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RESUMO

Nas ultimas duas décadas o cultivo de células animais tem sido amplamente
utilizado para a produgdo industrial de proteinas de interesse farmacé€utico em particular de
anticorpos monoclonais, através do cultivo de células hibridas murinas (hibridomas). O
desenvolvimento de bioprocessos de alta produtividade em larga escala de produgdo de
anticorpos monoclonais (MAbs — monoclonal antibodys) depende da determinagdo e
otimizacdo de varios parametros fisioldgicos e metabolicos dos hibridomas. Neste trabalho
sdo apresentados dados preliminares para o desenvolvimento de um bioprocesso de produgao
de trés MAbs para tipagem sanguinea pelo sistema ABO, de grande interesse para a satde
publica Brasileira. Experimentos com trés linhagens de hibridomas murinos capazes de
secretar imunoglobulinas com especificidade a antigenos eritrocitarios do sistema sanguineo
ABO humano foram realizados em frascos Spinner usando meio RPMI 1640 e soro fetal
bovino (SFB) em concentragdes de 20 e 10 % v/v, temperatura de 37 °C e pH 6,8 — 7,4. Os
trés hibridomas mostraram caracteristicas de crescimento celular bem diferenciadas nesse
meio de cultura. Tanto os cultivos com 20 % v/v de SFB como os cultivos com células
adaptadas a 10 % v/v SFB revelaram a necessidade de balanceamento de aminodcidos no
meio para melhorar a velocidade especifica maxima de crescimento celular (pimax) € densidade

maxima de células (Cxmax)-
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ABSTRACT

In the last two decades mammalian cell cultures have been broadly used for the
industrial production of pharmaceutical, proteins, in particular the monoclonal antibodies by
cultures of murine hybrid cells (hybridoma). The development of bioprocess for industrial
scale of monoclonal antibodys (MAbs) depends on the determination and optimization of
several physiological and metabolic parameters. In this work are shown preliminary
development results of the bioprocess for production of three MAbs for blood typing through
the ABO system, with is of great interest for Brazilian public health. Experiments with three
lineages of murine hybridomas which were able to secret three different immunoglobulins
with specificity to ABO human blood antigens were accomplished in Spinner flasks using
RPMI 1640 medium and fetal bovine serum (FBS) in concentrations of 20 and 10 % vv,
temperature of 37 °C and pH 6.8 — 7.4 .The three hybridomas showed very different growth
patterns in these culture medium The cultivation with 20 % v/v of FBS as much as the
cultivation with cells adapted to 10 % v/v FBS showed the necessity of a better balance of the
amino acids formulation in the culture medium in order to improve the specific maximum

grow rate (Umax) and maximum cells density (Cxmax)-



1-INTRODUCAO

Desde a década de 60, tem havido uma notavel transformagdo do conhecimento
sobre o sistema imune ¢ suas func¢des. Inimeros avangos nas técnicas de culturas de células
incluindo a produgdo de anticorpos monoclonais (MAbs), na imunoquimica, na metodologia
do DNA recombinante, na cristalografia de raios X e na criagdo de animais geneticamente
modificados fizeram com que a imunologia passasse de uma disciplina predominantemente
descritiva para uma na qual diferentes fenomenos imunologicos podem ser explicados em
termos estruturais e bioquimicos (ABBAS et al., 2005).

O sistema imunoldgico ¢ sem duvida uma das partes mais complexas dos
vertebrados. Virus, bactérias, fungos e parasitas que invadem esses organismos sao
reconhecidos e destruidos pelo sistema imune. Na linha de defesa contra os invasores
encontram-se os anticorpos, produzidos pelos linfocitos B (glébulos brancos) com uma
grande variedade de modelos moleculares. Os anticorpos sdo enormes proteinas, também
conhecidas como imunoglobulinas, em forma de “Y” que circulam através do sangue e
fluidos entre as células, usando um sentido tatil quimico para interrogar moléculas que
encontram pelo caminho. Cada modelo de anticorpo tem uma fungdo especifica: patrulhar o
corpo para identificar antigenos, as entidades invasoras que induzem resposta imune
(micrébio, agente alergénico ou toxina), e ajudar na sua eliminagdo (ABBAS et al., 2005).

Desde anunciado o sucesso do crescimento de linhagens de células hibridas de
mamiferos (hibridomas) e a produgao especifica de AMs pelos cientistas agraciados com o
prémio Nobel de 1984 Georges Kohler e César Milstein, os AMs tem tido um grande impacto
em pesquisas biologicas devido a sua alta especificidade e reprodutibilidade, podendo ser
empregados em andlises para diagnostico, reagente de tipagem sanguinea ¢ inimeras analises

biotecnoldgicas (KOHLER et al., 1975; REICHERT et al., 2005). O uso terapéutico dos AMs



¢ talvez o primeiro exemplo claro de como o avango das técnicas em imunologia,
biotecnologia e biologia molecular vem proporcionando um conforto maior ao homem.

