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Resumo: A expressdo de genes em células animais possibilita a produgdo de
proteinas em larga escala com caracteristicas adequadas para aplicagbes
estruturais, funcionais e imunoldgicas. Essas proteinas destinadas ao uso em saude
sdo conhecidas como biofarmacos e possuem grande relevancia no
desenvolvimento de terapias modernas. Nos ultimos anos, especialmente apos a
pandemia da COVID-19, o mercado e o desenvolvimento desses produtos foram
significativamente ampliados, impulsionando novas pesquisas e avangos
tecnolégicos na area biotecnoldgica. Nesse contexto, este trabalho teve como
objetivo realizar um levantamento bibliografico sobre as tecnologias relacionadas a
producao de biofarmacos a partir de células animais. Com essa revisédo, buscou-se
atualizar e discutir os principais sistemas de expressao celular, técnicas de

manipulagédo genética e métodos de cultivo utilizados na produgao dos biofarmacos.

Palavras—chave: Anticorpos monoclonais. Biorreatores. Linhagens geneticamente
modificadas. Glicosilagdo. Microcarregadores.

Abstract: The expression of genes in animal cells enables the large-scale production
of proteins with characteristics suitable for structural, functional, and immunological
applications. Proteins intended for use in healthcare are known as
biopharmaceuticals and play a major role in the development of modern therapies. In
recent years, especially after the COVID-19 pandemic, the market and development
of these products have expanded significantly, driving new research and
technological advances in the field of biotechnology. In this context, the objective of
this study was to conduct a literature review on technologies related to the production

of biopharmaceuticals from animal cells. Through this review, the aim was to update
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and discuss the main cellular expression systems, genetic manipulation techniques,

and cultivation methods used in the production of biopharmaceuticals.

Keywords: Antibody production. Animal cell bioreactor. Genetically engineered
strains. Glycosylation. Microcarriers.

INTRODUGAO

A cultura de células é uma area fundamental da biotecnologia que teve inicio
com os estudos de Ross Granville Harrison (1870-1959) (Moro et al., 2024). Em
1907, o bidlogo demonstrou que era possivel cultivar células nervosas fora de um
organismo vivo, estabelecendo as bases para o desenvolvimento das técnicas
modernas de cultura celular. Desde entdo, essa tecnologia tem sido amplamente
estudada e aprimorada, especialmente no que se refere as células animais,
tornando-se essencial para diversas aplicagdes cientificas e biotecnolégicas.

Observou-se que a expressao de genes heterdlogos — genes nao
presentes naturalmente em um organismo e introduzidos por manipulagdo genética
nessas células — possibilita a producéo de proteinas recombinantes em larga escala
e com caracteristicas adequadas para estudos estruturais e funcionais, além de
aplicagbes imunoldgicas e terapéuticas. Entre esses produtos destacam-se
anticorpos recombinantes, terapias baseadas em acidos nucleicos e células
geneticamente modificadas, geralmente denominados biofarmacos.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar pesquisas
publicadas nos ultimos dez anos relacionadas a métodos, equipamentos, tipos de
linhagens celulares e novas tecnologias aplicadas a biotecnologia. A partir desse
levantamento, buscou-se compreender o progresso recente da area e identificar

possiveis tendéncias e perspectivas para o desenvolvimento futuro.

LINHAGENS DE EXPRESSAO GENICA

A expressao de proteinas heterdlogas- proteinas ndo presentes naturalmente
em um organismo e cuja expressao ocorre por manipulagdo genética com a
introdugdo de gene de outra espécie- em micro-organismos e células animais,& um
ponto fundamental no atual desenvolvimento da biotecnologia. Essa expresséo

permite a produgao de proteinas bioativas a partir de meios relativamente baratos ao
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invés de utilizar extragdes custosas, com uso intensivo de méo de obra, e que
resultam em produtos de qualidade variavel. A selecao de um sistema de expressao
recombinante 6timo €& fundamental para definir um processo de produgdo de
proteinas eficaz e viavel. Um sistema de expressao 6timo depende, portanto, da sua
produtividade, da bioatividade da proteina obtida, do uso previsto para a proteina e
das suas caracteristicas fisico-quimicas, juntamente com o custo, conveniéncia e
seguranga do proprio sistema de expressao.

As células hospedeiras utilizadas para a expressdo de genes heterdlogos
tanto podem ser procaridticas ou eucaridticas, sendo que ambas tém vantagens e
desvantagens inerentes. Grandes proteinas sao geralmente expressas em células
eucaridticas, enquanto as menores sao expressas em células procariéticas o que
caracteriza os dois principais sistemas de expressao.

