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Resumo

Os biorreactores tém um papel central na induastria biofarmacéutica, como sistemas
artificiais de crescimento ¢ manuten¢ao das culturas celulares. Este facto motivou
continuos esforcos nos ultimos 50 anos com vista ao seu aperfeicoamento em
termos de desenho e operacionalidade visando a obtencao de unidades processuais

cada vez mais eficientes.

Apesar das configuragdes batch e fed-batch serem ainda as mais utilizadas pela
industria apresentam varias limitacdes como: elevado tempo de inatividade entre
lotes; volumes finitos de cultura; custos mais elevados e andlises prévias
exaustivas de microrganismos e células animais para entender os seus requisitos

em relacdo a sua formulacao e produtividade.

Assim gradualmente a industria biofarmacéutica tem procurado alterar o
paradigma para a produ¢do em modo continuo em perfusdo. A perfusdo ¢ o
processo continuo de alimentagcdo da fermentagdo, com cultura permanentemente

fresca, enquanto as células ficam retidas em dispositivos de retencao no biorreator.

A colheita em modo continuo; a remocao continua dos produtos instaveis; a maior
produtividade de volume; modelos scale-down mais compactos; densidade celular
maior dos produtos; operacao de fabrico durante periodos mais longos e a redugao
dos custos operacionais sdo algumas das vantagens que os biorreatores de perfusao

apresentam face aos modelos tradicionais batch e fed-batch.

No momento ja existem diversas empresas como a Sanofi©, Merk© e Bayer© que
jé& utilizam o bioprocesso de perfusdo, nas suas unidades fabris para a producdo de

biofarmacos.
O presente trabalho, apresenta uma visao do processo biotecnologico que utiliza os
biorreactores em continuo no modo perfusdo procurando antecipar qual ird ser o

seu impacto, na industria farmacéutica.

Palavras-chave: Biorreatores, Biofarmacos, Perfusdao, Bioprocesso continuo
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Abstract

Bioreactors play a central role in the biopharmaceutical industry, as artificial systems
for growing and maintaining cell cultures. This has led to continuous efforts over the

last 50 years to improve its design and operation in order to obtain more efficient units.

Although batch and fed-batch reactor configurations are still the most used by the
industry, they present several limitations such as: high batch downtime; finite volumes
of culture; higher costs and a thorough pre-analysis of microorganisms and animal cells

in order to understand their requirements in terms of formulation and productivity.

Gradually the biopharmaceutical industry has sought to change the paradigm for
continuous production in perfusion configuration, a continuous fermentation feed
process, with a permanently fresh culture, while the cells are retained in retention

devices in the bioreactor.

Continuous harvesting; the continuous removal of unstable products; higher volume
productivity; more compact scale-down models; higher cell density of the products;
manufacturing operation for longer periods and the reduction of operational costs are

some of the advantages that the perfusion mode presents.

At the moment, there are already several companies such as Sanofi©, Merk© and
Bayer© that already use the perfusion bioprocess, in their plants for the production of

biopharmaceuticals.

The present work presents a vision of the biotechnological process that uses bioreactors
in continuous mode in perfusion seeking to anticipate what will be its impact in the

pharmaceutical industry.

Keywords: Bioreactors, Biopharmaceuticals, Perfusion, Continuous Bioprocessing
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Objectivos

Pretende-se com este trabalho descrever o que sdo biorreatores de perfusdo, as suas
vantagens e o impacto que a sua utilizacdo estd ter na produgdo de biofdrmacos. Serdao
também apresentados e analisados exemplos de bioprocessos que ja utilizam o modo

perfusdo.

Metodologia

A metodologia utilizada é a descritiva nivel I. Teve por base artigos cientificos
pesquisados em varios motores de busca como 0 Pubmed
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Science Direct
((http://www .sciencedirect.com/), b-on (http://www .b-on.pt/), UpToDate
(http://www .uptodate.com/pt/home), assim como o  Google  Académico
(http://scholar.google.pt/).

Utilizaram-se como palavras-chave “perfusion bioreactors”, “continuous upstream and
downstream bioprocessing”, ‘“continuous processing in pharmaceutical industry”,
“bioengineering”, “biopharmaceuticals”, “value creation in pharmaceutical industry”,

“proteins into drugs”. Foram ainda consultadas publica¢des de drgdos oficiais, bem

como livros técnicos especializados na drea da biotecnologia farmacéutica.

Com base na pesquisa bibliografica efetuada elaborou-se este trabalho de revisao.
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I. Introducao

1.1. Breve perspetiva historica da induastria biofarmacéutica

Pode dizer-se que foi a descoberta acidental da penicilina por Alexander Fleming
(Fleming, 1929) e a sua posterior producao a escala industrial, juntamente com outros
antibioticos durante a 2* Guerra Mundial, que constituem o marco fundador da industria
biofarmacéutica. Desde 1950, mais de 1000 diferentes antibidticos foram isolados e
usados para o tratamento de doencgas, crescimento de animais e proteccdo de plantas

(Newman & Setford, 2006).

Desde os anos 50, o uso de enzimas e posteriormente de anticorpos, iniciou outro campo
importante da biotecnologia, a imunoterapia. O primeiro biossensor de glucose foi
introduzido por Leland C.Clark em 1954, iniciando o conceito de monitorizacao de
glucose no sangue, que nos dias de hoje estd presente num mercado de varios milhares

de milhdes de dolares (Newman & Setford , 2006).

No final da segunda metade do séc. XX, a revelacdo das estruturas proteicas, a
elucidacdo dos mecanismos de reparacdo celular e sintese proteica, incluindo o
isolamento das enzimas de replicagdo do DNA, enzimas de restri¢do e polimerases,
levou a um rapido desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante (Kohler &

Milstein, 1975).

A tecnologia de DNA recombinante (in vitro), permitiu a clonagem e expressdao de
proteinas em vectores bacterianos com grande eficiéncia (Schimd et al., 2016). Esta
vantagem tecnologica fornece um maior nimero de proteinas, candidatas a agentes
terapéuticos. Em paralelo desenvolveram-se, através da técnica de hibridoma,
anticorpos monoclonais com locais de ligacdo especificos a antigénios, facilmente

preparados e purificados em larga escala, (Kohler & Milstein, 1975).

Estes progressos culminaram na produgdo economicamente viavel da chamada insulina

humana recombinante em 1982 (Valonzuela et al., 1982)).
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Outro exemplo notavel da aplicacdo dos vectores plasmidicos foi a transformacao e
producdo em massa, de vacinas com o antigénio da Hepatite B, economicamente vidvel,
chamada insulina humana recombinante. Tecnologia similar, ¢ hoje usada para produzir
a vacina Gardasil® (HPV) na prevengdao do cancro do colon do tutero (Zhou et al.,

1991).

Um dos marcos recentes na industria biofarmacéutica foi a descoberta do método de
edicao do genoma CRISPR “Science's 2015 Breakthrough of the Year” (Travis, 2015).
Foi concebido apos uma empresa de iogurtes em 2007, identificar um mecanismo de
defesa inesperado que a bactéria usa para combater os virus.Esta técnica permite criar
genes ¢ podera a vir ser decisiva para erradicar doengas. J4 foi sugerida a edig¢ao

deliberada do DNA de embrides humanos (Figura 1) (Condliffe, 2016).

Figura 1. Edicao de genes (adaptado https://www.jointhealthmagazine.com/gene-

therapy-arthritis.html)

Presentemente a industria farmacéutica produz um ntimero diverso de moléculas, desde
fatores de coagulagdao, hormonas, enzimas, anticorpos monoclonais e vacinas. Devido a
sua complexa estrutura tridimensional, cada processo aplicado a produgdo tem
configuragdo especifica, resultando em moléculas com propriedades fisico-quimicas

distintas.
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1.2. Biofarmacos (Classes; varia¢oes; aplicacoes)

As pequenas moléculas de sintese quimica, conhecidas como os medicamentos
tradicionais, apresentam, normalmente um peso molecular de 500 Da. O seu pequeno
tamanho estd diretamente relacionado com a sua atividade biologica, € uma pequena
alteragcdo na sua configuragdo quimica, implica, alteragdes na sua atividade terapéutica,

traduzindo-se na pratica, num novo farmaco (Strachen et al., 2013).

As proteinas e péptidos naturais constituem a maior classe de biofarmacos. Trata-se,
portanto, de moléculas de peso molecular superior (> 1000 Da) e por norma, apresentam
0 mesmo nome comercial, mesmo com pequenas diferengas em 1 ou 2 aminoacido

(Strachen et al., 2013).

Como se referiu acima, a insulina humana recombinante, foi o primeiro biofarmaco a
chegar ao mercado em 1982 (Strachen et al., 2013). Ao longo dos anos seguintes, foram
introduzidos outros sistemas bioldgicos para expressar proteinas recombinantes, fungos,

insectos, plantas e células de mamiferos, criando assim varias classes de biofarmacos.

O ritmo de identificacdo de biomoléculas candidatas a biofarmacos aumentou muito e
hoje, com a relativamente baixa taxa de introdugdo no mercado de moléculas de sintese
quimica candidatas a medicamentos de referéncia, as principais empresas da industria
farmacéutica e novas empresas biotecnoldgicas, estdo cada vez mais a investir no

desenvolvimento de medicamentos bioldgicos (EFPIA, 2017).

A Food and Drug administation (FDA), aprovou até 2013, 60% de biofarmacos, que
foram desenvolvidos para o tratamento de cancros, infegdes, doencas inflamatoérias e

cardiovasculares (Bioplan Associates, 2012).

Os péptidos, proteinas e dacidos nucleicos sdo os principais componentes dos

biofarmacos agrupados em classes distintas (Chen et al., 2013)
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%
(A) (B)

*,
w f_fr-* a )
T,
(L) CE )

Legenda. A) mAb B) IFNs C) Enzima D) Somatropina E) Fator de crescimento celular
F) IL-2 G) Tecido activador do plasminogénio H) Factor de coagulagdo IX I) G-CSF J)
EPO K) Anticoagulante Hirudin L) Vacina Hepatite B M) Aptamero. (adaptado

)

https://www.rcsb.org ).

Figura 2. Diferentes classes de biofarmacos

Na classe de medicamentos biologicos a base de proteinas, os anticorpos monoclonais
(mABS), sdo aqueles que apresentam, em termos de estrutura e farmacocinética, maior
complexidade. Sao produzidos através de técnicas in vitro, hibridoma, e sistemas
biologicos de expressdo em biorreactores. Grande parte desta classe ¢ usada para
tratamento de cancros (Rituximab®, Bencazimab ®, por exemplo) e doengas autoimunes
(Adalinumab®; Influxinal®. Golimunab®) Os anticorpos monoclonais constituem a
classe terapéutica de biofarmacos em maior expansdo. 7 dos 10 biofarmacos mais

vendidos em 2015, sdo anticorpos monoclonais.
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As enzimas sdo outro grupo complexo, incluindo moléculas como a glucocerobrosidase,

a-galatosidase e asparaginase, entre outras.

No caso das hormonas, a complexidade estrutural ainda ¢ maior e pode ir desde uma
cadeia polipeptidica simples a proteinas heterodiméricas. A hormona de crescimento
(Somotripona), a hormona folicular (FSH), a insulina, o glucagon, os factores
sanguineos, compostos por factores de coagulagao, como o factor VII e IV, aplicados no
tratamento da hemofilia A e B respectivamente sdo exemplos de biofarmacos desta

classe.

As proteinas tromboliticas, o tecido activador do plasminogénio, anticoagulantes, factor
de crescimento (EPO) e (G-CSF), usados no tratamento de doencas cardiovasculares
constituem outra classe. Factores de crescimento de tipos de células ndo sanguineas,
também sdao usadas como moléculas terapéuticas (factor de crescimento endotelial;

proteinas osteogénicas), por exemplo, para regenerar tecido 0sseo.

Por ultimo, as citoquinas, importantes moléculas do sinal modelar da resposta imune sao
compostas por duas subclasses, os interferdes (IFN), como IFN-a; IFN-; IFN-9,
usados no tratamento da hepatite B e C, esclerose multipla, e alguns tipos de cancro; e
as interleucinas (ILs); IL-1; IL-2; IL-12”), usadas para activar as cé€lulas do sistema

imunologico, em especial as células T, no tratamento de doengas autoimunes.

Muitas das proteinas das diferentes classes terapéuticas, sao usadas na prevencdo de
doencgas e assim classificadas como vacinas. Diversas vacinas profilaticas, compostas

por péptidos, DNA, e proteinas recombinantes encontram-se disponiveis no mercado.

Um grupo de biofarmacos ainda com menor expressdo no mercado, mas cuja
importancia estd a crescer gradualmente com a evolu¢do e no avango nos estudos na
area da gendémica e medicina personalizada sdo os acidos nucleicos; vacinas de DNA;
siRNA; formulagdes baseadas em oligonucledtidos (Aptameros). O desenvolvimento
mais lento desta classe deve-se, eficidcia e mecanismo de agdo pouco conhecidos e a

questoes de ética.
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Na Tabela 1 apresentam-se os biofarmacos mais vendidos na atualidade (Walsh, 2010;

Nelson et al., 2010; Swich et al., 2012; Zhou et al., 2012).

Tabela 1. O Top 10 de vendas mundiais de Biofarmacos

Empresa Biofarmaco | Vendas 2015(M$) | Vendas 2016(M$)
AbbVie© Humira® $14,012 $16,078
Gilead Sciences© Harnovi® $13,864 $9,081
Amgen/Pfizer© Enbrel® $8.,697 $8.874
Roche/©Biogen© Rituxam® $8.,354 $8,583
Johnsoné&J 02)nson©/Merk Remicade® $8.760 $7.829
Celgene© Revlimid® $5,801 $6,974
Roche®© Avastin® $6.,654 $6,752
Roche© Heceptin® $6,509 $6,751
Sanofi© Lantus® $6,054 $6,770
Pfizer© Pri;gar $6.245 $5.718

Considerando todas as classes e sub-classes de medicamentos bioldgicos desenvolvidos
até a data, estes podem ser divididos em diversos tipos de acordo com as modificagdes
na sua estrutura. Estas modificacdes aumentam a sua aplicacao terapéutica, eficécia,
seguranca e precisao do mecanismo de acc¢ao. As variagdes no local activo da molécula,
sao consideradas para produzir biofarmacos com qualidade, com melhor

farmacocinética, chamados biofarmacos de 2% e 3* geracdo (Kohno et al., 2007).

As variagcdes na sua estrutura, em geral, resultam na redugcdo da imunogenicidade,
alteragdes no perfil farmacocinético, aumento do tempo de semi-vida, ou geragao de
novas proteinas (proteinas hibridas), como as proteinas de fusdo, compostas por
diferentes cadeias polipeptidicas (Etanescept®), composto por um receptor de citoquina

constituido por uma regido com um anticorpo em fusdo com o seu carbono terminal

(Kohno et al., 2007).