Ao final do ano de 2004 a Food and Drug Administration (FDA) havia
aprovado 17 anticorpos com finalidades terapéuticas. O mercado para anticorpos monoclonais
ainda se encontra na fase de formagao e crescimento rapido. Estima-se que em 2008 os AMs
movimentem aproximadamente US$ 16,7 bilhdes em vendas ao redor do mundo (PAVLOU et
al., 2005; REICHERT et al., 2005). O alto valor agregado destes produtos que apresentam
custo de aproximadamente US$ 1 milhao por kilograma requer emprego de alta tecnologia de
produgdo, a qual é necessariamente precedida de investimentos maci¢os em pesquisa com o
fim de otimizar os bioprocessos de produgdo em larga escala.

Nos paises desenvolvidos como EUA, Japdo e varios paises europeus ja
existem plantas industriais instaladas para producdo de AMs. A engenharia de bioprocessos, a
semelhanca com o que aconteceu na metade do século passado com a industrializacdo dos
processos de produgdo de antibidticos, ao tornar possivel essa realidade através do projeto e
da implementa¢do dos bioprocessos teve que fazer uso de concepgdes modernas para atender
as exigéncias éticas e tecnoldgicas altamente refinadas que sao tipicas dos cultivos de células
animais. No Brasil, embora existam pesquisadores capazes de utilizar a tecnologia de fusao de
células para obtencdo de hibridomas, o dominio do conhecimento para desenvolvimento de
bioprocessos para produg¢do em larga escala de AMs por essas células é muito incipiente. Para
colocar em pratica um bioprocesso destes, ¢ indispensavel que se fagam estudos técnico-
econdmicos prévios com o intuito de identificar as condi¢cdes que conduzem a cultivos de alta
produtividade, de baixo custo e com nivel de bioseguranca aceitavel pelos o6rgaos reguladores
(GODIA, et al., 2002). Para atingir esse complexo objetivo, uma das primeiras providéncias a
ser tomada ¢ a de realizar estudos em escala laboratorial que permitam avaliar as

caracteristicas cinéticas e fisioldgica dos hibridomas em condi¢des de cultivo semelhantes as



que serdo posteriormente utilizadas em larga escala. As informagdes levantadas nesta etapa
serdo de crucial importancia para o delineamento de um bioprocesso eficiente e econdmico.

Desde a elucidagao em 1900, pelo imunologista austriaco Karl Landsteiner, da
existéncia de antigenos eritrocitarios que formam atualmente a base do mais importante
sistema de grupo sangiiineo existente no organismo humano, o sistema ABO, e da realizagao
da primeira transfusdo precedida de exame de compatibilidade ABO no ano de 1907 por
Reuben Ottenberg que passou a ser utilizada, com maior intensidade, a partir da Primeira
Guerra Mundial (1914-1918), a transfusdo sanguinea adquiriu bases mais cientificas. Assim,
nos dias atuais, passou a ser pratica obrigatéria dos bancos de sangue realizar a tipagem
sanguinea deste sistema em doadores e receptores de sangue bem como em situagdes de
transplantes de orgaos.

Sao conhecidos diversos sistemas de grupos sangiiineos: sistemas ABO, Rh,
MNS, Kell, Lewis dentre outros. O sistema ABO ¢ o de maior importancia na pratica
transfusional por ser o mais antigénico, ou seja, por ter maior capacidade de provocar a
produgdo de anticorpos, seguido pelo sistema Rh. Os antigenos deste sistema estdo presentes
na maioria dos tecidos do organismo.

O estudo da compatibilidade sanguinea no sistema ABO, entre doador e
receptor, ¢ de grande importancia, pois transfusdes ou mesmo transplantes que nao envolvam
compatibilidade sanguinea podem culminar em grandes riscos de desenvolvimento de reagdes
hemoliticas intravasculares que colocariam em risco a vida do paciente. Desta forma, o
sistema ABO se reveste de interesse clinico, principalmente, nas praticas transfusionais e no
campo dos transplantes de 6rgaos, democratizando um beneficio trazido pela biotecnologia.

A determinacdo do grupo sangiiineo do sistema ABO ¢ feita usando dois tipos
de teste: através da identificagdo da presenca de antigenos nos eritrocitos, usando reativos

compostos de anticorpos conhecidos (anti-A, anti-B, anti-AB) que ¢ chamada classifica¢do ou



tipagem direta ou da identificacdo da presenca de anticorpos no soro/plasma usando reativos
compostos de antigenos conhecidos (hemacias A e hemacias B) que ¢ chamada classificacao
ou tipagem reversa.

Hibridomas murinos capazes de secretar imunoglobulinas com especificidade a
antigenos eritrocitarios do sistema sanguineo ABO humano véem sendo utilizados na
redeterminagdo da tipagem sanguinea a beira do leito de pacientes prestes a receber transfusao
sanguinea no hemocentro do Hospital das Clinicas de Botucatu, SP sob a direcao da Prof®.
Dr*. Elenice Deffune com intuito de minimizar possiveis problemas que envolvam
compatibilidade sanguinea. A Prof'. Dr*. Deffune e sua equipe tém amplo dominio da técnica
de desenvolvimento dos hibridomas para essa aplicagdo, porém os hibridomas sdo cultivados
em frascos de cultura tendo como prioridade sua manutengdo e nao a produgdo em grandes
quantidades.

