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APRESENTACAO

A Obra “A pesquisa em ciéncias biolégicas: Desafios atuais e perspectivas futuras
3”, traz ao leitor vinte artigos de relevada importancia na area de ciéncias bioldgicas. O
Foco principal desta obra é a discurséo e divulgagéo cientifica de pesquisas nacionais,
englobando as diferentes areas de atuagéo da biologia.

E indubitavelmente evidente o avanco cientifico nesta area, o que aumenta a
importancia e a necessidade de atualizagdo e consolidacdo de conceitos, técnicas,
procedimentos e temas.

As pesquisas estdo divulgadas na forma de artigos originais e de revisdes nos
diferentes campos dentro das Ciéncias Bioldgicas suas subdivisbes ou conexdes. Portanto,
englobando a: Genética, Biologia molecular, Microbiologia, Parasitologia, Virologia,
Patologia e Ecologia. Produzindo assim uma obra transversal que vai do atendimento ao
paciente a pesquisa basica.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e
estudantes pertencentes as Ciéncias Biologicas e suas interfaces ou areas afins. Entretanto,
€ uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela
area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informagéo cientifica de
maneira clara e efetiva, em portugués, linguagem acessivel, concisa e didatica, atraindo a
atencéo do leitor, independente se seu interesse é académico ou profissional.

O livro “A pesquisa em ciéncias biologicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 3”,
traz publicagdes atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura
adequada, propicia e confiavel para a divulgacgéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: A precipitagdo seletiva de proteinas é
largamente utilizada na produgéo de biofarmacos.
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A vacina de hepatite B (recombinante) do
Instituto Butantan é composta pela proteina
recombinante de superficie do virus, antigeno
S (HBsAg). No processo de purificacdo das
particulas semelhantes ao virus (VLPs), o
precipitado de proteinas da cepa hospedeira
(HCPs) é atualmente removido por centrifugagéo
continua. Os filtros de profundidade Clarisolve®
sdo apresentados como ferramentas eficientes
para clarificar culturas celulares de alta densidade.
Noés avaliamos os filtros Clarisolve® 20MS, 40MS
e 60HX, comparando os filtrados com o controle
centrifugado, a fim de verificar a viabilidade do
seu uso como técnica alternativa na remocgéo de
precipitados de proteinas. Os desempenhos
foram similares e satisfatérios em termos do
aumento de presséo ao longo do procedimento,
bem como turbidez, OD,,,, perfil eletroforético,
conteldo de proteinas total/especifica e de DNA
residual do filtrado. O filtro 40MS foi selecionado
para um desafio de alto fluxo, compativel com
as necessidades da escala industrial. Houve
um incremento de pressdo exponencial no final
da corrida, embora estivesse bastante aquém
do limite de pressao do filtro e sem impacto na
qualidade do filtrado. Desta forma, 40MS foi
considerado o candidato ideal para substituir a
centrifugacéo na remocéao de HCPs.
PALAVRAS-CHAVE: filiro de profundidade,
precipitacéo seletiva de proteinas, clarificacao.
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NOVEL USE FOR CLARISOLVE® DEPTH FILTERS SUBSTITUTING
CLASSICAL CENTRIFUGATION IN PROTEIN PURIFICATION BY SELECTIVE
PRECIPTATION

ABSTRACT: Selective protein precipitation is widely used in the production of biopharmaceuticals.
Butantan Institute’s hepatitis B vaccine is composed by the virus recombinant surface S-antigen
(HBsAg). Continuous centrifugation is currently used to remove host cell proteins (HCPs)
precipitates in the virus-like particles (VLPs) purification process. Clarisolve® depth filter is
presented as an efficient tool to clarify high-density cell cultures. We evaluated 20MS, 40MS
and 60HX Clarisolve® units against centrifugation (control) in order to verify its feasibility as an
alternative technique to protein precipitates removal. They presented similar and satisfactory
performance in terms of pressure along the procedure and also filtrate’s turbidity, OD,,, total/
specific protein, electrophoretic profile and DNA content. The 40MS media was selected for
a high-flow challenge, compatible with industrial production demand. Resistance increased
exponentially at the end, even though far from the limit pressure, with no impact on filtrate quality.
Therefore, 40MS was considered the ideal candidate to replace HCP clearance by centrifugation.
KEYWORDS: depth filter, selective protein precipitation, clarification