Impacto dos Biorreatores de Perfusdo na Producdo de Biofarmacos

As proteinas terapéuticas como, mAbs, FSA, EPO ou G-CSF, sdao glicoproteinas. O
perfil de glicolisacdao, que ¢, a adicdo de agucares de larga cadeia polipeptidica nos
locais de glicosilagdo, pode influenciar positivamente ou negativamente a molécula

produzida, modificando a sua nomenclatura ou nivel de actividade (Kohno et al., 2007).

Novas tecnologias e sistemas terapéuticos, como nanoestruturagdo, ja sao utilizados
para aumentar o tempo de semi-vida, conduzir o farmaco pelo corpo. Outra abordagem
¢ a ligacao de proteinas a estruturas farmacologicas ja existentes para aumentar a
especificidade e aumentar a atividade biologica e melhorar as propriedades fisico-

quimicas. (Gebauer et al., 2009).

Com o desenvolvimento tecnoldgico dos biofarmacos, aumenta também a sua
segurancga, na prevencao, controlo e cura de doencas como o cancro, artrite reumatoide,
doenca de Alzeimer, diabetes, dermatites, doenca ¢ Crohn, esclerose multipla, fibrose

cistica, hemofilia, trombose, lepra, lupus e diversas doencas cardiacas.

O tratamento da esclerose multipla usando o IFN-f3 recombinante, aumenta a qualidade
de vida de muitos pacientes, reduzindo o numero de recaidas em 30 % dos individuos
(Aggernal, 2013). Na artrite reumatoide, a nova bioterapia, reverte a degeneracdo da
ligagcdo apenas 48h apds o inicio do tratamento. Diversos Biofdrmacos, ja demonstram
actuar seletivamente em células cancerigenas apresentando menos efeitos toxicos do

que os procedimentos quimioterapéuticos mais comuns. (A.G Roche).

Devido ao seu tamanho e sensibilidade, grande parte dos biofarmacos, sao
administrados via parentérica, absorvidos em primeiro, pelo sistema linfatico. (Reis et

al.,2011; Amgen, 2012).

1.3. Biossimilares

A progressiva expiracao de patentes levou a producdo de uma segunda geracao de
produtos biofarmacéuticos, os chamados biossimilares (Fryklind, et al., 2014). Em
termos gerais, pois pode mudar de pais para pais de acordo com agéncia reguladora, um
biossimilar corresponde a um biofdrmaco que ¢ idéntico ao biofarmaco referéncia

(Tsuruta et al., 2015).
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Os biossimilares sdo produzidos através de bioprocessos que apresentam diferencas, nas
linhas celulares ou sistemas de expressdao em relacao ao bioprocesso do biofarmaco de
referéncia, para produzir maior concentragdo de produto final com atividade bioldgica

aumentada (Mellstad et al., 2008).

O grande problema, na produgdo desta classe ¢ a dificuldade de demonstrar que ¢ um
bioproduto similar ao biofarmaco de referéncia, incluindo, diferencas estruturais e
diferencas no processo de producao. E necessaria uma avaliagdo especifica para cada

novo biossimilar (Fryklind ez al., 2014).

Tabela 2. Biossimilares em pipiline e a respetiva empresa

G-CSF Teva Pharmaceuticals

G-CSF Mochida/Fuji Pharma

Somatropin JCR Pharmaceuticals
Trastuzumab Celltrion
Infliximab Celltrion

alfa-Follitropin

Dong-A Pharmaceuticals

alfa-Follitropin

Teva Pharmaceuticals

alfa-Follitropin

Finox Biotech

Etanercept Celltrion
Etanercept LG Life Sciences
Etanercept Merk
alfa-Darbepotin Avestagen
Eritropoitina Hospira

Interferdao-beta

Reliance Life Sciences

Interferao-alfa-2b

Amoytop Biotech

Trastuzumab

GreenCross
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Nos ultimos anos, a industria biofarmacéutica tem demonstrado o interesse crescente em
comercializar biossimilares, (Tabela 2) (Wilson & Wood, 2015). Em 2015, 47 novos

biossimilares estavam em fase de estudo clinico (Sackman et al., 2014).
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II. Processo de producao de biofarmacos

2.1. Processo de producio em biotecnologia

Em comparagdo com a industria farmacéutica tradicional, de sintese quimica, as
moléculas produzidas pela industria biofarmacéutica sdo singulares por dois aspetos:
sdo0 muito grandes e sdo produzidas em organismos vivos, o que resulta numa

variabilidade notavel (Jozala et al.,2016):

As moléculas de sequéncias peptidicas podem ter diferentes estruturas

(primarias; secundarias; tercidrias; isoformas; locais de glicolisagdo).

e A mesma molécula interage com diferentes substancias em locais especificos

com diferentes mecanismos de interagao.

e As proteinas sdo muito sensiveis as perturbagdes mecanicas e térmicas.

e Os produtos biologicos sao dificeis de caracterizar.

A grande dificuldade de caracterizacao de um farmaco proteico € a principal razao para
a complexidade do seu processo de produgdo. E virtualmente impossivel gerar a

proteina alvo pura devido aos seus subprodutos e impurezas (Valente ef al., 2015).

Na purificagdo, a diferenga entre os produtos de interesse e ou produtos indesejaveis,
geralmente ¢ pequena, pois o tamanho e configuragdo sdo similares. A escolha dos
métodos de separagdo aplicaveis ¢ limitada devido a baixa estabilidade quimica,
diversidade dos pesos moleculares e similaridade e uniformidade dos mecanismos de

interacao (Valente et al., 2015).
Assim sendo, o produto que emerge do processo ¢ constituido por uma mistura de

substancias em que a proteina alvo constitui o ingrediente essencial, mas em que os

restantes componentes sao determinados pelo proprio processo (Valente ef al., 2015).

11
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Um problema adicional que os biofairmacos apresentam ¢ a complexidade do produto
em si, constituido por diversas substancias. Normalmente ¢ impossivel de obter uma
analise precisa da mistura formada no final do processo. Se houver desvios
significativos do processo de fabrico estabelecido, a identidade dos subprodutos do
bioprocesso ¢ geralmente impossivel de determinar e eles ndo sdo detetados pelos
métodos analiticos implementados. Na fase do ensaio clinico, sera dificil declarar a
seguranca ¢ eficacia destas novas substancias. A qualidade do produto ndo pode se

definida sem qualquer divida. Em biotecnologia a méxima “o processo determina o

produto” aplica-se (Cohen ef al., 2018).

2.2. Esquema do processo e avaliacao

Sao duas as principais areas do processo, a fermentagdo (producdo da biomolécula
alvo), e a purificacao (purificagdo da biomolécula alvo). A producao da substancia ativa
resulta numa substancia medicamentosa ndo formulada, em que a biomolécula esta

presente numa solucao adequada para armazenamento a longo prazo (Behme, 2015).

Produgéo da proteina alvo/Substancia ativa Produgdo da forma final/Biofarmaco

s

N

Fermentagio
Upstream

Purificagdo
Downstream

X,

»

s

9

\

Formulagao
Enchimento

Rotulagem
Embalagem

Produto semi-acabado

).

Produto final

Figura 3. Esquema global do bioprocesso

A etapa subsequente ¢ a transformacao das substancias ativas num farmaco (obtencao
da forma farmacéutica segura). Aqui, os aspetos clinicos (tolerancia, dose), seguranga
(grau de pureza), logistica (transporte, armazenamento), ¢ embalagem, t€ém que ser

considerados (Behme, 2015).
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Na produgdo farmacéutica, as areas de formulacao/enchimento e embalagem podem ser
distinguidas. A formulagdo envolve, normalmente o tamponamento ou liofilizagao da
forma. Quando ¢ introduzido no recipiente final (ampola, seringa), ¢ criado o produto
final. Enquanto o produto nao for rotulado, ¢ considerado semi-acabado. Assim o ultimo
passo do processo de fabrico do biofarmaco, engloba a rotulagem e embalamento final

(Behme, 2015).

2.3. Fabrico do principio ativo

Proteina alvo em
Otimizacdo da Separagio Solugio s/ Proteina
proteina alvo de Biomassa impurezas final

Cultura para
fermentagio

Biofarmaco

a)
b) d) c)
GG O B

O O

Legenda: I. Inoculacdo cultura celular II. Fermentagdo III. Separacdo celular IV.
Isolamento/Concentragcdo V. Polimento; a) Cultura da linha celular b) Meio de cultura

¢) Agua d) Agua/tampao/géis e) Agua/tampio/géis

Figura 4. Sequéncia da produgdo de um biofarmaco.

O processo de produgdo inicia-se com a cultivagao de células. Uma aliquota contendo
material celular, retirado do banco de células viaveis, ¢ incubado num baldo de agitacao.
De seguida uma sequéncia de etapas scale-up, tipicamente diferentes em volume (1:10),
vai gerar uma cultura de inoculagao para incubar no fermentador (Brod et al., 2009). As
células sdo propagadas e a proteina alvo ¢ produzida na etapa de fermentacdo. Os
nutrientes necessarios para o metabolismo celular, sdo fornecidos através do meio de
cultura. Ap6s a colheita das células do biorreator, o sobrenadante ¢ separado da massa

celular; a separagao pode se feita por centrifugacao ou filtragao (Brod et al., 2009).
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Se a expressdo do produto ¢ intracelular em corpos de inclusdo, as células t€ém que ser
lisadas, para as proteinas alvo serem dissolvidas em meio aquoso. Pode ser necessario
um processo de reformulagdo que restaurar a estrutura tridimensional e, portanto, a

funcionalidade terapéutica da proteina (Brod et al., 2009).

Apos reformulagdo, a solucao existente, contém a biomolécula na forma correta e as
impurezas das etapas precedentes. Estes procedimentos sdo similares, para produtos de
expressdo extracelular apOs separacao da biomassa. Neste caso a biomolécula, nao
reside nas células, mas sim no sobrenadante aquoso. O isolamento e concentracao
podem ser efetuados por cromatografia de captura ou ultrafiltragdo; um tampao aquoso
(suplementado com estabilizadores proteicos) ¢ adicionado para condicionar a solugdo

para subsequente purificagcdo (Borys et al., 2015).

Antes do processo downstream se iniciar, existe frequentemente um processo de
retencdo, para desacopolar os processos de fermentacdo (upstream) e purificacao.
Depois do isolamento/concentragdo, a proteina ¢ obtida em uma solugdo, livre de

impurezas. Todas estas etapas constituem o upstream do processo (Borys et al., 2015).

A purificacao final, downstream, recorre a uma variada gama de cromatografias. O
objetivo desta fase ¢ a remocao de impurezas semelhantes ao produto, como proteinas
hospedeiras (HCPs), formas desnatadas da proteina ou outros subprodutos. O fim da
cadeia de processos ¢ marcado, mais uma vez, por uma ultrafiltracdo para preparar o

produto para as etapas seguintes (Oien et al, 2017).

E necessaria especial atengdo ao enchimento dos volumes necessarios, pois é uma
operagdo que exige precaucdes de esterilizacdo e higiene. No final obtemos uma
proteina dissolvida, mais pura possivel, com 6tima estabilidade para armazenamento a
longo prazo em condicdes moderadas. Na forma mais usual de procedimentos
industriais (processo descontinuo), depois da purificacdo final, ¢ novamente necessaria
uma fase de retengdo para separar o processo de fabrico da proteina da etapa de fabrico

do biofarmaco (Oien et al, 2017).
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2.4. Producao de produtos biofarmacéuticos

Na produgao biofarmacéutica, a solu¢do que contém a proteina alvo ¢ transformada em
um biofarmaco apropriado para tratamento terapéutico, facil de utilizar por médicos e
pacientes. As formas farmacéuticas mais comuns dos biofdrmacos sdo forma liquida
(Figura 4) ou liofilizada, como um p6. Para injecao via parentérica, o po € reconstituido

com agua purificada ou uma solucao fisioldgica (Fischer et al, 2016).

Figura 5. Biofarmacos na forma liquida

Na formulacao (Figura 6), o tampao de armazenamento, pode ser substituido por um
tampao adequado para a inje¢do. Se o produto tiver que ser liofilizado, um agente
crioprotector deve ser adicionado ao liquido para evitar a degradacdo da proteina
durante o processo de congelamento. O ajuste do pH, também ¢ comum. Na composi¢ao
subsequente, o liquido ¢ preenchido no recipiente primario, que € muitas vezes um
frasco de vidro; sao também utilizados outros tipos de recipientes, como seringas pré-
cheias, campanulas ou cartuchos. O produto ¢ liofilizado se a estabilidade da forma

liquida nao estiver garantida (Fischer et al, 2016).
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Farmaco Fdrmaco no

preparado para dispositivo final
formulagio final

Excipientes 1* [Embalagen
aquosos embalage Secunddrial
Proteina 3 L Rotulagem
purificada Formulagéo Composigio Produto final
\ Embalagem O
i Filtragdo ¢ (liquido)
: Ultra- : i Liofilizagdo
5 /difiltragao ' | S—
Mistura H

Figura 6. Fase final do processo de fabrico de um biofarmaco

No ultimo passo, rotulagem e embalagem, o biofarmaco recebe o “make-up” especifico
de cada pais, incluindo as informacdes relevantes para a seguranga, bem como as

embalagens de venda e transporte (Fischer et al, 2016).

2.5. Fatores-chave para avaliacdo de bioprocessos.

Questdes relacionadas com a performance global do processo sdo frequentemente

avaliadas, sendo os custos e a reprodutibilidade do processo, as principais preocupagoes.

Quando um conceito de bioproducao ¢ implemantado, o desenvolvimento do processo
tem que delinear metas bem definidas abordando os seguintes fatores (Gonzélez &

Woodely, 2010):

e Concentraciao de fermentacao: ¢ a concentracdo de produto que se atinge em
gramas por litro de volume no final da fermentacao. Para determinado processo,
esta depende, do tempo, taxa de crescimento celular, densidade celular e a
produtividade celular individual.

e Rendimento global: cada uma das etapas do processo downstream esta

associada a uma perda de produto mais ou menos significativa.
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e Tipo e capacidade do processo: o tipo ¢ a capacidade das etapas do processo
determinam a configuragao e tempo necessario. A capacidade individual de cada
etapa indica a frequéncia com que essa etapa deve ser realizada para o fabrico da

quantidade desejada de produto.

e Tempo do processo: ¢ o principal fator para a avaliagao da melhor configuracao
e otimizacao da fabrica de producao.

e Dados analiticos: ttm que ser claros e bem tratados, para um controlo e
monotorizacao continua de todas as etapas.

e Robustez do processo: um processo consistente tem que ser robusto, isto €, o
produto apresenta qualidade constante dentro dos parametros de avaliagdo, para
ser tecnicamente controlado ¢ validado. A maior tolerdncia a variagdes diminui
os riscos de rejei¢ao. Para avaliar a robustez do processo, devem-se observar os
intervalos especificos dos inputs (velocidade de agitacao; taxa de fluxo de gas;
intervalos de temperatura; fluxo de volumes) como parametros criticos.

e Matérias-primas e instrumentos tecnologicos: as matérias-primas mais
importantes sdo o meio de cultura e as solugdes tampao, géis de cromatografia,
agua farmacéutica, e material de embalagem.

e Estabilidade do produto: a estabilidade do produto ¢ a capacidade de manter as
suas propriedades inalteradas, durante um longo periodo de tempo, em
determinadas condi¢cdes ambientais. Por norma, os biofarmacos tendem a
degradar-se com o tempo e sdo sensiveis a condigdes ambientais extremas. A
estabilidade do produto tem impacto significativo, no desenho do processo, bem

como, no transporte € armazenamento.

