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The purpose of this article is to review the current state of
large-scale cell culture in terms of its applications, prob-
lems, and potential. Because of the commercial and pro-
rietary nature of most large-scale cell culture processes,
Ehis review does not contain many detailed scientific
results although an attempt is made to address some
issues and findings. Much of this summary deals wi
g:ooesses having an established, commercial track record
t some attention is given to more recent innovations

with interesﬁcﬂf potential applications. Reference is made

to plant cell culture but the main emphasis is on mamma-

lian cells.




PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Origens no trabalho de Telling e Capstick.

» Células de rim de hamster bebé (BHK cells).

» Aperfeicoamento para base de industria multimilionaria.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Fabricacao rentavel de vacina contra febre aftosa (foot-and-mouth
disease — FMD).

» 1983:2,1 milhoes de litros.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» No final dos anos 70: processos adaptados por varias empresas e
institutos.

» Producao de interferons em linhagens continuas.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Mais recentemente.

» Producgao de anticorpos monoclonais e glicoproteinas em células de mamiferos
geneticamente modificadas.

» Motivo: corretos folding e glicosilagao.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Maior perigo € a contaminagao microbiana.

» Mais aguda em larga escala.

» Grandes perdas.

» Mycoplasma: ameaca a cultura de células animais.

» Difficil detecgao e altamente contagioso.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Contaminacao viral nao € grande problema.

» Excecao: parvovirus.

» Fontes:
» Soro animal.

» Banco de células inadequadamente selecionados.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Sucesso da cultura em larga escala evidencia-se trabalhando com banco
de células.

» Criagao e teste adequado dos bancos de celulas sao bastante
praticados.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Uso de antibioticos no meio.

» Microrganismos droga-resistente.

» Alternativamente:

» Projetos adequados para os recipientes, sistemas de filtragao e tubulagoes. Atengao
cuidadosa aos detalhes operacionais.

» 95% de sucesso.




PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Projetos de recipientes convencionais.

» Boa mistura das células em suspensao.

» Apropriada mistura prové homogeneidade.

» Temperatura, O, e pH.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Qualidade das matérias-primas.

» Uso de meios mais definidos.

» Minimizacao de soro.

» Toxicidade celular.




PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Agua de alta pureza.

» Agua demasiadamente pura € corrosiva.

» Tratamento pelo contato com recipientes e tubos de ago inoxidavel.

_ ——



PROBLEMAS E LIMITACOES NA
CULTURA CELULAR EM LARGA
ESCALA

» Filtracao upstream (meio).

» Bastante eficiente.

» Grande controle nos processos downstream.

» Pré-requisito para licenciamento pelo Food and Drug Administration (FDA).

_ ——



SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Maioria das culturas: celulas adaptadas para crescimento em suspensao.

» Cultivo em recipientes de aco inoxidavel.

» Relacao altura x diametro |:1 ou 3:1.

_ ——



SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Agitadores com rotores baseados em lamina em disco ou em padroes
de hélice marinha.

» Condigoes de agitagoes variam com geometria do recipiente.

_ ——



SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Densidade populacional de cerca de 5x10° células por mL.

» Facil fornecimento e controle de pH e O,.

» 0O,:0,] volume por volume do reservatério por minuto.

» pH: CO, em taxas similares ao O, e/ou adicao de solucao basica estéril (NaOH ou
Na,CO,).




SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Comum uso de controle automatico.

» Controle de O,:

» Eletrodos redox menos frageis que eletrodos de oxigénio.

_ ——



SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Controle meio celular tem sido usado com sucesso com base para
scaling up de culturas de linhas celulares.

» Ex.:BHK e células de ovario de hamster chinés (CHO cells).

_ ——



SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN

PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

Fig. 1. CHO cel
growth in enriched Ea-
gle’s medium contain-
ing 1% bovine serum
at the 10-liter (O),
100-licer (x), and
1000-liter (+) scales.
Vertical bars represent
2 SD’s around the
means, as measured in

Number of viable cells per milliliter (x10™%)




SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Espuma: causada pela pulverizacao do ar e agravada pelo soro.