O sistema de expressao eucariético mais comum utiliza as células de ovario
de hamster chinés, comumente chamadas de células CHO (Chinese Hamster
Ovary). Dentre as vantagens dessa linhagem, tem-se a capacidade de produzir
anticorpos em altas concentragdes (3 g/L a 8 g/L) em grande escala e de sobreviver
a meios definidos. Outros sistemas utilizando células de mamiferos adotados sao
células de mieloma de camundongo NSO (7 produtos), rim de hamster bebé (BHK),
rim embrionario humano (HEK293) - frequentemente usadas para expressao
transiente e produgdo de virus associados a adenovirus (AAVs) devido a sua alta
eficiéncia de transfecgéo e rapido crescimento, células de mieloma de camundongo
SP2/0 e células retinianas embrionarias humanas imortalizadas PER C6 (Horie et al.,
2022; Ho et al., 2021).

Em relacdo a sistemas de expressdao de nao-mamiferas, os sistemas de E.
coli continuam em predominancia no mercado, sendo usados para varios produtos,
demonstrando que, apesar da sua incapacidade de produzir proteinas com
glicosilagcdo ou de realizar qualquer processo poés-traducional préprio ao uso
humano, eles ainda tém um papel essencial no mercado. Outro microrganismo
relevante é a bactéria Pseudomonas fluorescens.

Além desses sistemas de ndao-mamiferos citados, também se tem um numero
menor de produtos utilizando para expressao de proteinas heterdlogas em
leveduras, como Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae e Hansenula
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polymorpha. As leveduras apresentam vantagens como a capacidade de
modificagdes pods-traducionais, por sua natureza eucariética, que inclui o dobramento
correto de proteinas e a adicdo de glicanos, embora estes sejam
predominantemente do tipo de alto teor de manose e, assim, diferentes do padréo
humano. Além disso, derivados de levedura, como hidrolisados, tém sido
amplamente utilizados ndo s6 para melhorar a proliferagcdo celular ou como
suplemento para a transi¢ao de culturas para meios livres de soro, mas também para
aperfeicoar o perfil de glicosilagdo de proteinas recombinantes, como em células
CHO (Horie et al., 2022; Ho et al., 2021).

A expressao genetica estavel de proteinas heterdlogas também € possivel em
células embrionarias de dipteros como a linhagem Drosophila melanogaster
Schneider 2 (S2) que vém sendo utilizadas para a produgcdo de proteinas
recombinantes como anticorpos, enzimas, inibidores tumorais, fatores de

crescimento e antigenos virais. (Pilatti et al., 2020).

TECNOLOGIAS DE ENGENHARIA GENETICA EM CELULAS ANIMAIS

A engenharia genética modifica sequéncias de DNA em genomas
celulares utilizando tecnologias de biologia molecular. Existem muitos tipos de
modificagdes genéticas possiveis de serem feitas no genoma e incluem a
capacidade de atingir locais especificos e realizar alteragcdbes como incluem
knockouts (delegdes de sequéncias de DNA), knockins (inser¢des de sequéncias
de DNA) e substituicbes (substituicdo de sequéncias de DNA por sequéncias
exogenas). As delecdes sao utilizadas para remover elementos regulatérios que
nocauteiam a expressiao génica, ativam a expressdo génica ou alteram a
estrutura/funcao de proteinas por meio da alteracdo de sequéncias codificadoras.

A engenharia genética é utilizada principalmente para a expressao de
proteinas heterdlogas em células hospedeiras com expressao estavel, afetando
minimamente as propriedades dessas células hospedeiras (Lanigan; Kopera;
Saunders, 2020).

A combinacéao de tecnologias de engenharia genética com a tecnologia de
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) possibilita a reprogramacgéo de
células adultas (somaticas) em laboratério para um estado pluripotente. Esse

processo permite o estudo e a corregcéo de erros genéticos, além de ampliar as
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possibilidades da medicina regenerativa, visando a substituicdo de tecidos
perdidos ou danificados por doencas degenerativas ou lesdes (Ofenbauer;
Tursun, 2019). Nesse contexto, a modificagdo gendmica de células animais
apresenta grande potencial tanto para a produgao industrial de proteinas quanto
para diversas aplicacbes médicas.

