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METODO PARA REMOVER UM CONTAMINANTE VIRAL DE UMA
PREPARACAO
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[0001] A segurancga virologica € uma preocupacdo significativa na
industria biofarmacéutica.  Apesar dos esfor¢cos para mitigar o risco,
incidentes envolvendo contaminagdo viral em grande escala de produtos
bioldgicos tém gerado preocupacgdo na industria. Eventos de grande destaque
incluem, por exemplo, a detec¢do de 2009 da Genzyme de uma contaminagao
com o vesivirus 2117 de sua cultura de células CHO (ovario de hamster
chinés) que interrompeu a producdo de Cerezyme® e Fabrazyme® e a
contaminac¢ao de 2010 da Merck, de sua vacina Rotarix® pelo circovirus 1.
Uma fonte provavel de contaminacao estd no estidgio de cultura de células.
Além da pressdo econdmica sobre a empresa fabricante (um relatorio coloca a
estimativa em mais de cem milhdes de perda por contamina¢do de um reator
de 10000 L mais multas das agéncias), tais eventos representam um risco para
0s pacientes e interrompem o acesso aos produtos biofarmacéuticos (Liu et
al., Biotechnol. Prog. 2000, 16, 425-434). Como resultado, h4 um rigoroso
exame regulamentar e demanda por novas técnicas para detectar, prevenir e
remediar as contaminacoes virais.

[0002] Em geral, os contaminantes virais podem ser diferenciados em
contaminacdes virais a montante € a jusante. As contaminagdes a jusante
podem ser controladas através da aplicacdo de sistemas fechados, no entanto,
contaminagdes especialmente a montante sdo dificeis de controlar e detectar
até mesmo por testes extensivos. Contaminantes virais também podem se
originar do uso de materiais de origem animal na producio biofarmacéutica.
Onde a producdo da linhagem celular é isenta de contaminantes virais
externos e a produ¢cdo ndo envolve o uso de materiais de origem animal, os

contaminantes virais ainda poderiam entrar, através dos meios de cultura de
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c¢lulas. Por exemplo, meios sintéticos podem ser suplementados com fatores
de crescimento recombinantes produzidos em um sistema suplementado com
soro, ¢ 0 meio isento de proteina, no entanto, pode conter hidrolisados de
proteina filtrados. Entretanto, a contaminagdo viral pode até mesmo ocorrer
em um meio completamente quimicamente definido, porque grandes
quantidades dos componentes do meio podem ser embaladas em recipientes
ndo estéreis. Filtros esterilizantes de grade convencionais ndo sao nem
projetados e nem sdo capazes de salvaguardar contra contaminantes virais, de
modo que outras medidas devem ser empregadas para garantir a seguranga
virologica.

[0003] A detecgdo dos virus acidentais em um ou mais pontos de
verificacdo do processo de producdo ¢ uma pratica padrao. No entanto,
apenas a detec¢do ¢ uma medida inadequada contra a contaminagdo viral de
produtos biofarmacéuticos, especialmente onde o contaminante viral presente
¢ insuspeito, desconhecido ou um agente viral emergente. Tais agentes virais
podem escapar da detecgdo por micromatrizes de DNA bem projetadas
representativas de uma grande cole¢do de virus sequenciados. O desafio ¢
adicionalmente agravado pelos baixos niveis de contaminantes virais
necessarios para infectar uma cultura de células e pela sensibilidade
atualmente limitada dos ensaios de deteccao.

[0004] Titulos elevados do contaminante viral podem nado se
manifestar sob a forma de pardmetros de cultura de células alterados, por
exemplo, densidade de cultura e titulos de proteina, além de seus intervalos
normais. Por outro lado, os ensaios de infecciosidade sao altamente
especificos e requerem condi¢des diferentes para cada virus. Como resultado
da contaminagdo viral, equipamentos, fluidos e produtos a jusante podem ser
maculados, incorrendo em milhdes de dolares na configuracdo de lote,
eliminacdo de residuos, vendas perdidas e descontaminagdo. A varredura

completa das matérias-primas para virus ¢ dificil devido a heterogeneidade da
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amostra ¢ aos grandes volumes envolvidos nos processos de producao
biofarmacéuticos.

[0005] Técnicas de depuracdo viral podem ser classificadas em um
dos dois grupos: inativagdo e filtracdo. Os métodos de inativagdo buscam a
perda irreversivel da infecciosidade viral, enquanto que os métodos de
filtragdo visam reduzir mecanicamente a contaminagdo viral. Os métodos de
inativacdo convencionais empregam irradiacdo ultravioleta (UV), irradiagdo
gama, calor, pH baixo ou alto ou exposi¢ao de solvente/detergente. Nos casos
onde a irradiagdo UV pode eliminar de modo eficaz e irreversivelmente a
atividade viral, ela pode ser impraticavel em uma base em grande escala ou
inadequada para os meios preparados. A autoclavagem, embora seja possivel
para liquidos termoestaveis, pode alterar a sensibilidade do meio. Um método
alternativo conhecido como tratamento térmico em alta temperatura por curto
espaco de tempo (HTST) ndo ¢ tdo severo, mas exige equipamentos,
automacao e processos de validacao caros para preservar as caracteristicas dos
meios. Exposicdo a pH baixo ou alto ¢ ineficaz pelo espectro de possiveis
contaminantes virais, ¢ pode afetar negativamente a qualidade ou a
osmolaridade dos meios. A exposicdo ao solvente/detergente, da mesma
forma, ndo € uma solugdo de amplo espectro e ¢ eficaz apenas para virus com
um envelope lipidico. Como tal, o método ideal deve equilibrar
consideragdes de custo e as necessidades de realizar a depuracdo viral nas
matérias-primas, ¢ fornecer uma solu¢ao de amplo espectro sem comprometer
a taxa de crescimento ou o rendimento.

[0006] A filtragdo de retengdo de virus oferece o equilibrio adequado.
Ela ndo altera quimicamente os componentes dos meios e ¢ adequada para uso
com alimentos meios sensiveis ao calor. Além disso, a filtracdo de retengao
de virus ¢ uma solug¢do de amplo espectro, pois ela opera com base em um
principio de exclusdo de tamanho. No entanto, as membranas de retengao de

virus sdo caras (aproximadamente cerca de 2.000 a 5.000 euros/m?). As taxas
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especificas de baixa vazdo caracteristicas da filtracdo de e volumes de meios
tornaram o método economicamente caro em uma escala apropriada para
suprir um biorreator em grande escala, devido ao custo da area de membrana
necessaria. Por exemplo, onde a filtragao do virus € ligada em série a filtragao
do meio de grau esterilizante, a filtragdo de virus precisa preferencialmente
ocorrer dentro de um dia 1til, ou seja, no maximo de 2 a 10 horas apds a
preparacao do meio a granel, para evitar a contamina¢cdo do meio a granel.
Portanto, uma grande area de filtragdo ¢ necessaria para permanecer dentro
desse prazo critico, o que, por sua vez, gera custos.

[0007] Surpreendentemente, verificou-se que as desvantagens da dita
filtragdo de virus da técnica anterior podem ser superadas pela filtracao da
respectiva preparacao, sendo um meio de cultura de células ou pelo menos um
componente de um meio de cultura de células, durante pelo menos 24 horas,
através de um filtro de virus com um tamanho de poro eficaz maximo de 75
nm. Se o volume necessario das respectivas preparagoes for filtrado durante
um periodo de tempo mais longo, ou seja, durante pelo menos 24 horas, a
capacidade  volumétrica dos filtros de virus aumenta muito.
Surpreendentemente, verificou-se ainda que uma significativa reducdo global
do titulo viral pode ser alcangada durante esse periodo prolongado de tempo.
Isso € especialmente benéfico para remover virus a montante em sistemas de
cultura de células.

[0008] Portanto, o método da invencdo aumenta a eficiéncia
econOmica de filtragdo de virus, aumentando respectivamente a produtividade
¢ a capacidade volumétrica. O método de acordo com a presente invengao
opera em uma capacidade volumétrica de pelo menos 2.000 L/m?, auxiliando
dessa forma a maximizar o uso de filtros de virus de alta capacidade,
diminuindo o custo efetivo associado com isso e apresentando uma solugdo
vidvel em grande escala e facilmente integravel aos processos de producao

existentes.
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[0009] O enorme impacto do método de acordo com a invengao € o
uso inventivo dos respectivos filtros de virus em processos de fabricagdao
estéreis, particularmente em processos onde preparagdes estéreis, por
exemplo, meios de cultura de células e tampdes, sdo usados podem ser
compreendidos por meio do exemplo a seguir. Supondo que um metro
quadrado de uma membrana de filtro de virus custa cerca de 3.000 euros em
média e um meio de cultura de células usado custa cerca de 10 euros/litro em
média, entdo os custos para 1.000 L de meio de virus filtrado ¢ 13 euros por
litro de meio, o que aumenta os custos das mercadorias para a preparacao dos
meios em cerca de 30%. Se 2.000 L podem ser filtrados com uma membrana
de filtro de virus, entdo os custos caem até 11,50 euros. Um aumento
adicional das capacidades volumétricas, por exemplo, além de 5.000 L, reduz
os custos até¢ menos de 0,6 euro por meio litro de meio, o que torna os custos
adicionais para fornecer um meio filtrado sem virus consideravelmente baixo.
Como resultado, os elevados custos do uso de filtros de virus, em particular
na descontaminagdo a montante do potencial viral ou contaminacdo viral,
diminuem significativamente através do aumento da capacidade volumétrica
do método de filtracdo de virus.

[0010] A presente invengado totalmente aborda esse problema de altos
custos e baixa capacidade volumétrica dos filtros de virus, respectivamente. A
capacidade volumétrica do filtro de virus pode aumentar executando a
filtracdo de virus durante pelo menos cerca de 24 horas, através de um filtro
de virus com um tamanho de poro eficaz maximo de 75 nm.
Surpreendentemente, verificou-se que a capacidade volumétrica dos filtros de
virus caros usados pode ser mais bem explorada, levando a um aumento da
capacidade volumétrica de 2 a 100 vezes, preservando concomitantemente a
integridade do filtro. Apesar de um aumento de 2 a 3 vezes da capacidade
volumétrica ja& representa um grande impacto para o processo de producao e

os custos de produgdo relacionados, o método de acordo com a invengao
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permite um aumento de até 100 vezes da capacidade volumétrica, podendo-se
alcangar um aumento ainda maior. Isto oferece grandes oportunidades e torna
a remogao viral barata, mesmo com filtros de virus caros que podem ser agora
usados para melhorar ainda mais a seguranga viral nos processos de cultura de
c¢lulas, em particular na remog¢ao viral a montante dos processos de cultura
de células e dos processos farmacéuticos, diagndstico e/ou cosmético e de
alimentos.

RESUMO DA INVENCAO
[0011] A presente invencdo fornece um método para remover um
contaminante viral de uma preparagdo, sendo um meio de cultura de células
ou pelo menos um componente de um meio de cultura de células. O método
compreende submeter a dita preparacao a filtracdo durante pelo menos cerca
de 24 horas através de um filtro de virus com um tamanho de poro eficaz
maximo igual a 75 nm.
[0012] Além disso, a inveng¢ao refere-se ao uso de um filtro de virus
com um tamanho de poro eficaz maximo igual a 75 nm em uma filtracao
durante pelo menos 24 horas, para a remog¢ao do contaminante viral de uma
preparacdo, sendo um meio de cultura de células ou pelo menos um
componente de um meio de cultura de células.
[0013] Além disso, a invengao refere-se ao uso de uma preparacao,
sendo um meio de cultura de células ou pelo menos um componente de um
meio de cultura de células que pode ser obtido de acordo com qualquer
método da presente invengdo para a cultura de células; preparacdes
farmacéuticas, de diagnostico e/ou cosméticas, bem como para preparagdes
alimenticias.
[0014] Todos os métodos e usos de acordo com a invengdo podem
operar a uma capacidade volumétrica igual a pelo menos cerca de 2.000 L/m?,
de preferéncia pelo menos cerca de 3.000 L/m?, e mais preferencialmente de

pelo menos cerca de 5.000 L/m?. Além disso, a preparacdo ¢ submetida a
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filtragdo e a filtracdo ¢ realizada, respectivamente, durante pelo menos 24
horas ou durante pelo menos cerca de 48 horas até cerca de 7 meses ou de
cerca de 72 horas até cerca de 3 meses. A filtragdo ¢ realizada a uma
temperatura de cerca de 2°C a cerca de 60°C, ou de cerca de 10 a cerca de
40°C, preferencialmente de cerca de 15 a cerca de 37°C.