2.6. Sistemas de expressao

A célula é central no processo biotecnolégico. E o “micro reator” no qual o principio
ativo ¢ produzido. A sua performance, determina o tamanho do processo de fermentagao
e o tipo de purificacdo. A proteina alvo ¢ sintetizada pela célula selecionada a partir da
sua expressao proteica. A totalidade da célula hospedeira e a sua informagao genética

modificada sdo designados o sistema de expressao (Subramanian, 2018).
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Os sistemas de expressao podem ser classificados como sistemas microbianos, de
mamiferos e transgénicos. As células de insetos, eucariotas, ndo tém um papel

significativo a producao em grande escala (Subramanian, 2018).

As células que sdao usadas para inocular o fermentador sdo armazenadas num banco de
células (Figura 7). O banco de células ¢ o material inicial mais importante de um
processo biotecnoldgico, sendo necessario, testes, identificacdo e estabilidade do

conteudo com frequéncia (Subramanian, 2018).

Banco de células

—_— PN
00000] <=, 00000
| A "W [ -

Legenda: I. Producdo de substrato celular II. Expansdao celular III. Aliquota e
congelamento V. Descongelamento e expansao celular V. Aliquota e congelamento VI.

Descongelamento e expansao VII. Amplificacdo celular

Figura 7. Banco de armazenamento de células para produgao de biofarmacos
i. Sistemas de expressao microbianos
Os sistemas de expressdo microbiana sdao constituidos por bactérias (Figura 7)
(Escherichia coli e outras espécies de bacillus), leveduras (Saccharomyces cerevisae,
Pichia pastoris, Hansenula pulymorpha), e fungos (Aspergillus niger). Mas

particularmente a E.coli e a S.cerevisiae (Demain, Vaishnav, 2009).

O codigo genético para a expressao, o vetor expressao, da proteina alvo pode ser ativo

fora do genoma da célula hospedeira ou integrado no genoma. A forma integrada ¢ a
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mais estavel, pois ndo se degrada tanto como a forma epissomica. Contudo a
transformagao genética da forma epissomica normalmente gera um maior numero de

copias na célula, o que aumenta a performance da sintese (Demain, Vaishnav, 2009).

Legenda:
I. Gene humano da insulina

II. Plasmideo bacteriano

+
I — III. Plasmideo recombinante
IV. Transformagéo bacteriana
V: Purificacdo da proteina

‘ (Insulina recombinante)

Figura 8. Exemplo de um sistema de expressao microbiano

O codigo genético para a expressao, o vetor expressao, da proteina alvo pode ser ativo
fora do genoma da célula hospedeira ou integrado no genoma. A forma integrada ¢ a
mais estavel, pois ndo se degrada tanto como a forma epissomica. Contudo a
transformagao genética da forma epissomica normalmente gera um maior numero de

copias na célula, o que aumenta a performance da sintese (Demain, Vaishnav, 2009).
Todos os sistemas de expressao microbianos, sao caracterizados por grande robustez e

meio de cultura baratos. Podem ser fermentados até escalas de 100.000 L e atingir

concentragdes de 1000 mg [~1.
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A grande vantagem destes sistemas € o seu rapido crescimento e facil manipulagdo. Por
outro lado, a principal desvantagem ¢ a incapacidade de criar modificagdes poOs-

traducionais, como a glicosilagao (Demain, Vaishnav, 2009).

Varios biofarmacos ja estdo presentes no mercado, produzidos através de sistemas de
expressdo microbianos, como Humulin®, Protropin®,Betaferon®, Novolin®,

Revasc®, entre outros.

ii. Sistema de expressao mamiferos

As células dos mamiferos podem-se aproximar do padrdo de glicolisagdo humana, a
expressao de glicoproteinas. Os sistemas mais usados sdao as células dos ovarios do
hamster chinés (CHO) (Figura 8), células do rim do hamster bebé¢ (BHK) e as linhas

celulares de ratos (NSo) para produzir anticorpos monoclonais (Noé et al, 1998).

"Pe 1.02454.0500

Cellvento™
CHi

Figura 9. Merkmillipore Cellvento™ CHO-100 liquido para batch e perfusao

As células dos mamiferos necessitam de um meio de cultura mais complexo comparado
com os sistemas microbianos. Este meio de cultura ¢ constituido por hormonas e fatores

de crescimento, de origem animal (No¢ et al, 1998).

Outra diferenca importante ¢ o seu maior tempo de duplicagcdo; enquanto que a E.coli
leva 20 minutos para a fissdo bindria, as células de mamiferos replicam-se em 20-30

horas (No¢ et al, 1998).
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De referir que praticamente todas as linhagens celulares podem ser cultivas, para além,
do produto final apresentar grande densidade celular na cultura suspensa no biorreator e

nao depender de nenhuma matriz sélida para o seu crescimento (No¢ et al, 1998).

Os sistemas de expressao de células de mamiferos tém expressao extracelular e podem
concentragdes de varios mil miligramas por litro. Os valores mais comuns descritos a
partir da producao das linhas celulares, para processos comerciais, no momento nao
passam os 2000 mg [™1; os volumes de fermentagdo podem chegar ao 25000 1. Os

vetores de expressao mamiferos podem ser integrados ou epissomicos (Jianwei, 2012).

Concluindo, as grandes vantagens dos sistemas de expressdo mamiferos sao a
possibilidade de modificagdes poOs-translacionais essenciais para as funcionalidades da
proteina, as desvantagens incluem a lenta taxa de crescimento e as exigentes condigdes

das culturas (Jianwei, 2012).

Biofarmacos produzidos através das linhas celulares CHO como, Epogen®,
Recombinate® e anticorpos Herceptin® e Avastin® e produzidos pelas linhas celulares

BHK, Kogenate® ¢ NovoSeven®, ja estdo disponiveis para uso humano.

iii. Sistemas transgénicos

Os sistemas transgénicos sdo animais ou plantas geneticamente modificados. Estes
sistemas, como a planta do tabaco ou o milho, ndo estdo desenvolvidos como os
sistemas microbianos e mamiferos. A sua elevada produtividade leva-os a serem
considerados como competidores dos sistemas mamiferos, mas questdes sobre a sua
estabilidade genética e boa praticas de fabrico (GMP) constituem entraves a sua

generalizacao (Bertolini et al, 2016).

2.7. Fermentacao

Na fermentagdo, as células sdao cultivadas no biorreator, o fermentador, para produzir a

biomolécula alvo. Quanto o maior nimero de células disponiveis no volume de
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fermentagdo, maior o rendimento do produto. Para atingir os objetivos da fermentagao,

devem estar reunidas as seguintes condi¢des (Larroche et al, 2008):

e um ambiente favoravel para o crescimento celular, com o objetivo de alcangar
uma grande densidade celular.
e otimizar a expressdao com o objetivo de atingir uma grande produtividade

celular.

Em paralelo, a biofarmacia e tecnologia ditam os seguintes requisitos adicionais

(Larroche et al, 2008):

e A gama de subprodutos expressos pelas células deve ser a menor possivel. E
conseguido com a cria¢ao de condi¢des para uma fermentagao homogénea.
e A gama de produtos e subprodutos, relacionadas com o processo, deve ser bem

definida e de facil separagao.

0, o,
Fase gasos
Fase ]iq_uid_a _____________
0, dissolved 1(;0? dissolved
Mistura
<
Cell
4 A
v
Stress N
Produtos Produtos secunddrios

Figura 10. Esquema simplificado que expressa a interacdo de varios parametros do

bioprocesso no ambiente da célula
O rendimento global da fermentacdo depende da extensdo de impurezas. Estas devem
ser eliminadas em etapas de purificacdo, etapas essas que estdo associadas a perdas de

biomolécula alvo (Larroche et al, 2008).
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A atividade celular (Figura 9), crescimento e metabolismo, depende de varios
parametros como, a quantidade de nutrientes, o valor do pH, a temperatura, a densidade
celular, concentracao e toxicidade dos produtos celulares e disponibilidade de oxigénio.
As células multiplicam-se por divisdo; depois de atingirem o fim do seu ciclo de vida,

morrem, acumulando biomassa no reator (Larroche et al, 2008).

log
A | | Morte Celular
| |
\ R e
/! L.
/ : Fase estacionaria N :
|
/| : N
. ¢ ' )
| | | |
| | | |
| Fase exponencial | : -
|
! | : I
| | | I
| | | |
Fase de | : : -
Laténcia ! / ! | !
| / | | |
| / | |
| \
: / : Concentragao do .
| |
)' / | | produto :
e %] [ | |
T T 1 Ls b

Figura 11: Grafico do ciclo de vida das células na fermentacao

No processo tipico (Figura 11), ap6s inoculagao do biorreator no ponto zero, as células
necessitam de tempo para se adaptar as novas condigdes do meio; aqui nao se deteta
crescimento. Esta fase de laténcia, ¢ seguida por uma fase de crescimento exponencial
em que hd aumento da biomassa por meio de divisao celular. Depois da fase
exponencial, segue-se a fase estaciondria e ¢ caracterizada, por um equilibrio entre
célula novas e células mortas. Esta limita¢do no crescimento' pode se causada por um
consumo excessivo de um nutriente especifico ou formagdo de um subproduto toxico

(Larroche et al, 2008).

! Num sistema fechado, em batch, o processo termina na fase de morte celular, devido a limitagdo de
substratos.
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Assim que um numero razoavel de células ¢ alcancado, uma quantidade de produto
pode ser detetada no volume de fermentacao; o pico da fermentagao ¢ atingido quando o
numero de células ¢ elevado e a taxa de expressao desejada. O declinio da concentracao
do produto ¢ geralmente uma consequéncia da baixa estabilidade da proteina, que pode
perder a sua estrutura tridimensional ou sofrer degradacao proteolitica (Larroche et al,

2008).

2.8. Esterilidade e tecnologia de esterilizacao

E fundamental a esterilizagdo prévia do fermentador. No entanto, a esterilizagdo

completa ndo ¢ essencial nesta fase, s6 na purificacao ¢ que existe esse estreito controlo.

Quanto mais “aberto” um processo ¢ para 0 meio ambiente, mais rigorosos sao 0s
requisitos. Por exemplo, a produgdo do banco de células, ¢ necessario que o processo
seja realizado numa bancada com ar ultra purificado para evitar contaminagdes. No caso
dos biorreatores, ¢ s6 suficiente garantir a esterilidade dentro da cuba de fermentacao.
De referir que todos os produtos, matérias e superficies, tém que ser estéreis (Chen et

al., 2015).

Existem trés grandes tipos de esterilizagdo em processo biotecnologicos:
e Esterilizacdo por calor
e Filtragao esterilizante

e Esterilizag¢ao por radiagdes

O método aplicado depende do bioprocesso a ser realizado.

2.9. Equipamento e tecnologia
Tradicionalmente a fermentacdo ¢ executada em biorreatores de agitacao (Figura 12).

Este tipo de reator ¢ ainda o mais usado pela induastria biofarmacéutica, tanto com

sistemas microbianos como mamiferos (Eibl & Loffelholz, 2014).
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Biorreator de tanque c/agitacao

S5

a) @

Coo |-

Legenda: a) agente anti espuma e/ou ajuste do pH b) Meio de cultura c) Ligacdo a
bomba d) Inoculacdo e) Amostra f) Valvula inferior g) Pressdao h) Temperatura 1)

Controlo por visualizagao j) Nivel da cultura k) Oxigénio 1) Turbidez

Figura 12. Desenho tipico de um biorreator de agitagdo no modo batch

Estes reatores estdo disponiveis numa gama de volumes que vai dos poucos litros
(escala laboratorial) até 75000L para produgdo industrial (Behme, 2015) (Figura 13). A
fermentagao inicia-se depois da esterilizacdo do vaso do biorreator com a inoculagdo do
meio de cultura e caldo celular. O oxigénio ¢ alimentado durante todo o processo por
um sistema arejamento; o ar residual ¢ purgado por um tubo na cabeca do vaso. Uma
porta adicional é necessaria para adicionar os agentes espuma e controlar o pH com
adicao de hidroxido de sodio ou acido fosférico. A proteina final da fermentagcao ¢

colhida pela valvula inferior (Behme, 2015).
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O agitador serve para homogeneizar as condi¢des de fermentacao, dispersar bolhas de
gas, melhorar a transferéncia de calor e o movimento fluido, evitar a agregacao de
células e de biomassa nas paredes do tanque. O biorreator ¢ equipado com uma manta
de aquecimento, que pode ser utilizada, também, no modo de refrigeragdo apds a

esterilizacdo para uma fermentagao exotérmica (Behme , 2015).

Agentes de limpeza, como o hidréxido de sédio diluido ou agua, sdo introduzidos pela
porta de limpeza e distribuidos pelo tanque através de bolas de pulverizacao (Behme ,

2015).

Para além da temperatura e pressdo, o nivel de capacidade, o oxigénio dissolvido e
turvacao (como medida da densidade celular), sdo dados de interesse monitorizados,
que podem ser analisados por uma porta de vidro e/ou acoplados a computadores com
software sofisticados, capazes de realizar medigdes em tempo real. Uma porta de
amostra ¢ indispensavel para rastrear todo o processo de fermentacdo para a sua

validacdo e implementacao em processos futuros (Behme , 2015).

Todos os processos de fermentagdo em biorreatores de agitagdo sdo compostos pelas

seguintes etapas:

v Preparagio
1) Pré-limpeza
i1) Esterilizacao
1i1) Preparacao do meio de cultura
1v) Se necessario: testes de filtragem para o processo de downstream
v) Se necessario: testes de pressao no caso de montagem de outros dispositivos
e controlo de limpeza.
v" Bioprocesso

v" Limpeza do equipamento
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Figura 13. Instalagdo de um scale-up de biorretaores de agitacdo (GE Healthcare Life

Sciences)

Normalmente os processos podem ser realizados paralelamente para melhor otimizacao

das praticas de fabrico industrial (Clemens et al., 2009)

2.10. Purificacao

Na purificacdo, o processo downstream (Figura 15), podem ser consideradas as

seguintes etapas (Graumnan & Jungbauer, 2012):

e Separacio das células: separacdo das células da colheita

¢ Isolamento/concentracio: reducdo do volume a ser purificado e facilitar a

separagdo de impurezas.

e Purificacdo final: purificagdo da biomolécula alvo de substancias dificeis de

Separar.
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2.11. Tecnologias para separacio celular e isolamento do produto

Apos a colheita do biorreator, efetua-se a separacao celular. Esta separagao de particulas
solidas do liquido aquoso ¢ conseguida por filtros, centrifugas ou decantadores. O
processo de filtracao pode ser efetuado pelo método classico como filtragcdes de fluxo

normal ou alternativamente no modo de fluxo tangencial® (Coffman et al., 2017).

