em todos os casos, foi
de aproximadamente 7,5%. Como a inducdo da morte por apoptose ndo depende
somente da intensidade de cisalhamento, mas também do tempo de exposicdo a ele
(COTTER et al., 1995), pode-se sugerir que 0s niveis de tensdes de cisalhamento
existentes no interior dos hidrociclones testados, associados aos baixos tempos de
residéncia das células no equipamento (entre 0,03 e 0,1s, segundo CASTILHO e
MEDRONHO, 2002) ndo induzem a apoptose.
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Figura 25- Experimento controle. Acompanhamento da possivel inducdo de apoptose na cultura de
CHO.K1 apo6s a passagem pelo sistema experimental sem o hidrociclone. VNA, células vidveis nédo
apoptoticas; VA, viaveis apoptéticas; NVA, ndo viaveis apoptéticas; NEC, necréticas; e LC, livre de
cromatina.
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Figura 26- Acompanhamento da possivel inducdo de apoptose na cultura de CHO.K1 ap6ds a passagem
pelo HC 3020. VNA, células vidveis ndo apoptdticas; VA, viaveis apoptéticas; NVA, ndo viaveis
apoptoticas; NEC, necrdticas; e LC, livre de cromatina.
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Figura 27- Acompanhamento da possivel inducdo de apoptose na cultura de CHO-GMCSF apds a
passagem pelo HC 3020. VNA, células vidveis ndo apoptoticas; VA, viaveis apoptéticas; NVA, ndo
viaveis apoptéticas; NEC, necroticas; e LC, livre de cromatina.
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Figura 28- Acompanhamento da possivel inducdo de apoptose na cultura de CHO-GMCSF apds a
passagem pelo HC 2010. VNA, células vidveis ndo apoptoticas; VA, viaveis apoptéticas; NVA, ndo
vidveis apoptdticas; NEC, necroticas; e LC, livre de cromatina.

5.5. Cultivo em biorreatores em perfuséo

5.5.1. Cultivo em biorreator de pequena escala

Os primeiros testes realizados em perfusdo foram conduzidos em um biorreator
agitado de 1L com aeracdo livre de bolhas. Células CHO GM-CSF foram mantidas em
meio DMEM+Ham’s F12 suplementado com 0,2% v/v de SFB (Figura 29). O indculo
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inicial, proveniente de uma cultura previamente mantida em spinner e com alta
viabilidade celular (> 90%), foi fixado em cerca de 2,5x10° células/mL. Os cultivos
foram operados em batelada até que alcangassem uma concentracdo de células de 1-
2x10° células/mL e de glicose de 1,0 g/L (OZTURK et al., 1997).

A Figura 30 mostra um cultivo de cerca de 12 dias. A perfusdo iniciou no quarto
dia do processo, utilizando-se de hidrociclone 3020. No entanto, devido a um problema
no sistema de controle da bomba peristaltica, nesse momento foi retirado 75% do volume
do vaso. Apds o restabelecimento do volume da cultura, o sistema foi operado novamente
em batelada pelos 3 dias seguintes, quando se iniciou novamente a perfusdo com 0,125
vvd (volume de meio/volume de reator/dia), No décimo dia de cultivo, a taxa de perfusdo
foi elevada para 0,25 vvd. Como a vazdo do overflow (248,4 L/dia) € muito alta para o
volume de vaso em questéo, a operacdo do hidrociclone foi feita de forma intermitente. O
hidrociclone operou durante intervalos de tempo onde a cada operagdo eram retirados
cerca de 12,5% do volume do biorreator. Assim quando a taxa de perfusdo passou para
0,25 vvd, o hidrociclone foi ligado em um intervalo de 12 horas entre cada operacdo. No
12° dia, entretanto, ocorreram problemas na rede elétrica que impossibilitaram o
progresso do cultivo. Mesmo assim, foi possivel observar que a concentracéo de células

viaveis neste dia era de 2,2x10° células/mL, com tendéncia crescente.