[0015] Em todas as modalidades da invencao, a filtracao ¢ realizada a
uma pressao que varia de cerca de 10 kPa (100 mbar) a cerca de 400 kPa
(4.000 mbar), preferencialmente de cerca de 20 kPa (200 mbar) a cerca de
350 kPa (3.500 mbar), mais preferencialmente de cerca de 100 kPa (1.000
mbar) a cerca de 300 kPa (3.000 mbar).

[0016] Em todas as modalidades da invengao, o filtro de virus usado
atinge um valor de redugdo de pelo menos 1 Logiy (LRV) para um
contaminante viral.

[0017] Surpreendentemente,  verificou-se que a  capacidade
volumétrica dos filtros de virus pode ser muito aumentada quando o processo
de filtragdo ocorrer durante pelo menos cerca de 24 horas. Normalmente, as
preparacdes para a cultura de células, por exemplo, os tampdes ou meios de
cultura de células a granel sdo filtrados em lote, dentro de cerca de 2 a cerca
de 10 horas apoOs a preparagdao das preparagdes a granel, a fim de evitar a
contaminacdo das preparagdes por crescimento bacteriano ou viral. Foi
verificado que, na pratica, a capacidade maxima dos filtros de virus usados
ndo ¢ nem de perto explorada em processos de filtracio que filtram as
respectivas preparacdes em um periodo de tempo de cerca de 2 a cerca de 10
horas. Portanto uma 4rea do filtro em excesso deve ser usada. Em
contrapartida, verificou-se que devido ao uso do método da presente
invengao, a capacidade volumétrica dos filtros de virus caros usados pode ser
mais bem explorada, levando a um aumento da capacidade volumétrica de 2 a
100 vezes, preservando concomitantemente a integridade do filtro. Apesar de

um aumento de 2 a 3 vezes da capacidade volumétrica j& representa um
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grande i1mpacto para o processo de produg¢do e os custos de producdo
relacionados, o método de acordo com a inven¢do permite um aumento de até
100 vezes, podendo-se alcancar um aumento ainda maior. Isto oferece
grandes oportunidades e torna a remogao viral barata, mesmo com filtros de
virus caros que podem ser agora usados para melhorar ainda mais a seguranca
viral nos processos de cultura de células, em particular na remog¢ao viral a
montante dos processos de cultura de células e dos processos farmacéuticos,
diagnostico e/ou cosmético e de alimentos.
[0018] As modalidades preferenciais especificas da presente invengao
serdo evidentes a partir da descrigdo mais detalhada a seguir de certas
modalidades e das reivindicagdes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0019] Descrigdes mais particulares da invencdo sdo feitas por
referéncia a certas modalidades exemplares da mesma, que sdo ilustradas nas
FIGS. em anexo. Essas FIGS. representam uma parte do relatorio descritivo.
Deve-se notar, contudo, que as FIGS. em anexo ilustram modalidades
exemplificadoras da invencdo e, portanto, ndo devem ser considerados
limitantes em seus escopos.
[0020] A FIG. 1 estd mostrando a cinética de filtragdo de virus
realizada aplicando um fluxo de filtracdo de virus controlado (FIG. 1C)
usando diferentes filtros, todos combinados com meios de cultura de células
suplementados com 3 diferentes lotes de hidrolisado de soja (Kerry
HyPep1510 No. 1, DOMO SE50 MAF UF No. 1 e No. 2).
Filtro e condi¢des experimentais aplicadas (consulte também o Exemplo 1 ao
Exemplo 4):
Filtro A: Virosart CPV da Sartorius, 180 cm?; a 30°C, com vazdes de cerca de
30 L/(m? x h)
Filtro B: Viresolve NFP da Millipore, 3,1 cm?; a 30°C, com vazdes de cerca

de 40 a 60 L/(m? x h). As filtragdes foram realizadas durante um periodo
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maximo de 9 dias, ou até exceder uma pressdao maxima de 200 kPa (2.000
mbar). A FIG. 1A estd mostrando a capacidade volumétrica como o volume
filtrado por area superficial da membrana representada graficamente em
relagdo ao tempo, variando de um minimo de cerca de 4.000 L/m? até cerca de
12.000 L/m?. A pressdo maxima, no final da filtragdo, foi entre cerca de 60
kPa (600 mbar) e 240 kPa (2.400 mbar), dependendo do tipo de filtro (FIG.
1B). Em geral, a diferenca entre os hidrolisados de soja ¢ muito baixa para a
capacidade volumétrica e a pressao maxima.

[0021] A FIG. 2 estd mostrando a cinética de filtracdo de virus
realizada aplicando um fluxo de filtragdo de virus controlado (FIG. 2C)
usando diferentes filtros e o meio de cultura de células suplementado com 3
diferentes lotes de hidrolisado de soja (Kerry HyPep 1510 No. 1, DOMO
SE50 MAF UF No. 1 e No. 2).

Filtro e condi¢des experimentais aplicadas (consulte também o Exemplo 1 ao
Exemplo 4):

Filtro A: Virosart CPV da Sartorius, 180 cm?; a 30°C, com vazdes de cerca de
30 L/(m? x h)

Filtro D: BioEX da Asahi, 10 cm?; em temperatura ambiente (cerca de 22°C),
com vazdes de cerca de 20 L/(m? x h). Ao contrario dos experimentos
descritos na FIG. 1, as filtragdes foram realizadas durante um periodo de
tempo mais longo, de até¢ 81 dias, ou até atingir uma pressdo de 200 kPa
(2.000 mbar). A FIG. 2A estd mostrando a capacidade volumétrica como o
volume filtrado por area superficial da membrana representado graficamente
em relacdo ao tempo, variando de um minimo de cerca de 16.000 L/m? (para
o filtro A com DOMO SE50 MAF No. 2) até cerca de 35.000 L/m? (para o
filtro D, com todos os 3 lotes de hidrolisado diferentes). A pressdo maxima,
no final da filtracao, foi entre cerca de 120 kPa (1.200 mbar) e 200 kPa (2.000
mbar), dependendo do tipo de filtro (FIG. 2B). Em geral, a diferenga entre os

hidrolisados de soja ¢ muito baixa para a capacidade volumétrica e a pressao
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maxima.

[0022] A FIG. 3 ¢ um grafico mostrando a relagao entre o fluxo e a
pressdo diferencial, tal como observado a cerca de 22°C, usando o filtro A
(Virosart CPV da Sartorius, 180 cm?) e meio contendo o hidrolisado de soja
DOMO SE50 MAF UF, Lote No. 2 (consulte o exemplo 5). Uma pressao
diferencial minima de cerca de 10 kPa (100 mbar) € necessaria para alcancar
uma vazao especifica detectdvel minima que, em seguida, ¢ aumentada
gradualmente com uma correlagdo proporcional obviamente linear entre a
vazao especifica e a pressao diferencial.

[0023] A FIG. 4 esta mostrando a diferenca entre uma pressao
controlada e uma filtracdo de vazdo controlada usando o filtro A (CPV da
Sartorius, 180 cm?) e 0 meio com hidrolisado de soja Kerry HyPep 1510 No.
2 (consulte os exemplos de 1 a 4).

As filtragdes foram realizadas durante 19 dias e alcangaram, neste tempo, uma
capacidade volumétrica de cerca de 6.000 a 7.000 L/m?. A pressdo final da
filtragdo de fluxo controlado foi comparavel com a pressao da filtracao sob
pressao controlada (consulte a FIG. 4B), ¢ a vazao especifica final da filtracao
sob pressdo controlada foi comparavel a vazdo da filtracdo com vazao
controlada (consulte a FIG. 4C). Isso demonstra que ambas estratégias de
controle para a filtragdo de virus podem resultar em capacidade volumétrica
comparavel.

[0024] A FIG. 5 esta mostrando os resultados de um experimento em
biorreator de 10 L usando meio filtrado sem virus e um meio sem remocao de
virus por filtracdo, descrito no exemplo 6. Os meios de cultura de células
foram filtrados para remover os virus, em lote, com o filtro A, antes do inicio
do experimento. Experimentos foram realizados em paralelo, cada um usando
os meios de cultura de células suplementados com 3 hidrolisados de soja
diferentes (Kerry HyPep 1510, lote No. 1; DOMO SE50 MAF UF, lote No. 1
e DOMO SE50 MAF UF, lote No. 2). Os dados foram calculados a partir das



11/45

3 ultimas semanas de uma cultura de células de 4 semanas continua.
Nenhuma diferenca entre os respectivos meios filtrados sem virus (soja 1 NF,
soja 3 NF e Soja 2 NF) versus as suas referéncias nao filtradas (soja 1, soja 3
e soja 2) pdde ser detectada para a produtividade especifica (FIG. 5A), a
produtividade volumétrica (FIG. 5B) e a taxa de crescimento especifica (FIG.
5C).

[0025] A FIG. 6 esta mostrando os resultados de um experimento em
biorreator de 120 L usando meio filtrado sem virus em comparagao com um
meio sem remogao de virus por filtragao, descrito no exemplo 7. Os virus dos
meios de cultura de células foram removidos por filtracdo na linha de
alimentagdo de meio dos biorreatores, usando alternativamente o filtro E
(Virosart CPV da Sartorius, 2000 ¢cm?) e o filtro F (Viresolve NFP da
Millipore, 850 cm?) durante cerca de 58 dias em modo continuo. Os intervalos
de tempo e a capacidade volumétrica da alimentacdo de meio filtrado sem
virus sao mostrados na FIG. 6A. Os dados foram calculados para os intervalos
usando os diferentes filtros. Nenhuma diferenga entre os respectivos meios
filtrados sem virus em comparacdo com a referéncia nao filtrada pode ser
detectada para a taxa de crescimento especifica (FIG. 6B) e a produtividade
volumétrica (FIG. 6C).

[0026] A FIG. 7 mostra a mudanca do titulo de infecciosidade de
MMV [TCIDsy/mL] encontrado em amostras de filtrado sequenciais coletadas
durante a filtragdo do meio fortificado com MMV contendo o hidrolisado de
soja DOMO SE50 MAF No. 5 UF com os filtros de virus filtro G (ASAHI
Planova 15N) (consulte exemplo 8). Um baixo nivel de ruptura viral foi
observado de 2 a 3 dias. No entanto, a remocao de virus se mostrou eficaz.
[0027] A FIG. 8 mostra a mudanca do titulo de infecciosidade de
MMYV [TCIDsy/mL] encontrado em amostras de filtrado sequenciais coletadas
durante a filtragdo de meio fortificado com MMV contendo hidrolisado de

soja (analise No. 1 com hidrolisado de soja DMV SE50 MAF UF No. 5;
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analise No. 2 com hidrolisado de soja DMV SE50 MAF UF No. 4) com
filtros de virus tipo D (Asahi BioEX) (consulte o exemplo 9). Nenhuma
saturacao de virus foi observada e a remocao de virus se mostrou eficaz e
completa.

[0028] A FIG. 9 mostra a mudanga do titulo de infecciosidade de
MMV [TCIDsy/mL] encontrado nas amostras de filtrado sequenciais coletadas
durante a filtragdo do meio fortificado com MMV, conforme divulgado no
exemplo 10. Nenhuma saturacao de virus foi observada para as analises No. 1
e No. 2 (filtro D), resultando na remog¢do de virus completa e eficaz do meio
contendo hidrolisado de soja. Um baixo nivel de saturacdo de virus foi
observado para as analises No. 3 e No. 4 (filtro 1) e para as andlises No. 5 ¢
No. 6 (filtro G), resultando em uma remog¢do de virus eficaz, porém nao
completa, do meio contendo hidrolisado de soja. Uma saturacdo de virus mais
significativa foi observada para a andalise No. 7 (filtro B) e para a analise No.
8 (filtro H), resultando em menores fatores de remocao de virus no limite de
significancia. No entanto, com todos os filtros, pelo menos em um
experimento uma reduc¢do de titulo global minima de mais de cerca de 1 log
de TCIDsy/mL pode ser alcangada.