11 INTRODUGAO

Os processos de purificagdo de proteinas na produgéo de biofarmacos incluem, em
sua grande maioria, etapas de clarificagao primaria (separacao de células e debris celulares)
e secundaria (remog¢do de macromoléculas, em etapas posteriores de purificagdo). A
importancia das etapas iniciais apés a colheita e (se necessario) a desintegragdo das
células, é a de preparar o produto intermediario para os passos subsequentes mais
refinados e especificos de purificagdo da proteina alvo (LE MERDY, 2015). Classicamente
a centrifugacdo tem sido a técnica padréao utilizada, seguida ou néo por filiracdo. Cada
vez mais, com o continuo desenvolvimento de filtros mais eficientes, a clarificacdo por
filtracdo tem sido como uma alternativa atraente (O’'BRIEN et al., 2012), por conta da
facilidade de escalonamento e compatibilidade com processos de uso Unico (BESNARD
et al, 2016). Filtros em profundidade com variados desenhos de construgdo sé&o boas
opgdes para processar volumes vultosos e/ou altas densidades celulares. A disponibilidade
de filtros de profundidade de uso Unico para processos em larga escala tem permitido
aos desenvolvedores melhorar e simplificar os processos de downstream (O’'BRIEN et al.,
2012). Novos filtros tém sido criados, associados a pré-tratamentos da suspensao de forma
a flocular/agregar células, debris e impurezas associadas, possibilitando processos mais
ageis, flexiveis e escalonaveis (SINGH et al., 2013).

Os filtros Clarisolve® (Merck Millipore) sdo construidos em multicamadas, de forma
a conferir um gradiente de densidade projetado especificamente para distribuicbes de
particulas de diferentes tamanhos (figura 1). Foram inicialmente concebidos para substituir
centrifugas na clarificacdo primaria de culturas de células pré-tratadas (floculagéo),
particularmente na produgdo de anticorpos monoclonais (MERCK MILLIPORE, 2017),
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resultando em um filirado de baixa turbidez contendo a proteina de interesse.

Figura 1. Filtros Clarisolve® (Merck Millipore). Faixas de porosidade, composicéo e aplicagdes.
(Modificado de Merck Millipore, 2016)

A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) produzida no Instituto Butantan
é composta pelo antigeno S de superficie do virus (HBsAg), expresso pela levedura
transformada Pichia angusta (Hansenula polymorpha). Ap6s o processo fermentativo as
células séo colhidas, lavadas e rompidas. O processo de purificacdo inclui a precipitacéo
seletiva de proteinas derivadas da célula hospedeira (HCPs), por reducdo de pH. Os
precipitados s&o removidos por centrifugagdo em fluxo continuo, conferindo uma reducgéo
pelo menos 80% das proteinas totais. Vislumbramos a possibilidade de substituir a
centrifuga por filtro de profundidade nesta etapa. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
filtros Clarisolve® na remogdo dos agregados de HCPs/acidos nucleicos apos a precipitagédo
acida.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material aplicado

Material da fase intermediaria de purificacdo do HBsAg, apds as etapas de
desintegragdo celular, remogéo dos debris por centrifugagcdo, concentracédo e diafiltracdo
do sobrenadante (CD). Antes das filtragGes o pH foi reduzido sob baixa agitagdo, em banho
de gelo, para promover a precipitacdo de HCPs e acidos nucleicos, predominantemente.

O pH dos filtrados e do sobrenadante da centrifugacéo (padréo) foi neutralizado
imediatamente apds sua obtencéo.

2.2 Filtracao

Foram utilizados os filtros em profundidade Clarisolve® mPod (Merck Millipore), com
23 cm? de area, nas gramaturas disponiveis - 20MS, 40MS e 60HX (figura 1 e 2A). CD
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(300 — 330 mL) foi aplicado em até trés filtros simultaneamente, em linhas paralelas (figura
2B). A pressao dos sistemas foi continuamente monitorada e todo o filtrado foi fracionado
(15 mL) para analises. Como controle, uma amostra de CD foi centrifugada (6.000 x g/35
min), para remog¢éao dos precipitados e colheita do sobrenadante clarificado (PS). Os testes
de dimensionamento dos filtros Clarisolve® seguiram as metodologias PMax™ e TMax™
(MERCK MILLIPORE, 2000).