Figura 29- Biorreator de 1L BioFlo 110 (New Brunswick). O hidrociclone (detalhe) é montado em um
adaptador especialmente projetado para encaixar na tampa do biorreator.
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Figura 30- Progressdo do cultivo em perfusdo de CHO GM-CSF utilizando o hidrociclone HC 3020 em
meio contendo 0,2% em biorreator agitado de 1L (corrida 1).

A viabilidade da cultura se manteve inalterada ap6s o inicio da operacdo do
hidrociclone, permanecendo sempre acima de 90%. Os testes com laranja de
acridina/brometo de etidio mostram que a separacdo das células pelo hidrociclone em
questdo ndo induziu mecanismos de morte por apoptose, visto que a concentracdo de
células apoptoticas foi sempre inferior a 5%. A concentracdo de glicose foi mantida
acima de 1 g/L e, dentro da estratégia de perfusdo adotada, foi possivel manté-la
relativamente estavel entre 1 e 2 g/L durante a operacdo do hidrociclone. O mesmo
comportamento foi observado em relacdo a concentracdo de lactato, que foi mantida
abaixo dos niveis inibitérios (<2 g/L) (OZTURK et al., 1997). Apesar da constante

retirada de meio de cultivo ap6s o inicio da perfusdo, a concentragdo de GM-CSF
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aumentou proporcionalmente a concentracdo celular, alcangcando uma concentracéo
méxima de 1,84 mg/L.

Outra corrida foi realizada com o mesmo biorreator e 0 mesmo hidrociclone
porém utilizando um indculo maior (8-9x10° células/mL) (Figura 31). Apés 48 horas de
operacdo em batelada, quando a concentrago celular total alcangou 2x10° células/mL, a
perfusdo foi iniciada com uma taxa de 0,125 vvd. Apo6s o inicio da perfusdo, a taxa de
perfuséo foi controlada de forma que a concentracdo de glicose permanecesse acima de
0,5 g/L. No entanto, a concentracdo de lactato permaneceu relativamente alta, em torno
de 2,5 g/L, o que poderia estar exercendo uma influencia inibitéria sobre a cultura (LAO
e TOTH, 1997).
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Figura 31- Progressdo do cultivo em perfusdo de CHO GM-CSF utilizando o hidrociclone HC 3020 em
meio contendo 0,2% em biorreator agitado de 1L (corrida 2).

A concentracdo de células viaveis alcangada neste cultivo foi de cerca de
3,3x10° células/mL. Infelizmente, devido a um problema na conexdo da garrafa de
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alimentacdo de meio, 0 processo teve que ser interrompido justamente em uma fase
onde o crescimento celular era evidente. A viabilidade da cultura permaneceu alta
durante todo o cultivo, assim como nao foi observada inducdo de morte por apoptose
pelo método de LA/BE. A concentracdo maxima de GM-CSF no sobrenadante da
cultura foi de 3,1 mg/L no sexto dia, porém foi observada uma queda significativa na
concentracdo do produto (aproximadamente 1,5 mg/L) que pode ser explicada pelo
aumento da taxa de perfusdo, que causou a diluicdo da proteina. Cabe ressaltar que, em
trabalhos com essa mesma linhagem celular (FOGOLIN et al., 2002, FORNO et al.,
2004), as concentragOes de GM-CSF em cultivos em batelada em frascos spinner foi de
0,7-1,1 mg/L, sendo que a concentracdo maxima de 2,6x10° células/mL foi alcancada
apos 12 dias.

5.5.2. Biorreator de grande escala

Para testar a aplicabilidade dos hidrociclones em sistemas industriais, foram
realizados testes dos hidrociclones em um biorreator de larga escala com 300L de
volume util. O hidrociclone 2517 foi ligado na linha de coleta do biorreator, que vinha
operando previamente com um filtro de malha rotativa por 22 dias seguido por 9 dias
em continuo sem reciclo de células. As Figuras 32-34 mostram, para permitir uma
comparagdo posterior com os dados do hidrociclone, o desempenho do cultivo em

perfusdo utilizando spin-filter.
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Figura 32- Progressao do cultivo em perfusdo de CHO-EPO utilizando spin-filter em meio livre de SFB
em biorreator agitado de 300L. Acompanhamento da concentracdo e viabilidade celular por azul de
trypan.
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Figura 33- Progresséo do cultivo em perfusdo de CHO-EPO utilizando spin-filter em meio livre de SFB
em biorreator agitado de 300L. Acompanhamento da concentracdo e taxa de perfusdo em volume de vaso
por dia.
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Figura 34- Progresséo do cultivo em perfusdo de CHO-EPO utilizando spin-filter em meio livre de SFB
em biorreator agitado de 300L. Acompanhamento da concentracéo celular e de EPO.