Tabela 1: Combinagao dos filtros de virus e hidrolisados de soja usados nos

experimentos de fortificagao

No. do Experimento Filtro Lote de hidrolisado de soja F?}?gii;?ﬁgi; n%}?)t])al
1 D 7 >5,1
2 D 6 > 4,6
3 I 3 4,5
4 I 5 >54
5 G 7 4.4
6 G 7 4,1
7 B 6 1,5
8 H 3 1,2
[0029] A FIG. 10 mostra a cinética de uma filtragao viral realizada

conforme descrito no exemplo 11. A pressdao foi mantida entre 80 e 120 kPa
(0,8 ¢ 1,2 bar) (média de 110 kPa (1,1 bar)), com exce¢do de pressao

intencional e interrupcoes de fluxo, que simulam o pior caso das condigdes
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operacionais. Taxas de fluxo inicial de cerca de 38 L/(m? x h) foram atingidas,
que diminuiram gradualmente até o final do experimento, no entanto, uma
vazao minima de 4 L/(m?> x h) poderia ser mantida. A duragdo global,
incluindo as interrupg¢des de pressao, foi igual a 30 dias. Cerca de 6.500 L/m?
passaram sobre o filtro.
[0030] A FIG. 11 mostra a mudanca do titulo de infecciosidade de
MMV [logio (TCIDso/mL)] encontrado nas amostras de filtrado sequenciais
durante a filtracdo do meio fortificado com MMV, conforme descrito no
exemplo 11. Nenhuma saturag¢do de virus foi observada em qualquer uma das
20 fracdes analisadas. As cargas virais variaram de < 0,9 [log;o (TCIDsp)] até
< 2,8 [logio (TCIDsp)], dependendo do volume da fracdo. A carga de virus
total nos filtrados foi < 3,0 [logio (TCIDsp)] que — quando subtraida da carga
de virus inicial do material fortificado (ou seja, 8,5 [logio (TCIDsp)]) — resulta
em um fator de reducao de virus global > 5,5 logjo. Isto se mostrou eficaz e
completo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[0031] A presente invencdo fornece um método para remover um
contaminante viral de uma preparacdao, sendo um meio de cultura de células
ou pelo menos um componente de um meio de cultura de células. O método
compreende submeter a dita preparagdo a filtracdo durante pelo menos cerca
de 24 horas através de um filtro de virus com um tamanho de poro eficaz
maximo igual a 75 nm.
[0032] Além disso, a inven¢ao refere-se ao uso de um filtro de virus
com um tamanho de poro eficaz maximo igual a 75 nm em uma filtragao
durante pelo menos 24 horas, para a remog¢ao do contaminante viral de uma
preparacdo, sendo um meio de cultura de células ou pelo menos um
componente de um meio de cultura de células.
[0033] Além disso, a invengao refere-se ao uso de uma preparagao,

sendo um meio de cultura de células ou pelo menos um componente de um
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meio de cultura de células que pode ser obtido de acordo com qualquer
método da presente invengdo para a cultura de células; preparacdes
farmacéuticas, de diagnostico e/ou cosméticas, bem como para preparagdes
alimenticias.

[0034] Em todas as modalidades da invengdo, a preparagdo ¢
submetida a filtragcao de virus, a filtracao de virus ou o uso do filtro de virus ¢
realizado durante pelo menos cerca de 24 horas, cerca de 48 horas, cerca de
72 horas, cerca de 4 dias, cerca de 5 dias, cerca de 6 dias, cerca de 7 dias,
cerca de 1 semana, cerca de 2 semanas, cerca de 3 semanas, cerca de 4
semanas, cerca de 1 meés, cerca de 2 meses, cerca de 3 meses, cerca de 4
meses, cerca de 5 meses, cerca de 6 meses ou cerca de 7 meses. Além disso,
em uma modalidade, a preparacdo ¢ submetida a filtragdo de virus, ou a
filtragdo de virus ¢ realizada durante cerca de 1 semana a cerca de 3 semanas,
de cerca de 2 semanas a cerca de 3 semanas, de cerca de 1 semana a cerca de
4 semanas, de cerca de 2 semanas a cerca de 4 semanas, de cerca de 1 semana
a cerca de 7 meses, de cerca de 1 més a cerca de 5 meses, de cerca de 2 meses
a cerca de 5 meses, de cerca de 2 meses a cerca de 4 meses, de cerca de 2
meses a cerca de 3 meses ou de pelo menos cerca de 24 horas até cerca de 7
meses ou de cerca de 48 horas até cerca de 5 meses, ou de cerca de 72 horas
até cerca de 3 meses. Além disso, em uma modalidade, a preparacio ¢
submetida a filtracao de virus, ou a filtragdao de virus ¢ realizada durante mais
de 48 horas até cerca de 7 meses, preferencialmente de cerca de uma semana
até cerca de 5 meses ou de cerca de 3 semanas até cerca de 3 meses, ou de
cerca de 2 meses até cerca de 3 meses.

[0035] O método de acordo com a invencdo pode operar a uma
capacidade volumétrica de pelo menos cerca de 2.000 L/m?, ou de pelo menos
cerca de 3.000 L/m?, ou de pelo menos cerca de 4.000 L/m?, ou de pelo
menos cerca de 5.000 L/m?, de pelo menos cerca de 7.500 L/m?, de pelo

menos cerca de 10.000 L/m? ou de pelo menos cerca de 20.000 L/m?. Sob
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esse aspecto, a "capacidade volumétrica" refere-se ao volume de soluciao que
pode ser filtrado através de uma area especificada da membrana de filtro de
virus antes de o fluxo de filtrado ser reduzido, ou da contrapressao aumentar
até condi¢des de operacdo indesejaveis devido a entupimento da membrana de
filtro.

[0036] E contemplado que a presente invencdo, incluindo todas as
modalidades, pode ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras
abordagens conhecidas na técnica para minimizar a contaminagdo viral, por
exemplo, triagem, separagdo, deteccdo, inativacdo viral, retencdo adsortiva,
etc. Os presentes métodos sdo orientados para a entrada de agentes virais
indesejados através da preparagdo, sendo um meio de cultura de células meio
de cultura celular ou pelo menos um componente de um meio de cultura de
c€lulas, no inicio do processo de producao e proporcionam um mecanismo de
redugdo viral. As vantagens da presente invengdo incluem a facilidade de
implementa¢do em grande escala, area de membrana de filtro reduzida para
processar um determinado volume de uma preparacdo, sendo um meio de
cultura de células ou pelo menos um componente de um meio de cultura de
células, com o custo reduzido sendo derivado disso. Em particular, a filtragdo
de virus das preparagdes de acordo com a invengdo ¢ facil de integrar nos
processos de fabricagdo continuos, por exemplo, em processos de cultura de
c¢lulas continuos, como perfusdo ou quimiostato, como sistemas biorreatores.
[0037] O termo '"temperatura", conforme utilizado na presente
invencdo, diz respeito a temperatura das preparacgoes filtradas de acordo com
a invencdo, por exemplo, um tampao ou meio de cultura de células, no
momento em que ele passa pelo filtro de virus. Em uma modalidade de acordo
com a invengdo, a temperatura varia de cerca de 2°C a cerca de 60°C. Em uma
modalidade, o limite inferior do intervalo de temperatura € cerca de 2°C, cerca
de 4°C, cerca de 8°C, cerca de 10°C, cerca de 15°C, cerca de 20°C, cerca de
22°C, cerca de 25°C, cerca de 30°C, cerca de 37°C ou cerca de 40°C. O limite
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superior do intervalo de temperatura, de acordo com a invengdo, ¢ cerca de
10°C, cerca de 20°C, cerca de 22°C, cerca de 25°C, cerca de 30°C, cerca de
37°C, cerca de 40°C, cerca de 50°C ou cerca de 60°C. Em uma modalidade, a
temperatura esta em um intervalo faixa de cerca de 4°C a cerca de 45°C, ou
em um intervalo de temperatura de cerca de 10°C a cerca de 40°C, ou de cerca
de 20°C a cerca de 40°C, ou de cerca de 30°C a cerca de 37°C. Também em
uma modalidade, a temperatura ¢ temperatura ambiente que € um intervalo de
cerca de 20°C a cerca de 30°C. Obviamente, também modalidades sao
preferenciais onde as preparacdes sdo submetidas a filtragdo sem qualquer
aquecimento ou arrefecimento adicional das preparagdes. Portanto, em uma
modalidade adicional, uma temperatura de cerca de 10°C a cerca de 30°C ¢
usada, dependendo da temperatura do respectivo local no qual a filtragdo ¢
realizada. Em outra modalidade, sdo usadas temperaturas de cerca de 30°C a
cerca de 37°C, por exemplo, por pré-aquecimento da preparacao liquida antes
da filtracao. O filtrado resultante dessa filtragdo de uma preparacao pode ser
alimentado continuamente em um biorreator.

[0038] Em uma modalidade da invengao, a filtracao ¢ realizada a uma
pressdo que varia de cerca de 10 kPa (100 mbar) a cerca de 400 kPa (4.000
mbar), ou de cerca de 20 kPa (200 mbar) a cerca de 350 kPa (3.500 mbar).
Em uma modalidade, a filtracdo de virus ¢ realizada em um intervalo de
pressdo, em que o limite inferior € igual a cerca de 10 kPa (100 mbar), cerca
de 20 kPa (200 mbar), cerca de 50 kPa (500 mbar), cerca de 100 kPa (1.000
mbar), cerca de 120 kPa (1.200 mbar), cerca de 150 kPa (1.500 mbar), cerca
de 200 kPa (2.000 mbar), cerca de 250 kPa (2.500 mbar) ou cerca de 280 kPa
(2.800 mbar). O limite superior € igual a cerca de 120 kPa (1.200 mbar), cerca
de 150 kPa (1.500 mbar), cerca de 200 kPa (2.000 mbar), cerca de 250 kPa
(2.500 mbar), cerca de 280 kPa (2.800 mbar) ou cerca de 300 kPa (3.000
mbar). Em uma modalidade, a filtragdo ¢ realizada em uma pressdao que varia

de cerca de 100 a cerca de 400 kPa (1.000 a cerca de 4.000 mbar), de cerca de
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150 a cerca de 350 kPa (1.500 a cerca de 3.500 mbar), de cerca de 170 a cerca
de 330 kPa (1.700 mbar a cerca de 3.300 mbar) ou de cerca de 100 a cerca de
200 kPa (1.000 mbar a cerca de 2.000 mbar).

[0039] Ajustes de temperatura e pressao podem ser utilizados em
modalidades adicionais da invencdo para regular a vazdo especifica ¢ a
capacidade volumétrica. Outras melhorias na capacidade volumétrica e no
intervalo de tempo de uso do filtro de virus podem ser obtidas regulando-se
outros parametros do processo, como a temperatura ¢ a pressao de filtragao.
Por exemplo, verificou-se que, em algumas modalidades, ¢ preferivel
submeter a preparacao a filtracdo a uma temperatura de cerca de 10°C a cerca
de 40°C, e a uma pressao de cerca de 100 kPa (1.000 mbar) até cerca de 200
kPa (2.000 mbar).

[0040] Experimentos de filtracdo preliminares demonstraram a
influéncia da temperatura das preparagdes a serem filtrados na vazdo
especifica. Um aumento de 50 a cerca de 100% da vazao foi observado ao
aumentar a temperatura de filtragdo de uma preparacdo de acordo com a
invencdo, tendo uma temperatura de armazenamento de cerca de 4°C até
temperaturas de cerca de 18°C a cerca de 37°C. No entanto, todas essas
modalidades estdo dentro do escopo de que o uso da filtragao durante pelo
menos cerca de 24 horas, os efeitos que a capacidade dos filtros de virus caros
usados pode ser mais bem explorados, levando a um aumento de 2 a 100
vezes da capacidade volumétrica, mantendo ao mesmo tempo a integridade do
filtro.