Figura 2. Unidade filtrante Clarisolve®: A) Clarisolve® mPod, 23 cm?, 20MS, 40MS ou 60HX.

B) Esquema de aplicagéo de CD em até 3 unidades, simultaneamente, com monitoramento continuo
da presséo.

2.3 Analises

As fragdes (15 mL) e o pool de cada filtrado, assim como o controle centrifugado,
, DO
totais (Pierce™ BCA Protein Assay Kit — ThermoFisher Scientific), titulagdo da proteina

foram analisados quanto a turbidez (medida indireta, DO conteudo de proteinas

600) 280’

especifica (PHA — passive haemagglutination assay, RCP Diagnostic Systems, cat. #B-
431 - Russia), perfil eletroforético (SDS-PAGE, 12% acrilamida - LAEMMLI, 1970) corado
por prata (HEMPELMANN & KAMINSKY, 1986), padrdo de HBsAg purificado (concentrado
proteico da vacina adsorvida hepatite B do Instituto Butantan), padrdo de peso molecular
LMW eletroforese SDS, (Amersham, atual Cytiva) e contelido de DNA residual (Quant-iT™
PicoGreen dsDNA assay kit — Invitrogen).

31 RESULTADOS

3.1 Triagem

No primeiro teste comparamos os trés modelos disponiveis dos filtros Clarisolve® -
20MS, 40MS e 60HX. As unidades foram montadas em paralelo, alimentadas pela mesma
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bomba peristaltica (figura 2B) e 330 mL (130 mL/m?) de CD foram aplicados em cada uma
delas, simultaneamente. O fluxo de alimentagéo foi de 45 L/m?h, préximo ao recomendado pelo
fabricante. As caracteristicas dos filtrados — turbidez, proteinas totais, especifica e conteudo de
acidos nucleicos - foram semelhantes entre si e também o controle centrifugado PS (tabela 1).
De modo geral, durante a corrida os valores de turbidez e DO,,, foram mais altos nos primeiros
50 L/m? (fragGes iniciais), particularmente com o HX60, com estabilizagdo em cerca de 10%
daqueles do material inicial (figura 3A). Nos filtrados (pool das fragdes), bem como no controle
centrifugado PS, houve uma perda de até 4 vezes do HBsAg. Em contrapartida, o conteudo de
proteinas totais caiu para menos de 20% e o de DNA residual para menos de 3% em relacdo ao
material inicial.

Teste 1 CD #1 PS1 | 20MS | 40MS | 6OHX
Do, 40,15 4,76 4,40 5,02 4,68
Turbidez (NTU) 979 214 176 218
HBsAg (titlo) | <16000 | 4000 | >4000 | >4000 | >4000
BCA (mg/mL) 2390 447 487 479 450
DNA (ng/mL) 76640 547 1726 1136 2018
Testes 2&3 CD #2 PS2 | 20mMs | 4oMms ps3 | 40MS high
Turbidez (NTU) 900 9 87,9 83,2
Do,,, 38,10 4,23 3,78 3,53 4,23 363
HBsAg (titulo) 32000 | >4000 | 8000 | >4000 | >4000 4000
BCA (mg/mL) 4150 458 503 476 578 466
DNA (ng/mL) 51040 315 1431 537 538

Tabela 1. Resultados das andlises dos filtrados (pools) dos trés testes, comparados ao controle centrifugado
(PS) e o material inicial (CD). Proteinas totais (por BCA), especifica (titulagdo do HBsAg por hemaglutinacdao
passiva) e contedo de DNA residual. PS 1, 2 e 3 sdo os materiais centrifugados durante testes 1 a 3,
respectivamente. NTU = (Unidade de Turbidez Nefelométrica).
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Figure 3. Desempenho dos filtros Clarisolve®: turbidez (frages) e pressao ao longo do processo de
filtragdo. A) teste 1 (45 L/m#h); B) testes 2 (36 L/m2 h) e 3 (83 L/m?h - high flux).