A centrifugas e decantadores, sdo mais faceis de operar do que as unidades com filtros e
sdo mais vezes utilizados como a primeira etapa para a separagdo celular. Perdas de
produto durante a separagao celular sdo causadas pela agua residual ligada as células
descarregadas que que a proteina esta dissolvida. Os rendimentos tipicos desta etapa sao

na ordem dos 95% a 98% (Clincke et al., 2013).

2.12. Concentracao e estabilizacio da proteina alvo

Nesta fase do processo, obtida uma proteina alvo na sua forma biologicamente ativa
numa solucdo isenta de impurezas solidas, duas etapas permanecem por se realizar

(Clincke M. et al., 2013) :

e Estabilizacdo da proteina’
e Reducdao do volume a ser processado na purificagdo final para que o

equipamento seja menor € mais econémico.

A proteina pode ser estabilizada por inativacio® ou separacio das substincias
desintegrantes. A inativacao pelo calor de curta duragdo, pode ser a alternativa mais
vidvel, que nao afeta o rendimento do processo, mas também pode alterar a estabilidade

da proteina (Clincke M. et al., 2013).

O processo mais eficiente € eliminar as protéases o mais rapido possivel. Como também
sdo proteinas, sdo relativamente semelhantes a proteina alvo. Podemos conseguir

separar as duas se existirem diferencas moleculares significativas ou na solubilidade em

2 Ultrafiltragao.
3 Prevengio da degradacdo da proteina por protéases.
* implica mais perdas de rendimento em etapas de purificacdo subsequentes.
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agua. Para o primeiro caso a técnica de adsor¢ao ou cromatografia serd o mais indicado,
para o segundo uma extragao de 2 fases. Ao mesmo tempo estas operagdes concentram

o produto (Clincke M. et al., 2013).

Os processos cromatograficos que ligam a proteina alvo e sao implementados antes da
concentracdo da colheita sdo designados como etapas de captura direta (Clincke M. et

al., 2013).

[ versus |

—
—_—

Figura 14. Esquema dos dispositivos de retencdo ATF e TFF usados em modo de

perfusao.

Um dos métodos mais importantes para a concentracao e clarificagao da colheita celular
¢ a filtracao de fluxo tangencial (TFF), também conhecida como filtragao de fluxo
cruzado, utilizando uma membrana filtrante (Figura 14). A filtragao de fluxo cruzado
impede a formagao de uma camada de impurezas que impede o fluxo transmembranar,
apesar que a formacao de uma pequena camada de impurezas a superficie da membrana,

aumenta a eficiéncia da filtragao (Clincke M. et al., 2013).

2.13. Tecnologias para a purifica¢ao final

A concentragdao e isolamento tém como objetivo € remover as sustancias relacionadas

com o processo de fermentacdo. No final desta etapa geralmente, ¢ apresentada uma
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solucdo que esta livre de células e particulas solidas e tem uma aparéncia incolor. Esta
solucdo contém a proteina alvo, bem como impurezas de baixo e alto peso molecular. O

objetivo da purificacdo final ¢ a remocao dessas impurezas (Morbidelli et al., 2016).

A purificagao final ¢ principalmente baseada em principios de cromatografia, mas a
cristalizacdo, precipitagdo e processos de membrana também sdo utilizados (Morbidelli

etal., 2016).

DSP Prrssss R ssRssERRR RS R R RRRRRRRaR .

’ + f%* : (Preparacio do tampéo)
(Colheita) ' .J- .J.".J. @ @ @ @ E
R S—_—— :

..........................................

B 5 .
0

I II I v A\ VI VII VIII

Legenda: 1. Centrifugacdo II. Inativagdo das Proteases III/IV/V. Cromatografia VI.
Inativagdo de virus VII. Nanofiltracao VIII. Filtragao esterelizante

Figura 15. Esquema geral da fase dowstream

Do polimento resulta a proteina alvo na pureza maxima, biofarmaco, para tratamento
dos pacientes, assim, os aspetos de seguranca sao muito importantes nesta area do
processo. Outra tarefa crucial da purificagdo final ¢ garantir a pureza biologica do
produto final, antes de ser transferido para a formulagdo e enchimento estéril

(Morbidelli et al., 2016).
Embora existam caminhos tipicos para a purificacdo de proteinas, hda uma grande

variedade de processos downstream (Morbidelli et al., 2016).0s valores tipicos do

rendimento global desta etapa variam entre 45% a 80% (L1 & Qiu, 2013).
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II1. Design e tipos de bioprocessos

3.1. Bioprocesso

O bioprocesso tecnologico inclui o upstream, biorreator, e processo downstream. Os
biorreatores sao o elemento central do bioprocesso seja para a producdo de biomassa,
biossintese de metabolitos, ou biotransformagdo. Os bioprocessos sao influenciados por
varios parametros que tém que ser optimizados com vista a desenvolver um processo

econdmico (Tomaz-Soccol et al., 2016).

O bioprocesso usualmente requer menos energia do que a sintese quimica tradicional e,
frequentemente, matérias-primas mais baratas; além disso pode ser usado para obter
produtos que nao podem ser produzidos pelos métodos baseados em sintese quimica.
Um processo que ¢ altamente controlado e monitorizado, tem o potencial para produzir
os produtos desejados de forma rapida e consistente com maiores rendimentos; este
rendimento ¢ alcangado se controlarmos e monitorizarmos as principais variaveis e

desenvolvermos estratégias de controlo de gestao (Tomaz-Soccol ef al., 2016).

O biorreator mais comum utilizado pela industria ¢ o de agitagdo, em que a parte

central, o tanque, contém as células em crescimento no meio de cultura (Figura 12).
Normalmente o biorreator ¢ equipado com uma sonda de pH, regulador da temperatura,
e oxigénio dissolvido e monitorizado por uma sonda e pela taxa de agitagdo (Tomaz-
Soccol et al., 2016).

No modo de cultura em continuo o meio de cultura fresco, ¢ adicionado e paralelamente
a cultura ¢ retirada continuamente, enquanto no modo perfusdao, o meio de cultura ¢
adicionado e retirado quando as células sdo removidas do reator (Larroche ef al., 2016).

3.2. Tipos de Bioprocesso

Consoante o tipo de biorreactor usado existem trés tipos de fermentacdo: batch, fed-

batch e fermentacao em continuo.
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i. Batch

A fermentacdo em batch decorre num sistema parcialmente fechado, em que as matérias
sdo carregadas para o biorreator, descontaminadas antes do processo comegar, €
removidas no fim. Neste tipo, as condi¢des da operacao estdo em constante mudanca ao
longo do tempo. O unico material que ¢ adicionado ou removido durante a fermentagao
sdo os gases (0,;C0,) e solugdes de controlo de pH. Os produtos intracelulares e

extracelulares, sao recolhidos no final do processo.

A principal desvantagem do processo em batch ¢ o elevado tempo de inatividade entre
lotes, tempo que inclui, a carga e descarga do biorreator, limpeza, esterilizagdo, ¢ o
recomeco do processo. A otimizacdo do pH e temperatura pode melhorar a
performance, comparando com operagdes de pH e temperatura constante (Martins &

Souto-Maior, 2003; Cora et al., 2008).

ii. Fed-batch

O bioprocesso diz-se em modo fed-batch (Figura 15), quando um ou mais nutrientes sao

alimentados para o biorreator durante a cultura e os produtos da sintese proteica

permanecem no reator até ao final do processamento.

| Upstream processing | | Downstream processing

Cromatografia single Batch
-
= (@) Tradicional — \1 r/
Fed-Batch !
Hibrido
v
Cromatografia SMBC N (/
=i N Y v v
. NI R N\
Perfusio em continuo : 2 e

Figura 16. Esquema representativo do modo fed-batch; continuo em perfusao; hibrido.
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Uma das vantagens deste método € que a concentracdo do substrato que alimenta o meio
celular, pode ser mantida nos niveis desejados (Yamane, 1978). A cultura fed-batch
mais simples, ¢ a aquela em que a taxa de alimentagdo de um substrato limitante ¢
constante. Este ¢ o processo mais utilizado pela industria biofarmacéutica, para atingir
células de grande densidade em que as fontes, sdo alimentadas de forma intermitente ou

continuo

A operagdo em fed-batch, ¢ uma estratégia Unica de regular a concentragdao de
compostos que sdo chave, para controlar as taxas de reacdo o que ¢ uma vantagem

competitiva em relacdo ao modo em batch.

Existem duas abordagens classicas para a fermentacdo em modo fed-batch; volume fixo
e volume varidvel. No modo volume fixo o substrato limitante ¢ alimentado sem
dilui¢do do volume. O volume de cultura ¢ mantido constante. No modo de volume

variavel, este varia de acordo com o tempo de fermentacdo (Yamane & Shimizu, 1984).

Existem vantagens e desvantagens no modo fed-batch; as vantagens sdo a produgdo de
células de grande densidade, devido a extensdo do tempo de trabalho; condigdes
controladas de substrato durante a fermentacdo; controlo sobre a producao de
subprodutos; repressao catabdlica como resultado da limitagdo de substratos para a
formagdo de produtos; a substitui¢ao de agua perdida por evaporagdo. Existem algumas
limitagdes, nomeadamente por necessitar de técnicos altamente especializados para
operar o biorreator ¢ uma analise prévia exaustiva de microrganismos e células animais,

para entender os seus requisitos em relagdo a sua formulagao e produtividade.

Existem diversas guidelines para operar no modo fed-batch para produzir diversos
produtos, tais como, aminoacidos, antibioticos, enzimas e biomassa microbial

(Minihane & Brown, 1980).

iii. Bioprocesso em modo continuo

Na fermenta¢dao em continuo (Figuras 16 e 17), uma ou mais correntes de alimentacao

com nutrientes, sdo alimentadas continuamente ao biorreator € a corrente de efluente

33



Impacto dos Biorreatores de Perfusdo na Producdo de Biofarmacos

que contém, as cé€lulas, produtos e residuos ¢ também removida continuamente. A fase
estaciondria ¢ mantida, ajustando uma taxa de fluxo volumétrica igual, para as correntes

de alimentacao e efluente de colheita.

A produgdo industrial em modo continuo estd geralmente associada com a utilizagao
econdmica em escala de produtos. A transferéncia de qualquer tecnologia de produgao,
de um modo em batch para um em continuo ¢ sinonimo de maturidade de determinada
industria. Ja se observou na industria automovel, com a revolu¢ao de Henry Ford nos
anos 20 e 30 do século XX, na industria petrolifera nos anos 50 e 60, na industria

alimentar 50-60, e agora, na industria farmacéutica e biofarmacéutica.

Figura 17. Configuragao do biorreator Sartorius 2000 L em modo continuo

O estabelecimento da parceria de desenvolvimento Novartis /MIT (Instituto tecnologico
de Massachusetts) para a estratégia de produgdo continua de principios ativos de sintese
quimica (Larroche et al., 2016), resultou numa transferéncia de conhecimento para a

producao em continuo de biofarmacos (Thomaz-Soccol et al., 2016).

3.3. Produc¢ao em continuo de produtos biolégicos

Até recentemente nao foi dada atencdo especial a producdo em continuo de
biofarmacos, apesar da produgdo de proteinas de origem animal ter ja atingindo uma
dimensdao de grande escala industrial, em volumes de milhares de litros. No inicio,
estudos teoricos sobre estruturas de custo foram conduzidos, apontando beneficios em

menor CAPEX e menor OPEX em maiores concentragdes (Sinclaire & Brown, 2013).
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No presente os estudos focam-se na etapa downstream, para produtos de grande volume,
como os mAbs na escala de 1000-2000 kg/ano; outros, procuram chamar especial
atencao ao beneficio de produtos de baixo volume como biofdirmacos de quantidade de

10-100 kg/ano (Sinclaire & Brown, 2013) (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas gerais do bioprocesso em modo fed-batch vs perfusao

Tipo de biorreator Uso tnico ou a¢o inoxidavel | Uso unico ou ago inoxidavel
Escala 2000-20000 L 50-2000 L
Densidade celular 5-30 x10° células/ml 30-120 x10° células/ml
Duragdo da cultura 12-20 dias 20-60 dias
Concentrag@o do produto 0,5-0,8 g/l 20% de fed-batch
Colheita No final de batch Diéario/continuo
Acumulagdo de residuos Sim/alta Nao/residual
Tempo de residéncia Durante tzi(l)u(l)rseri()do da 2-4 dias
Estabilidade do produto Alta Baixa
Complexidade Moderada Elevada
Controlo do processo Moderada Elevado
Skills operacionais Moderada Sofisticado
Qualidade do porduto Grande Baixa
Risco de contaminagdo Moderado Moderado
Consumo de meio de cultura Moderado/elevado Muito elevado
Custos operacionais Moderado/elevado Moderado
Capacidade de purificacdo Baixa Muito elevada
Investimento inicial Elevado Moderado

Riske (2012) refere que na producao de concentragdes levadas os maiores custos estao

associados ao processo downstream.

A industria biofarmacéutica ¢ tradicionalmente conservadora. O investimento em
inovagao ¢ mais dedicado ao produto, do que ao processo/tecnologia do processo em si.
Contundo, novos cendrios de negocios, criam fortes necessidades de melhoria,

preferencialmente inovagdes disruptivas (Sinclair & Brown, 2013; Johnson, 2015).
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Atualmente ha cada vez mais produtos no mercado e ainda mais candidatos em ensaios
clinicos, que ja estdo a ser fermentados em continuo no modo perfusao (Sinclair &

Brown, 2013; Johnson, 2015) (Tabela 4).

Tabela 4. Biofarmacos em comercializa¢ao produzidos através do modo perfusao

Reopro® . " Jassen
Antitrombotico Biotech© 1994 500
. Artrite Jassen
Remicade® reumatoide Biotech© 1998 500/1000
Simulect® Rejeigao de Novartis© 1998 250
transpantes
. . Artrite jassen
Simponi® reumatoide Biotech© 2009 500/1000
Jassen
Stelara® Doenga de Crohn Biotech© 2009 500
Xigris® Sépsis Eli Lilly© 2001 1500
. Esclerose Merk-
Rebif® multipla Sereno© 1998 75
Kogenate-FS® Hemofilia A Bayer© 2000 200
Fabrazyme® Doenga de Fabry | Genzyme© 2003 2000
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IV. Bioprocesso continuo em modo perfusao

A perfusdo designa o processo continuo de alimentagdo da fermentagdo com cultura
permanente fresca, enquanto as células ficam retidas no biorreactor num dispositivo de
retencdo. O processo de perfusdo consegue ser altamente produtivo, devido a
capacidade de produzir células com grande densidade, com a continua adi¢ao de
nutrientes em simultdneo com a remog¢ao de metabolitos do bioprocesso. Neste modo
conseguem-se atingir valores de densidade até 2 X108 células /ml consoante a taxa de

perfusao, linhagem celular e tipo de cultura (Ozturk, 2006; Xie & Zhoiu, 2006).