A tecnologia para modificagdes genéticas com maior repercussao nos
ultimos anos foi o da edicdo gendmica por repeticdo palindrbmica curta
regularmente interespacada em cluster, técnica abreviada como CRISPR que,
aliada aos avangos em computagao e recursos de geragao de imagens, deu inicio
a uma nova era na edi¢cdo genémica (Tiwari, 2020; Wang; Doudna, 2023).

As bases da tecnologia CRISPR-Cas9 foram estabelecidas quando
pesquisadores observaram pela primeira vez sequéncias repetitivas peculiares no
DNA bacteriano no final da década de 1980. Essas sequéncias, mais tarde
denominadas CRISPR, eram inicialmente um mistério. No inicio dos anos 2000,
percebeu-se terem essas sequéncias um papel na imunidade bacteriana e
juntamente com a descoberta das proteinas CAS, especialmente a Cas9 — uma
endonuclease que causa uma quebra na fita dupla do DNA e que é capaz de
modificar o genoma —, foram fundamentais para a compreensdo de como as
bactérias usavam o CRISPR para cortar o DNA.

Desde o advento do sistema CRISPR-Cas, o direcionamento genético
mediado por endonucleases tornou-se o método mais amplamente aplicado em
engenharia genética, substituindo o uso de outras nucleases. A tecnologia
CRISPR-Cas9 tem sido aplicada para editar genomas de varios organismos,
incluindo aves, para os quais a recombinagcao genética era anteriormente dificil.
Para aprimorar ainda mais a tecnologia de edi¢ao genética usando CRISPR-Cas,
€ necessario facilitar a eficiéncia da recombinacdo genética de knockin e
supressao de alvos nao identificados (Horie et al., 2022).

Para utilizar o sistema CRISPR-Cas9 em aplicacbes industriais e
medicas, € necessario administra-lo e traduzi-lo para células-alvo com alta
eficiéncia. Essa tecnologia tende a avangar cada vez mais por meio de varios
estudos, que permitirdo a edigdo gendmica e a regulacdo transcricional mais

precisas e eficientes.
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GLICOSILAGCAO E COMPATIBILIDADE HUMANA

Os biofarmacos sado maioritariamente glicoproteinas, ou seja, proteinas que
contém oligossacarideos ligados covalentemente e sdo encontradas em toda a
natureza, tendo uma grande gama de fungdes. A porgao carboidrato ligada a
proteina é também denominada glico e, antes da ligagdo a um amino acido, a
molécula de agucar é chamada de grupo glicosil (Butler, 2008).

A adicdo de glicosil a uma cadeia peptidica, proteica ou lipidica, é
chamada de glicosilagdo. Mais da metade das proteinas do corpo humano s&o
glicosiladas. Em células eucaridticas, a glicosilacdo ocorre no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi.

A glicosilagado de proteinas € um processo poés-traducional fundamental
para a regulacdo da estrutura e funcdo das proteinas no organismo,
desempenhando um importante papel na estabilidade, na localizagao celular, nas
interagdes proteina-proteina e no reconhecimento celular. Ela é essencial para o
funcionamento adequado das proteinas no organismo, pois influencia o
enovelamento, a estabilidade, a solubilidade e o trafego intracelular de uma
proteina. A glicosilagdo ocorre em moléculas responsaveis por adesdo celular,
vitais para a progressdao do cancer, metastase tumoral e evasdo imunoldgica
(Butler, 2008; He; Zhou; Wang, 2024; Laubli , Borsig, 2019 ).

Embora o impacto e papel dos glicanos — porgédo carboidrato ligada a
proteina também chamados de polissacarideo — nos glicoconjugados da
superficie celular e nas proteinas ligadas a glicanos (GBPs) terem sido dificeis de
definir, as caracteristicas dos polissacarideos provavelmente contribuem para seu
papel central e dindmico em muitos processos imunoldgicos, ou seja, sua
capacidade de neutralizagdo e eliminagdo dos micro-organismos patdégenos e das
suas toxinas microbianas ou derivadas dos venenos (Hale et al., 2024).

A composicdo dos glicanos é determinada pela acido de enzimas como
glicosiltransferases e glicosidases, além da disponibilidade de nucleotideos de
agcucares na célula. Esses fatores podem variar em resposta a estimulos
ambientais, modulando a modificagdo e o alongamento das cadeias de glicanos e,
consequentemente, influenciando a fungao das proteinas e a sensibilidade celular

das proteinas ligadas a glicanos (Hale et al., 2024). A composi¢ao dos glicanos
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em proteinas recombinantes também depende do sistema hospedeiro utilizado
para sua produgdo. Sistemas bacterianos, por exemplo, n&o produzem
glicoproteinas naturalmente, enquanto leveduras, plantas e insetos podem gerar
glicanos imunogénicos. Ja sistemas baseados em células de mamiferos séo
capazes de produzir glicanos complexos semelhantes aos humanos, sendo por
isso amplamente utilizados na producao de glicoproteinas bioterapéuticas (Gupta
; Shukla, 2018).