Durante parte da filtragdo com a unidade 20MS houve formagédo de espuma, sem
comprometimento da corrida ou do produto resultante. Este fenédmeno, por outro lado, foi mais
intenso com o filtro 60HX, determinando a finaliza¢éo precoce da filtragcdo e, consequentemente,
a eliminagdo deste modelo nos demais estudos. Observou-se também um leve aumento da
presséo dos sistemas, mas sempre abaixo de 0,08 psi, valor este distante do limite maximo de
20 psi preconizado pelo fabricante. (figura 3A).

Os filtros 20MS e 40MS foram novamente comparados entre si num segundo teste,
com um novo lote de CD. A partir deste teste foi decidido o aguardo de 30 minutos apos a
redugdo de pH, antes do inicio da filtrag&o, realizada num fluxo de 36 L/m?h. Os desempenhos
foram semelhantes aos observados na primeira triagem (figura 3B e tabela 1), com uma sutil
vantagem do Clarisolve® 40MS no fluxo de filtragdo e na remogao de DNA residual. Nao foram
observadas diferencas relevantes no perfil eletroforético das fragées/pool oriundos dos dois
filtros (figura 4). As fragbes iniciais ainda apresentaram mais impurezas, mas sem impacto para
a qualidade do filtrado total.
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Figure 4. SDS-PAGE de amostras dos testes 2 e 3.

f=fragdo; S=pool de fragbes de cada filtrado; H= HBsAg purificado (setas indicam altura das
bandas correspondentes aos monémero e dimero); LMW = padrdo de peso molecular; PS =
sobrenadante centrifugado (controle), CD = material inicial, antes da redugéo de pH.

3.2 Desafio

O mesmo lote de CD do segundo teste foi utilizado num terceiro teste, para desafiar
o filtro Clarisolve® 40MS com incremento do fluxo de 83 L/m?h (figura 3B). Mesmo com o
aumento exponencial da resisténcia no final da filtragdo, alcangando 12 psi/lLm?h, ainda restou
uma grande margem em relagao a pressao maxima preconizada pelo fabricante, de 20 psi/Lm?h.
Afigura 4 mostra o perfil eletroforético de uma fragao inicial, intermediaria e final dos testes 2 e 3,
comparadas ao do material inicial e do controle centrifugado. As fra¢des iniciais apresentam mais
bandas, tanto as correspondentes aos mondmeros e dimeros de HBsAg (pela comparagéo com
o antigeno purificado, amostra H) quanto por algumas contaminantes. Ja havia sido verificado
em amostras do processo industrial, por Western Blot, que as bandas de baixo peso moléculas
presentes em quase todas as amostras sao de HBsAg degradado, ndo impactando na pureza do
produto. A qualidade do filtrado (pool) no desafio foi mantida, semelhante aos filtrados em menor
fluxo e ao padréo centrifugado PS (tabela 1, figura 4).

41 DISCUSSAO

Embora as etapas de clarificagdo sejam tecnologicamente mais simples, o
estabelecimento cuidadoso de parametros impacta enormemente na qualidade do material
resultante e, consequentemente, no desempenho das etapas posteriores de purificagdo. Por
muitos anos a centrifugagdo tem sido a técnica padréo, seja na clarificagdo primaria (remogéo
de células e debris celulares), seja na secundaria, em etapas posteriores do downstream. Com
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o desenvolvimento da tecnologia de construcdo dos sistemas filtrantes, associada a crescente
tendéncia de dispositivos de uso Unico na indUstria de biofarmacos, a substituicdo da centrifuga
por filiros tem sido cada vez mais presente. Além das vantagens no escalonamento, dispensa
dos procedimentos de limpeza e, consequentemente, o da custosa valida¢éo de limpeza, ha
também a facilidade de sua implementac@o no processo produtivo (BESNARD et al., 2016).
Neste universo em expansao, os filtros em profundidade modernos despertam grande interesse,
pela sua capacidade de processar volumes cada vez maiores, principalmente associados a pré-
tratamento do material com agentes floculantes, com uma &rea filtrante relativamente pequena,
se compararmos aos filtros de décadas atras. Encontramos muitos exemplos do seu uso nas
etapas de colheita e na clarificacdo apés rompimento celular. Neste trabalho verificamos se
esse tipo de filtro poderia também ser usado na separacé@o de proteinas precipitadas de uma
suspensado, uso esse ainda limitado nos bioprocessos. Os filtros Clarisolve® (Merck Millipore)
foram concebidos para separagéo de células em culturas de alta densidade, para obtencéo
do meio contendo anticorpos monoclonais (MERCK MILLIPORE, 2017). Por seu tipo de
estrutura, mostraram-se bons candidatos a esse estudo, devido a faixa de tamanho de
poros ser aparentemente compativel com nosso material.