Atualmente clones desses hibridomas estdo sendo utilizados no Laboratorio de
Tecnologia de Cultivo Celular (LATECC) do DEQ/UFSCar em estudos preliminares para o
desenvolvimento de um bioprocesso de producao de trés AMs para tipagem sanguinea pelo
sistema ABO. Contando com uma demanda nacional j& quantificada, o interesse dos dois
grupos de pesquisa se concentra atualmente na abordagem de estudos relativos a engenharia
do bioprocesso. Embora existam dados na literatura especializada gerados nas ultima duas
décadas para varios processos de cultivo de hibridomas em escala comercial (BACKER, et
al., 1987, NOE et al., 1992, WERNER et al., 1992, GRIFFITHS et al., 1992, BIBILA et al.,
1995) ¢é indispensavel a geracdo de dados cinéticos e fisioldgicos sobre as trés linhagens de

hibridomas que serdo utilizados nesta pesquisa.



2-0OBJETIVO

O presente trabalho tem como propdsito o estudo das caracteristicas
metabolicas e cinéticas de trés células de hibridomas murinos com o intuito de subsidiar o
desenvolvimento do processo de cultivo em larga escala de produgdo de trés imunoglobulinas
com especificidade a antigenos eritrocitarios para uso hemoterapico na redeterminagdo da

tipagem sanguinea pelo sistema ABO.

3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - A CULTURA DE CELULAS DE MAMIFEROS

O cultivo de células animais teve inicio na ultima década do século XIX com a
primeira tentativa de manter pedacos de tecidos em plasma ou fluido ascite por dias ou
semanas, porém o sucesso foi limitado devido a qualidade do meio de cultura e pelas
condig¢des de esterilidade dos experimentos. Em 1907, Ross Harrison foi o primeiro a relatar a
manutengdo e crescimento de células do sistema nervoso em suspensao por um periodo de 30
dias (KRETZMER, et al., 2002).

A cultura celular ¢ designada como a cultura de células dispersa de um tecido e
atualmente existem inumeras técnicas para o cultivo de células onde, as usadas com maior
freqliéncia sdo as culturas em monocamada, culturas em suspensdo e culturas em suspensao
aderidas a particulas (microcarregadores). Culturas em monocamadas s3o culturas onde,
durante a propagacao celular, as células se aderem a uma superficie sélida sendo o meio que
fornece as condigdes nutricionais para o crescimento celular um meio na forma liquida.
Células em suspensdo podem sobreviver e proliferar sem a necessidade de estarem aderidas a

uma superficie. Atualmente, quando de posse de escolha, as culturas em suspensdo é o



método mais adequado para aumento de escala devido as caracteristicas de manipulacao,
menor custo, demanda de menor espago além de permitir o monitoramento do crescimento
celular e a facilidade do controle dos parametros de cultivo (FRESHNEY, 1994).

Com o advento da Engenharia Genética nos anos 1970s a capacidade da
industria biofarmacéutica expandiu amplamente. A aplicagdo bem sucedida da Tecnologia de
Cultivo de Célula Animal para producdo de proteinas terapéuticas tem despertado crescente
interesse por parte das empresas biotecnologicas devido as varias vantagens que oferecem em
comparagdo com sistemas derivados de células microbianas como, por exemplo, a produgcao
de proteinas grandes e complexas, como enzimas e anticorpos monoclonais (PAVLOU et al.,
2004; PAVLOU et al., 2005; REICHERT et al., 2005).

Em 1975, nas dependéncias do UK’s Medical Research Council Laboratory of
Molecular Biology em Cambridge os cientistas Kohler e Milstein conseguiram obter uma
célula hibrida tumoral (Hibridoma), originaria da fusdo de um linfécito B normal com uma
célula proveniente de um mieloma multiplo. A célula hibrida apresentava, ao mesmo tempo, o
carater imortal da célula mielomatosa e a capacidade de fabricar anticorpos com a mesma
especificidade que os fabricado pelo linfocito B normal. O Hibridoma constitui-se em uma
verdadeira fabrica de anticorpos monoclonais. Através da divisdo celular, a producao
aumenta, estendendo-se através do tempo devido a imortalidade das células hibridas. Ambos
os cientistas foram agraciados com o Premio Nobel de medicina em 1984 pelo
desenvolvimento dos hibridomas (KOHLER et al., 1975).

Para se produzir um anticorpo monoclonal contra um determinado antigeno,
inicialmente imuniza-se um animal, geralmente um camundongo, com esse antigeno. Em
seguida, isolam-se células B do bago ou linfonodos desse animal. Estas células sdo misturadas
com células de mieloma multiplo, do tipo que ndo produz imunoglobulina e que nao

sobrevivem em determinados meios de cultura, como por exemplo, o meio HAT (meio de



cultura que requer a existéncia de enzimas capazes de metabolizar a hipoxantina ou a
timidina, na presenga de um antimetabolito, a aminopterina, para que a célula ndo morra).
Essas células sdo entdo expostas ao polietilenoglicol, o que provoca sua fusdo, formando-se
entdo células hibridas.