Gupta e Shukla (2018) destacam os dois processos de glicosilagao; o
primeiro onde um oligossacarideo liga-se ao aminoacido asparagina de uma
cadeia polipeptidica, consistindo a N-glicosilagdo, e o segundo onde um glicano
liga-se a serina ou a treonina, consistindo a O-glicosilagdo. Tém sido utilizadas
técnicas de engenharia genética, como o knockout, para silenciar um gene alvo
de interesse e que permite o aumento da atividade biolégica. Segundo os autores,
o uso de ferramentas modernas de edicdo genémica e um melhor controle e
compreensao dos processos de cultura celular possibilitardo o desenvolvimento
de hospedeiros de produgdo de uma préxima geragao aprimorada de proteinas
que podem levar ao desenvolvimento de proteinas terapéuticas de baixo custo e
acessiveis com poténcia superior e com doses e frequéncias mais baixas.

Até o momento, varias estratégias foram implementadas para superar os
desafios de qualidade do produto. A melhor abordagem para controlar a
glicosilagao tem sido monitorar a qualidade do produto desde a triagem do clone,
sua selecao e as etapas subsequentes de otimizacdo do processo. Segundo Ma
et al. (2020), essas técnicas de engenharia genética de proteinas e enzimas
industriais ainda estdo em seus primordios e o grau de sua aceitagdo na

comunidade cientifica nao é alto.

ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sao, estruturalmente, glicoproteinas
potencializadoras de anticorpos naturais ou capazes, por mimetizacdo, de
suplementar o sistema imunolégico do corpo e, assim, realizar um ataque a
micro-organismos ou células tumorais (Mekala et al., 2024).

Os mAbs sdo grandes moléculas proteicas heterodiméricas com peso
molecular de aproximadamente 150 kDa e formam duas cadeias leves idénticas
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envolvidas na ligagdo ao material estranho ou antigeno (os bragos Fab —
Fragmento de ligagdo ao antigeno) e uma terceira unidade (Fc — Fragmento
cristalino — envolvida na ligagdo de moléculas geralmente relacionadas a
eliminac&o do antigeno), formando uma estrutura em forma de Y. A unidade Fc é
formada por duas cadeias pesadas idénticas unidas por ligagdes dissulfeto
(Castelli; McGonigle; Hornby, 2019).

Existem cinco classes de anticorpos ou imunoglobulinas, denominadas
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE que se diferenciam em suas regides Fc e, ao se ligarem
ao antigeno, tendem a desencadear diferentes fungdes efetoras. Cada classe é
dividida em diferentes subtipos; por exemplo, a IgG é dividida em IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4 que diferem ligeiramente originando potenciais de agado imune
distintas. Devido a sua meia-vida circulante e a relativa facilidade de producéo,
todos os mAbs terapéuticos atualmente utilizados clinicamente s&o IgG1 (Ryman;
Meibohm, 2017; Tanaka, 2024).

O seu desenvolvimento foi possivel apdés a introducdo da técnica do
hibridoma, técnica de fusdo de células de linfécitos e mieloma gerando clones
imortais a partir de células B que puderam ser rastreados com base na afinidade
de ligagcado de seu produto, permitindo a selegdo de mAbs especificos e de alta
afinidade (Castelli; McGonigle; Hornby, 2019). Segundo a Merck (2025), os
anticorpos monoclonais produzidos a partir da tecnologia de hibridoma sao
utilizados nas seguintes aplicagdes: analises bioquimicas; utilizacdo em

imunoterapia e purificagao de proteinas.

MEIOS DE CULTIVO CELULAR

Os meios de cultura sdo componentes determinantes ao cultivo de células.
Eles sao caracterizados como ambientes que fornecem nutrientes essenciais (fontes
de energia como glicose e frutose, aminoacidos, sais inorganicos, vitaminas, lipidios,
fatores de crescimento e hormdnios). Ndo existe um meio "universal" e a escolha é
especifica para cada tipo celular. Sendo assim, o desenvolvimento de produtos
depende diretamente da qualidade e eficacia dos meios (Nema; Khare, 2012).