[0041] Em uma modalidade preferencial, o método de remocao de um
contaminante viral de uma preparacao, sendo um meio de cultura de células
ou pelo menos um componente de um meio de cultura de células, compreende
a etapa de submeter a dita preparacao a filtracdo durante pelo menos cerca de
10 dias até cerca de 2 meses através de um filtro de virus, tendo um tamanho

de poro eficaz de no maximo 75 nm a uma pressao de cerca de 100 kPa
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(1.000 mbar) a 200 kPa (2.000 mbar), e a uma temperatura de 10°C a 40°C,
com uma capacidade volumétrica de pelo menos 2.000 L/m?. Obviamente,
todos os outros parametros também podem ser combinados com essa
modalidade. Além disso, como uma outra modalidade preferencial, o dito
método ¢ realizado em um modo de filtragao continuo, em que a preparagao ¢
preferencialmente um meio de cultura de células, por exemplo, um meio de
cultura de células que compreende um hidrolisado de soja ou um meio de
cultura de células, compreendendo os componentes derivados de animais, em
que o filtrado ¢ continuamente alimentado para um biorreator, em particular
um reator quimiostato. Em outra modalidade, essa modalidade pode ser
adicionalmente realizada usando pelo menos 2 filtros de virus dispostos em
paralelo ou em série.

[0042] E contemplado que os métodos de filtragdo de virus, conforme
descrito na presente invencao, podem ser usados para reduzir a contaminagao
viral de qualquer preparacdo sendo um meio de cultura de células ou um
componente de um meio de cultura de células, ou seja, um médio e tampdes
adequados para o crescimento de células animais e, preferencialmente, células
de mamiferos, em cultura de células in vitro. Tipicamente, o meio de cultura
contém um tampao, sais, fonte de energia, aminoacidos, vitaminas e tragos de
elementos essenciais.

[0043] O termo "preparacao" também inclui qualquer componente,
sendo uma parte possivel de um meio de cultura de células no sentido da
presente invencao e capaz de suportar o crescimento da célula apropriada na
cultura. As ditas preparagdes incluem, por exemplo, um tampao ou solugdes
de pelo menos um aminoacido ou proteina; solugdes de pelo menos uma
vitamina; solucdes de pelo menos um sal organico ou inorganico; ou solugdes
compreendendo pelo menos uma fonte de carboidratos ou agucares.

[0044] No contexto da presente invencdo, "reducao logaritmica no

valor" (LRV) ¢ uma medida da eficiéncia de uma membrana na retencdo de
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uma particula, como bactérias ou virus, definida como o logaritmo (base 10),
da razdo da dita contagem de particulas no fluxo de alimentagdo para a
contagem de particulas no permeado da membrana de filtro de virus. O valor
da LRV ¢ especifico para um determinado tipo de particula. Em uma
modalidade de acordo com a invengdo, o filtro de virus atinge pelo menos
uma redu¢do logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 1 para um
contaminante viral, ou pelo menos uma reducao logaritmica de base 10 (LRV)
no valor igual a 2 para um contaminante viral, ou pelo menos uma redugao
logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 3 para um contaminante viral,
ou pelo menos uma redugdo logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 4
para um contaminante viral, ou pelo menos uma redugdo logaritmica de base
10 (LRV) no valor igual a 5 para um contaminante viral, ou pelo menos uma
redugdo logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 6 para um
contaminante viral, ou pelo menos uma redugao logaritmica de base 10 (LRV)
no valor igual a 7 para um contaminante viral, ou pelo menos uma redu¢ao
logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 8 para um contaminante viral,
preferencialmente pelo menos uma reducao logaritmica de base 10 (LRV) no
valor igual a 4 para um contaminante viral. Obviamente, ¢ evidente para uma
pessoa versada na técnica que qualquer redugado logaritmica de base 10 (LRV)
no valor de um contaminante viral ou viral potencial da preparacdo a ser
filtrado € benéfica para melhorar a seguranca de um processo de produgao.
Portanto, especialmente esse pardmetro pode ser combinado com todos os
outros parametros que sdao usados no método da presente invengao.

[0045] "Fluxo", conforme wutilizado na presente invengdo, ¢
intercambidvel usado com “vazdo especifica” ou “vazao” ¢ uma medida
utilizada para caracterizar membranas, refere-se a taxa de fluxo do filtrado
(expressa em volume ou peso de solugdo que permeia através da membrana
de filtragdo de virus por érea de filtro e tempo, por exemplo, L/(m? x h). No

contexto da invengdo, o termo "especifico" significa dentro de um prazo
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definido, no entanto, quando apenas "vazao" ¢ usado, também a partir das
unidades desse parametro, ¢ evidente que se refere a "vazdo especifica".
Como abreviacao da quantidade "volume" dada na unidade "litro", "1" ou "L"
¢ usado de forma intercambiavel. A vazao especifica no método da presente
inveng¢ao pode variar dentro de um intervalo ou permanecer substancialmente
fixa durante a duragdo do processo de filtracdo usando um dado filtro de
virus. Em uma modalidade da presente invencdo, a vazao especifica pode
variar de cerca de 5 L/(m? x h) até cerca de 500 L/(m? x h) durante pelo
menos 24 horas até cerca de 7 meses. O limite inferior do fluxo pode ser cerca
de 5 L/(m® x h) ou cerca de 10 L/(m? x h). O limite superior pode ser cerca de
25 L/(m? x h), cerca de 75 L/(m? x h), cerca de 100 L/(m? x h), cerca de 200
L/(m? x h), cerca de 250 L/(m? x h), cerca de 300 L/(m? x h) ou cerca de 500
L/(m? x h). O fluxo pode adicionalmente variar de cerca de 5 L/(m? x h) até
cerca de 100 L/(m? x h), de cerca de 10 L/(m? x h) até cerca de 100 L/(m? x h)
ou de cerca de 10 L/(m? x h) até cerca de 25 L/(m? x h).

[0046] "Filtragado em lote" também conhecida como "filtracdo em
lotes" ou filtragdo feita no modo de lote, refere-se aqui a um processo no qual
uma quantidade total especifica ou volume de uma preparacdo, sendo um
meio de cultura de células ou pelo menos um componente de um meio de
cultura de células, ¢ filtrado através de um filtro de virus em um lote,
dependendo da capacidade do filtro do virus, € em que o processo de filtragao
¢ finalizado antes de o filtrado ser direcionado ou alimentado para o processo
no qual ele ¢ utilizado ou consumido.

[0047] O termo "filtragdo continua" ou "filtragdo em linha", ou
"filtracdo na linha" refere-se a um processo de filtragdo em que a quantidade
total especifica ou o volume de uma preparacao, sendo um meio de cultura de
células ou pelo menos um componente de um meio de cultura de células, ¢
filtrado através do filtro de virus continuamente, dependendo da capacidade

do filtro de virus e em que o processo de filtragdo esta ainda em andamento
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quando o filtrado ja& ¢ dirigido ou alimentado no processo no qual ele ¢
utilizado ou consumido.

[0048] Todas as modalidades da presente invencdo podem ser
realizadas usando a filtragdo em oute ou continua. O efeito benéfico da
inven¢do ja ¢ alcancado submetendo uma preparacdo, sendo um meio de
cultura de células celular ou pelo menos um componente de um meio de
cultura de células, a filtragdo durante pelo menos 24 horas através de um filtro
de virus tendo um tamanho de poro efetivo de no maximo 75 nm, a fim de
remover um contaminante viral da dita preparacao.

[0049] Em uma modalidade preferencial de acordo com a invengao, o
método para a remog¢ao de um contaminante viral de uma preparagao, sendo
um meio de cultura de células ou pelo menos um componente de um meio de
cultura de células, em que a dita preparagdo ¢ submetida a filtragdo durante
pelo menos cerca de 24 horas através de um filtro de virus com um tamanho
de poro efetivo maximo de 75 nm, € realizado como uma filtragcdo continua.
Esse modo de operagdao tem a vantagem de que o filtrado produzido da
preparacdo pode ser diretamente e continuamente alimentado ao processo
onde ele ¢ utilizado ou consumido. Em uma outra modalidade preferencial, a
preparacdo filtrada de virus, sendo um meio de cultura de células ou pelo
menos um componente de um meio de cultura de células, pode alimentar de
modo direto e continuo um biorreator, mais preferencialmente um biorreator
de grande escala usado em um processo de cultura de células continuamente
alimentado, por exemplo, um processo de quimiostato, um processo de
perfusao ou processo de lote alimentado. Essa modalidade ¢ realizada em uma
modalidade usando uma pressao de cerca de 100 kPa a 200 kPa (1.000 mbar a
2.000 mbar) e uma temperatura de 10°C a 40°C, onde a capacidade
volumétrica € igual a pelo menos 2.000 L/m? ou pelo menos 5.000 L/m?.
Além disso, ¢ adicionalmente preferido que a filtragdao de virus da preparagao

seja realizada durante pelo menos cerca de 24 horas ou cerca de 48 horas até
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cerca de 7 meses, de modo mais preferencial durante pelo menos cerca de
uma semana até cerca de 5 meses e, mais preferencialmente, durante pelo
menos cerca de uma a cerca de 3 semanas ou cerca de 3 semanas a cerca de 3
meses e, ainda mais preferencialmente, de pelo menos cerca de 2 a cerca de 3
meses. Obviamente, todos os outros pardmetros também podem ser
combinados com essa modalidade. Além disso, ¢ preferivel que a preparagao
a ser filtrada seja um meio de cultura de células e o modo de filtracao seja
uma filtracdo de modo continuo.

[0050] Claramente, uma pessoa versada na técnica sabe que as
preparacoes filtradas de virus que podem ser obtidas de acordo com qualquer
um dos métodos de acordo com a inven¢do também podem ser direcionadas
ou alimentadas para outros processos de producao relacionados a cultura de
c€lulas; preparagdes farmacéuticas, de diagndstico e/ou cosméticas, bem
como &s preparagdes alimenticias. Também nessas modalidades, uma filtracao
continua das preparacdes ¢ preferencial.

[0051] Portanto, a inveng¢do também se refere ao uso de uma
preparacdo, sendo um meio de cultura de células ou pelo menos um
componente de um meio de cultura de células que pode ser obtido de acordo
com qualquer um dos métodos de acordo com a inven¢ao para a cultura de
células; preparagdes farmacéuticas, de diagndstico e/ou cosméticas, bem
como preparacdes alimenticias.

[0052] Em algumas modalidades, o meio de cultura de c€lulas a ter os
virus removidos por filtracdo ¢ estéril, ou de outro modo, pré-tratado. Em
algumas modalidades, o meio de cultura de células compreende proteinas
animais ou soro ou outros componentes de origem animal, ou ¢ isento de
proteina animal, ou isento de soro, ou isento de componentes de origem
animal, ou possuir qualquer combinagdo das caracteristicas acima
mencionadas. Em outras modalidades, o meio de cultura de células

compreende varias concentragdes e espécies de plantas ou hidrolisados
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derivados microbianos, especialmente os hidrolisados de soja. Em uma
modalidade preferencial, o meio de cultura de células ¢ um meio isento de
proteina animal que compreende varias concentragdes de pelo menos um
hidrolisado de soja. No entanto, deve se enfatizar que o método de acordo
com a inven¢do ¢ especialmente adequado para a filtragdo de virus das
preparacdes que compreendem proteina animal ou soro, ou outros
componentes derivados de animais, a fim de melhorar ainda mais a seguranca
virologica dessas preparagdes, em particular quando usado em processos de
cultura de células, em preparacdes farmacéuticas, de diagndstico e/ou
cosméticas ou em preparacoes alimenticias.

[0053] O "meio de cultura de células" ¢ definido, para fins da
inveng¢ao, como um meio adequado para o crescimento das células, e
preferencialmente de células animais, mais preferencialmente de células de
mamiferos, em cultura de células in vitro. Qualquer meio capaz de suportar o
crescimento das células adequadas na cultura de células pode ser usado. O
meio de cultura de células, de acordo com a invengdo, pode ser baseado em
qualquer meio basal, como DMEM, F12 de Ham, meio 199, McCoy ou
RPMI, geralmente conhecido pelo profissional qualificado. O meio basal
pode compreender varios ingredientes, incluindo aminoacidos, vitaminas, sais
organicos e inorganicos e fontes de carboidrato, com cada ingrediente estando
presente em uma quantidade que suporta o cultivo de uma célula que ¢
geralmente conhecida pela pessoa versada na técnica. O meio pode conter
substancias adjuvantes, como substancias tampao como bicarbonato de sodio,
antioxidantes, estabilizantes para neutralizar o estresse mecanico ou
inibidores de protease. Se necessario, um tensoativo nao ionico, tal como
misturas de polietilenoglicois e polipropilenoglicdis (por exemplo, Pluronic
F68.RTM, SERVA) pode ser adicionado como um agente antiespumante.
[0054] Conforme utilizado na presente invengcdo, um “meio que

compreende proteina animal" ¢ um meio de cultura de células que
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compreende qualquer proteina que foi derivada de uma fonte humana ou de
uma fonte animal.