» Danifica células e produtos.

» Controle:
» Aditivos antiespumantes.

» Dispositivos de armadilha pra espuma.

_ ——



SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Fermentadores de transporte aéreo (airlift).
» Cultivo de células microbianas.

» Atualmente de células BHK21, linfoblastoides, CHO e vegetais.

_ ——



SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

Steam to
storiize

Sterile medium

Inoculum 3




SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Tecnologia de microcarregadores.

» Células dependentes de ancoragem.

» Ex.linhagens de células diploides.

» Esferas microcarregadoras.

» Formas mais eficiente de fornecer grande superficie de contato.




SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» Dificuldades:

» Transferéncia de células.
»  Células formam “pontes” entre esferas.
» Enzimas proteoliticas requeridas.

» Evitar condi¢oes de cisalhamento.
» Grande agitagao.

» Necessaria agitagao vigorosa.

»  Evitar agregacao de esferas.




SISTEMAS E CRITERIOS DE DESIGN
PARA CULTURAS EM LARGA ESCALA

» O, e pH adequadamente controlados.

» Mistura suficiente para manter as esferas em suspensao.

» Espuma é uma armadilha para as esferas.

» Bastante complexo.

» Usado s6 quando necessario.




OPTIMIZING CONDITIONS FOR ANIMAL
CELL GROWTH AT SCALE

» Requisitos, avangos, pesquisas no campo




OPTIMIZING CONDITIONS FOR ANIMAL
CELL GROWTH AT SCALE

» O Crescimento celular = Célula X Ambiente em termos fisicos,
nutricionais e hormonais.

» Células crescem no padrao classico:
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OPTIMIZING CONDITIONS FOR ANIMAL
CELL

GROWTH AT SCALE

» Alteragoes no ritmo de crescimento ocasionado por alteragoes
bioquimicas, intrinsecas a atividade celular; no meio de cultivo

» Alteracoes morfologicas em resposta a mudanca das propriedades do
meio
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OPTIMIZING CONDITIONS FOR ANIMAL
CELL GROWTH AT SCALE

» Varios estudos foram conduzidos para se definir as formulagoes dos
meios atuais

» Estudos relacionados ao crescimento celular em larga escala sao em sua
maioria conduzidos por empresas

» Otimizacao dos meios ¢é feita em escala laboratorial X analise de varias
variaveis simultaneamente




OPTIMIZING CONDITIONS FOR ANIMAL
CELL GROWTH AT SCALE

» Quantificagao dos requisitos nutricionais

» Uso de “Chemostats”: Ambiente quimico estavel

» Permite que uma variavel seja testada por vez T —%4




» Transicao de um cultivo estatico para um cultivo com agitacao pode agir
como um impedimento ao aumento de escala

Fig. 3. Growth o
mouse hybridoma cells
i scrum-fec modim
prior to its o -
ton for st condi-
I tions. Vertical bars
represent 1 SD around
the mean, as measured
in threc determina-
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OPTIMIZING CONDITIONS FOR ANIMAL
CELL GROWTH AT SCALE

» Linhagens celulares contendo DNA recombinante variam em requisitos
nutricionais

» Nao necessariamente produzirao em nivel 6timo em meio genérico




SAUDE CELULAR

» Observagao Microscopica Direta

» Densidade celular, viabilidade, indice de mitose, morfologia celular e
“debris’ celulares

» Em culturas automaticas, as taxas de aeracao sao utilizadas como
parametro. (Fluxo de gases)




PARAMETROS ADICIONAIS

» Niveis de Lactato e lactato desidrogenase (LDH)

» LDH nao pode ser utilizada como padrao para todas os cultivos
(baixa estabilidade em alguns sobrenadantes e presenga da mesma em
soro bovino)
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SAUDE CELULAR
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Fig. 4. Vanaton of
lactate dehydrogenase
(LDH) acuvity with
ame at 37°C in culture

ts. In this
test, initial LDH activ-
ities were similar, but
the CHO supernatant
was derived a4
day-old culture and the

BHK ANt was
from a -day—nld cul-

ture (29).