Apo6s 1 a 2 semanas, as células B do baco ou linfonodos, que nao se fundiram,
sofrem a esperada apoptose. As células mielomatosas que ndo se fundiram também morrem,
por ndo possuirem as enzimas necessarias para a sobrevivéncia no meio de cultura na
presenca de aminopterina. As células hibridas, por obterem as enzimas das células normais e a
imortalidade das células neoplasicas, sdo as tnicas a persistirem no meio de cultura.

Entdo estas células sdo replicadas em placas de cultura, tentando-se colocar 1
célula em cada orificio. Elas irdo se multiplicar, cada uma originando um clone de células
hibridas, capazes de fabricar anticorpos com uma unica especificidade. Através de métodos
imunoldgicos a especificidade das imunoglobulinas presentes nos sobrenadantes pode ser
testada, identificando-se os pocos onde estdo os hibridomas capazes de fabricar anticorpos
contra o antigeno utilizado para imunizar o camundongo. Através de diversos repiques das
culturas e inimeros testes, chegamos a obtencdo de uma populacdo homogénea de células
hibridas, capazes de serem mantidas e de replicarem em meio de cultura, que fabricam o
anticorpo altamente especifico desejado.

A Figura 3.1 ilustra as diferentes etapas a serem realizadas para a obtencao de
um anticorpo monoclonal, desde a imuniza¢do do camundongo a obtencdo da linhagem

celular capaz de expressar a imunoglobulina de interesse.
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Figura 3.1 - Esquema ilustrativo de todas as etapas realizadas durante a obtengdo de
hibridomas.

Apos a descoberta da técnica de producdao de hibridomas, estudos visando
aprimoramentos do cultivo destas células tem sido objeto de pesquisa em inimeros
laboratérios no mundo devido ao alto valor comercial do produto final e as inumeras
aplicagdes do produto que inclui desde testes clinicos, identificagdo de agentes infecciosos,
identificacao e quantificacao de hormdnios, tratamento de cancer, separacao de compostos por
coluna de separagdo, tipagem sanguinea dentre outras (LEIST et al., 1990; ROUGER et al.,
1997; KRETZMER, et al., 2002; PAVLOU et al., 2005).

Dentre as inumeras areas de aplicacdo dos AMs podemos destacar alguns
produtos licenciados: Daclizumab/Zenapax™, Basiliximab/Simulect™ (imunossupressao em
operagoes de transplantes de 6rgdos), Rituximab/Rituxan™ (tratamento de células B em non-

Hodgkin’s linfoma), Trastuzumab/Herceptin™ (tratamento de metastase de mama),



Infliximab/Remicade™ (tratamento da doenga de Crohn’s) (CHU et al., 2001; KRETZMER,
et al., 2002).

Contudo a cultura de células hibridas de mamiferos ¢ ainda limitada em
inimeros aspectos. O tamanho celular e a auséncia de parede celular rigida tornam estas
células mais vulneraveis a agdo mecanica comparada as células dos microrganismos. O uso de
biorreatores na cultura de células de mamiferos tem permitido 6tima relacdo entre o estresse
mecanico e as caracteristicas de transferéncia de massa bem como o controle de pardmetros
dos processos biotecnoldgicas como temperatura ¢ pH quando comparada as condi¢des em
frascos de cultura celular, frascos Schott e Spinner (SCHNEIDER et al., 1996; CHU et al.,

2001; KRETZMER, et al., 2002).

3.2 - OS ANTICORPOS MONOCLONAIS NA ATUALIDADE

Apo6s o advento da tecnologia para a producdo de AMs descrita por Kohler e
Milstein em 1975, esta técnica tem sido utilizada na produ¢@o de anticorpos contra intimeros
antigenos. No contexto das transfusdes sanguineas, a partir do final dos anos 70, tanto a
Inglaterra quanto o Canadd produziram imunoglobulinas contra o sistema ABO, com
caracteristicas adequadas para a utilizacdo na classificago eritrocitaria. Desde entdo, os AMs
tem sido progressivamente utilizados como reativos na hemoclassificacdo em substituicao aos
anticorpos policlonais antes utilizados para esta finalidade e estas imunoglobulinas tem sido
produzidas em escala industrial com a conseqiiente diminui¢do dos custos de produto final e
maior disponibilizacdo ao homem.

A metodologia da produg¢dao de AMs ¢ dispendiosa, demandando muito tempo
e ¢ suscetivel a influéncia por fatores extrinsecos como a contamina¢ao por microrganismos
ou ainda por fatores intrinsecos como respostas imunes aos antigenos produzidos pelas

cobaias o que pode retardar a obtencdo do produto desejado. O estudo das caracteristicas de
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crescimento e expressao do produto de uma linhagem celular normalmente ¢ iniciado em
pequenos frascos em escala laboratorial e apés aquisicdo de dados necessarios para aumento
de escala estas linhagens s3o cultivadas em escalas maiores (KRETZMER, et al., 2002).

Atualmente, utiliza-se uma grande variedade de antigenos para a produgdo de
AMs com especificidade ao sistema sanguineo ABO como: grupos eritrocitarios especificos,
membranas celulares de amidalas humanas, linhas de células de cancer de colon humano,
saliva humana, oligossacarideos sintéticos dentre outros.

Apo6s obtencao dos hibridomas, é necessario uma investigagdo criteriosa a fim
de selecionar as células capazes de secretar os AMs com alta especificidade ao antigeno de
interesse.