Existem duas categorias: os meios naturais e os meios sintéticos. Os naturais
sdo compostos por fluidos bioldgicos naturais, como plasma, soro, extrato de

tecidos, entre outros. Por ndo terem sua composicado definida, a variacido entre lotes
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€ observavel — reduzindo sua reprodutibilidade —, junto ao risco de contaminacéao e
acarretamento de substancias citotoxicas que podem inibir ou afetar fungcdes basicas
da célula. Em compensacao, apresentam proliferacdo e sobrevivéncia celular
aprimoradas. Ja os sintéticos sdo constituidos por um meio basico suplementado,
podendo utilizar os fluidos anteriormente citados (como os soros) ou substancias
quimicamente definidas. No primeiro caso, ocorrem as mesmas dificuldades
enfrentadas pelos meios naturais, além de um alto custo de produgado. No segundo,
apesar da padronizagdo por lote e da contaminagdo reduzida, existe grande
dificuldade para projetar o meio ideal para cada tipo celular, o que faz com que nao
se tenha variedades suficientes para todos os tipos celulares (Yao; Asayama, 2017).

Os meios sintéticos podem ser classificados em diferentes tipos: contendo
soro e livres de soro. Os meios contendo soro utilizam esse fluido como principal
fonte de nutricdo. O soro € um liquido claro e amarelado obtido apds a remogao de
fibrinogénio e de células do sangue (Verma; Verma; Singh, 2020). Apesar das
limitagcbes ja mencionadas, esse tipo de meio costuma ser mais facilmente
desenvolvido e eficaz em diversos tipos celulares, devido a presencga de substancias
biologicamente ativas essenciais para a sobrevivéncia celular. O tipo de soro mais
utilizado € o FBS (soro fetal bovino). Vale ressaltar que sua qualidade esta
diretamente ligada a sua origem e a sua rastreabilidade, sendo necessario evitar
regides de encefalopatia espongiforme bovina, patologia proteica mais conhecida
como “doencga da vaca louca” (Schnitzler et al., 2015).

Os meios livres de soro possuem composicao definida, o que favorece maior
reprodutibilidade e facilita a validacdo dos processos de cultivo. Entretanto, seu
desenvolvimento € uma tarefa dificil, existindo apenas algumas formulagdes para
tipos celulares especificos. Além disso, esse tipo de meio necessita de uma
constante observagcdo do pH e temperatura, e reagentes extremamente puros e
assépticos (Verma; Verma; Singh, 2020).

O uso de hidrolisados nos meios de cultura surge como uma alternativa na
formulagéo de meios livres de soro. Os hidrolisados s&o obtidos a partir da hidrolise
enzimatica ou quimica de materiais proteicos de origem vegetal, animal ou
microbiana. Eles contém uma mistura complexa de peptideos, aminoacidos livres,

carboidratos, lipidios, minerais, vitaminas e até mesmo fatores bioativos (Ho et al.,

224



. REVISTA ACADEMICA - ENSINO DE CIENCIAS E TECNOLOGIAS
lf IFSP — CAMPUS CUBATAO — CATEGORIA: ARTIGO NUMERO 18
— JAN/JUN DE 2026

2021). Esses componentes proporcionam nao apenas nutricdo, mas também efeitos
funcionais, como protegcao contra estresse oxidativo, estimulo a proliferacao celular,
melhora no perfil de glicosilagdo de proteinas recombinantes e aumento na
produtividade de anticorpos monoclonais (Ho et al., 2021). Uma das limitagdes do
uso de hidrolisados € sua natureza indefinida, o que acarreta variagdes entre lotes e
possiveis contaminantes ou subprodutos prejudiciais. Para contornar isso, técnicas
modernas de cromatografia e espectrometria de massas vém sendo empregadas
para identificar peptideos ativos e, futuramente, permitir a substituicdo dos
hidrolisados por misturas definidas e sintéticas (Ho et al., 2021).

Por fim, os tipos “livre de proteinas”, “livre de xenobidticos” e “quimicamente
definidos” sdo os subgrupos dos meios sem soro. Os dois primeiros podem ser
caracterizados como meios que podem conter componentes indefinidos, mas sem
proteinas, enquanto o terceiro € um meio sem origem animal onde todos os

componentes sao definidos. (Ho et al., 2021).