Durante a reducéo do pH é importante que o material seja mantido tem temperatura baixa,
inferior a 12 °C. A agitag&o constante é necessaria durante a adicdo do &cido, para que ndo haja
pontos de extremos de pH, mas deve ser apenas o suficiente para homogeneizar a suspenséao.
O principio deste método é o de que, quando o pH atinge o valor do seu pl, a somatéria de
cargas (residuos positivos x negativos) de cada proteina equilibrada e, portanto, neutra. Isto
permite que as moléculas se aproximem umas das outras, pela diminuicdo da repulséo elétrica,
e precipitem. Uma agitagéo mais vigorosa pode prejudicar essa intera¢cdo molecular.

Num primeiro teste comparamos os trés modelos a disposicéo, simultaneamente, como
0 mesmo material e a mesma alimentacdo do sistema. Houve uma perda importante do HBsAg,
mas nao diferente da resultante da clarificacéo por centrifugacéo. Em contrapartida, o contetdo
de proteinas totais foi reduzido em mais de 80%, uma importante taxa de purificacdo ja no
inicio do downstream. A remocgao de DNA residual também foi bastante relevante: embora a
concentracédo fosse de 2 a 4 vezes maior nos filtrados em relagéo ao controle centrifugado,
mesmo assim representou mais de 97% de reducgéo. Apesar da clarificagéo nesta etapa objetivar
aremocéo das HCPs, néo é inesperado o grande efeito carreador de &cidos nucleicos resultante.

O alvo de uma clarificagao primaria é a obtencédo de um filtrado limpido, como a menor
turbidez possivel. No nosso caso é importante que seja mantida uma porcentagem para que nao
ocorra perda do HBsAg nas etapas subsequentes de purificagdo. Os valores de turbidez, DO,
e contetdo proteico foram semelhantes aos do controle centrifugado, como era desejado.

Nesta primeira triagem o filtro 60HX foi descartado, j& que houve formacéo de
espuma durante quase toda a corrida, impedindo a finalizacdo da filtragcdo. Apesar deste
ocorrido ter sido inicialmente inesperado, por ser 0 modelo de maior porosidade, é bastante

plausivel que as camadas intercalantes de celulose e terra diatomécea (ausentes apenas
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no 60HX) contribuam significativamente na capacidade dos outros modelos. A filtragdo com
0 20MS também apresentou formagéo de espuma por um tempo, mas sem impacto para o
processo nem para o produto, aparentemente.
Os filtros 20MS e 40Ms foram entdo novamente comparados, com um outro lote de
CD. Como as fragdes iniciais dos filtrados do primeiro teste haviam apresentado grau de
impurezas consideravel, decidimos aguardar 30 minutos ap6s a redugao do pH, para tornar
mais eficiente a formacéo dos precipitados. O desempenho dos filtros neste segundo teste
foi semelhante ao do primeiro — as pequenas diferengas podem estar associadas a:
1. Concentragéo proteica inicial — a variagdo de DO,,, do material inicial pode

influenciar na porcentagem de precipitacdo das HCPs, exigindo em casos mais
extremos uma maior reducao do pH;

2. Tamanho dos agregados — é bem possivel que a espera de 30 min apds a reducéo
do pH, antes da filtragéo, tenha resultado em particulas um pouco maiores, o que
pode ter permitido a retencéo de proteinas de forma diversa em relagéo ao primeiro
teste. A tabela 1 e a figura 4 mostram que a turbidez do pool de filtrados e das
fracdes, respectivamente, foi praticamente a metade no segundo teste em relagcéo
ao primeiro, para os mesmos modelos de filtro, mesmo A pressao durante a filtracdo
foi semelhante nos dois testes com o modelo 40MS, ja para o 20MS ela praticamente
dobrou. Uma explicagéo € a de os poros maiores do filtro 40MS permitiram uma
distribuicdo mais uniforme por todo o corpo filtrante, enquanto o 20MS pode ter
sofrido uma saturacao precoce das primeiras camadas;

3. Poderiamos supor que a pequena diferenca de fluxo entre o primeiro e segundo
teste (45 L/m?h e 36 L/m?h). Mas frente a semelhanca de desempenho num fluxo duas
vezes maior, essa suposicao € improvavel.