Apds 31 dias de cultivo desde a inoculagéo (22 dias com spin-filter e 9 dias em
continuo simples), iniciou-se a opera¢do com o hidrociclone. A linha de coleta foi
propriamente modificada para receber, mantendo a esterilidade do sistema, uma bomba
de baixa pulsacédo e o hidrociclone. As Figuras 35 e 36 mostram 0 comportamento do
cultivo a partir do inicio da operacdo com o HC 2517. No décimo dia de operagéo, no
entanto, o volume do biorreator foi reduzido para 150L devido a necessidade de se
conciliar a quantidade de meio de cultivo disponivel e a de meio necessario para manter
0 processo.

Durante a experimentacdo do hidrociclone como dispositivo de perfusdo, foram

coletadas amostras diariamente para a avaliacdo da concentracdo celular, viabilidade
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celular (azul de trypan e LDH), apoptose e ciclo celular (iodeto de propidio em
citometria de fluxo), glicose e eritropoetina (EPO).

O hidrociclone foi conectado no dia 1, utilizando uma bomba na corrente de
overflow para o controle da vazdo. O sistema foi operado desta maneira por 3 dias
consecutivos, porém sem aumento significativo na concentragdo celular. Utilizando uma
bomba na corrente de overflow torna-se-ia possivel controlar de forma mais sensivel a
vazdo desta linha. No entanto, o efeito sobre o desempenho do hidrociclone ainda nédo
era conhecido e, devido a presumivel queda da eficiéncia de separacdo, pode-se sugerir
que, da forma como utilizada, a bomba peristaltica na linha de overflow apresentou-se
prejudicial ao funcionamento do hidrociclone.

A bomba do overflow foi retirada e se iniciou a operacdo intermitente do
hidrociclone, pois a vazdo de OF era relativamente alta para o volume de meio do
biorreator. A taxa de perfusdo utilizada no momento era de 0,55 vvd (Figura 35), logo
havia a necessidade de se retirar cerca de 165 L/dia de meio de cultura e o hidrociclone
apresentava uma vazédo de overflow de cerca de 360 L/dia. Consequentemente, para
garantir uma taxa de perfusdo com a vazdo constante de OF, foi necessario ativar o
hidrociclone por periodos pré-determinados. A eficiéncia de separacgdo total foi mantida

acima de 90% durante a maior parte do periodo de cultivo (Figura 36).

8 1.6
~7 r ] 1.4
-
€ ’—‘
26 TQ 12
E 3 H‘E
35 A Lo =7
B 885
< 4 08 & 5
» TE E
o oW W] A BE
23 06 © o
">E N X K sS85
© 2 bt r , e L 1 o4 S 5
24X X X | -k
@ X X F e
O 1 g X 0.2

0 — >K — 0.0

012 3456 7 8 910111213 141516 171819 202122 2324
Tempo (d)

—aA— Células Viaweis HC 2015 —m— Viabilidade
——— Taxa de Perfuséo X Taxa de Crescimento

Figura 35- Progresséo do cultivo em perfusdo de CHO EPO utilizando os hidrociclones 2517 e 2015 em
meio livre de SFB em biorreator agitado de 300L (O<t<10Odias) e 150L (10<t<24). Os pontos vermelhos
representam dias onde ocorreram problemas que poderiam influenciar na estabilidade do cultivo. A linha
vertical mostra 0 momento em que o hidrociclone 2517 foi substituido pelo 2015.