Os processos de perfusdo, controlados por operadores especializados, estdo em
funcionamento durante meses ¢ o produto final sdo proteinas frageis produzidas em

grande quantidade e reprodutibilidade (Wurm, 2004).

Este modo de producdo apresenta, baixos niveis de impurezas, devido hd grande
viabilidade celular, a possibilidade de integrar a etapa downstream em continuo, a
compatibilidade Quality by Design (QdD) e a tecnologia de monitorizagdo analitica

(PAT) (Wurm, 2004).

A produgdo em continuo de proteinas em modo de perfusdo com integragdo da
cromatografia ja foi aplicada e operou interruptamente durante 30 dias (Warikoo et al.,

2012).
O tempo médio do processo dura em média de 2 semanas até varios meses. Para atingir,
grande densidade celular no estado estacionario, parte das células ¢ removida, para

aumentar a viabilidade e prevenir a acumulacao de células-mortas (Deschénes, 2006).

As grandes vantagens do modo de operagao em perfusao sao:

. Grande volume de producao;
° Qualidade celular no estado estacionario;
. Baixo tempo de residéncia do produto final no biorreator.
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Por outro lado, ¢ um processo de complexo a nivel de equipamento e controlo € com
elevada taxa de insucesso. Em perfusdo existe um grande consumo de cultura, principal
custo associado a esta operagdo, ¢ o volume de colheita final contém niveis baixos de
produto concentrado, logo ¢ necessario o tratamento deste em downstream (Pollock et

al., 2013).

4.1. Historia

A primeira produgdo industrial em perfusao foi descrita nos anos 80 e apresentava,
comparativamente ao processo em batch, maiores niveis de concentragdo celular e
produtividade (Himmelfarb & Martin, 1969). Nesta época os dispositivos de retencao
mais usados eram os “gravimetric settlers”, com baixas capacidades de retencao celular,
e os filtros de rotagdo, com baixa viabilidade e dificuldade de scale-up, aumentando os
custos de manutengdo, o que levou a interrupg¢do do processo industrial em perfusao
(Woodside ef al, 1998). A necessidade de fornecer em continuo cultura fresca conduz a
necessidade de dispositivos fidveis para atingir os volumes e densidade, para uma

producao rentavel.

Nos anos 90, com a evolugao da tecnologia e a disponibilidade de linhas celulares mais
avangadas, o processo de fed-batch ja conseguia atingir concentragdes de produto na
ordem de 1g/l com menor complexidade técnica e maior facilidade de operacdo em
biorreatores até 20 m3. O sucesso do bioprocesso em fed-batch desacelerou o
desenvolvimento da tecnologia dos spins filters e outros dispositivos de retencao. A
cultivacao fed-batch ¢ o método dominante em upstream das ultimas décadas (Langer &
Rader, 2014). Nos ultimos 25 anos, o rendimento do volume aumentou 20 vezes nos
processos industriais. As bases para este desenvolvimento, foram o aumento na
qualidade das linhas celulares, sistemas de expressdao mais fortes, meios de cultura mais

avangados e especificos e o maior controlo analitico do processo (Wurm, 2004).

Contudo o modo em perfusdo continuou a ser utilizado para produzir moléculas como,

fator VIII, interferdes e enzimas terapéuticas (Pollock et al, 2013).
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4.2. O regresso da perfusao

Nos tultimos anos verificou-se um regresso aos bioreatores de perfusao. Em comparacao
com o processo em fed-batch, a grande viabilidade celular e elevada produtividade em
biorreatores relativamente pequenos em culturas em continuo ao longo do tempo, sdo as

principais vantagens (Eibl ez al., 2009, 2010).

A tendéncia em utilizar a tecnologia single-use, com a configuragdo de perfusao, tem a
vantagem de baixo investimento inicial, custos mais baixos de operacdo, e permite
maior flexibilidade nos riscos de contaminacdo, apesar da capacidade maxima de
volume de trabalho estar limitada a 2000 L (Eibl et al, 2009, 2010). No modo de
perfusdo, os sistemas single-use relativamente pequenos, atingem concentragdes

comparaveis com o modo fed-batch (10-20 m3 ) (Pollock et al., 2013).

Figura 18. GE© KUBIO™ fabrica modular para producao de biofarmacos

Com a capacidade de produzir biofdrmacos estaveis e instdveis, combinado com o uso
de sistemas single-use e meios de cultura melhorados (o que permitiu um maior volume
de produgdo e menor quantidade destes), o modo perfusdo estd a tornar-se numa
tecnologia valida para a industria biofarmacéutica, pois consegue, com menor

investimento, integrar unidades de producdo mais pequenas e flexiveis com grandes
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niveis de performance na taxa de crescimento, viabilidade e evitar limitagdes de

producao (Vijayasankaran et al., 2009; Konstatinov et al., 2006).

4.3. Caracterizacio do bioprocesso de perfusao

A taxa de perfusdo (P), ¢ definida como a taxa fornecimento de meio de cultura ao
biorreator. Para atingir um volume de colheita (H), H = P. Normalmente, estas taxas
sdo expressas por taxas especificas (V meio de cultura/ V do bioreator / dia) (vvd)). Se
for aplicada uma estratégia de purgas do meio de cultura celular, esse volume (B)
também deve ser reabastecido, aumentando a taxa de perfusio P (dia™!) em

comparacdo com a taxa de colheita H(dia™1) (Xie & Zhoiu, 2006; Ozturk, 1996).

P=B+H

Para dispositivos “abertos” de retengdo de células (CRDs) com capacidade de retengdo
< 100%, a taxa de colheita pode ser dividida matematicamente em colheita livre
células e uma corrente de purga igual a densidade celular no biorreator, o que permite
simular, o desempenho dos CRDs ‘“abertos”, utilizando CRDs "fechados” com uma
linha celular descartavel para detetar as possiveis perdas celulares dos sitemas
“abertos”, facilitando assim o processo de transferéncia de uma tecnologia para a outra

(Xie & Zhoiu, 2006; Ozturk, 1996).

A taxa de perfusdo celular especifica (CSPR) é um parametro importante para descrever
a quantidade de nutrientes por célula num bioprocesso em continuo e permite, controlar
de forma precisa, as operagdes em perfusao (Xie & Zhoiu, 2006; Ozturk, 1996). A taxa
de perfusdo e a densidade celular viavel sdo necessarias para calcular a CSPR, como

demonstrado na equagao,

CSPR = P
=5
em que CSPR = taxa de perfusao especifica (nl/célula/dia), P=

taxa de perfusio (dia™t), X = densiade celular (10°células/ml)
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A CSPR descreve o volume disponivel de cultura por célula e dia e ¢ um indicador, da
quantidade de nutriente necessario por célula. A quantidade 6tima e minima de CSPR,
varia consoante a cultura e linhagem celulares utilizadas, entre 50-500 (nl/célula/dia)
(Konstatinov et al., 2006). O CSPR,,;, define-se como a taxa de fluxo minima, de
cultura celular fresca para uma determinada linhagem celular. Uma pequena alteragao
no CSPR,,;,, mesmo temporaria, através de um crescimento descontrolado da cultura
ou interrupcdo do fornecimento de meio de cultura, pode diminuir a taxa de

crescimento, viabilidade, e produtividade especifica.

Controlar a CSPR a um nivel constante (CSPR;4;), permite concentragdes consistentes
de nutrientes com a alteragao das densidades celulares, por exemplo, durante a fase
exponencial de crescimento (Ozturk, 1996). A reducdo da CSPR, para taxas de perfusao
no limite do CSPR,,;,, permite atingir concentracdes de produtos similares ao processo
fed-batch, através da reducao do caudal, reduzindo o volume médio necessario de meio

de cultura (Konstatinov ef al., 2006).

O volume de meio de cultura ¢ referido como a quantidade de nutrientes adicionados e
consumidos durante o processo de perfusdo. Um bom aproveitamento do meio de
cultura ¢ indicado por concentracdes residuais de nutrientes (i.e, glucose, aminoacidos,
etc.) no sobrenadante no biorreator, e colheita final. Aumentar a eficiéncia do processo
de perfusdo passa por aumentar o aproveitamento do meio de cultura, apesar de ser
necessario, que alguns nutrientes mantenham concentracdes minimas para evitar

respostas celulares limitantes do processo (Adams et al., 2007).

A composicao nutricional do meio, condiciona a densidade celular maxima que pode ser
cultivada com determinada taxa de perfusao de meio de cultura reciproca CSPR,;;,. A
CSPR minima pode ser determinada, permitindo as células crescerem a uma taxa de
perfusdo absoluta. A medida que a densidade celular aumenta, a CSPR ira diminuir até
se atingir a CSPR,,;,(Konstatinov et al., 2006). O 6timo sera sempre aumentar a
composi¢ao nutricional do meio e diminuir a CSPR para atingir uma densidade celular

constante e utilizar a menor quantidade possivel de meio nutritivo, ou aumentar a
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densidade celular do processo para melhorar a produtividade. Estes valores sao

caracteristicas importantes para comparar varios meios de cultura, no modo de perfusao,

Medium depth = CSPR min™! = X4, X P71,

se CSPR = taxa de perfusdo celular especifica (nl/célula/dia), P = taxa de perfusdo

(dia™1), X =densidade celular (10° células/ml).

Se o estado estaciondrio for atingido, o processo de perfusao devera ser configurado
com uma margem de seguranca (S), com uma CSPR,,;,, para facilitar uma taxa de
crescimento Otima, grande viabilidade, e grande especificidade de producao. Este valor

¢ definido por CSPR ;.

CSPRyir = (1 + S)XCSPR i

A margem de seguranca necessaria depende do processo, linhagem celular, composicao
do meio de cultura e técnica de execugdo operacional. Normalmente, se reduzirmos a
margem de seguranga a produtividade ird aumentar, assim com a quantidade de meio de
cultura, mas a probabilidade de falha no processo aumenta exponencialmente, por
exemplo, interrupgdes na perfusdo. O aumento da margem de seguranca resulta num
processo mais robusto, com maior taxa de fluxo média reduzindo o consumo de meio de

cultura (Adams et al., 2007).

Para determinar a taxa metabolica, o equilibrio de massa ¢ aplicado, a uma taxa de fluxo
e volume constantes (Adams et al., 2007). A taxa de consumo especifico pode ser
determinada a partir da taxa de troca média, VCD, e a diferenga de concentragdao de
substrato em meio de cultura fresco e no sobrenadante. O sistema de equacdes
diferenciais que permite calcular a concentracdo de substrato num processo de perfusao
é:

dcg XV

dt

= Finxcs,in - Foutxcs,out —rXxV,

Fin = Four = F,
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p= F
=
dc
d_ts = PX(CS,in - CS,out) =T,
r= qsX X,
dc
d_ts = PX(CS,in - CS,out) — qsXX,

em que V = volume do bioreator (1), F = caudal (I/dia), P = taxa de perfusao
(dia™1), ¢, = concentragido de substrato(g/l), r = taxa de reagio (g/l/dia), q5 =
taxa de consumo especifica de substrato (g/célula/dia), X =

densidade celular (10° células / dia)

Este sistema ¢ utilizado para determinar o consumo e taxas de producdo de substrato,
metabolitos, e produtos em bioreatores de perfusdo sem retencdo de substratos ou

metabolitos (Adams et al., 2007).

4.4 Produtividade do processo de Perfusao

A maior produtividade do processo em perfusdo, em relagdo ao modo fed-batch, ¢
reconhecida como a sua grande vantagem. Contudo, devido as constantes diluigdes do
conteudo do biorreator, os “tieters” no processo em perfusdo, sdo em média inferiores
comparando com o processo em fed-batch, se o produto nao ficar retido no biorreator

(Yang et al., 2016)

A produtividade volumétrica (V P(g/l/dia)) define-se como o rendimento do produto por
volume do biorreator. E calculada a partir da concentragdo do produto no momento,
multiplicada pela taxa de colheita e descreve a produtividade, em um determinado

momento.

VPL' = Cp,iXHi = Xinp,i,
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em que VP = Produtividade volumétrica (g/l/dia), ¢, ;= concentragdo de produto no dia

i (g/), H = taxa de colheita de cultura ( dia™!), X = densidade celular (10° células /

ml), qp = produtividade celular especifica (pg/célula/dia) (Yang et al., 2016).

Tabela 5. Comparacao dos rendimentos entre Fed-batch e Perfusao

Fed-batch Perfusao

Densidade celular vidvel 17 60
Densidade total 34 90
Viabilidade 50 70
Concentragao do produto 6 1,1
Taxa de troca de meio de cultura 0,05 2

Produtividade volumétrica 043 2,2
Ciclos por ano 20 7

Total acumulado(kg) 24 139

O rendimento (Y (g)) da produgdo em upstream, é definido como a massa do produto
acumulado. Em fed-batch, o rendimento ¢ igual a concentracdo de produto da colheita
multiplicado pelo volume da colheira. No caso de o bioprocesso ser em modo ‘“fed-
batch concentrado”, o produto ¢ retido no biorreator e a colheita ¢ efetuada de modo
similar ao processo fed-batch. Para células de elevada densidade, a biomassa solida
(volume celular concentrado (%)), ¢ uma fracdo significativa do volume total de meio
da cultura que ¢ necessario considerar (Yang et al., 2016). Na perfusdo, o rendimento

diario ¢ igual a massa acumulada de produto desde o inicio do processo.
i
Y, = f cpiXHj,

0

em que Y = rendimento (g), ¢, = concentracao do produto (g/l), H= taxa de colheita

(dia™b).
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O Space time yield (STY (g/l/dia)) € igual ao rendimento Y (equacdo anterior), dividido
pela duragio do processo e pelo volume do biorreator. E por vezes confundido com a
produtividade volumétrica, mas ¢ uma definicado mais precisa da produtividade geral de
um processo em upstream. A diferenca na produtividade entre o processo fed-batch e

processo em perfusao ¢ melhor entendida em termos de STY (Langer & Rader, 2014).

Y;
VerX(t; — to)

)

STY, =

em que Y= rendimento (g), ¢ = tempo do processo (dias).

Para calcular a produtividade celular (g, ;) pode-se utilizar a seguinte equagao,

api = ((cpi — cpicq)X(t; — ti))™* + PXcp ) XX 7L,

em que, qp = produtividade celular especifica (pg/célula/dia), P =taxa de perfusao

(dia™1), ¢, = concentragdo de produto (g/1), X = densidade celular ( 10© células /ml) .