A maior concentragé@o de impurezas nas primeiras fragées ndo chegou a impactar na
qualidade do filtrado total (figura 4). As HCPs remanescentes no material ap6s a clarificagao
(filtrado ou centrifugado) sdo provavelmente acidas — permaneceram solubilizadas pelo
fato do pH néo ter sido reduzido o suficiente para se igualar ao pl das mesmas. A amostra
de CD (material inicial) aplicada no gel de eletroforese foi bastante diluida para melhor
visualizaga@o das bandas de interesse, 0 que pode dar a falsa impressao de que esta muito
pura — sem essa diluicdo n&o seria possivel distinguir as proteinas entre si.

O modelo 40MS foi eleito para ser desafiado com um fluxo maior de alimentacéo,
de forma que o tempo total de processo fosse compativel com a realidade na produgéo
industrial. Nao houve impacto na qualidade do produto obtido (tabela 1, amostra 40MS
high flux). No final da filtracdo a presséo subiu de forma mais incisiva em relagcéo ao teste
anterior, se mantendo mesmo assim bem aquém do limite recomendado pelo fabricante.
Isso significa que, provavelmente, um volume extra poderia ter sido processado antes da
saturacao do filtro. Seria necessario conferir se a qualidade do filtrado seria mantida, mas a
probabilidade ¢ alta ja que os resultados preliminares mostram que, em todos os cenarios,
a qualidade do filtrado permanece constante apés um carregamento de 50 L/mh.
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Embora a remogéo do contetdo de DNA (da cepa produtora) residual ndo seja o
proposito principal desta etapa de purificagéo, hd um claro efeito carreador (tabela 1), para o
qual o filtro 40MS se mostrou mais eficiente. Houve uma redugéo de mais de 97%, efeito este
importante j& que para reprovag¢éo do concentrado proteico (o produto final da purificagéo)
bastam 100 pg DNA no equivalente a 1 dose de vacina.

VENKITESHWARAN et al. (2015) discutem que os filtros de profundidade comumente
possuem celulose e terra diatomacea em sua estrutura, como é o caso dos Clarisolve®
20MS e 40MS. A estrutura fibrosa desses filtros é mantida por ligantes de resina polimérica
positivamente carregadas. Os mesmos mecanismos de captura mecénica e adsorgdo por
interacdes eletrostaticas e/ou hidrofébicas podem reter parte das particulas virais, embora esse
comportamento possa variar conforme o virus e o filtro. Considerando a significativa perda do
HBsAg observada no processo de clarificagdo, é possivel que parte esteja retida por esses
fendmenos, somando-se ao efeito carreador da precipitagéo em si, ja que o controle centrifugado
também sofre esta perda.

A empresa fornecedora dos filtros Clarisolve® participou da condugéo destes estudos.
Foi possivel determinar a area filtrante de 2,75 m? como suficiente para realizar a clarificagdo de
200 L de CD, no mesmo tempo gasto para a centrifugacéo, incluindo a limpeza do equipamento
— etapa inexistente no uso dos filtros, pelo fato de serem descartaveis. Os testes de
dimensionamento dos filtros Clarisolve®seguiram as metodologias PMax™ e TMax™, onde
0 objetivo do ensaio visa encontrar pontos maximos de contrapresséo e turbidez maxima,
respectivamente. Essa metodologia auxilia nas etapas de escalonamento do processo,
pois o comportamento real da filtracdo em um dado fluxo constante é realizado seguindo
0 esperado para a etapa de processo. A técnica de PMax™ é comumente utilizada para
dimensionamento de filtros de profundidade e a escolha do fluxo de alimentagéo adequado
interfere nos mecanismos de reteng@o dos filtros. Por se tratar de filtros que possuem
carga positiva, oriunda das resinas ligantes das matrizes dos filtros, o filtro retém particulas
indesejadas por excluséo por tamanho e adsorcao de particulas carregadas negativamente,
melhorando a performance dos filtros. O ensaio TMax™ visa encontrar a curva de ruptura
de turbidez, medida em NTU, onde o valor limite esta vinculado a turbidez inicial da amostra
antes da filtracdo. A medida de turbidez é um dos indicativos de qualidade e, sendo medido
ao longo do ensaio, apresenta uma curva de capacidade (L/m?) dos filtros.