[0055] Conforme utilizado na presente invencao, um “meio isento de
proteina” ¢ um meio de cultura de células que ¢ isento de qualquer proteina
que tenha sido derivada de uma fonte humana ou de uma fonte animal.

[0056] O termo "meio de cultura de células", de acordo com a
invengao, refere-se a um meio que ndo contém proteinas e/ou componentes de
eucariocitos nao vegetais multicelulares superiores. Proteinas tipicas que sao
evitadas sdo aquelas encontradas no soro e em substancias derivadas do soro,
tais como albumina, transferrina, insulina e outros fatores de crescimento. O
meio de cultura de células isento de proteina animal também ¢ isento de
quaisquer produtos de origem animal purificados e produtos de origem animal
recombinantes, bem como de produtos da digestdo de proteina e os extratos
dos mesmos, ou extratos lipidicos ou seus componentes purificados. Proteinas
¢ componentes proteicos de origem animal devem ser distinguidos das
proteinas que nao sdao de origem animal, pequenos peptideos e oligopeptideos
obtidos de plantas (geralmente com de 10 a 30 aminoacidos de comprimento),
tais como de soja e eucariotos inferiores, como a levedura, que pode ser
incluida no meio de cultura de células isento de proteina animal de acordo
com a invencao.

[0057] O termo “hidrolisado” inclui qualquer produto da digestao de
um material fonte de origem animal ou de origem vegetal, ou extratos
derivados de levedura ou bactérias. No meio de cultura de células de acordo
com a invencao, "hidrolisado de soja" pode ser compreendido que pode ser
um hidrolisado de soja altamente purificado, um hidrolisado de soja
purificado ou um hidrolisado de soja bruto.

[0058] O termo "compreendendo soro", conforme aplicado ao meio,
inclui qualquer meio de cultura de células que contém soro.

[0059] O termo "isento de soro", conforme aplicado ao meio, inclui
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qualquer meio de cultura de células que nao contém soro. Por "isento de
soro" entende-se que o meio tem preferencialmente menos de 0,1% de soro e,
mais preferencialmente, menos de 0,01% de soro. O termo "soro" refere-se a
porcao fluida do sangue obtido apds a remocao do coagulo de fibrina e das
c¢lulas sanguineas.

[0060] Em algumas modalidades, o filtrado ou o fluxo do filtrado
obtido do processo de filtragdo ¢ alimentado a uma cultura de células de
grande escala e ao biorreator, respectivamente. Uma cultura de células de
"grande escala", conforme utilizado na presente invengdo, refere-se a uma
cultura de células em uma escala de pelo menos cerca de 100 L, pelo menos
cerca de 200 L, pelo menos cerca de 300 L, pelo menos cerca de 400 L, pelo
menos cerca de 500 L, pelo menos cerca de 1.000 L, pelo menos cerca de
1.500 L, pelo menos cerca de 2.000 L, pelo menos cerca de 2.500 L, pelo
menos cerca de 3.000 L, pelo menos 4.000 L, pelo menos cerca de 5.000 L,
pelo menos cerca de 7.500 L, pelo menos cerca de 10.000 L ou pelo menos
cerca de 20.000 L. Em uma modalidade preferencial, o fluxo de filtrado
obtido em qualquer método de acordo com a invencdo ¢ alimentado a um
biorreator usado em um processo quimiostato, um processo de perfusao ou
um processo de lote alimentado, preferencialmente por filtracao continua.
[0061] A cultura de células contemplada na presente invengdo pode
ser qualquer cultura de células independentemente do tipo e da natureza das
células cultivadas e da fase de crescimento das células cultivadas, por
exemplo, células aderentes ou ndo aderentes; células em crescimento ou com
crescimento interrompido.

[0062] O termo "estéril", como usado de acordo com a invengao,
refere-se a uma substidncia que ¢ isenta, ou essencialmente isenta de
contamina¢do microbiana e/ou viral. Sob esse aspecto, o "contaminante"
significa um material que ¢ diferente dos componentes desejados em uma

preparacdo, sendo um meio de cultura de células ou pelo menos um
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componente de um meio de cultura de células. No contexto da "filtracao
estéril", o termo filtragdo estéril € uma descricio funcional que uma
preparacdo ¢ filtrada através de um filtro estéril para remover os
contaminantes bacterianos e¢/ou micoplasma.

[0063] O termo "filtragdo de virus" ¢ usado, na presente invengao, de
forma intercambiavel com o termo "nanofiltragdo" e significa que, para o
processo de filtracdo, um filtro de virus ¢ usado tendo um tamanho de poro
eficaz definido. Em geral, aqueles filtros sao dedicados para remover virus.
[0064] O contaminante viral orientado para a remocgao por filtragdo,
de acordo com todos os métodos da invencdo, pode ser qualquer virus
presentemente conhecido na técnica, ou a ser descoberto no futuro. Essa
defini¢do inclui também um potencial contaminante viral a ser removido por
filtragdo e também inclui que mais de um virus ¢ removido pelos métodos da
presente invengdo. Por exemplo, o contaminante viral ou o contaminante viral
potencial pode ser um membro das familias de virus de Orthomyxoviridae,
Arenaviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Coronaviridae, Flaviviridae,
Picornaviridae, Togaviridae, Arteriviridae, RetParvoviridae, Bunyaviridae,
Caliciviridae, Retroviridae, Reoviridae, Circoviridae, Adenoviridae,
Poxviridae,  Herpesviridae, Iridoviridae ou  Reoviridae. Mais
especificamente, o contaminante viral pode ser qualquer um do grupo
consistindo em parvovirus canino (CPV), virus minuto do camundongo
(MVM), virus Cache Valley, virus Bunyamwera, virus da encefalite de
Northway, virus influenza A/B, virus de Junin, virus parainfluenza 1/2/3,
virus simio 5, virus da caxumba, virus sincicial respiratorio bovino, virus
Sendai, virus da doenca de Newcastle, virus da pneumonia de camundongos,
virus da estomatite vesicular, virus da raiva, coronavirus bovino, virus da
hepatite de murino, virus da febre amarela, virus do oeste do Nilo, virus da
dengue, virus da encefalite transmitida por carrapato, virus da encefalite de St.

Louis, vesivirus 2117, virus da encefalomiocardite, virus Coxsackie B-3,
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virus da encefalite do camundongo de Theiler, virus da febre aftosa,
enterovirus bovino, enterovirus suino, virus da floresta de Semliki, virus
sindbis, virus da rubéola, virus da encefalite japonesa, virus da encefalite
equina oriental, virus da sindrome respiratoria e reprodutiva dos suinos, virus
espumoso, reovirus 1/2/3, reovirus aviario, rotavirus, circovirus suino tipo 1,
adenovirus, virus da pseudorraiva, herpes virus gama-murino 68, virus herpes
simplex tipo 1, virus do sapo tipo 3, virus minuto do camundongo-cortador
(MVMec), virus da febre catarral ovina (BTV), virus da doenga epizodtica
hemorragica (EHDV), virus da diarreia viral bovina (BVDV), parvovirus
suino (PPV), virus da encefalomiocardite (EMCV), reovirus 3 e o virus da
leucemia de murino (MuLV), da hepatite A, poliomielite ou parvoviridae
B19.

[0065] O termo "filtro de virus" ¢ usado de forma intercambidvel na
presente invencao, com os termos “filtro de concentrado de virus”, “filtro de
virus” e “nanofiltro”, e refere-se, em geral, a um filtro com caracteristicas
que, como um todo, o torna adequado para retengdo de virus, tendo um
tamanho de poro eficaz para cumprir essa fungdo. Essas caracteristicas
incluem, a titulo de exemplo, atributos de membrana como a morfologia,
forma dos poros, densidade de poros e uniformidade, tamanho de poro
efetivo, espessura da membrana, etc. As membranas de filtro de virus uteis na
presente invengdo abrangem as membranas que operam por exclusio de
tamanho e carga, possivelmente juntamente com a retencdo adsortiva.
Mecanismos de exclusdo de tamanho e retengdo adsortiva ndo sao
necessariamente exclusivos um do outro, e um filtro pode empregar bem um
Ou mais mecanismos.

[0066] O filtro de virus, conforme definido na presente invengao e
utilizado em uma modalidade da presente invencao, ¢ caracterizado por ter
uma membrana com um tamanho de poro efetivo de no maximo 75 nm. Em

uma modalidade de acordo com a inveng¢ao, o limite inferior do tamanho de
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poro efetivo ¢ igual a cerca de 5 nm, cerca de 10 nm, cerca de 15 nm, cerca de
20 nm, cerca de 25 nm, cerca de 30 nm, cerca de 35 nm, cerca de 50 nm ou
cerca de 60 nm. Na dita modalidade de acordo com a invencdo, o limite
superior do tamanho de poro efetivo € igual a cerca de 10 nm, cerca de 15 nm,
cerca de 20 nm, cerca de 25 nm, cerca de 35 nm, cerca de 50 nm, cerca de 60
nm ou cerca de 75 nm. Em algumas modalidades da invencao, o filtro de virus
tem um tamanho de poro efetivo de cerca de 5 a cerca de 75 nm, ou de cerca
de 10 a cerca de 75 nm ou de cerca de 15 a cerca de 75 nm, ou de cerca de 20
a cerca de 75 nm ou de cerca de 15 a cerca de 50 nm, ou de cerca de 15 a
cerca de 35 nm.

[0067] O tamanho de poro efetivo, conforme utilizado na presente
invengao, ¢ uma caracteristica de uma membrana e refere-se ao tamanho de
uma particula que pode ser efetivamente retida pela membrana, considerando
que o nivel de eficacia ¢ descrito por um fator de redugdo logaritmica de uma
particula de tal tamanho.

[0068] O filtro de virus usado nos métodos da presente invencao pode
ser qualquer filtro tendo uma constru¢ao suficiente para suportar uma
capacidade volumétrica igual a pelo menos cerca de 2.000 L/m? ou pelo
menos cerca de 3.000 L/m?, ou pelo menos cerca de 4.000 L/m?, ou pelo
menos cerca de 5.000 L/m?, ou pelo menos cerca de 7.500 L/m? ou pelo
menos cerca de 10.000 L/m? ou pelo menos cerca de 20.000 L/m?, ou que
pode ser operado por um periodo de tempo de mais de cerca de 24 horas até
cerca de 7 meses, ou de preferéncia durante pelo menos cerca de 48 horas,
cerca de 72 horas, cerca de 4 dias, cerca de 5 dias, cerca de 6 dias, cerca de 7
dias, cerca de 1 semana, cerca de 2 semanas, cerca de 3 semanas, cerca de 4
semanas, cerca de 1 meés, cerca de 2 meses, cerca de 3 meses, cerca de 4
meses, cerca de 5 meses, cerca de 6 meses ou cerca de 7 meses.

[0069] Naturalmente, se mais de um filtro ¢ usado em um método de

acordo com a invengao, também diferentes tipos de filtros de virus podem ser
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usados e combinados no processo de filtragdo, de preferéncia em paralelo ou
em série.

[0070] O filtro de virus exemplar compreende uma membrana com
uma ou multiplas camadas, e ¢ construido de material, tal como fluoreto de
polivinilideno (PVDF), celulose, celulose modificada, por exemplo, fibras
com orificios de celulose regenerada com cupramoénio ou polietersulfona. As
membranas dos filtros de virus podem ter uma carga positiva, negativa ou
neutra. As membranas podem ser membranas i0nicas, ou seja, elas podem
conter grupos anidnicos ou cationicos, mas membranas neutras podem ser
preferidas, dependendo das condi¢des de pH. As membranas de filtro de virus
podem ser selecionadas dentre membranas hidrofobicas e hidrofilicas. Em
uma modalidade preferencial, a membrana do filtro de virus usado no método
de acordo com a invencdo ¢ feita a partir de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) ou polietersulfona.