TIPOS DE CULTIVOS UTILIZADOS

Para realizar a cultura de células animais, sdo necessarias algumas etapas
especificas. Inicialmente, obtém-se a cultura primaria, que é extraida de fragmentos
de tecidos por desintegracdo mecanica e/ou quimica ou por digestdo enzimatica
(Verma; Verma; Singh, 2020). Essas culturas primarias sdo heterogéneas e
demandam um meio complexo para seu crescimento, assim como citado na se¢ao
anterior. Dessa forma, as culturas celulares podem ser classificadas em dois tipos,
de acordo com seu comportamento no meio: aderentes ou em suspensao.

e Células aderentes: necessitam de uma superficie sdlida, estavel, ndo téxica
e biologicamente inerte para se fixarem, utilizando proteinas de adesao que
funcionam como uma “ponte” entre a célula e a superficie. Nesse processo de
subcultura que se utilizam enzimas para desprender as células, permitindo
sua transferéncia para um novo recipiente.

e Células em suspensao: crescem e se mantém em meios liquidos. Um
exemplo tipico sdo as células sanguineas, que vivem naturalmente no plasma
(Verma, Verma; Singh, 2020).

ApoOs essa etapa, a cultura é submetida a passagem, um processo de

subcultura celular no qual se produz um grande numero de células a partir das ja
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existentes, originando uma linhagem celular homogénea. Depois da subcultura, as
células podem ser propagadas, caracterizadas e armazenadas para uso futuro,
sendo caracterizadas como linhagens (Verma, Verma e Singh, 2020). Tais linhagens
também sao divididas em dois tipos, caracterizados pelo seu tempo de vida util,
podendo ser finitas ou infinitas. O primeiro caso € dado por células dependentes de
ancoragem (aderentes), com uma baixa taxa de crescimento e limitagcdes de
densidade. Ja o segundo caso € caracterizado por células que podem ter seu
desenvolvimento em suspensdo ou monocamada, sendo essas células cancerigenas

ou linhagens transformadas in vitro (Verma; Verma; Singh, 2020).

SISTEMAS DE CULTIVO CELULAR

Os sistemas de cultivo celular constituem ambientes artificiais projetados para
manter e propagar células, tecidos ou 6érgédos in vitro. Eles atuam como
mantenedores de condi¢cdes especificas de fatores de crescimento, pH, temperatura,
concentracao de gases (CO: e O:), osmolalidade e, sobretudo, esterilidade (Verma;
Verma; Singh, 2020). Cada parametro € vital para a sobrevivéncia e multiplicagéo
celular, motivo pelo qual seu monitoramento deve ser constante. A escolha do
sistema de cultivo depende diretamente da linhagem celular utilizada, da escala de
producédo e do objetivo pretendido.

Como discutido anteriormente, as células podem ser classificadas em
aderentes (dependentes de ancoragem) ou suspensas (independentes de
ancoragem), o que da origem a dois sistemas principais de cultura: o 2D e o 3D.

Para o cultivo de células de mamiferos, o método de cultura bidimensional
(2D) é amplamente utilizado em laboratério. Utiliza-se superficies de cultura plasticas
revestidas com proteinas ou moléculas de adesao para auxiliar a fixacao celular.

Nesse caso, as células sao fixadas a superficie de cultura e formam uma
monocamada de espessura de uma célula, facilitando a troca do meio e observando
a morfologia celular individual para controle de qualidade. Quando a superficie de
cultura estiver totalmente coberta (confluente), as células devem ser destacadas e
semeadas uniformemente em baixa densidade em um novo recipiente, a medida que
as células mudam suas caracteristicas ao se tornarem confluentes. (Horie et al.,
2022). Como o rendimento celular final de culturas 2D depende da area de cultura,

diversos equipamentos, como frascos rolantes e frascos multiestagios, estao
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disponiveis, projetados para aumentar eficientemente a area de cultura. No entanto,
¢ dificil obter de 10° células/mL a 100 células/mL (o nimero de células necessario
em aplicacbes médicas).

Entre suas principais vantagens esta a simplicidade do manuseio, ja que a
expansao celular pode ser realizada em superficies planas, o que torna o processo
acessivel e eficiente, especialmente quando grandes quantidades de células ndo sao
necessarias. Além disso, a cultura em 2D permite facil observacao e controle de
qualidade e adequacado para células dependentes de ancoragem (Nema; Khare,
2012).