A maxima concentracdo total de células alcancada foi de 5,2x10° células

viaveis/mL. Durante todo o periodo de opera¢do com o hidrociclone 2517, a viabilidade
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celular (azul de trypan) permaneceu em niveis que variaram entre 87% e 92%. O
periodo total de operacdo com o HC 2517 foi de 15 dias consecutivos, quando foi
substituido pelo HC 2015. No entanto, devido a ocorréncia de problemas relacionados
com o sistema de aeracdo e controle de oxigénio dissolvido do biorreator, ndo foi

possivel extrair dados concretos sobre a performance deste outro hidrociclone.
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Figura 36- Progressdo do cultivo em perfusdo de CHO EPO utilizando os hidrociclones 2517 e 2015 em
meio livre de SFB em biorreator agitado de 300L 0<t<10dias) e 150L (10<t<24). Diferenca de eficiéncia
de separagdo células vivas e mortas. Os quadrados vermelhos representam dias onde ocorreram
problemas que poderiam influenciar na estabilidade do cultivo. A linha vertical mostra 0 momento em
que o hidrociclone 2517 foi substituido pelo 2015.

Durante o cultivo neste biorreator de larga escala, foi observada uma variagao
relativamente grande na pressdo interna do mesmo, a qual variou de 1,1 a 1,4 bar. Esta
variacdo influenciou significativamente na operagdo do hidrociclone. Uma vez que a
corrente de underflow retornava para o biorreator, a pressdo de descarga da mesma era
maior do que a pressdo de descarga da corrente de overflow, alterando o escoamento no
interior do hidrociclone. Uma pressdo maior no underflow resulta na diminuicdo da
razdo de fluido, ou seja, a vazdo da corrente de overflow é aumentada, reduzindo a
eficiéncia de separacao do dispositivo.

A taxa especifica de crescimento das células variou entre 0,17 d* e 0,67 d,
levando-se em consideracédo, no calculo, apenas os dias onde ndo ocorreram imprevistos
que pudessem influenciar o crescimento celular. Para fins de avaliacdo comparativa do
crescimento desta linhagem celular, a mesma foi cultivada em pequena escala em
garrafas rotatorias (roller bottles) (Figura 37). O valor maximo da taxa especifica de

crescimento obtida foi de 0,72 d*, ou seja, superior as taxas observadas no biorreator.
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Diversos fatores podem ter contribuido para tal fato, tais como os problemas
operacionais do biorreator (como a falha no sistema de controle de oxigénio dissolvido)
e 0 longo tempo em que a célula se encontrava em cultura (cerca de 30 dias de cultivo

antes do acoplamento do hidrociclone).
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Figura 37- Cinética de crescimento da linhagem recombinante CHO-EPO em meio livre de SFB em
roller bottle.

A analise da populacdo de células apoptdticas por citometria de fluxo com
iodeto de propidio ndo revelou indug&o significativa de morte por apoptose (Figura 38).
Os niveis de apoptose se mantiveram abaixo de 3,54% em quase todos os dias
analisados, com excecdo do 8° e 9° dias, quando foi observado um aumento na
populacdo de células apoptédticas (6,32% e 5,75%, respectivamente). Apesar dos
problemas observados com o sistema de aeracdo, as amostras retiradas nesses dias (18°,
19° e 20° dias) ndo apresentaram aumento significativo de células apoptéticas. Os dados
obtidos a partir de amostras do biorreator de 300L foram comparados com dados
adquiridos de um outro biorreator de 1000L (Figura 39) operando em sistema continuo
sem reciclo celular. Verificou-se que ambos apresentaram propor¢des semelhantes de
células apoptdticas enquanto operando normalmente. Posteriormente, devido a um
problema no sistema de aeracdo do biorreator de 1000L, foi possivel observar como a
privacdo de oxigénio neste biorreator foi capaz de induzir rapidamente a morte por
apoptose, aumentando drasticamente os niveis desta populacdo de células (>37%). Os
mesmos testes foram conduzidos com a mesma linhagem celular (CHO EPO) em

cultura de pequena escala mantida em frasco de cultivo. Durante os 7 dias em que a
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cultura foi acompanhada os niveis de apoptose se mantiveram abaixo de 7,73% (Figura
40).
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Figura 38- Durante o cultivo no biorreator de 300L com o hidrociclone, amostras foram retiradas para
testar a inducao de apoptose por citometria de fluxo com iodeto de propidio. As amostras representam 0s

respectivos dias ap0s a incluséo e inicio da operacéo do hidrociclone no sistema.
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Figura 40- Acompanhamento da inducéo de apoptose por citometria de fluxo com iodeto de propidio em
cultivo de pequena escala em roller bottles da linhagem CHO-EPO. Durante os sete dias de
acompanhamento, os niveis de células apoptoticas permaneceram baixos.