[0071] Os fabricantes de filtros exemplares, tendo demonstrado a
capacidade de remover virus, incluem, sem exclusdo, Asahi/Planova, PALL,
Millipore, Sartorius, Gambro e Amersham/AG Technology. Os filtros
adequados para uso na presente inveng¢ao incluem, sem limitagdo, o filtro 15
N da Asahi Planova (Asahi Kasei Corporation, Divisdo Planova), o filtro
Planova 20 N (Asahi Kasei Corporation, Divisdo Planova), o filtro Planova 35
N (Asahi Kasei Corporation, Divisao Planova) e o filtro BioEX (Asahi Kasei
Corporation, Divisdo Planova).

[0072] Naturalmente, ¢ desejavel que o filtro usado em um dos
métodos da presente invengdo seja autoclavavel e/ou autoclavado e/ou, de
outra forma, esterilizado antes de wusar. No entanto, todas as outras
possibilidades para garantir a esterilidade do filtro de virus usado sdo
adequadas para realizar a invencao. Além disso, ¢ desejavel que o filtro possa
ser testado quanto a integridade antes do uso e/ou ap6s o uso. Em uma

modalidade preferencial, no método de acordo com a inveng¢do, um filtro de
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virus testado quanto a integridade autoclavado ¢ usado, com uma membrana
de fluoreto de polivinilideno (PVDF) ou polietersulfona.

[0073] "Filtrado", usado de forma intercambidvel na presente
invengdo com o termo "permeado", refere-se a solugdo que atravessa um filtro
ou membrana, bem como a solug¢ao que atravessou um filtro ou membrana.
[0074] "Concentrado", conforme utilizado na presente invengao,
refere-se ao componente da solugdo que € retido e ndo atravessa um filtro ou
membrana, bem como aquele que ndo atravessou um filtro ou membrana.
[0075] O equipamento de filtragdao de virus util na presente invengao
compreende pelo menos um elemento de membrana de filtracdo de virus
dividindo a alimentagdo em uma pré e pos-secao de filtro. O equipamento de
filtragdo tipicamente inclui também os meios para controlar a pressao € o
fluxo, tais como bombas e valvulas, ¢ medidores de vazdo e pressdo e
medidores de densidade. O equipamento também pode incluir varios
elementos de membrana de filtracdo em diferentes combinagdes, dispostas em
paralelo ou série, ou ambos.

[0076] O fluxo de filtragdao varia de acordo com a pressao. Em geral,
em uma faixa de operagdao normal, quanto maior a pressao, maior ¢ o fluxo. O
fluxo também varia com a temperatura. Um aumento da temperatura
operacional aumenta o fluxo. No entanto, com temperaturas mais altas e com
pressdes mais elevadas, hd uma maior tendéncia para uma ruptura de
membrana. Para as membranas inorganicas, temperaturas ¢ pressoes mais
altas e intervalos de pH mais altos podem ser usados do que para as
membranas poliméricas.

[0077] Para uma pessoa versada na técnica, ¢ claramente evidente
que, ao invés de um filtro de virus de acordo com a inven¢ao, um filtro pode
ser usado tendo um peso molecular de corte menor que cerca de 5.000
Daltons ou menor que cerca de 1.000 Daltons, para remover também os virus.

Nesse contexto, "peso Molecular de corte" (MWCO) ¢ uma caracteristica da
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membrana de um filtro que especifica o peso molecular médio dos solutos, no
entanto, também as particulas ou virus ndo irdo permear a membrana desse
filtro.

[0078] O valor de pH no processo de filtragdo de virus da presente
inveng¢ao pode ser definido em qualquer intervalo necessario para preservar a
estabilidade e a funcionalidade da preparacdo sendo filtrada,
preferencialmente de um meio de cultura de células ou tampao. Por exemplo,
o valor de pH pode ser fixado em cerca de 1 a cerca de 10, preferencialmente
de cerca de 2 a cerca de 8 ou de cerca de 3 a cerca de 7, preferencialmente de
cerca de 6,8 a cerca de 8 ou, mais preferencialmente, em 7,0 até cerca de 7,45
(valor de pH fisioldgico).

[0079] Também ¢ contemplado que o método de acordo com a
inven¢ao pode ser integrado em um sistema a jusante de um filtro de grau
esterilizante que remove os contaminantes bacterianos e, dessa forma, produz
um fluxo de alimentagdo estéril de uma preparacdo que pode ser a
"preparacdo inicial", ou seja, a preparagdo sendo usada em qualquer método
de acordo com a invengao.

[0080] Em uma modalidade, o método da inven¢ao pode ser realizado
usando dois ou mais filtros dispostos em série. Isso tem a vantagem de
aumentar a capacidade de depuragdo de virus e salvaguardar contra a falha do
filtro de virus potencial ou rompimento. Em modalidades alternativas, a
filtragdo ¢ realizada usando dois ou mais filtros de virus dispostos em
paralelo, desse modo permitindo a substituicdo do filtro de virus sem
interromper um processo continuo e evitando retengdes de meio
imprevisiveis, devido ao entupimento.

[0081] Em ainda outras modalidades, a filtragdo ¢ realizada usando
pelo menos dois filtros dispostos em paralelo em um sistema de tubulagdo que
compreende uma juncdo conformada em Y, em que cada filtro estd em

comunicacao fluida com uma ramificacdo da jun¢do conformada em Y e uma
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fonte de alimentacdo de preparacdo. Em algumas modalidades, a jungao
conformada em Y compreende um conector. Em outras modalidades, a
filtragdo ¢ realizada usando uma configuragdo contendo uma pluralidade de
filtros dispostos em série e em paralelo. E especialmente util no contexto da
presente invenc¢ao uma disposi¢cao em que pelo menos um segundo filtro estéa
disposto em paralelo juntamente com outros filtros paralelos ou filtros
dispostos em série, a fim de ter a possibilidade de substituir um dos filtros
sem interromper o processo de filtracdo por motivos de manutengao.

[0082] Em algumas modalidades, o filtro ¢ submetido a um teste de
integridade antes de usar. O teste de integridade pode assumir a forma de um
teste baseado em difusdo de ar-agua, em que o ar ¢ direcionado para o filtro e
este ¢, em seguida, submerso em agua estéril ¢ examinado quanto a presenca
de bolhas, que indicariam um vazamento no filtro.

[0083] Em uma modalidade, o filtro de virus ou a membrana de filtro
de virus pode ser pré-tratado antes do procedimento de filtracdo de virus, por
exemplo, por lavagem com um agente de lavagem, em particular com um
agente de lavagem 4cido, agentes de lavagem alcalinos e/ou etanol.

[0084] Em uma modalidade da invencao, também a filtragao de fluxo
tangencial pode ser realizada no método de acordo com a invengdo. No
contexto da presente invengao "filtracdo de fluxo tangencial", ¢ usado de
forma intercambiavel na presente invengdo com o termo “filtragdo cruzada”.
No modo de fluxo tangencial, o caminho do fluxo de liquido do lado a
montante do filtro ¢ direcionado aproximadamente paralelo ou tangencial a ou
através da superficie do filtro. A passagem do permeado ¢ facilitada
restringindo o fluxo do concentrado em relacdo a alimentagdo, resultando em
uma contrapressao no sistema e permitindo que a migracdo do permeado
através da membrana de filtro. A constante de varredura constante pela
superficie da membrana tem o efeito de minimizar o entupimento por

contaminantes no produto sendo filtrado. Qualquer filtro de virus atinge pelo
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menos uma reducao logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 1 para um
contaminante viral, ou pelo menos uma reducao logaritmica de base 10 (LRV)
no valor igual a 2 para um contaminante viral, ou pelo menos uma redugao
logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 3 para um contaminante viral,
ou pelo menos uma reducao logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 4
para um contaminante viral, ou pelo menos uma redugdo logaritmica de base
10 (LRV) no valor igual a 5 para um contaminante viral, ou pelo menos uma
reducdo logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 6 para um
contaminante viral, ou pelo menos uma redugao logaritmica de base 10 (LRV)
no valor igual a 7 para um contaminante viral, ou pelo menos uma redu¢ao
logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 8 para um contaminante viral,
preferencialmente pelo menos uma redugdo logaritmica de base 10 (LRV) no
valor igual a 4 para um contaminante viral. Todos os fatores de redugdo
logaritmica posem se aplicar para qualquer um dos tamanhos de poro eficazes
de tamanho maximo igual a 75 nm do filtro de virus. Em uma modalidade de
acordo com a inveng¢do, o limite inferior do tamanho de poro efetivo ¢ igual a
cerca de 5 nm, cerca de 10 nm, cerca de 15 nm, cerca de 20 nm, cerca de 25
nm, cerca de 30 nm, cerca de 35 nm, cerca de 50 nm ou cerca de 60 nm. Na
dita modalidade de acordo com a invengao, o limite superior do tamanho de
poro efetivo do filtro de virus ¢ igual a cerca de 10 nm, cerca de 15 nm, cerca
de 20 nm, cerca de 25 nm, cerca de 35 nm, cerca de 50 nm, cerca de 60 nm ou
cerca de 75 nm. Em algumas modalidades da invengao, o filtro de virus tem
um tamanho de poro efetivo de cerca de 5 a cerca de 75 nm, ou de cerca de 10
a cerca de 75 nm ou de cerca de 15 a cerca de 75 nm, ou de cerca de 20 a
cerca de 75 nm ou de cerca de 15 a cerca de 50 nm, ou de cerca de 15 a cerca
de 35 nm.

[0085] Em algumas modalidades da presente invencao, a filtracdo em
fluxo normal ¢ usada. "Filtragdo em fluxo normal", usado de forma

intercambidvel na presente inven¢do com os termos "terminal", "de passagem
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unica" e "filtracdo de fluxo direto" refere-se a um processo de filtragdo com
filtro de virus no qual o caminho de fluxo de liquido ¢ direcionado
normalmente perpendicular a superficie do filtro, dependendo da construgao
do moédulo do filtro, o fluxo de fluido também poderia ser direcionado
tangencial a membrana de filtro, no entanto, ao contrario da filtragao cruzada,
nenhuma recirculacdo de concentrado ¢ aplicada, o que significa que a vazao
especifica antes e depois do filtro ¢ idéntica. Qualquer filtro de virus atinge
pelo menos uma reducao logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 1 para
um contaminante viral, ou pelo menos uma redugdo logaritmica de base 10
(LRV) no valor igual a 2 para um contaminante viral, ou pelo menos uma
redugdo logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 3 para um
contaminante viral, ou pelo menos uma redugao logaritmica de base 10 (LRV)
no valor igual a 4 para um contaminante viral, ou pelo menos uma redu¢ao
logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 5 para um contaminante viral,
ou pelo menos uma redugdo logaritmica de base 10 (LRV) no valor igual a 6
para um contaminante viral, ou pelo menos uma redugdo logaritmica de base
10 (LRV) no valor igual a 7 para um contaminante viral, ou pelo menos uma
redugdo logaritmica de base 10 (LRV) no wvalor igual a 8 para um
contaminante viral, preferencialmente pelo menos uma redugdo logaritmica
de base 10 (LRV) no valor igual a 4 para um contaminante viral. Todos os
fatores de reducdo logaritmica posem se aplicar para qualquer um dos
tamanhos de poro eficazes de tamanho méaximo igual a 75 nm do filtro de
virus. Em uma modalidade de acordo com a inven¢do, o limite inferior do
tamanho de poro efetivo ¢ igual a cerca de 5 nm, cerca de 10 nm, cerca de 15
nm, cerca de 20 nm, cerca de 25 nm, cerca de 30 nm, cerca de 35 nm, cerca
de 50 nm ou cerca de 60 nm. Na dita modalidade de acordo com a invencao, o
limite superior do tamanho de poro efetivo do filtro de virus € igual a cerca de
10 nm, cerca de 15 nm, cerca de 20 nm, cerca de 25 nm, cerca de 35 nm,

cerca de 50 nm, cerca de 60 nm ou cerca de 75 nm. Em algumas modalidades
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da invengao, o filtro de virus tem um tamanho de poro efetivo de cerca de 5 a
cerca de 75 nm, ou de cerca de 10 a cerca de 75 nm ou de cerca de 15 a cerca
de 75 nm, ou de cerca de 20 a cerca de 75 nm ou de cerca de 15 a cerca de 50
nm, ou de cerca de 15 a cerca de 35 nm.