Os monoclonais sdo vendidos nos Estados Unidos desde 1978 e, no Brasil,
desde meados dos anos 80, sobretudo como reagentes para diagnosticos.

A producdo de hibridomas que secretam AMs com especificidade de ataque a
proteinas de interesse estd sendo vastamente utilizada em clinicas médicas e na industria
farmac€utica com inimeras aplicagdes, desde para o diagndstico e tratamento de certas
doengas como cancer e artrite, doengas auto imune e inflamatoérias como na purificacdo de
substancias de interesse cientifico e tecnoldgico (PAVLOU et al., 2005).

Desta forma, a crescente demanda por AMs impulsiona e estimula a
otimizagdo dos processos de produgdo destas células. A concentragdo e evolu¢do dos
substratos e produtos ¢ um fator chave para o conhecimento da cinética da cultura dos
hibridomas, assim, a obten¢do de parametros cinéticos que descrevam o crescimento celular, o
consumo de nutrientes ¢ a produgcdo do produto desejado sdo de grande valor para o
aperfeicoamento do bioprocesso de cultivo destas células. Estes parametros poderdo ser muito
utilizados para projetar e avaliar os processos de producdo em alta escala (LEGAZPI et al.,

2005).
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3.3 - OS PRINCIPAIS SUBSTRATOS NECESSARIOS NO CULTIVO

O esgotamento dos nutrientes necessarios para o perfeito crescimento celular
durante o cultivo tipicamente resulta na diminui¢do da concentracdo celular no cultivo (JO et
al., 1993). A suplementacdo do meio de cultura com os substratos exauridos devido as
necessidades de cada linhagem celular em estudo ¢ importante por promover maior densidade
celular no cultivo e maior rendimento do produto desejado (DUVAL et al., 1991; SANFELIU
et al., 1996).

Em linhagens de células hibridas geralmente o consumo de glicose e glutamina
ocorrem de forma diferenciada em comparag@o com células normais e geralmente as células
hibridas apresentam altas velocidades de consumo destes nutrientes. Como conseqiiéncia,
estas linhagens geralmente apresentam uma pobre exploracdo destas fontes de energia e
produzem grandes quantidades de 4cido latico e ion amdnio que sdo metabolitos toxicos
(substancias indesejadas ao cultivo celular) (SANFELIU et al., 1997).

O agucar D-Glicose e o aminoacido L-Glutamina sdo as principais fontes de
carbono e energia para as células dos hibridomas. Parte do metabolismo da L-Glutamina ¢
responsavel pela produciao de glutamato e ions amonio, ja o metabolismo da glicose produz
entre outros lactato. Entretanto, L-Glutamina e D-Glicose sdo nutrientes fundamentais para o
perfeito desenvolvimento da cultura de hibridomas, porém ions amonio e lactato sdo produtos
do metabolismo celular que podem atuar como inibidores quando suas concentragdes
alcangarem valores altos para a cultura (GLACKEN et al., 1986; MILLER et al., 1988;
GAMBHIR et al., 1999; LEGAZPI et al., 2005).

O aminoacido L-Glutamina pode ser catabolizado por trés caminhos diferentes.
O primeiro ¢ a completa oxidacdo através do ciclo do acido citrico. O segundo ¢ a oxidagao

parcial até lactato, o ultimo é outra oxidagdo parcial produzindo aspartato pela aspartase
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aminotransferase ou produzindo alanina pela alanina aminotransferase. Respectivamente, 24-
27, 6-9 ¢ 9 mols de adenosina trifosfato (ATP) sdo produzidos por mol de L-Glutamina usada
(JEONG et al., 1995). Ja a D-Glicose ¢ metabolizada até piruvato via glicolise. Se a molécula
de piruvato ¢ reduzida a lactato somente 2 moles de ATP sdo produzidos por mol de D-
Glicose catabolizado. Alternativamente, piruvato pode entrar no ciclo de Kreb’s via acetil
CoA produzindo 36 moles de ATP por mol de glicose catabolizado (GLACKEN et al., 1986).

Alguns autores observaram que a concentragdo de D-Glicose no meio de
cultura regula inversamente o metabolismo da L-Glutamina. O aumento da concentragdo de
D-Glicose reduz o consumo de L-Glutamina e a diminui¢do da concentra¢do de D-Glicose ou
a substituicdo da D-Glicose por outros acucares como frutose ou galactose estimula o
consumo de L-Glutamina. Também, altas concentragoes de L-Glutamina aumentam a taxa de
consumo especifico deste substrato (MILLER et al., 1988; JEONG ef al., 1995).

As limitagdes estequiométricas relacionadas a concentracdo de L-Glutamina
foram alcangadas em valores que variam de concentragdes menores que 1-2 mM de L-
Glutamina (JEONG et al., 1995). Outro fator importante ¢ que a diminui¢do da concentragao
de L-Glutamina no meio de cultura tem um efeito muito significante na morte celular, assim,
manter a concentragdo deste aminoacido em niveis apropriados durante o periodo de cultura é
uma importante estratégia para aumentar a viabilidade celular e a producdo de anticorpos
(MILLER et al., 1988; JEONG et al., 1995).