Um aspecto importante no cultivo em perfusdo € avaliar a capacidade do
dispositivo de retencao celular reter preferencialmente células viaveis. Na Figura 41,
pode-se verificar uma diferenca na viabilidade celular da corrente de overflow e
biorreator, onde a populacdo de células coletada no overflow apresenta viabilidade
consideravelmente menor do que a presente no biorreator. Tal fendmeno se deve a
retencdo preferencial de células vidveis, como observado nos experimentos em batelada.
Na Figura 41, pode-se observar que a eficiéncia total de separacdo para células nédo-
viaveis se encontra em niveis inferiores aos valores de eficiéncia de separacdo de
células viaveis, confirmando que o hidrociclone promove uma lavagem das células
mortas. Esta menor eficiéncia de separacdo para as células mortas pode ser explicada
por dois motivos. Células mortas podem apresentar uma diminuicdo de tamanho, como
observado em culturas de hibridomas (BATT et al., 1990; LIPSCOMB et al., 2004), e
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podem ter sua densidade diminuida, devido ao extravasamento de material
citoplasmatico e entrada de fluido do ambiente para o seu interior (AL-RUBEAI, 1998).
Em ambos os casos, a velocidade de sedimentacdo das células mortas diminui, fazendo
com que as mesmas sejam removidas do sistema de cultivo através da corrente de
overflow.

Outro dispositivo que apresentou separacdo seletiva de células viaveis foi o
sedimentador inclinado (BATT et al., 1990; LIPSCOMB et al., 2004), no qual foi
possivel remover cerca de 20% das células mortas da cultura. TAKAGI e colaboradores
(2000), obtiveram fendmeno semelhante aplicando baixas forgas centrifugas em uma

centrifuga Centritech, separando células CHO expressando tPA.
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Figura 41- Progressdo do cultivo em perfusdo de CHO-EPO utilizando os hidrociclones HC 2517 e 2015
em meio livre de SFB em biorreator agitado de 300L O<t<10dias) e 150L (10<t<24). Diferenca de
viabilidade e concentracdo celular entre as correntes de overflow e underflow. A linha vertical mostra o
momento em que o hidrociclone 2517 foi substituido pelo 2015.

Em relacdo a producédo da proteina recombinante, é possivel observar, na Figura
42, as concentracdes de EPO obtidas no sobrenadante da cultura apos o inicio da
operacdo do hidrociclone. Durante o uso do spin-filter foram obtidas concentracdes que
alcancaram a faixa de 70 mg/L durante a perfuséo (Figura 34). No caso da perfusdo com
o hidrociclone, a concentracdo de EPO alcangou valores de até 47 mg/L no inicio do
processo, porém com 0 aumento da taxa de perfusdo entre os dias 12 e 16, os valores de

EPO baixaram para cerca de 15 mg/L.
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Figura 42- Progressédo do cultivo em perfusdo de CHO-EPO utilizando os hidrociclones HC 2517 e
25015 em meio livre de SFB em biorreator agitado de 300L (0 <t < 10 dias) e 150L (10 <t < 24 dias).
Acompanhamento da concentracao de eritropoetina.

5.6. Consideracdes finais

Os hidrociclones testados no presente trabalho mostraram um desempenho
satisfatorio sob as condicdes experimentais adotadas, apresentando eficiéncias de
separacao geralmente superiores a 97% quando operados em condicdes ideais. Durante
0 acompanhamento das culturas em perfusao, nas quais as células foram submetidas a
diferentes freqiiéncias de passagem pelos hidrociclones, ndo foi observado efeito
negativo significativo sobre a viabilidade celular nem inducédo de morte por apoptose. O
uso dos hidrociclones em cultivos que variaram de 12 a 20 dias também mostrou alta
eficiéncia de separacdo. No entanto, ndo foi possivel atingir altas densidades celulares
durante os cultivos. Durante os testes em biorreatores de pequena escala, ocorreram
problemas que ndo permitiram a continuidade do processo. No entanto, observando a
evolucdo das culturas, constata-se que a concentracdo celular apresentava tendéncia
crescente no momento da interrupgdo, indicando que maiores concentragdes celulares
eram passiveis de serem alcancadas. No biorreator de 300 L, uma maior concentracéo
celular foi alcangada, apesar de, neste sistema, a eficiéncia de separagéo ter sido menor

devido a impossibilidade de controle da pressao do biorreator.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