De notar que em contraste com o rendimento, g, tem que ser calculado, com base na
taxa de perfusdo P, e ndo pela taxa de colheita H, se aplicada uma estratégia de purga.
Neste caso de acordo com a equagdao P = B + H, P ¢ maior que H, devido a taxa de
purga B. O produto produzido pelas células, mas perdido pela purga, deve ser

considerado para evitar uma subestimacdo do valor gp (Langer & Rader, 2014).
4.5. Dispositivos de retencao celular

Para conseguir-se a perfusdo, ¢ necessario anexar ou incluir no biorreator um
dispositivo de retencao celular (CRD) (Figura 19). A selecao deste dispositivo tem
grande impacto, no processo de perfusdo, na densidade celular e produtividade. Os
CRDs sao classificados como sistemas fechados se existir uma barreira fisica, por

exemplo, uma membrana de filtracdo, com 100% de retencdo celular, ou sistemas
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abertos, que permitem que uma fracdo das células passe pelo sistema deixando o

biorreator (Woodside et al., 1998).

Bomba

Pad A7y
| "
;2';\; i Filtrado
:‘° ’\’ \Sj ATF
a) b)

Figura 19. a) Esquema representativo de um modo perfusdo com um sistema ATF de

retencao celular acoplado; b) Repligen©Xcell™ ATF System.

Os sistemas fechados permitem densidades celulares mais altas, mas maior acumulagao
de células mortas e detritos no biorreator, resultando em menor viabilidade da cultura e
incrustacdo da membrana, bloqueando o filtro (Kelly et al., 2014). Varios estudos
realizados por Clincke et al. & Karst et al., em sistemas ATF e TFF demonstram o

supramencionado (Clincke, et al, 2013, Karst, et al, 2016).

Em contraste, os dispositivos de retencao abertos podem ser mais faceis de operar
durante longos ciclos de processo, ja que as células mortas e detritos sdo constantemente
removidos do biorreator (Baptista et al., 2013; Godawat et al., 2012). No entanto, os
parametros de CRDs abertos requerem otimizacdo adicional afetando a densidade
celular, e portanto, o volume de produtividade no processo de perfusao, em ultima
analise, ¢ limitado. A eficiéncia do dispositivo de retencdo tem que ser considerada em
escala e tecnologia adequada para alcancar um desempenho comparavel. Por ultimo, a
colheita ndo estard isenta de c€lulas indesejaveis, logo, no processo de downstream &

necessario um passo adicional de remogao de células (Godawat et al., 2012).

Os dispositivos de retengao celular mais relevantes no modo de perfusao sao:
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e (Colonizadores de células — conicos e inclinados
e (Centrifugadoras

e Imobilizagao celular

e Filtros de rotacdo, internos e externos

e Filtros Hollow Fiber

e Ressonancia Acustica (Figura 20)

e Microfiltracao

e Filtragdo tangencial alternada (ATF)

| Q » Colheita

Cultura fresca

4

& .

Suspensio
celular

Células

A\

Células concentradas recicladas

— "

Figura 20. Esquema tipico de dispositivo de retencao celular actstico (BioSep Acustic

perfusion system®)

4.6. Definicio de estado estacionario (celular)

Os bioprocessos em modo continuo, oferecem a vantagem de poderem ser operados no
estado estacionario, ou fase estacionaria, ou seja, quando nao ocorrem alteragdes nos
parametros criticos do processo, enquanto este se mantiver estavel. Nos processos de

perfusdao com células de mamiferos, a duracdo do estado estaciondrio € tipicamente
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limitada, devido a instabilidade genética dos organismos e limitacdo operacional dos

dispositivos de retencao celular (Subramamian, 2014).

Para uma fase operacional em estado estacionario, ¢ necessario que todos os inputs e
outputs, bem como, todos os parametros do biorreator se mantenham constantes, ao
longo do tempo, como por exemplo, a densidade celular viavel, viabilidade,
concentracdo e qualidade do produto, concentracdo de metabolitos e nutrientes, pH

(Subramamian, 2014).

Pode ser necessario observar o processo durante varios dias para determinar se o estado
estaciondrio foi atingido pois alguns nutrientes podem ser consumidos a uma taxa
ligeiramente maior do que a taxa de consumo de nutrientes frescos, de modo que uma
limitagdo s6 se tornara evidente, apds algum tempo de execugao do bioprocesso. Em
resumo, o estado estaciondrio em perfusao de cultura celular ¢ dificil de atingir, manter

e demonstrar (Subramamian, 2014).
4.7. A Perfusao

O processo em perfusdo (Figura 21) pode ser segmentado em diferentes fases
sequenciais: depois da inoculagdo, as células crescem, tipicamente, de forma

exponencial durante varios dias (fase crescimento exponencial).

@mg/\ >

Sistema ATF

Meio de cultura Bioprocesso Colheita do produto

Figura 21. Esquema tipico do modo perfusao
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A perfusdao ¢ iniciada e a taxa de perfusdo aumenta para prevenir a limitagdo de
nutrientes para o meio e se atingir grande densidade celular. Quando se atinge a VCD
alvo, o processo estabiliza para manter esta VCD até ao periodo de transi¢do. No
ambiente ideal, resulta na fase estacionario durante varios dias. Durante as varias fases,
as células requerem diferentes concentragdes de nutrientes, sendo necessario otimizar a

cultura, de acordo com esta variavel (Vijayasankaran et al., 2009).

Um aspeto critico no desenho do processo em modo perfusdo ¢ a estabilidade do
produto. Alguns produtos (e.g, fatores sanguineos, enzimas terapéuticas e algumas
proteinas de fusdo), sdo propensos a modificagdes bioquimicas no biorreator, como
cortes enzimaticos, oxidacdo, desaminacdo o que afeta negativamente a eficacia
teraputica dos produtos. Para estes, o tempo de residéncia no biorreator ¢ um
parametro critico do processo. No passado recente, a perfusdo era aplicada a estes
biofarmacos, apesar da alternativa do modo fed-batch, pois este modo nao permite
controlar o tempo de residéncia. O tempo maximo de residéncia RT,,,,, pode ser
determinado experimentalmente, e o processo de perfusdo desenhado de acordo com
esses resultados. Se a taxa de perfusdo for selecionada para manter RT < RT,,,,,
otimizacdo do meio de cultura e processo, leva a producao de células com maior
densidade celular e/ou uma maior produtividade do processo em geral, mantendo a

qualidade e eficacia do produto (Konstatinov ef al., 2006; Trummer et al., 2006).

Um parametro que também ¢ importante na implementagdo de processos de perfusao, e
que esta a ser discutido, ¢ se ¢ realmente desejavel manter o estado estacionario, durante
longos periodos de tempo. A operagdo na fase estacionaria, requer um controlo ativo da
densidade celular, como por exemplo, rejeitar a parte da cultura celular (purga). Como
esta estratégia, inclui a rejei¢ao de produto, o rendimento geral do processo diminui.
Viérias estratégias, para reduzir a taxa de crescimento, podem ser utilizadas; controlar a
quantidade de nutrientes, adicionar inibidores de crescimento, ou reducdo da
temperatura (Yang, et al, 2016)., para reduzir as perdas de produto por purga. Outros
processos de perfusdo, para evitar perdas de produto, sdo realizados sem purgas,
maximizando a produtividade, em detrimento do estado estacionario. Em geral, como o
processo ¢ altamente dinamico, ndo se consegue atingir o estado estacionario. Por
exemplo, se a taxa de colheita se mantiver constante e as cé¢lulas com um crescimento

sem restrigdes, 0 CSPR mudara constantemente (Chuppa et al., 1997; Fox et al., 2003).
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Importante referir, que a introducdo de limitagdes, na concentracdo de nutrientes e
alteracdo da temperatura, pode alterar o metabolismo celular (Du et al., 2015). Na
producdo de mAb em modo batch, foram testadas temperaturas entre 28 e 37° C em
células de hibridoma (Reuveny et al., 1986). A 31°C, foi visivel, maior viabilidade
celular e menor indice de absor¢dao de glucose. Outros resultados mostraram uma
influéncia positiva com a redugdo da temperatura para 33°C, na densidade celular e
absor¢ao de glucose (Sureshkumar & Murtharasan, 1991). A taxa especifica de
producdo manteve-se constante no intervalo de 34 a 39°C (Bloemkolk et al., 1992).
Com células CHO foi demonstrado que a diminui¢do da temperatura de 37 para 34°C,
ndo influenciou a densidade celular ou a viabilidade celular, mas sim a taxa de
crescimento. Ainda se verificou que o intervalo de temperaturas utilizado nao

influenciou a taxa de producao de mAb.

A aplicagdo destes resultados no modo perfusdo pode resultar em taxas de perfusao
mais baixas e por consequéncia, diminui¢do do meio de cultura e volumes a serem
tratados no processo em downstream. Outra vantagem de temperaturas de fermentacao
mais baixas, ¢ a menor taxa de consumo de O,, que pode limitar em larga-escala o
processo de producdo (Ozturk et al., 1996). Para concluir, o processo de controlo da
temperatura, pode ter grande impacto no metabolismo celular e, como consequéncia,
controlar as necessidades dos meios de cultura, que precisam ser considerados, durante
o processo ¢ desenvolvimento do meio de cultura. Se as taxas metabolicas sao
determinadas, com o objetivo de otimizar o consumo de nutrientes, as temperaturas alvo

devem ser aplicadas para garantir que a absorc¢ao seja a adequada.

A absorc¢ao de nutrientes e a taxa de producdo de metabolitos também se alteram, com a
CSPR, como ja referido (CSPR,,;, < CSPR..;). Em contraste, em processos sem
rejeicdo de células, o crescimento celular ira parar automaticamente quando, CSPR,,i,
e Xmax forem atingidos, indicativo de aproveitamento completo do meio de cultura
disponivel. Um processo dindmico, como o apresentado, permite um controlo
simplificado ¢ uma diminuicdo do tempo para a produgdo de células com maior

densidade e utilizacdo mais econémica de meio de cultura.
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4.8 Formatos inovadores de perfusiao

O processo escolhido para produzir produtos instaveis ¢ o modo de perfusdo. Contudo,
existem exemplos de moléculas estaveis produzidas através do bioprocesso em perfusao
como os mADb (Pollock et al., 2013) estando-se a avaliar outras aplicagdes inovadoras de
processos de perfusdo. Se € possivel produzir moléculas estaveis e instaveis, através de
processos de perfusdo, esta técnica pode ser aplicada a uma plataforma tnica upstream,
para diferentes produtos biofarmacéuticos em instalacdes flexiveis (Figura 18) de

producao de multiprodutos (Gottschalk, et al., 2013).

O caminho do desenvolvimento ¢ a intensificagdo do uso da perfusdo. Com o aumento
dos custos para a industria biofarmacéutica, a perfusdo torna-se fundamental devido aos
possiveis ganhos de produtividade em relagao aos processos fed-batch standard. O
tamanho dos biorreatores necessarios podem ser reduzidos, permitindo menores
investimentos em instalagdes. A menor escala dos biorreatores, também permite o uso
de biorreatores descartaveis, que no presente, sdo limitados em termos de volume
(Pollock et al., 2013; Eibl et al, 2010). Num formato chamado ‘‘fed-batch
concentrado” (CFB) usam-se biorreatores anexados a um sistema ATF, equipado para a
nanofiltragdo, para nao apenas reter células no biorreator, mas também o produto
(Zijlstra et al., 2013). Neste esquema, todo o meio de cultura gasto pode ser descartado,
pois ndo contém nenhum produto, o que simplifica o processo de recolha da colheita de

perfusao em dowstream.

Figura 22. Sistema de cromatografia multicoluna para biorreatores em processos no

modo perfusdo (Cadence™ BioSMB)
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Nao se devera proceder a purga devido a alta concentragao do produto no reator, a fase
estado estacionario nao ¢ atingida assim, a qualidade do produto ¢ caracterizada em
funcdo do tempo do processo ou no final do processo. Aqui a colheita e a purificagao
sao realizadas em modo batch. Foi relatado que o rendimento global destes processos €
reduzido por uma grande fragdo de solidos no biorreator, bem como uma menor
produtividade especifica, em comparagdo com o modo tradicional fed-batch, que serd a

causa de uma diminui¢cdo do CSPR equivalente (Yang et al., 2016).

Em contraste ¢ necessario atingir a fase estacionaria, para implementar um processo
continuo em perfusdo para a producdo de biofarmacos, uma cadeia interrupta de
producdo em upstream a purificacdo em dowstream utilizou um ATF no modo de
microfiltracdo, com acoplamento direto da perfusdo em estado estaciondrio, para a
producao de anticorpos, bem como enzimas terapéuticas, a uma cromatografia de

afinidade semicontinua com vérias colunas (Warikoo et al., 2012).

Uma das vantagens de uma longa duragdo do processo em perfusdo ¢ que podem
melhorar a taxa de utilizacao de uma fabrica de producao, pois serdo menores os tempos
de paragem para a limpeza e preparagao dos biorreatores. Neste exemplo, o processo
integrado em continuo operou de forma auténoma durante varias semanas em fase

estaciondria da cultura. (Yang, 2016).

Para além da aplicacdo da perfusdo na fase de producdo, ja pode ser aplicada no
“inoculation train”, que normalmente ¢ realizada em modo batch, numa série de
biorreatores de escala crescente. Neste processo, as células tém que se manter na fase
exponencial. Para evitar limitagdo nos nutrientes, a densidade celular ¢ muito baixa. Ao
utilizar a perfusao, podemos atingir densidades celulares muito maiores sem limitagao
de nutrientes, o que permite diminuir varias fases de expansdo e aumentar a
flexibilidade de produgdo (Yang et al., 2014). As células também podem ser retiradas
do biorretor em perfusdo e congeladas (Seth et al., 2013). Ao retirar o descongelamento
e as etapas de expansdo do passo de producdo, pode-se aumentar consideravelmente a

flexibilidade de uma unidade de produgao biofarmacéutica.
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4.9. Tipos de biorreatores para culturas em continuo modo perfusao

i. Biorreatores de suspensao de tanque agitado

Os biorretores agitados mecanicamente (STR) (Figura 23), contendo culturas suspensas
ou dependentes de ancoragem no microportador, sdo a primeira escolha da industria
biofarmacéutica. Sdo os sistemas mais aceites, para culturas suspensas, pois permitem

uma operacao simples e de fécil scale-up (Vijayasankaran ef al., 2009).

Figura 23. GE Healthcare Biorreator

ii. Biorreatores de filtro fixo/flutuante

Os biorretores pré-esterilizados de uso dnico, de acdo de onda ou balanco, de diferentes
fabricantes, fornecem uma solu¢do capaz para operar em modo perfusdo (Figura 24).
Neste caso, o movimento balango dos sacos descartdveis, fornece a transferéncia de
oxigénio necessdrio para as c€lulas em cultura. Utiliza um filtro flutuante inovador, que

¢ mantido limpo e desobstruido pelo movimento de onda (Vijayasankaran et al., 2009).
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Figura 24. WAVE® Bioreactor GE Healthcare Life Sciences©

iii. Biorreatores Packed Bed

Biorreatores do tipo Packed Bed (Figura 25) conseguem o aprisionamento de um tipo de
cultura, que pode manter uma variedade de células por longos periodos de tempo.
Nestes biorreatores a ruptura é baixa devido a imobilizacdo das células em matriz

macroporosa (Vijayasankaran et al., 2009).