Os gréficos apresentados usam referéncias de carregamento ou capacidade (L/m2)
e resisténcia (psi/L/m2.h). Esses valores sdo importantes de serem representados para o
monitoramento e a manutencéo de escalas e comparativos futuros, como os realizados no
estudo, com fluxos mais altos. Um filtro pode apresentar resisténcias distintas relativas a
fluxos diferentes, dado o fato de que os mecanismos de saturagcédo e, consequentemente,
qualidade do filtrado tem relacdo direta com o fluxo de alimentagéo e tempo de residéncia
das particulas na profundidade dos filtros.

Além da vantagem de n&o requerer uma etapa de limpeza e sanitizagéo de equipamento,
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principalmente para fabricas ainda em planejamento, ainda temos o tamanho mais reduzido,
a flexibilidade e a manutencao do sistema de filtragéo - suporte com os cassetes e bomba de
alimentacéo — em relagdo a uma centrifuga industrial

A precipitacdo seletiva de proteinas na indUstria de biofdrmacos é também obtida com
adicdo de sais (ex. sulfato de amdnio), em concentragcbes bem definidas, de acordo com as
caracteristicas da proteina alvo e das HCPs. E bastante plausivel que os filtros em profundidade
possam também substituir as centrifugas no processo de clarificacdo neste caso.

51 CONCLUSOES

Por ser um processo relativamente barato e com capacidade de processar grandes
volumes de material, as técnicas de clarificagcdo sdo muito empregadas no inicio do
processo de purificagdo. A sua qualidade tem impacto importante no desempenho das
demais etapas do processo.

Os filtros Clarisolve® se mostraram compativeis com a demanda de processo
da etapa de clarificacdo p6s precipitacdo acida, na produgédo da vacina de hepatite B
(recombinante) do Instituto Butantan, tendo o modelo 40MS sido eleito como a melhor
escolha para substituir a centrifugacdo. Mais estudos para o refino dos parametros do
processo de filtragc&o, incluindo um eventual ajuste na for¢a ibnica do material inicial, bem
como um estudo de arraste de material retido nos filtros com tampdes, podem reduzir a
perda do HBsAg, principal revés desta etapa.

AGRADECIMENTOS

Apoio financeiro: Fundagdo Butantan. Fornecimento dos filtros e execucdo das
corridas pela Merck Millipore.

DECLARACAO DE CONFLITO DE INTERESSES

Da parte dos autores, declara-se que ndo ha conflito de interesse influente no
resultado da pesquisa.

REFERENCIAS

BESNARD, L. et al. Clarification of vaccines: An overview of filter based technology trends.
BiotechAdv, France, v. 34, p. 1-13, dec. 2015.

LE MERDY, SARAH. Selection of Clarification Methods for Improved Downstream Performance and
Economics. BioProcessing Journal, Germany, v. 14, p. 50-55, oct. 2015.

O'BRIEN, T. P. et al. Large-Scale, Single-Use Depth Filtration Systems. BioProcess International, v.
10, n. 5, p. 50-57, may. 2012.

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 19 m



ROUSH, D. J.; LU, Y. Advances in Primary Recovery: Centrifugation and Membrane Technology.
Biotechnol, California, v. 24, n. 3, p. 488-495, apr. 2008.

VENKITESHWARAN, A. et al. Mechanistic Evaluation of Virus Clearance by Depth Filtration.
Biotechnol. Prog., Indiana, v. 31, n. 31, mar. 2015.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the
Head of Bacteriophage T4. Nature, Cambridge, vol. 227, p. 680-685, aug. 1970.

HEMPELMANN E.; KAMINSKY R. Long term stability of colors after silver staining. Electrophoresis,
Germany, v. 7, p. 481, may 1986.