No decorrer da evolugdo as células eucaridticas superiores perderam a
capacidade de sintetizar uma série de aminodcidos. Tais aminoacidos sdo geralmente
designados por aminoacidos essenciais, enquanto aqueles que as células possuem capacidade
de sintetizar sio chamados de aminoacidos ndo essenciais. Entretanto, a forma como estes
aminoacidos sdo designados pode ser considerada equivocada, pois alguns aminoacidos nao

essenciais sdo, na verdade, necessarios para sintese de nucleotideos (L-Aspartato e L-
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Glutamina) e também a capacidade de sintese pode ser condicional, dependendo da situagao
nutricional, do status proliferativo e das propriedades especificas das células.

O aminoacido L-Cisteina ¢ um aminodcido ndo essencial capaz de ser
sintetizado por células normais e ¢ muito importante para algumas linhagens de hibridomas.
Tem sido relatado que este aminodcido é o primeiro aminoacido a ser totalmente esgotado
para algumas linhagens de hibridomas e esta exautdo ¢ responsavel pela inibigdo do
crescimento celular (SANFELIU et al., 1996; LAMBERT et al., 1975; JO et al., 1990;
DUVAL et al., 1991).

E necessario enfatizar que muitos dos trabalhos realizados com AMs tem sido
desenvolvidos utilizando-se meio de cultura enriquecido com componentes de origem humana
ou animal como soro fetal bovino (SFB) pois sabe-se que este soro contém fatores de
crescimento celular, lipidios, sais minerais, proteinas de transporte de hormonios e outros
moléculas que favorecem o crescimento de hibridomas (CHUCK et al., 1992; SANFELIU et
al., 1996). Algumas desvantagens do uso de SFB sdo: o alto custo do reagente, a falta de
homogeneidade entre os lotes, a preocupacdo com possiveis agentes contaminantes no soro
como a presenca de formas especiais de proteinas chamadas prion que sdo responsaveis pela
encefalopatia espongiforme bovina (doenga da vaca louca que provoca degeneracao cerebral)
e de Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) além da grande presenca de proteinas que
dificultam a purificagdo do produto desejado. Por estas razdes o soro tem sido substituido por
aditivos como sais inorganicos de ferro (LEGAZPI et al., 2005).

Os problemas com o uso de meio de cultura livre de SFB surgem do ndo
conhecimento total das necessidades nutricionais das linhagens celulares e consequentemente
¢ impossivel providenciar todos os componentes necessarios em um meio quimicamente
definido. As condi¢des de crescimento das linhagens celulares tornam-se mais criticas na

auséncia de SFB onde podemos destacar a fragilidade a menores variagdes no valor do pH do
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meio de cultivo toleradas pelas células. Outros inconvenientes incluem a perda do efeito de
protecdo que ¢ exercido pelo SFB contra as forgas de cisalhamento, a exigéncia de reagentes
de melhor qualidade e os longos tempos de adaptacdo ao crescimento na auséncia de SFB
para algumas linhagens celulares.

A suplementacdo do meio de cultura com os nutrientes identificados como
limitantes ao cultivo celular deve ser realizada de forma a ndo alterar a osmolalidade do meio

e a solubilidade dos reagentes garantindo assim perfeita proliferacdo da cultura.

3.4 - ACUMULO DE METABOLITOS

A morte celular é um processo fisioldgico normal e totalmente regulado. A
morte ¢ patoldgica ou "acidental" quando a célula ¢ impedida de manter seus processos vitais
por lesoes fisicas ou quimicas causadas por fatores externos, como variagdes de temperatura
do cultivo, traumas fisicos, produtos téxicos (lactato e ion amonio) e falta de oxigénio. As
lesdes podem ter ainda origem bioldgica, como nas infecgdes por bactérias ou virus. Esse tipo
de morte celular ¢ chamado de necrose.

A necrose ¢ claramente visivel por microscopia eletronica: a célula incha e as
organelas do citoplasma, em particular as mitocondrias, sdo danificadas, mas o nucleo nao
sofre alteracdes significativas. Tais lesdes impedem o controle do equilibrio interno: a agua e
alguns ions (em especial sddio e calcio), normalmente bombeados para fora, fluem livremente
para dentro da célula, que incha e se rompe. A ruptura libera no tecido vizinho o contetido
celular, rico em proteases e outras substancias toxicas capazes de comprometer as condigdes
ideais para a manutencao do cultivo.

O termo apoptose foi criado para descrever somente as mudangas
morfologicas que ocorrem durante a morte celular. Durante a apoptose as células sdo

encolhidas drasticamente, a membrana plasmatica e o reticulo endoplasmatico formam
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vacuolo, a cromatina ¢ condensada ao longo da membrana nuclear, depois formam esferas,
em formas crescentes. Subseqlientemente a célula ¢ fragmentada em compactas estruturas
membranosas chamadas de corpos apoptoticos.

O cultivo de células eucariodticas podem alcangar concentragdes celulares entre
1-2 x 10" por mL. Dois fatores que podem limitar a densidade celular sio a diminuicio de
nutrientes essenciais para o crescimento celular e o acumulo de substancias toxicas capazes de
inibir o crescimento celular no meio de cultivo (CAPIAUMONT et al., 1995; OZTUR et al.,
1992; DUVAL et al., 1992).