[0086] Conforme as pessoas normalmente versadas na técnica
compreenderdo, todas as modalidades da invengao podem ser implementadas
com o auxilio de qualquer sistema disponivel tecnicamente Util para a
finalidade, por exemplo, uma bomba peristaltica de velocidade variavel ou de
velocidade fixa, uma bomba centrifuga, etc. Qualquer tipo de recipiente
pressurizado ou outro recipiente pode ser usado para gerar o fluxo através do
filtro de virus com pressdo constante ou variavel durante o processo de
filtracao.

[0087] As pessoas normalmente versadas na técnica compreenderao
que a escolha do tipo de filtro e do modo do mesmo (filtracdo convencional
ou filtracio de fluxo tangencial) dependerd de fatores tais como a
composicao, o teor de proteina, a distribuicdo de peso molecular, a carga de
impurezas/particulas ou qualquer outra propriedade fisica ou bioquimica na
alimentagdo a ser processada, os requisitos e limitagdes do processo (pressao
admissivel, tempo de processo, volumes a serem filtrados) ou caracteristicas
do contaminante viral potencial, por exemplo, o tamanho do virus. A
disponibilidade de um teste de integridade no processo ¢ estudos de logistica
da depuragdo do virus também devem ser levados em consideracdo. A
filtragdo convencional deveria ser tipicamente empregada para fluxos de
alimentacdo de alta pureza para produzir um fluxo de processo razoavel,
enquanto que, em algumas modalidades, a filtracdo de fluxo tangencial pode
acomodar fluxos de alimenta¢do com alta carga de particulas. Em algumas
modalidades preferenciais, a filtragdio em fluxo normal ¢ preferencial
juntamente com um modo de filtracdo continuo, usando pelo menos um filtro

de virus com um tamanho de poro efetivo de no maximo 75 nm.
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Naturalmente, essa modalidade também pode ser combinada com todos os
outros parametros da presente invengao.

[0088] Naturalmente, deve ser compreendido que essa invencao nao
se limita as modalidades particulares descritas, uma vez que as mesmas
podem, naturalmente, variar. E também para se compreendido que a
terminologia usada neste documento tem o propdsito de apenas descrever
modalidades particulares, e ndo se destina a limitar o escopo da presente
invengdo, que serd limitado apenas pelas reivindicagdes em anexo.

[0089] Onde ¢ fornecido um intervalo de valores, entende-se que cada
valor intermediario, até o décimo da unidade do limite inferior, a menos que o
contexto claramente afirme de outro modo, entre o limite superior € o limite
inferior daquele intervalo e qualquer outro valor declarado ou intermediario
naquele intervalo declarado, ¢ englobado na divulgacao. Os limites superior e
inferior desses intervalos menores podem ser independentemente incluidos
nos intervalos menores, ¢ também estao englobados na divulgagao, sujeitos a
qualquer limite especificamente excluido no intervalo indicado. Onde o
intervalo indicado inclui um ou ambos os limites, os intervalos, excluindo um
ou ambos os limites incluidos, também estao incluidos na invengao.

[0090] A menos que seja definido de outra forma, todos os termos
técnicos e cientificos usados neste documento tém o mesmo significado que o
comumente compreendido por uma pessoa versada na técnica a que esta
invencdo pertence. Embora quaisquer métodos e materiais similares ou
equivalentes a aqueles descritos neste documento podem ser usados na pratica
ou teste da presente invencao, os métodos e materiais preferidos serdo agora
descritos.

[0091] Todas as publicagdes e patentes citadas nesse relatorio
descritivo sdao incorporadas na presente invengao por referéncia, como se cada
publicacdo ou patente individual fosse especificamente e individualmente

indicada para ser incorporada por referéncia, e sdo incorporadas na presente
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invengdo por referéncia, para divulgar e descrever os métodos e/ou materiais
em relacdo aos quais as publicagdes sdo citadas. A mencdo de qualquer
publicagdo ¢ para a sua divulgagdo antes da data de depdsito, e ndo deve ser
interpretada como uma admissao de que a presente divulgagdo ndo € passivel
de antedatar tal publicagdo em virtude da divulgacao anterior. Além disso, as
datas de publicagdo fornecidas poderiam ser diferentes das datas de
publicagao efetivas, que podem precisar ser independentemente confirmadas.

[0092] E observado que, conforme utilizado na presente invencio e

nn

nas reivindicagdes em anexo, as formas no singular "um" "uma" e "o/a"
incluem referéncias no plural, a menos que o contexto claramente estabeleca
de outra forma. E adicionalmente observado que as reivindicacdes podem ser
redigidas para excluir qualquer elemento opcional. Como tal, essa declaragao
destina-se a servir como base antecedente para o uso de tal terminologia

nn

exclusiva como "unicamente," "apenas" e similares, juntamente com a citagao
dos elementos da reivindicacdo, ou o uso de uma limitagao "negativa".
[0093] Como sera evidente para as pessoas versadas na técnica ao ler
essa divulgagdo, cada uma das modalidades individuais descritas e ilustradas
na presente inven¢ao tem componentes ¢ caracteristicas distintos que podem
ser prontamente separados de ou combinados com os recursos de qualquer
uma das outras varias modalidades, sem se afastar do escopo ou do espirito da
presente divulgacao. Qualquer método citado pode ser realizado na ordem dos
eventos citados, ou em qualquer outra ordem que seja logicamente possivel.
EXEMPLOS
[0094] Sdo fornecidos abaixo exemplos para ilustrar a presente
invencdo. Esses exemplos ndo se destinam a restringir a presente invengao a
qualquer aplicagdo especifica ou teoria de operacgao.
Exemplo 1: Reducdo de escala da filtracdo de virus com diferentes filtros de

virus e meios de cultura de células

[0095] As membranas de filtragdo de virus de diferentes fabricantes
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(consulte a tabela 2) foram avaliadas quanto as suas cinéticas de filtragdo em

tamanhos de filtro diferentes, com os meios de cultura de células contendo

uma concentragdo igual a 4 g/LL concentracdo de hidrolisados de soja de

diferentes lotes e fornecedores (consulte a tabela 3). A composi¢do ¢ a

preparacdo dos meios de cultura de

c€lulas sdo descritas no exemplo 2.

Experimentos de filtracdo foram realizados controlando a pressao com um

recipiente pressurizado (FIG. 3, FIG. 4, FIG. 5 e experimentos de fortificacao

na FIG. 7, FIG. 8 e FIG. 9), ou controlando a vazao, por exemplo, por meio

de uma bomba peristaltica (FIG. 1,

FIG. 2, FIG. 3 e FIG. 6). Outro

equipamento utilizado para o controle de temperatura e pressdo dos

experimentos € descrito na tabela 4.

Tabela 2: Lista de filtros de virus

Cobdigo do filtro interno nas FIGS./exemplos

Fabricante/nome do produto/tamanho

Filtro A

Virosart CPV da Sartorius, 180 cm?

Filtro B Viresolve NFP da Millipore, 3,1 cm?
Filtro C Ultipor VF grau DV20 da Pall, 700 cm?
Filtro D BioEX da Asahi, 10 cm?

Filtro E Virosart CPV da Sartorius, 2000 cm?
Filtro F Viresolve NFP da Millipore, 850 cm?
Filtro G 15 N da Asahi, 10 cm?

Filtro H Ultipor VF grau DV20 da Pall, 9,6 cm?
Filtro 1 Virosart CPV da Sartorius, 5 cm?

Tabela 3: Lista de hidrolisados de soja

Codigo do hidrolisado de interno  nas

FIGS./exemplos

soja

Fabricante/nome do produto/nimero do lote interno

Hidrolisado de soja 1

HyPep 1510 No.1 da Kerry

Hidrolisado de soja 2

SE50 MAF UF No. 1 da DOMO

Hidrolisado de soja 3

SE50 MAF UF No. 2 da DOMO

Hidrolisado de soja 4

SE50 MAF UF No. 3 da DOMO

Hidrolisado de soja 5

HyPep 1510 No. 2 da Kerry

Hidrolisado de soja 6

SE50 MAF UF No. 4 da DOMO

Hidrolisado de soja 7

SE50 MAF UF No. 5 da DOMO

Tabela 4: Lista de equipamentos

WM Marprene mm de furo x mm de parede 3,2 x 1,6 e 1,6 x 1,6 (Watson Marlow)

Bombeas peristalticas Watson Marlow 101U/R (Watson Marlow)

Recipiente de pressao da Sartorius modelo 17532 (Sartorius-Stedim)

Transdutores de pressdo: Pascal Ci CL1010 (Labom) e KrosFlo ACPM-499-03N (Spectrum Labs)

Balanga Sartorius FBG64EDE-SOCE (Sartorius Stedim)

Banho-maria Haake DC10 (Thermo Scientific)

Sensor de temperatura CEM IR-68, termOmetro infravermelho flexivel

Exemplo 2: Preparacao dos Meios de Cultura de Células

Uma descricdo geral da composi¢do dos meios de cultura de células ¢
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fornecida na tabela 5 abaixo, com a composi¢ao dos diferentes hidrolisados de
soja listados na tabela 3 acima. Os diferentes lotes dos meios de cultura de
c¢lulas foram esterilizados por filtragdo com um filtro de grau estéril, por
exemplo, um cartucho de filtro de membrana Fluorodyne® II DJL da Pall de
0,1 p antes das diferentes filtracdes de virus descritas nos exemplos. As
preparacoes dos meios descritas aqui foram usadas para todos os
experimentos descritos € mostrados na FIG. 1 até a FIG. 11.

Tabela 5: Composicao dos meios

Componente Concentragdo [g/Kg]
DMEM/HAMS F12 11,76

Etanolamina 0,00153

Lutrol F68 0,25

Hidrolisado de soja 4.0

Elemento trago — solugdo estoque Max. de 4 pug/L
L-glutamina 0,6

NaHCO3; 2,0

Agua purificada Até completar 1 Kg

Exemplo 3: Preparacao do filtro:

[0096] Os filtros de virus foram preparados de acordo com os
manuais do produto dos fabricantes de filtro de virus. A menos que os filtros
foram fornecidos e montados de maneira estéril, os filtros foram autoclavados
a > 121°C durante 20 minutos.

Exemplo 4: Teste de Integridade

[0097] Apo6s o uso, filtros de tamanho apropriado (filtros A, C, E e F
da Tabela 2) foram lavados de acordo com as respectivas recomendacdes do
fabricante Um teste de fluxo normal foi realizado com o Flowstar XC da
Palltronic (Pall, EUA), de acordo com as especificagdes do fabricante. Todos
os testes de integridade realizados apos experimentos de filtracao descritos na
presente invencao estavam em conformidade com os limites especificados.
Exemplo 5: Relagao proporcional entre a pressao diferencial e o fluxo

[0098] Para investigar a relacdo entre a pressao diferencial e a vazao
volumétrica, o meio de cultura de células foi submetido a filtracdo usando
filtros de virus autoclavados em temperatura ambiente. O meio foi colocado

em um recipiente de pressdo e os filtros de virus foram conectados ao
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recipiente de pressao, que foi, em seguida, pressurizado em diferentes niveis.
A vazao especifica e as pressoes diferenciais foram medidas com uma balanca
e um transdutor de pressdo e anotadas ao longo do tempo (FIG. 3).
Exemplo 6: Modelo de Sistema de Fermentagdo de Escala Reduzida de 10 L
[0099] Uma comparagdo dos meios de cultura de células com e sem
filtragdo de virus foi realizada usando uma proteina recombinante
expressando o sistema de fermentacdo de células CHO (FIG. 6). O
desempenho em relagdo a taxa de crescimento e o rendimento foi investigado.
O meio de cultura de células, conforme descrito no exemplo 2, foi preparado.
Uma parte do experimento foi realizada apenas com meio filtrado estéril,
enquanto que a outra parte foi realizada com o mesmo meio e uma filtragcao de
virus adicional, usando um Virosart CPV da Sartorius, de 180 cm?. A filtracio
foi realizada a 2 a 8°C. O experimento de fermentagcdo foi realizado em
biorreatores de bancada de 10L tipo agitados Rushton, com pH, pO2 e
temperatura controlados em linha. Os pontos de ajuste do parametro e os
intervalos para a fermentac¢ao foram os seguintes:

pH: 7,05 (6,8 a 7,3)

T: 37,0°C (35 a39°C)