Apesar dessas vantagens, as culturas em monocamada apresentam
limitagdes significativas. A principal delas é a baixa representatividade dessas
células em relagdo ao ambiente tridimensional das células dos organismos vivos, 0
que pode gerar resultados parciais ou enganosos. Além disso, por dependerem de
superficies planas para crescer, o numero de células é limitado pela area disponivel
do recipiente. Quando toda a superficie € ocupada, ocorre a confluéncia da cultura,
estagio em que o crescimento celular € interrompido devido ao contato célula-célula,
levando a chamada fase estacionaria ou platé de crescimento.

Tais limitagdes estimularam o desenvolvimento dos sistemas 3D, nos quais
células em suspensao nao dependem de superficies de adesao, apresentando maior
capacidade de expansdo e uma emulagdo da realidade biolégica. Dessa forma, os
sistemas 3D conseguem superar deficiéncias observadas no cultivo em 2D e
ampliam as possibilidades de aplicagdo em pesquisa e biotecnologia (Horie et al.,
2022).

Além disso, ja existem alternativas que permitem a sobrevivéncia de células
dependentes de ancoragem em sistemas de suspensao, unindo as vantagens de
ambos os métodos. Isso € feito por meio do uso de microcarregadores, que
consistem em microesferas revestidas com matriz extracelular — um substrato que
simula o ambiente natural da célula. As células aderem a essas esferas, que
permanecem suspensas no liquido, combinando a capacidade de adesao do 2D com
a expansao volumétrica tipica do 3D. Contudo, quando ha excesso de
microcarregadores, eles tendem a colidir com frequéncia, o que pode prejudicar a
viabilidade celular (Horie et al., 2022).
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BIORREATORES PARA CULTIVO DE CELULAS ANIMAIS

Os biorreatores sao equipamentos padrdo para prover um ambiente
favoravel e ideal as células para que alcancem seu auge de performance e para que
os produtos tenham qualidade ao serem replicados. Portanto, sua principal fungéo é
promover qualidade quando as formulagdes sdo escalonadas. Além disso, garantem
o controle dos processos bioldgicos, sendo essa uma ferramenta essencial para a
industria. Por razdo da larga escala requerida, os biorreatores de células animais
vém se popularizando, entretanto, enfrentam o desafio de ndo terem uma alta
produtividade para células com uma complexidade elevada e que necessitam de
cuidados especiais (Horie et al., 2022).

A industria tem migrado de culturas planares para biorreatores de tanque
agitado (stirred-tank bioreactors), que permitem a cultura em suspenséo com o
uso de microcarregadores. Segundo Schnitzler (2015), esses biorreatores estao
disponiveis em diferentes tipos e escalas, sendo eles:

e Os sistemas de mini-reatores que apresentam volumes de trabalho que
variam entre 3 e 250 mL e sdo adequados para o desenvolvimento de
processos em pequena escala, com monitoramento e controle de gases e de
linha; alguns deles sao projetados para utilizagdo de microcarregadores
magnéticos.

e Os reatores de bancada agitados, entre 1 e 5 litros, sao utilizados para o
desenvolvimento e expansao inicial dos processos. Em escala intermediaria,
os reatores agitados em escala piloto possuem volumes de 50 a 300 litros e
sdo empregados na fabricagdo em nivel piloto e clinico, com a vantagem de
serem escalaveis a partir de versées menores.

e Os reatores de produgao, por sua vez, variam entre 500 e 2000 litros e séo

adequados para a fabricacdo em escala clinica e industrial.

Reator tanque agitado (STR)

Os reatores tipo de tanque agitado continuamente (STR) sdo equipamentos
essenciais usados em engenharia quimica, biotecnologia e processos de produgao
industrial. Nele, as reagdes quimicas ou bioquimicas ocorrem com mistura do miro,
garantindo temperatura, concentracao e taxas de reacgao uniformes em todo o

volume de reacéo.
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S&o tanques agitados convencionais em ago inoxidavel e tém um grande
potencial de ampliacdo de escala, o que é crucial para atender a crescente demanda
por vacinas, por exemplo (Gallo-Ramirez et al., 2015). Certas linhagens celulares
tém requisitos especiais em relagdo ao seu ambiente de cultivo sendo importantes
no projeto do biorreator um alto coeficiente de transferéncia de massa de gas
(volumétrico), baixo consumo de energia volumétrico, baixa tensdo de cisalhamento,
baixa suscetibilidade a bioincrustacao, capacidade de cultivar células aderentes e

propriedades de mistura adequadas.