Figura 25. Biorreator icellis® 500 L
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iv. Biorreatores em modo perfusao Hollow Fiber

Os Biorretores Hollow Fiber em modo perfusdo permitem culturas de grande densidade
celular (Figura 26). As células, geralmente, sdo semeadas dentro de um cartucho, mas
fora das fibras ocas, no espago extra capilar. Nesta configuracdo, o meio de cultura
fresco € bombeado através das fibras ocas, o que permite um direcionamento dos

produtos (Vijayasankaran et al., 2009).

Figura 26. Biorreator Hollow Fiber Cell Lab©

Na Tabela 6 apresentam-se alguns biorreatores de perfusao disponiveis no mercado.
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Tabela 6. Biorreatores disponiveis no mercado para o bioprocesso continuo em modo
erfusdo.

Wave 1-500 Pillow Rocking GE Helthcare
. . Sartorius
Biostat Cultibag | - 4, Pillow Rocking Stedium
RM .
Biotech
XRS-20 220 Pillow Two-dlme‘nszonal Pa%l Life
Rocking Sciences
. . . Aplikon
Applifex 1-25 Pillow Stirrer Biotech
. 0,2-35/5- . . Celltainer
Cell tainer® 275 Pillow ou square Stirrer Biotech
Hyclone™ 30-2000 Tankliner Stirrer Th'ermo
Fisher
Hyperforma . . Thermo
SUF 30/300 Tankliner Stirrer Fisher
. . Sartorius
Biostat Cultibag 50-1000 Tankliner Stirrer Stedium
STR .
Biotech
XDR™ 10-2000 Tankliner Stirrer GE Helthcare
XDR-50 MO 50 Tankliner Stirrer GE Helthcare
Mobius . . Merk-
Cellready 50-2000 Tankliner Stirrer Millipore
Allegro™ 20-200 Tankliner Stirrer Pan Life
Sciences
Nucleo™ 50-1000 Tankliner Paddle Pall Life
Sciences
SBX 10-200 Tankliner Orbital shaker Kuhner

4.10. Estratégias para o desenvolvimento do meio de cultura em perfusio.

A ja descrita heterogeneidade do bioprocesso em perfusado, indica que a formulacdo do
meio de cultura adequado aos diferentes tipos do mesmo processo ¢ um desafio. Assim,
geralmente, os resultados 6timos sdo alcangados através de formulagdes personalizadas
e tendo em conta a linhagem celular, oferecidas por especialistas em meios de cultura.
Em alternativa, meios de cultura em plataformas de base de dados ou comercialmente
disponiveis, podem ser candidatas a serem utlizadas (Vijayasankaran et al., 2009).
Vérios exemplos demonstram que o meio de cultura desenhado para o modo batch, que

normalmente apresenta, grandes concentragdes de nutrientes, podem ser aplicados no
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modo perfusdo (Clutterbuck, 2015; Cunningham, 2014). Uma vez desenhada a
formulacao inicial para determinada linhagem celular ¢ o processo pretendido

identificado, varias vias para o desenvolvimento e otimizagao podem ser seguidas.

Véarios métodos para melhorar o meio de cultura celular, estdo a ser baseados em
estudos do metabolismo celular (Vijayasankaran ef al., 2009). Geralmente, uma analise
a quantidade gasta de meio de cultura, dependendo da capacidade analitica do consumo
de varios nutrientes, bem como o estudo da produ¢dao de metabolitos. Estes dados, sao
utilizados para eliminar limitagdes celulares, ao nivel de um tnico componente. Uma
analise transcriptoma, pode ser utilizada em células CHO (Hammond et al., 2011;
Jayapal & Goudar, 2014; Kim, 2012). Este método simula as condi¢gdes experimentais
numa amostra de células. Aplicou com sucesso uma nova geragao de sequenciacao
(NGS) para caracterizar a transcriptimo de células CHO de grande e pequena producgdo
(Shaub et al., 2010). Este desenvolvimento, permite aumentar os titulos através uma
concentracdo suplementar do(s) componente(s) limitantes do meio de cultura. A
transcriptomica que usa microarrys CHO foi validada com sucesso num scale-up de um
processo em perfusdo (Jayapal & Goudar, 2014) e o estudo da resposta ao stress das
células CHO aplicado um desarranjo hidrodindmico (Sieck et al., 2014). Estes métodos
tém grande potencial ao nivel do comportamento celular e a um nivel holistico. No
entanto, o design experimental requer muitos outros aspetos que podem causar
variacoes, ¢ os resultados obtidos precisam de ser avaliados cuidadosamente, para
identificar as respostas especificas das condigdes experimentais (Polizzi & Kontoravdi,
2015). Para além de melhorar a composi¢ao do meio de cultura, estes métodos também

podem se aplicados em avangos nas linhagens celulares (Le ef al., 2015).

As experiéncias empiricas, podem ser mais robustas, se se aplicar uma analise
multivariavel e design experimental, reduzindo drasticamente o numero de repetigdes
para monitorizar varios parametros, por exemplo, com o0s componentes € as suas
respetivas concentragdes, diminuindo os custos associados (Rouiller et al., 2013). Para
esta abordagem. S3o necessarios sistemas de alto rendimento com software para o
projeto e avaliagdo de resultados. Por outro lado, atinge-se parametros robustos e

vidveis, com a simples analise da viabilidade da densidade celular e produtividade.

57



Impacto dos Biorreatores de Perfusdo na Producdo de Biofarmacos

A limitacdo mais comum do desenvolvimento de um meio de cultura, a ser utilizado
num bioprocesso em perfusdo, ¢ definir a taxa de consumo de substrato de uma
determinada linha celular para um novo meio de cultura, pois mesmo se conhecermos o
limite de um substrato para um determinado meio e linhagem celular, devido as
diferencas entre linhagens celulares e variacdes de clone para clone, o substrato vai
variar de célula para célula. Uma estratégia para ultrapassar esta limitacdo ¢ a
introducao deliberada de um substrato a priori, limitado no meio de cultura. Ideal, sera
um nutriente que possa ser medido de forma rapida e facil, exemplo da glutamina ou
glucose. Se o nutriente limitante atingir concentragdes baixas, a taxa de perfusao
aumentard, para evitar outras limitagcdes (Jordan et al., 2013). Nos modelos scale-down,
¢ mais simples, pois € mais facil controlar as limitagdes do meio de cultura, podem ser

implementados sem depender da escala do biorreator.

4.11. Requisitos especificos da linhagem celular

A primeira linha celular do ovério do hamster Chinés (CHO) foi isolada a partir do

Criscetulus griseus por Theodore T. Puck no final dos anos 50 (Tijo & Puck, 1958).

Nos anos 60, a linha celular CHO foi alvo de infegdes virais e mutagéneses € no
processo varias adaptacdes nas linhagens celulares foram criadas. Em 1963, a linha
celular CHO-K1 dependente e prolina foi derivada do original (Rapp e Hsu, 1965,
Waubke et al., 1968). A linha celular CHO pode crescer em suspensdo, ¢ facil de
manipular em scale-up e biorreatores em modo continuo e pode crescer em ambientes

quimicamente bem definidos sem suplementos como proteinas.

Em 1987, o ativador do tecido plasminogénio foi aprovado pela FDA como o primeiro
biofarmaco produzido por CHO (Kim, 2012). Hoje, a cultivagao de células CHO ¢
usado pela industria biofarmacéutica para produzir, anticorpos monoclonais e outros
farmacos proteinas, como fatores de crescimento e citoquinas pois apresenta capacidade

pos translacional e glicosilacao idéntica aos humanos (Walsh & Jefferis, 2006).

As células CHO atingem grandes densidades vidveis, mais de 107 células/ml em modo
batch e fed-batch e volumes de20m3 (Kompla & Ozturk, 2006), ¢ mais de
108células/ml em modo de perfusdo. Regularmente excedem taxas de 2g/1 de proteinas

recombinantes por meio de selecdo de células hospedeiras, vetores de expressao, L-
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glutamina sintetase (GS) e selecdo de estratégias como a delecdo da dihidrofolato
redutase (dhfr~!7) por mutagénese. (Wood et al., 1990; Daramola et al., 2014). A
CHO original foi alvo de modificacdes e mutagéneses resultando em varias linhas que
existem os dias de hoje. (Figura 27). Cada linha celular tem os seus requisitos quanto ao
meio de cultura a ser utilizado, incluindo produtos especificos para a producdo de
biofarmacos. Para algumas linhagens, foram criadas plataformas especificas de meio de
cultura, desenvolvidas de acordo com o tipo de metabolismo celular, por exemplo,

Cellvento™ (Figura 8) ou Ex-Cell® (Lewis ef al., 2013).

Apesar da importancia da propria linha celular, os métodos de transfeccdo tém
importancia a considerar. As células CHO sao frequentemente transfretadas por DHFR
ou sistemas GS, usando marcadores seletivos adicionados como suplementos ao meio
de cultura (Palomares et al., 2010). O sistema GS seleciona as células que conseguem

crescer sem a adicao de glutamina, permitindo a eliminagdo desta.

Chinese hamster

f

Original CHO line (Puck 1957)

Y

CHO-K1 CHO Pro3- (DHFR+) CHO variant
(Kao & Puck, 1968) (Flintoff, 1976) (Tobey, 1962)
¢ EMS exposure ¢
CHO-K1 CHO-MTXRIII CHO-S
ATCC CHO-K1 DHFR mutant (Tilkins,1991)
(Puck, ECACC
ATCC CCL-61) || (85051005) ¢ Gamma rays i
CHO-S
CHO-DG44 (DHFR-) (cGMP banked)
(Urlaub & Chasin, 1983)  Life Technologies,
CHO-K1/SF (Avail from L. Chasin) A1136401)
(ECACC
93061607) ¢ i
CHO protein free CHO DG44 cotot
(ECACC 00102307) (cGMP banked) (Production cell line)
(Life Technologies,
A1097101)

Figura 27. Linha celular CHO
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4.12. Modelos de scale-down para processos de perfusdo

O desenvolvimento de modelos scale-down ¢ um método que reproduz as condigdes de
grande escala para um modelo similar em pequena escala. Similar ao classico scale-up,
o modelo scale-down, precisa de simular um parametro limitante de um processo o mais
proximo possivel da realidade, por exemplo, a transferéncia de oxigénio de varios
processos bacterianos (Oosterhuis & Kossem, 1984; Enfors et al., 2001; Sieck et al,

2018).

Em processos com cé¢lulas de mamiferos, o constante microambiente criado para a
cultura celular, € proposto, como o ajuste do pH, temperatura, nutrientes, mas também o
design do biorreator como ajuste da taxa de dissipacdo da energia especifica, tempo de
mistura, velocidade de gas superficial, transferéncia de oxigénio, volume de gas de

retencao e pCO, (Oosterhuis & Kossem, 1984; Enfors et al., 2001; Sieck et al, 2018).

Varios autores definem a CSPR como o fornecimento meio de cultura fresco, para uma
unica célula. O CSPR ¢ independente da escala e do sistema de cultura, logo pode ser
aplicado em perfusdao. Se todos os simuladores aplicarem o mesmo CSPR, as células
tém comportamento metabodlico similar. Sera o melhor critério para modelos scale-down

em modo perfusao (Oosterhuis & Kossem, 1984; Enfors et al., 2001; Sieck et al, 2018).

4.13. Vantagens do bioprocesso em continuo no modo perfusao

O bioprocesso em continuo no modo perfusdo em upstream, oferece as seguintes

vantagens sobre o processo em modo fed-batch (Sieck et al., 2018)

e O produto ¢ colhido em modo continuo;

e As condi¢des de funcionamento do biorreator sdo constantes, € podem ser
controladas com precisao;

e Produtos instaveis sdo removidos continuamente;

e Maior produtividade de volume; 5 a 10 vezes maior;

e A produgdo pode ser feita em biorretores mais pequenos;

o Densidades celulares maiores;
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e O biorreator pode operar continuamente, durante maiores periodos de tempo,
com células de elevada densidade;
e (Custo de capital reduzido

e Reducao de custos operacionais

Por outro lado, segundo Konstantinov & Cooney (Konstantinov & Cooney, 2014), os

fatores que podem limitar o processo de perfusao sao os seguintes:

e A estabilidade do produto no ambiente no biorreator, pode requerer a sua
remog¢ao apo6s algum tempo de residéncia (RT,,,,). A distribuicdo do tempo de

residéncia em CSTRs tem que ser considerada.

e A taxa de perfusdo pode ser limitada pelo dispositivo de retengdo celular, para

um maximo (B4, ), especialmente para grandes biorreatores em escala.

e A densidade maxima celular que o biorreator pode suportar, por exemplo, em
termos de OTR. Maiores OTR podem ser atingidas se, aumentarmos a taxa de fluxo
de oxigénio ou a velocidade de agitacdo. Ambos os parametros podem causar
“shear stress” ao produto numa das fases da produgdo. Em geral, ficou demonstrado
que a sensibilidade do “shear” ¢ exagerada, e que sdo necessarias condigdes muito

adversas para alterar as modernas linhas CHO.

e O mais importante relativamente ao meio de cultura ¢ que CSPR,,;, ou
CSPR.,;; limitem o possivel X,,,, devido ao P,,, do dispositivo de retencao
celular. A otimizagdo do meio de cultura e linhagem celular para um determinado

processo em perfusao permitira a otimizagao do espago de producao.

4.14. Bioprocessos que ja utilizam o modo perfusao.

A combina¢ao de multiplas etapas de processamento continuo em perfusdo numa
pequena zona de fabrico continua ja demonstrou apresentar maior produtividade em

termos do processo upstream ¢ downstream (Rogler et al., 2015)
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Os exemplos mais recentes até a data foram apresentados pela Sanofi-Genzyme™
(Framingham, MA), Merk ™ (Kenilworth, NJ) e pela Bayer Tecnology Services™

(Lerverkursen, Alemanha).

i. Producio de enzimas humanas recombinantes e mAbs - Sanofi Genzyme™

A Sanofi genzyme comercializa varias enzimas humanas recombinantes. Estas proteinas
sdo intrinsecamente instaveis e perdem atividade num biorreator no modo fed-batch.
Devido aos desafios relacionados com a estabilidade do produto, a produgdao em
upstream de enzimas recombinantes, foi implementada num biorretor em continuo no
modo perfusdo. A taxa de perfusdo ¢ normalmente de cerca de 1 volume de biorretor/dia
para que a proteina esteja muito menos tempo no biorreator do que num processo fed-

batch, que pode ser operado por mais de 14 dias até a colheita.

O processo em modo perfusdao pode operar em continuo durante 60 dias ou mais dai ser
acoplado a uma continua purificagdo em dowstream. Esta estratégia ja fi empregue com
sucesso para produg¢dao de enzimas humanas recombinantes ¢ mAbs (Warikoo et al.,
2012). Mais recentemente, foi apresentada uma prova de um processo de fabrico

continuo totalmente integrado para mAbs (Godawat et al., 2015).