DO: 20% (saturacao de ar) (10 a 60%)
[00100] As células foram cultivadas em modo de lote, seguido por uma
cultura quimiostata usando os meios com e sem filtragdo de virus adicional.
Os dados do modo quimiostato (taxas de crescimento e produtividade) foram
gerados a partir de uma cultura de células continua de 4 semanas.
[00101] As contagens de células foram determinadas por medigao
CASY. Na cultura do quimiostato, a taxa de crescimento especifica (u) foi
calculada por:

u=D+1In (Xu/Xw)/(ti —to)

onde D ¢ a taxa de diluigdo, calculada como a razdo da taxa de alimentagao de

meio por dia e o volume de trabalho [1/d]. As taxas de crescimento foram
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calculadas a partir das contagens de células homogeneizadas CASY.
[00102] Para a andlise bioquimica, a suspensdo homogénea foi
centrifugada com 400 x g em um Multifuge 1 S-R da Heraeus durante 10 min,
e aliquotas de 1,0 mL foram preparadas em tubos Eppendorf e armazenadas a
< -20°C. Os sobrenadantes isentos de cé€lulas foram analisados quanto a
atividade de uma proteina recombinante expressa por um ensaio cromogénico,
de acordo com os procedimentos operacionais padrao.
[00103] A produtividade volumétrica P neste experimento foi calculada
por:
P [U/(L x d)] = atividade [mU/mL] * taxa de diluigdo [d™']

[00104] A produtividade de célula especifica qP foi calculada por:

qP [mU / (10E06 células x d)] = P [U / (L x d] / contagem de

células [10E06 células/mL]

Exemplo 7: Modelo de Sistema de Fermentacao de Escala Reduzida de 120 L
[00105] Uma técnica de filtragdao de virus continua foi realizada em um
volume de trabalho de 120 L de meio, antes de sua adicdo a uma proteina
recombinante expressando o sistema de fermentacdo de células CHO foi
investigada em relacdo ao seu efeito sobre a taxa de crescimento e
rendimentos (FIG. 6A, FIG. 6B e FIG. 6C). O estudo comparou 0s processos
de produgdo usando trés variagdes dos mesmos meios de cultura de células: a)
meio padrdo; b) meio padrao filtrado usando filtros de virus CPV Virosart; e
¢) meio padrao filtrado usando filtros de virus Viresolve NF da Millipore.
[00106] Durante o processo de producdo continua, os dois diferentes
filtros de virus (CPV Midicap da Virosart, tamanho 2000 ¢cm? e Viresolve
NFP da Millipore, tamanho 850 c¢cm?) foram usados como alternativa para
intervalos de tempo diferentes. O filtro CPV da Sartorius foi usado a partir do
dia de cultura K00-K 14, K23-K30 e K39-K63, ¢ o filtro NFP da Millipore foi
usado a partir do dia de cultura K14-K23 e K30-K39.

[00107] Os pontos de ajuste do pardmetro e os intervalos para a
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fermentacao foram os seguintes:

pH: 7,05 (6,8 a 7,3)

T: 37,0°C (35 a39°C)

DO: 20% (saturagdo de ar) (10 a 60%)
Amostragem e Analise
[00108] As contagens de células foram determinadas pelo sistema de
contagem de células e analisador CASY ®. Para analise bioquimica, a
suspensao homogénea foi centrifugada com 400 g em um Multifuge 1 S-R da
Heraeus (Thermo Scientific, EUA) durante 10 min. Os sobrenadantes isentos
de células foram analisados quanto a atividade de uma proteina recombinante
expressa por um ensaio cromogenico.
[00109] Na cultura do quimiostato, a taxa de crescimento especifica (u)
foi calculada por:

u=D +In (Xu/X) / (t; — to)
onde D ¢ a taxa de diluigdo, calculada como a razdo da taxa de alimentacgao de
meio por dia ¢ o volume de trabalho [1/d]. As taxas de crescimento sao
calculadas a partir das contagens de células homogeneizadas CASY.
[00110] A produtividade volumétrica P neste experimento foi calculada
por:
P[U /(L * d)] = atividade [mU/mL] * taxa de dilui¢ao [d-1]

[00111] A produtividade de célula especifica qP foi calculada por:

qP [mU / (10E06 células x d)] = P [U / (L x d] / contagem de

c¢lulas [10E06 células/mL]

Exemplo 8: Filtragcdo de virus com os filtros de virus Planova 15N, da ASAHI
[00112] Meio contendo hidrolisado de soja (SES0 MAF No. 5, da
DOMO) foi fortificado com MMV e colocado em um tanque conectado a uma
fonte de géis nitrogénio pressurizado. O material fortificado com MMV
passou por uma configuracdo em linha de filtro de virus Planova 15N da

ASAHI, de 10 cm?, em modo convencional a uma pressio constante de 110
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kPa (1.100 mbar) (ponto de ajuste). Os valores minimo ¢ maximo dos
seguintes parametros foram medidos e registrados continuamente: pressao de
alimentagdo; alimentagdo, filtrado e temperatura ambiente e peso de filtrado
(a alteragdo dos quais foi usada para calcular a vazao do filtrado). As amostras
foram coletadas diariamente durante até 7 dias e analisadas quanto ao titulo
viral de MMV (FIG. 7).

Exemplo 9: Filtracdo de virus com os filtros de virus Planova BioEX, da
ASAHI

[00113] Meio contendo hidrolisado de soja (andlise No. 1 com
hidrolisado de soja DMV SE50 MAF UF No. 5); Andlise No. 2 com
hidrolisado de soja SDMV SES50 MAF UF No. 4) foram fortificados com
MMV e colocados em um tanque conectado a uma fonte de gas nitrogénio
pressurizada. O material fortificado com MMV passou por uma configuragado
em linha de filtro de virus BioEX da Planova, de 10 cm?, em modo
convencional a uma pressao constante de 200 kPa (2.000 mbar) (ponto de
ajuste). Os valores minimo e maximo dos seguintes parametros foram
medidos e registrados continuamente: pressao de alimentagdo; alimentacao,
filtrado e temperatura ambiente e peso de filtrado (a alteracdo dos quais foi
usada para calcular a vazdo do filtrado). As amostras foram coletadas
diariamente durante 5 dias e analisadas quanto ao titulo viral de MMV (FIG.
8).

Exemplo 10: Resumo da filtracdo de virus

[00114] Meio de cultura de células contendo diferentes hidrolisados de
soja foi fortificado com MMV e colocado em um tanque conectado a uma
fonte de gas nitrogénio pressurizado. Diferentes filtros de virus foram
usados juntamente com os diferentes hidrolisados de soja, conforme listado na
tabela 6:

Tabela 6: Combinacao dos filtros de virus e hidrolisados de soja usados nos

experimentos de fortificagao

| No. do Experimento | Filtro | Lote de hidrolisado de | Tempo de andlise
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[00115] As filtragdes foram configuradas em modo convencional a
uma pressao constante de 200 kPa (2 bar) (ponto de ajuste) para todas as
analises, exceto para as andlises dos experimentos Nos. 5 e 6, que foram
realizadas a uma pressao constante de 110 kPa (1,1 bar) (ponto de ajuste). Os
valores minimo e maximo dos seguintes parametros foram medidos e
registrados continuamente: pressdo de alimentacdo; alimentacdo, filtrado e
temperatura ambiente e peso de filtrado (a alteracao dos quais foi usada para
calcular a vazado do filtrado). As amostras foram amostradas durante o tempo
de analise do experimento e analisadas quanto ao titulo viral de MMV. As
reducdes logaritmicas globais foram calculadas pela diferenca entre a carga de
infecciosidade de virus total no filtrado e a carga de infecciosidade de virus
total antes da filtracao (FIG. 9).

Exemplo 11: Filtracao de longo prazo com fortificagdo de virus MMV
[00116] O meio de cultura de células, conforme descrito no exemplo 2,
foi fortificado com MMV até um titulo de 5,0 [logiy (TCIDs¢/mL)] e
submetido a uma filtragdo de longo prazo durante 30 em um filtro de virus de
tamanho de poro igual a 20 nm (Visrosart CPV da Sartorius, 5 cm?). A
filtragdo foi realizada com uma configuragdao comparavel ao exemplo 9 e ao
exemplo 10, mas com pressdao constante de 100 kPa (1,1 bar) (intervalo
especificado: 80 kPa a 120 kPa (0,8 bar a 1,2 bar)) e com interrupgdes
regulares de pressdo e fluxo para desafiar o filtro de virus. As vazdes durante
o experimento foram anotadas e mantidas acima de 4 L /(m? x h) (FIG. 10).
[00117] 20 amostras do filtrado foram coletadas (até 5 vezes por
semana) ¢ o titulo de virus MMV e a carga foram determinados. Nenhuma

saturagdo de virus foi observada em qualquer uma das 20 fracdes analisadas.
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As cargas virais variaram de < 0,9 [logo (TCIDs)] até < 2,8 [logio (TCIDs)],
dependendo do volume da fragdo. A carga de virus total nos filtrados foi < 3,0
[logio (TCIDsp)] que — quando subtraida da carga de virus inicial do material
fortificado (ou seja, 8,5 [logio (TCIDsg)]) — resultados em um fator de redugdo
de virus global > 5,5 log. Isto se mostrou eficaz e completo.

[00118] Embora a inven¢ao acima tenha sido descrita em certo grau de
detalhes a titulo de ilustragdo e exemplo para fins de clareza de compreensao,
¢ facilmente perceptivel pelas pessoas normalmente versadas na técnica, a luz
dos ensinamentos dessa invengao, que certas alteragdes ¢ modificagdes podem
ser feitas a mesma sem se afastar do espirito e do escopo das reivindicagdes

¢m ancxo.
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REIVINDICACOES

I. Método para remover um contaminante viral de uma
preparagdo, a dita preparacdo sendo um meio de cultura de células ou um

componente de um meio de cultura de células, caracterizado pelo fato de

compreender:

a) submeter a dita preparacdo a filtracdo por de 24 horas a 7
meses através de um filtro de virus com um tamanho de poro eficaz maximo
igual a 75 nm, em que o mesmo filtro de virus € usado por de 24 horas a 7
meses € a filtracio opera a uma capacidade volumétrica de 2.000 L/m? a
20.000 L/m?.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que a dita preparacdao € submetida a filtracdo durante 48 horas até 7
meses.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de compreender ainda:
b) alimentar o filtrado a um meio de cultura de células ou a um
componente de um meio de cultura de células.

4. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que a filtracao € uma filtracao continua.

5. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que a filtracao € realizada a uma temperatura de 2 °C a 60 °C.

6. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que o dito filtro de virus atinge uma redugdo logaritmica de base 10
(LRV) de um valor igual a 1 para um contaminante viral.

7. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que a filtragdo € realizada usando dois ou mais filtros dispostos em
série, em paralelo ou uma mistura de ambos.

8. Método de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo

fato de que a filtracdo € realizada usando dois filtros dispostos em paralelo em
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um sistema de tubos que compreende uma juncdo conformada em Y, € em
que cada filtro estd em comunica¢do fluida com uma ramifica¢do da juncado
conformada em Y e uma fonte de alimentagdo de preparagao.

9. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que a filtracdo é realizada a uma pressao que varia de 10 kPa (100
mbar) a 400 kPa (4.000 mbar).

10. Método de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizado

pelo fato de que o dito filtro de virus € autoclavavel.

11. Método de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizado

pelo fato de que o meio de cultura de células compreende hidrolisado de soja.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que a filtragdo opera a uma capacidade volumétrica de 5.000

L/m?a 20.000 L/m?.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
pelo fato de que a dita preparacao € submetida a filtracdo durante 72 horas até
3 meses.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado

pelo fato de que a filtracdo € realizada a uma temperatura de 15 °C a 37 °C.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado

pelo fato de que a filtracdo € realizada a uma pressao que varia de 100 kPa
(1.000 mbar) a 300 kPa (3.000 mbar).

16. Método de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizado

pelo fato de que a dita preparacao € submetida a filtracdo durante 48 horas até
'/ meses.

17. Método de acordo com a reivindica¢do 4, caracterizado

pelo fato de que a dita preparacao € submetida a filtracdo durante 48 horas até
'/ meses.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado

pelo fato de que a dita preparacao € submetida a filtracdo durante 48 horas até
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7 meses.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de que a dita preparacao € submetida a filtracdo durante 48 horas até

7 meses.
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FIGURA 5B
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FIGURA 6B

FIGURA 6A
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FIGURA 10
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