Muitos metabolitos t€ém sido citados como téxicos para cultura de células de
mamiferos sendo inibidores de crescimento celular e redutores da sintese de produtos. Os
mais importantes metabolitos mencionados neste contexto sdo ion amonio e lactato
(GLACKEN et al., 1986; HU et al., 1987, CAPIAUMONT et al., 1995; SCHNEIDER et al.,
1996).

O lactato pode ser formado pela oxidagdo incompleta da D-Glicose bem como
outros agucares ¢ aminoacidos como a L-Glutamina. A agdo téxica do acumulo de lactato ¢
devida ao efeito da diminuicdo do pH e aumento da osmolalidade do meio de cultura.
Concentracdes altas de lactato (20-60 mM dependendo da linhagem de células em estudo) se
tornam indesejaveis ao cultivo devido afetar as condi¢cdes de metabolismo e fisiologia celular
além da diminuicdo da viabilidade celular (OZTURK et al,1992; OMASA et al., 1992;
SCHNEIDER et al., 1996; ZHANG et al., 2004).

A formacao de lactato durante o cultivo celular, segundo LUAN et al. (1987¢),
esta diretamente ligada com a concentragao inicial do agiicar D-Glicose no meio de cultura e a
velocidade de crescimento celular. Segundo os autores, altas concentragdes iniciais de D-
Glicose conduzem a altas taxas de formagdo de lactato durante a fase de crescimento

exponencial.
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Em concentragdes menores que 0,1 mM de L-Glutamina a taxa de produgao
especifica de lactato ndo ¢ alta porém a taxa de consumo especifica de D-Glicose ¢ alta. Este
fato pode ser explicado pela necessidade imediata de energia das células, assim, elas
convertem D-Glicose pelo caminho mais eficiente de producao de ATP (JEONG et al., 1995).

A inibicdo pela amodnia apresenta um papel mais importante por caracterizar
um metabdlito mais toxico que o lactato. Concentragdes totais de amdnia e ions amonio entre
2-3 mM tem sido relatadas como prejudiciais por reduzir consideravelmente o crescimento
celular dependendo da linhagem celular e as condigdes de trabalho (McQUEEN et al., 1990;
NEWLAND et al., 1990; OZTURK et al., 1992; NEWLAND et al., 1994; CAPIAUMONT et
al., 1995; SCHNEIDER et al., 1996).

A amonia provém do metabolismo de aminodcidos, principalmente da L-
Glutamina, porém este aminoacido ndo essencial ¢ rotineiramente adicionado ao meio de
cultivo em concentragdes que variam de 2-5 mM por estimular o crescimento celular e a
produgdo de anticorpos. Além de participar da biossintese da purina e pirimidina, a L-
Glutamina é uma excelente fonte de energia, entretanto ¢ um composto instavel e decompde-
se na presenga de luz e em temperatura acima de 37° C em amonia e acido pirrolidone-
carboxilico por Sy, intramolecular. Concentra¢des de acido pirrolidone-carboxilico acima de
20 mM ndo tem afetado o crescimento de hibridomas murinos. O catabolismo completo da L-
Glutamina produz dois mols de amdnia por mol de L-Glutamina. Consequentemente, o
acumulo de amonia no meio de cultivo ndo é devido somente ao metabolismo celular, mas a
decomposi¢do quimica da L-Glutamina e a presenca de aproximadamente 0,5 mM de

NH,OH no soro fetal bovino (SFB) utilizado no cultivo de algumas células eucaridticas

(CAPIAUMONT et al., 1995; SCHNEIDER et al., 1996).
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Assim, a reducao dos metabolitos que se demonstram como substancias toxicas
¢ de fundamental importancia na otimizagdo do cultivo de células de mamiferos

(SCHNEIDER et al., 1996).

3.5- ESTRATEGIAS PARA REDUCAO DE METABOLITOS TOXICOS

As medidas utilizadas na reducdo de amonia em cultura de células animais tém
enfatizado a decomposi¢do da L-Glutamina no meio e com maior importancia a formacao de
amonia devido ao metabolismo dos aminoacidos, principalmente a L-Glutamina sendo as
principais fontes geradoras de amonia (SCHNEIDER et al., 1996).

A producdo do ion amdnio ¢ estimulada pelos altos niveis de L-Glutamina no
meio de cultura e a diminui¢do da concentragdo de L-Glutamina pode reduzir a produgao do
ion amonio (JEONG et al., 1995).

Alguns autores sugerem a substituigdo da L-Glutamina por glutamato no
intuido de diminuir a concentracdo de amodnia gerada pelo metabolismo da L-Glutamina,
contudo € necessario certificar que a linhagem de células em cultivo possui todo o arcabougo
enzimatico necessario para o metabolismo na auséncia de L-Glutamina.