CULTURAS DE PERFUSAO

» Onde o fluxo do meio de cultivo é constante (meio retirado = meio
adicionado)

» Produto coletado continuamente , rapida purificagao

» Ao contrario do “Chemostat”, as taxas de replicacao celular aumentam
de forma incontrolavel até a estabilizacao |

» “Biomass feedback”



SISTEMAS DE PERFUSAO

» Sistemas Homogéneos Microscopicos
(Suspensoes)

» Sistemas Homogéneos Macroscopicos
(Células encapsuladas em matrizes)

» Sistemas Nao-Homogéneos
(Células livres, imobilizadas por um filtro)




PRESENT AND FUTURE PRODUCTS
RELEVANT TO LARGE-SCALE CELL
CULTURE




VACINAS

» Vacinas FMD (Food and Mouth Disease), Anti-rabica, anti-polio,

» Os processos de producao de vacinas devem e sao conduzidos com
maiores rigores em termos de biosseguranga

» Vacinas derivadas de virus inativados sao relativamente impuras

» Possibilidade das impurezas se integrarem com a vacina




INTERFERONS

» Ja realizados em larga escala

» Culturas com mais de 8000 litros —Wellcome Foundation

» Producao de interferon B — Sistema de Microcarreadores - + 1000 litros




ANTICORPOS MONOCLONAIS

» Crescente uso.
» Diagnostico in vitro, imageamento in vivo e aplicagoes industriais.

» Processos economicos e confiaveis.

» Inicialmente era disponivel mg.

» Atualmente sao requeridos Kg por ano.




ANTICORPOS MONOCLONAIS

» Duas abordagens na produgao de Ig monoclonais de hibridomas.

» In vivo: tumores asciticos.

» In vitro.




ANTICORPOS MONOCLONAIS

» In vitro melhor que in vivo.

» Ex.: | Kg de anticorpos — tnico fermentador X 20 mil ratos.

» Outra vantagen.

» Menor risco de contaminagao.

» Importante quando finalidade ¢ aplicagao em humanos (in vivo).




ANTICORPOS MONOCLONAIS

» Ceélulas hibridoma crescem em suspensao.

» Fermentadores de transporte aéreo e fermentadores agitados.

» Grupos que trabalham com células imobilizadas.

» Fermentadores airlift de aco inoxidavel de 10, 100 e 1000 litros
operados em cascata.




ANTICORPOS MONOCLONAIS

» Altos niveis de automacao.

» Computador baseado em microprocessador.
» pH, O, dissolvido e temperatura.
» Sequéncias de ativacao de valvulas e bombas.

» Sistema de alarmes.

» Apos fermentagao:
» centrifugagao de fluxo continuo.

» sobrenadante concentrado via ultrafiltragao de fluxo tangencial.

» purificacao.




ANTICORPOS MONOCLONAIS

» Meétodos de crescimento em airlift aplicaveis para inUmeras linhas de
células.

» Meio sem soro usado com sucesso (1000 L).
> 260g; 260h.

» Ciclos variam de 140-400h.




ANTICORPOS MONOCLONAIS

» Produtividade de 40-500mg/L (concentragao final).

» Quatro a cinco vezes que em sistemas laboratoriais.

» Ex.garrafas roller.

» Processo em batelada interessante.

» Sintese na fase de declinio.
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Fig. 5. Growth and antibody synthesis by mouse hybridoma cells in serum-

free medium in a 1000-liter fermenter (53); O, cell number; X, antibody
concentration. [Courtesy of Celltech, Ltd.]




PRODUTOS RECOMBINANTES

» Certos produtos necessitam passos adicionais relativos a expressao
génica que estao ausentes em microorganismos classicos,

» Produtos com alta demanda: Necessidade de varios Quilos por ano.

» tPA, fatores sanguineos, hormonios, antigenos virais (Hepatite B, Herpes,
Citomegalovirus, HIV, outros)




Fig. 6. A 1000-liter fermenter at Celltech Ltd. has the capacity to produce i
monoclonal antibodies in kilogram quantities per year. [Courtesy of Cell-
tech, Ltd.]
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