De uma forma geral, baseado nos resultados obtidos no presente trabalho,
utilizando diferentes linhagens de células CHO e diferentes condigdes experimentais,
foi possivel evidenciar que hidrociclones de pequeno tamanho sdo dispositivos que
possuem as caracteristicas necessarias para a sua aplicacdo na retencdo de células
animais e, desta maneira, sdo aplicaveis em sistemas de cultivo em perfusao.

De forma especifica, os resultados deste trabalho permitem concluir que:

- O uso de protocolos de baixa complexidade permitiu estabelecer uma linhagem
de células CHO.K1 adaptada ao cultivo em suspensao em meio com baixa concentracdo
de soro fetal bovino.

- Baseado no planejamento experimental utilizado, foi possivel estabelecer
modelos matematicos baseados em varidveis geomeétricas operacionais do hidrociclone
(didmetro do overflow, didmetro do underflow e queda de pressdo), de modo a predizer
0 seu desempenho dentro da faixa de valores testados.

- Os hidrociclones testados apresentaram sempre altas eficiéncias de separagéo,
sugerindo que os hidrociclones sdo aplicaveis em cultivos em biorreatores de pequena e
grande escala.

- Ndo foi observada queda significativa na viabilidade celular das culturas de
células CHO.K1 e CHO GM-CSF quando separadas pelas diferentes configurac@es de
hidrociclones em testes em batelada. A dosagem da enzima LDH corrobora com os
dados obtidos pelo método de exclusdo do azul de trypan.

- Nédo foram observados indicios de inducdo de mecanismos de morte por
apoptose em culturas passadas através dos hidrociclones testados. O acompanhamento
de 48 horas das culturas expostas a separacao pelos hidrociclones (uma passagem) nao
indicou aumento da populacédo de células apoptoticas.

- Os testes em biorreatores de pequena escala mostraram que os hidrociclones
sdo capazes de manter a cultura de células CHO por varios dias consecutivos sem alterar
a viabilidade celular e induzir apoptose. Apesar de ndo ter sido possivel alcancar altas
densidades celulares por motivos alheios ao sistema de separacdo, as culturas
apresentavam concentracfes celulares crescentes no momento em que 0S Processos

foram interrompidos.
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- Nao foi observada alteracdo no metabolismo da cultura, como pode ser
observado pelo consumo de glicose, producdo de lactato e do produto (GM-CSF).

- O hidrociclone 2517 foi empregado em um biorreator de escala industrial com
alta eficiéncia de separacdo e baixa queda de viabilidade. Apesar do sistema necessitar
de um controle mais sensivel de pressdo, foi possivel alcancar concentragGes celulares
superiores ao cultivo em pequena escala.

- Analisando os dados de experimentos em pequena e larga escala, pode-se
concluir que os hidrociclones apresentam retencéo preferencial seletiva de células vivas,
uma vez que as eficiéncias de separacdo de células mortas observadas foram menores
do que as de células viaveis

Como recomendado para trabalhos futuros, sugere-se que 0s proximos
experimentos sejam conduzidos de forma que alguns problemas observados durante o
presente trabalho possam ser solucionados. Quando operando em biorreatores de escala
industrial, os hidrociclones devem ser montados de forma que a presséo de trabalho seja
estavel e igual nas saidas de underflow e overflow. Em pequena escala, estratégias mais
adequadas de operacdo intermitente dos hidrociclones ainda devem ser estabelecidas, de
modo a permitir a operacdo estavel de cultivos em perfusdo de alta densidade celular e

longa duracéo.
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