Ao nivel do upstream, o estudo conceptual, envolveu um biorreator de 12 L com
tecnologia ATF de retencao celular. O reator foi operado com 50-60 milhdes de
células/ml e uma taxa de perfusdo de 2-3 volumes de biorreator/dia (0,04-0,05
nl/célula/dia). A produtividade especifica estabilizou por volta de 0,8 g/L/dia,
produzindo 10 g/dia de produto (a concentracdo da alimentagdo efluente estava entre

0,28-0,42 mg/l).

A solugao de alimentagdo passou por um filtro de 0,2 um, para um bolsa de 2 | antes de
entrar no processo de cromatografia por captura. Este passo foi implementado num
sistema 3C-PCC (GE Healthcare™), operacdo em 3 colunas de proteina A. O sistema
3C-PCC foi operado para cada coluna seja eluida a cada 4 horas. A inativacdo de virus

envolveu 1 hora de incubacao a pH baixo. Os picos de eluicdo foram assim inativados
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um a um, antes da purificagdo da solugdo de produto intermedidrio (Subramamian,

2018).

Antes do refinamento, o produto inativado foi diluido para reduzir a condutividade por
adicao em linha de um tampao de diluigdo. A solugdo intermedidria foi entdo aplicada
noutro sistema 3C-PCC com trés colunas de troca de ides. (Capto S®). O produto ja
eluido fez-se passar por uma membrana de adsor¢do diretamente ligada ao sistema 3C-
PCC. O processo de troca de ides foi operado de tal modo que o produto foi eluido a
cada 2h e o adsorvente de membrana lavado e regenerado a cada 24h. As condigdes de
eluicdo do processo de permuta de catides, foram desenhadas para nao ser necessario

ultrafiltracdo, antes da formulagao (Subramamian, 2018).

Nenhum sistema integrado de controlo de processo foi utilizado para garantir que as
taxas de fluxo volumétrico entre as operagdes das unidades subsequentes fossem

equilibradas automaticamente (Subramamian, 2018).

Figura 28. Configuracao do Bioprocesso continuo em modo perfusao de USP-DSP

ii. O bioprocesso Merk & Co. Inc.

A Merk & Co. Inc. € uma das empresas pioneiras do bioprocesso continuo integrado. A

Genzyme adotou a abordagem passo a passo (Warikoo et al., 2012), para validar o

principio de uma plataforma de bioprodugdo integrada. A Merk comecou a integrar
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desde o inicio as unidades operacionais, utilizando componentes de uso unico sempre

que possivel.

O laboratorio ¢ desenhado em alinhamento em ferradura, a comegar com um biorreator
em perfusdo de 10 1 na extremidade inicial até a extremidade final, local de recolha final
do biofarmaco (Brower, 2015). No centro do alinhamento, existe uma ilha analitica
centralizada, que realiza varios ensaios em amostras que podem ser retiradas em quase

qualquer fase do processo. (Figura 29)

Figura 29. Imagem 360° do laboratorio da Merck©

O biorretor em modo perfusdo ¢ operado a 1g/l/dia de produtividade especifica e as
concentragdes de saida do biorreator sdo aproximadamente de 1g/l. A retengao celular ¢
realizada usando um sistema de filtracdo de fluxo tangencial de formato tnico da
Specrum Labs™. A cromatografia Proteina A ¢ implementada num sistema BioSMB da
Pall Life Sciences™(Figura 22). A esterilidade do sistema BioSMB ¢ protegida usando
um filtro que ¢ substituido diariamente. O produto eluido ¢ recolhido para um pequeno
vaso para gerir o fluxo intermitente proveniente do sistema de cromatografia
multicoluna Proteina A. A inativagdo de virus ¢ realizada num reator de fluxo acoplado,
que ¢ dimensionado para proporcionar o tempo de incubagao estipulado. Apos adigdo da
solucdo tampao num recipiente sobre pressao, o produto inativado € aplicado na coluna
de troca de ides. O fluxo aplicado diretamente a outro sistema BioSMB, que opera a
etapa de cromatografia de troca de catides (Poros HS, Thermo®) em modo de captura

do produto agregado.

64



Impacto dos Biorreatores de Perfusdo na Producdo de Biofarmacos

A abordagem unica da Merk utiliza um sistema operado de uma forma continua, com
biorreatores em modo perfusdo e todas as unidades totalmente controladas, para que as
taxas de fluxo que passam de um sistema para o outro serem automaticamente
equilibradas. Para além destas vantagens, todas as amostras para caracterizagao do
biofarmaco e controlo do processo sdo automaticamente recolhidas e analisadas por um
sistema LC-MS e uma UPLC. Todas as unidades e sistemas analiticos, sdo controlados
por um sistema de processamento central, Delta V. A plataforma ¢ desenhada para
suportar a implementacao de ferramentas de analise de dados multivariados, permitindo

o controlo adaptativo das operagdes (Subramanian et al, 2018).

Figura 30. Biorreator Mobius® 1000 L

ili. Producio de mAbs - Bayer Technology Services

A divisdo da Bayer© de producao de biofarmacos abordou o problema criando uma
plataforma industrial continua e em formato de uso unico (Klutz et al., 2015). Uma vez
montado por completo, a plataforma visa um fluxo de sistema tecnicamente fechado e,
portanto, que seja concebivel para operar todo o processo numa sala unica. Com esta
abordagem, a Bayer estimou que a producdo completa, em biorretores em modo
perfusdo, para um determinado biofarmaco possa ser feita numa sala de apenas 19,2 X
9,6 m de area com 2 biorretores de perfusdo (200L), todos os sistemas de
processamento downstream e tanques de preparagdo de tampoes e meio de cultura. Uma

escala piloto para instalacao deste bioprocesso foi implementada num espaco com uma
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area de 7 X14 m em 2 segOes. A primeira, com 0 processo upstream com 2 biorreatores
em perfusdo (10 I) com colonizadores de gravidade inclinados para a retengdo celular.
Os biorreatores foram operados a uma taxa de perfusao de 3 volumes de biorreator/dia.
A densidade celular estacionaria viavel, estava na gama de 60 a 70 milhdes de
células/ml e a produtividade especifica de 5,3 g/célula/dia. A solucdo colheita teve uma

concentragdo de produto aproximadamente 0,115 mg/ml.

A solugao limpida foi filtrada via 2 filtros Sartoguard NF®. Apds alguns dias, atinge-se
a pressao maxima num dos filtros, apos o que, o fluxo do produto passa para o outro. A
colheita foi pré concentrada e recolhida para um reservatério, usando o método de
filtracdo “Hollow Fiber”, o que permitiu uma concentracao da colheita dos biorreatores

de 0,7 g/l.

Uma vez que a capacidade total de producao das sec¢des de upstream e downstream nao
estavam totalmente alinhadas, foram operadas em cascatas de etapas separadas. No
entanto no processo downstream, as operagdes estavam ligadas, para estabelecer uma
plataforma de purificacdo totalmente continua. A cromatografia de captura de mAbs foi
operada usando o sistema BioSMB®. A inativacdo de virus ¢ realizada por um

dispositivo de fluxo invertido.

O refinamento do biofdrmaco consiste em 2 etapas de cromatografia. Na fabrica de
Leverkursen, foi realizado num modo misto (Capto Adhere®, GE Healthcare©) e uma
etapa de cromatografia de permuta anionica (Hypercel STAR AX®, Pall Life
Sciences©) (Subramanian, 2018). Ambas as etapas foram operadas no modo de fluxo
continuo. A etapa de cromatografia mista, foi configurada como um processo de
cromatografia de coluna multipla, com um passo de carga contracorrente; a troca de
anides foi executada no modo de fluxo continuo com duas unidades alternadas. As duas
etapas sdo combinadas com um sistema BioSMB®. O processamento final em
downstream, envolve filtragem adicional, filtracdo de virus, formulagdo e etapas de

controlo biologico de impurezas.
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Todo o processo foi automatizado, usando o sistema Siemens PCS7®. Exceto o

processo upstream (biorretores e dispositivos de retencao celular), todo o processo

downstream foi estabelecido para um tnico uso.

4.15. Interpretacao dos casos

Ambos os casos apresentados, apresentam uma combinagao de biorretores de perfusao
com um processo continuo downstream. E interessante reconhecer a as similaridades
entre os trés processos (Tabela 7), para perceber a dire¢ao futura dos bioprocessos na
industria biofarmacéutica. Todos os processos apostam em biorretores em modo de

perfusao e uma multicoluna Proteina A para a etapa de recolha do produto. Os desafios

incluem os dispositivos de retengao celular e inativagado viral.

Tabela 7. Comparacgdo das configuracdes dos casos apresentados

Configuracao Perfusdo (121) Perfusdo (10 1) Perfusdo (2x 10 1)
Retencao celular ATF TFF Gravidade inclinado
Captura 3C-pPCC BioSMB BioSMB

Inativacio Virus Sim Sim Sim

Polimento (1)

3C-PCC Capto-

Troca de anides

BioSMB (modo

S mistura)
Polimento (2) Sartobif Q BioSMlliCation Troca de anides
Automacao Nio Delta V Siemens DCS
Producao 8 g/dia 10 g/dia 22.7 g/dia
Analise offline Integrado offline
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V. Conclusao

Os biofarmacos sao a classe com mais rapido crescimento de produtos farmacéuticos
inovadores. A FDA aprovou 45 novos biofarmacos em 2015, ¢ no momento mais de
400 moléculas estdo em fase de estudo clinico maioritariamente mAbs, anticorpos
conjugados com farmacos, anticorpos multiespecificos, proteinas manipuladas com

glicano e fragmentos de outros fAirmacos.

Apesar do sucesso crescente, a industria biofarmacéutica continua a enfrentar desafios
competitivos rigorosos, nomeadamente economicos, regulatorios e politicos. Como
resultado, hd um impulso significativo para aumentar a produtividade geral dos
bioprocessos farmacéuticos, reduzindo os prazos de desenvolvimento, custos de

producao, mas mantendo a qualidade do produto.

As cadeias de abastecimento precisam de ser simplificadas e ageis para responder as
necessidades dos pacientes numa abordagem mais personalizada. A sincronizagao de
fabrico deve diminuir o tempo entre o inicio da producdo e a comercializagao do
biofarmaco. O conceito de medicamento personalizado, suportado por um bioprocesso
continuo em modo perfusdo fornece uma abordagem para minimizar os custos de
inventario, reduzir o prego final e tornar os biofdrmacos acessiveis a toda a populagao

mundial.

Estas questdes estdo a pressionar a industria para se afastar das tradicionais instalagdes
de producao, com biorretores de ago inoxidavel fixos e a optar alternativamente por

modulos mais flexiveis e hibridos.

A producdo de mAbs integrando a perfusdo e a cromatografia multi-coluna, com a
eliminagdo dos tempos de pausa, e membranas de purificacao de alto rendimento, pode

levar a uma significativa e redugao de custos.

Ira permitir, que o fornecimento de adapte a procura em mudanga e a um portfolio de

multiplas modalidades de fabrico de biofarmacos.
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Os biossimilares sao outro aspeto no desenvolvimento da tecnologia que otimize os
atuais processos. O primeiro anticorpo genérico ja entrou no mercado e isto aumentou a
pressao para desenvolver bioprocessos econdmicos € mais rapidos para de se manterem

competitivos.

Contudo, ndo ¢ sé necessario melhorar o desenvolvimento do processo € implementar

novas unidades de fabrico, mas também melhorar a qualidade do produto em si.

Em USP a eficiéncia do processo e as concentragdes dos produtos aumentaram
significativamente nas ultimas décadas, resultando em concentragdes de anticorpos na
gama 10-13 g/l em processos fed-batch, e até 25 g/l via bioprocesso em modo perfusao
(fruto do uso de dispositivos de retencao celular). Os resultados dessa otimizagao sao;
concentragdes do produto elevadas, menor tempo de retencdo no reator, grande

produtividade e qualidade bem definida.

O processo de perfusao pode fornecer niveis muito maiores de produtividade do que os
sistemas alimentados por lotes (batch e feed-batch), reduzindo assim os custos de
producao. O processo de perfusdo esta muito mais proximo do estado estacionario do
que um processo alimentado por batch, e, por norma, produz um produto mais
consistente especialmente para moléculas que sdo sensiveis a mudancas nas condigdes

dentro de um biorreator.

A perfusao s6 ainda nao ¢ usada com a maior frequéncia em grande parte porque € mais
complexo de configurar do que os processos alimentados por batch. A perfusao requer a
remocao e substitui¢do continua do fluido de cultura de células com meios frescos,
mantendo um volume constante no biorreator. Complexidades adicionais podem advir
de possiveis variagdes no tempo de execucdo total e na necessidade de manter um
sistema estéril. Mas com uma abordagem de qualidade por design (QbD), um processo
de producao de perfusdo pode ser projetado e implementado de forma eficiente e

economica.

A integracdo total continua do bioprocesso, desde USP a DSP, ¢ uma estratégia
alternativa para o futuro da industria biofarmacéutica. Em USP, esta tecnologia ja esta

bem estabelecida. Os novos desenvolvimentos nos dispositivos de retencao resultaram
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na alteracdo para a tecnologia de fluxo tangencial (ATF). Este dispositivo permite aos
processos em modo de perfusdo convencionais, produzirem células de grande densidade

celular e concentrar o produto no biorreator.

Em DSP as novas tecnologias de cromatografia continua de separagao, precisam de ser
significativamente mais eficientes € menos dispendiosas porque a sua implementacao a
escala industrial exigira investimentos elevados. Em todo o caso um bioprocesso

totalmente em continuo tem reducao de custos entre 30-50%.

A integracdo do processo ndo passa s6 por melhorias em DSP e na otimizacao das
etapas de forma isolada. Novas impurezas terdo que ser consideradas, no bioprocesso
totalmente continuo, uma vez que as atividades vdo aumentar as concentragdes de
biofarmaco, mas muitas vezes, este aumento ¢ paralelamente acompanhado por novas
impurezas geradas, estruturalmente mais similares a biomolécula alvo e, por isso, mais
dificeis de separar. Os parametros de otimiza¢ao do futuro t€ém que considerar estas
impurezas e abordar a questdo de diminuir quantidade produzida de produto, para

alterar o perfil de impurezas.

A integracao do processamento em USP e DSP em modo continuo podera ser uma

ferramenta 1til para a otimizagao total dos bioprocessos em perfusdo (Figura 31).
Dados os beneficios ja estabelecidos do bioprocesso em continuo modo perfusdo ¢

altamente provavel que esta configuragdo venha a ser adotada na producao da maioria

dos biofarmacos na proxima década.
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Alvo terapéutico

e  Caracterizacio das unidades
operacionais

Condicoes reais . Novas Tecnologias

e  Modelos de determinacio de
parametros

Colheita Celular (Otimizacao por simulacéo)

DSP

Figura 31. Possivel abordagem para integragao de bioprocessos em continuo desde

USP a DSP.
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