SINGH, N., PIZZELLI, K., ROMERO, J., CHROSTOWSKI, J., EVANGELIST, G. HAMZIK, J., SOICE,
N., CHENG, K.S. Clarification of recombinant proteins from high cell density mammalian cell culture
systems using new improved depth filters. Biotechnol. Bioeng. v. 110 (7), p. 1964—72. jul. 2013.

MERCK MILLIPORE. Clarification Solutions for Pre-treated Feed Streams. Data Sheet. Germany:
[DS5221ENOO Ver. 9.0. 2017-06224.], out. 2017.

MERCK MILLIPORE. Single-use and multi-use products for the successful development and
implementation of robust clarification processes. Clarification Portfolio Guide, United States:
[PB1241ENOOQ Ver. 1.0], june 2016.

MERCK MILLIPORE. Filter Sizing Methods: for normal flow filtration (NFF) applications. Application
Note. United States: [AN1512ENOQO rev — 3/00], 2000.

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 19 m



iNDICE REMISSIVO

A

Abelhas meliferas 196, 203, 204
Aleloquimicos 157, 158, 162
Alface 157, 158, 159, 160, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 201

Assisténcia a pacientes cronicos 70, 73

B

Barragem das aguas 212
Bioindicadores 218, 220, 230
Buriti 212, 216, 217

C

Clarificagdo 233, 234, 239, 240, 241, 242, 243
Coronavirus 22, 23, 24, 25, 26, 33

Covid-19 4, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 30, 31, 32, 33, 116
D

Desmatamento 211, 212, 213, 214, 216, 217
Doencas periodontais 22, 28, 29, 30, 33

E

Educacéo alimentar 112

Ensino de ciéncias 185

Enterobacterales 6, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109
Enterobacter cloacae 102, 103, 105

Escherichia coli 5, 83, 84, 85, 86, 87, 90, 91, 110, 143, 144, 145
Espécies invasoras 185, 187

Estado nutricional 45, 46, 51, 52, 111, 112, 114, 121, 124, 125, 231
Etanol de segunda geracdo 246, 247, 256

F

Fator-1 4,1,2,4,5

Fermentagéo 168, 169, 170, 172, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 245, 248, 249,
250, 251, 252, 253, 254, 255, 256

Filtro de profundidade 233, 235
Fitoplanctoénicos 218, 219, 229, 232

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 indice Remissivo m



Funcéo pulmonar 5, 92, 93, 97, 98, 99

H

Hipoxia 4,1,2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,13, 14, 15, 16, 18
|

Indicador de resultado 70, 73, 75, 76, 81

Infec¢des urinarias 83, 85, 87

Inseticidas 196, 197, 200, 201, 204, 206, 208

K

Klebsiella pneumoniae 6, 102, 103, 109, 127, 128, 134, 141, 142, 143, 144, 145, 146
L

Lipase 168, 169, 171, 172,173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184
M

Mauritia flexuosa | 8, 211, 212
Microalgas 218, 219, 222
Microrganismo multirresistente 102, 108

Multirresisténcia antimicrobianos 128

P

Pacientes oncolégicos 4, 45, 46, 47, 51, 52, 53, 55
Pau-santo 157, 158

periodontite 22, 24, 27, 28, 29, 30, 31, 32

Periodontite 22, 29

Podcast 7, 185, 186, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194
Polinizadores 196, 197, 198, 200, 201, 202, 204, 210
Potencial alelopatico 157, 158, 165, 166, 167
precipita¢do seletiva de proteinas 233, 235, 243

Q

Qualidade da agua 8, 218, 219, 221, 222, 227, 228, 229, 230, 232
R

Reservatério hidrelétrico 218, 225

Residuo agroindustrial 169, 172

Residuos de mandioca 245, 246, 247, 248, 255, 256

Resisténcia ao cisalhamento 34, 38, 40

Resisténcia a tracdo 34, 35, 36

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 indice Remissivo




Riacho pinto 212, 214, 216

Rinite alérgica 5, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100
S

Sars-COV-2 33

Serratia marcescens 102, 103, 105
Sindrome de down 6, 29, 111
Staphylococcus aureus 6, 110, 147, 148, 149, 151, 152, 154, 155, 156

\'

Vancomicina 6, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 indice Remissivo m