Biorreatores descartaveis (disposable bioreactors)

Biorreatores descartaveis tém sido cada vez mais incorporados em
instalagbes biotecnoldgicas, impulsionados pelas necessidades do mercado e, em
particular, pelos desenvolvedores e fabricantes de medicamentos, vacinas e outros
produtos biolégicos. Suas vantagens de uso contribuiram para novos
desenvolvimentos e resultaram na disponibilidade de uma variedade de tipos de
biorreatores descartaveis, que diferem em poténcia de entrada, design,
instrumentacéo e escala do recipiente de cultivo (Stanbury; Whitaker ; Hall, 2017). A
principal vantagem € ndo necessitar instalagbes e procedimentos de limpeza e
esterilizacdo, que representam uma propor¢ao substancial dos custos de capital e
operacionais da fermentagao convencional.

Existem muitos tipos de recipientes disponiveis, que diferem em design,
escala, instrumentacéo e requisitos de energia, sendo os biorreatores descartaveis
mais comuns disponiveis comercialmente os de agitacao por ondas/balango (onde o
movimento de balango promove a mistura e a transferéncia de oxigénio, os de

agitacao orbital e os de agitagdo mecanica (Wang; Doudna, 2023).

Biorreatores com microcarregadores

Os microcarregadores sao geralmente cultivados em biorreatores de tanque
agitado, mas outros biorreatores, como biorreatores de microgravidade de parede
rotativa, biorreatores Wave e biorreatores de leito fluidizado também podem ser
utilizados (Chen et al., 2020).

As razbes para o uso de microcarregadores (Chen et al., 2020) incluem o

aumento de escala de producgao: permitir altas densidades celulares; estabelecer
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condicbes de cultivo otimizadas por melhor controle de parametros criticos do
processo; facilidade de amostragem e monitoramento e redugdo de manipulagéo
manual.

Liu et al. (2018) demonstraram um aumento do rendimento da produg&o de
vacinas de 7 a 14 vezes com processo em biorreator com microcarregadores. Dessa
forma, os microcarregadores sdo uma solugdo tecnoldgica essencial quando
meétodos de cultura tradicionais ndo conseguem fornecer a area de superficie ou o
volume de produgdo necessarios para aplicagbes biotecnolégicas em escala

industrial ou clinica.

CONSIDERAGOES FINAIS

A tecnologia do cultivo de células animais constitui eixos central da
biotecnologia atual. Dado o avango em areas como engenharia genética,
modelagem estrutural da dindmica do processo e a automacgao de biorreatores,
ha uma tendéncia de avancar no aumento da eficiéncia, escalabilidade e
sustentabilidade ética em sistemas produtivos. Contudo, o potencial total das
células animais originais ainda pode ser explorado de forma mais ampla e sera
necessario um esforgco continuo de pesquisa para aumentar a aplicabilidade e
reduzir os custos operacionais.

A engenharia genética, tanto na forma do sistema CRISPR, quanto suas
tecnologias associadas, ainda ira exercer influéncia significativa dentro dos
proximos dez anos. A continuagao do refinamento das ferramentas CRISPR no
futuro e sua interagdo com outras tecnologias devem viabilizar um controle ainda
mais preciso da expressao génica ou a introdugdo de mudangas na estrutura das
proteinas. Os efeitos dessas inovagdes vao além das aplicacdes biomédicas e se
estendem ao campo da agricultura e biotecnologia industrial, possibilitando
aplicagoes profilaticas e terapéuticas em doencas e contribuindo para a criagao
de animais geneticamente otimizados e plantas resistentes (Wang; Doudna,
2023).

Os anticorpos monoclonais (mAbs) e seus derivados continuarédo a estar
entre os grandes protagonistas do mercado biofarmacéutico. O foco do

desenvolvimento futuro deve ser em moléculas com maior especificidade, menor
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imunogenicidade e propriedades farmacocinéticas mais amenas, assim como em
meétodos que permitam menores custos produtivos a partir de métodos de cultivo de
células e purificacdo mais eficientes (Kothari et al., 2024).

Em sintese, as perspectivas para a area apontam um cenario de
convergéncia tecnoldgica, em que o cultivo de células animais sera cada vez mais
conectado a bioinformatica, a inteligéncia artificial e a engenharia de precisao.
Esse movimento tende a alterar ndo apenas a eficiéncia dos processos
industriais, mas também a relag&o entre biotecnologia e medicina, promovendo a
producdo de terapias personalizadas e acessiveis, traduzindo os avancos

cientificos em beneficios concretos para a sociedade e a sustentabilidade global.
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