CAPIAUMONT et al. (1995) observaram que a L-Glutamina ¢ essencial para
o crescimento celular e ndo pode ser completamente substituida por glutamato, pois este
possui ineficiente transporte através das membranas celulares principalmente através da
membrana mitocondrial. Também ¢ possivel que a glutamina sintetase enzima necessaria por
converter glutamato em glutamina necessaria para a sintese de alguns acidos nucléicos pode
ser defeituosa em algumas linhagens de hibridomas. Experimentos conduzidos com uso de
resinas que permitiram a diminui¢do da concentracdo de amdnia no meio de cultivo
ocasionaram aumento da densidade celular no cultivo, no entanto houve pequeno aumento na

produgdo de anticorpo.
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TAKAGTI et al. (1995) observaram que o aumento da pressao hidrostatica na
cultura de um hibridoma murino (AFP-27) ocasionou pequena variagdo no crescimento
celular e na taxa de consumo de D-Glicose, porém observou uma diminui¢do na taxa de
conversao de D-Glicose em lactato como efeito do aumento da pressao hidrostatica na fase de
manutengdo celular. Contudo o aumento da pressao hidrostatica proporcionou aumento da
taxa de consumo especifico de L-Glutamina, na taxa de producao especifica de amodnia e na
taxa de producado especifica de anticorpos tanto na fase de crescimento celular quanto na fase

de manutengao celular.

3.6 - OXIGENIO E OUTROS GASES NO CULTIVO

A importancia da presenga de oxigénio em quantidades que satisfacam a
demanda deste gas pela linhagem de células em cultivo ¢ fundamental para o crescimento
celular, pois a obtencdo de energia em grandes quantidades ocorre através da respiracao
celular realizada pelas células eucaridticas além da necessidade do oxigénio em algumas
reagoes de biossintese.

No metabolismo celular, o oxigénio ¢ o ultimo elemento a aceitar elétrons na
cadeia respiratéria, sendo entdo reduzido a dgua, permitindo que ocorra a reoxidacdo das
coenzimas que participam das reagdes de desidrogenacgdo ao longo da glicélise e do ciclo de
Krebs, bem como a estocagem de energia através da transformagdo das moléculas de ADP em
moléculas de ATP, fundamentais para o funcionamento da maquina celular (manutengao,
crescimento, sintese de produtos, transporte ativo entre outros).

Ao se objetivar cultivos com elevadas velocidades de crescimento celular, o
que significa altas velocidades de consumo de fontes de carbono, a fim de que ocorra a

abundancia de elétrons na cadeia respiratoria e geracdo de ATP deverd haver também,
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necessariamente, quantidade suficiente de oxigénio dissolvido para que estes elétrons possam
ser drenados ao final da cadeia respiratoria.

A equagdo estequiométrica de oxidagao completa da glicose ilustra bem esta
situacao:

CH,0,+60,—>6C0O,+6H,0

Assim, para que ocorra a oxidacdo de 1 mol de glicose, ¢ necessario o
consumo de 6 moles de O,.

Desta forma o oxigénio deve ser considerado um nutriente semelhante a outros
dissolvidos no meio de cultura tais como glicose e aminoécidos. Existe, porém, uma
diferenca, a solubilidade do oxigénio ¢ extremamente baixa quando comparada a de outros
nutrientes. Por exemplo, num meio de cultivo, nutrientes dissolvidos tal como a glicose,
podem ser mantidos em concentragdes muito maiores que 10.000 mg.L”, ja o oxigénio, em
condigdes normais de cultivo, apresenta solubilidade geralmente inferior a 10 mg.L™". Por esta
razdo, torna-se necessdrio suprir continuamente o meio de cultura com oxigénio para
assegurar a demanda metabdlica da célula.

SANFELIU et al. (1996) observaram que a quantidade de lactato produzido
aumenta com a diminui¢do da concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura. Uma
forma de superar a limitacdo do crescimento celular pela falta de oxigénio dissolvido no meio
e também a formagdo de bolhas produzidas por alguns impelidores seria o uso de aeracao
indireta com uso de membrana de silicone onde a suplementacdo de oxigénio ¢ dada pela
difusdo do gés pela membrana e desta forma nenhuma bolha ¢ formada (KRETZMER et al.,
2002).

A pressdo parcial de gas carbonico (CO,) pode alcangar valores altos em
reatores de escala industrial e este aumento da pressdo parcial de CO, pode significativamente

inibir o crescimento celular e a expressdao do produto desejado. O CO;, ¢ produzido via
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reagOes catabolicas e € necessario para a sintese de pirimidinas, purinas e alguns acidos. O
CO; dissolvido ¢ hidratado e esta em equilibrio com H* ¢ HCO; de acordo com a equagio

quimica abaixo:
CO,+H,0H,CO,«>H " +HCO;

A inibigdo por CO; ¢ devida em parte a acidificagdo do meio se o pH ndo esta
controlado pela adicdo de base. Se o pH ¢ controlado hd um favorecimento do deslocamento
do equilibrio da reacdo para a direita por um tempo maior o que provoca um aumento da
osmolalidade. Uma prematura morte celular foi observada no cultivo de células de mielomas
NS/0 com uma pCO; de 120 mm Hg, porém ndo foram observadas mudangas na taxa de
producdo especifica destas células (DEZENGOTITA et al., 1998).

Um possivel mecanismo através do qual CO, pode afetar o crescimento e
metabolismo celular ¢ através de mudangas no pH intracelular (pH;), que afeta a atividade de
varias enzimas envolvidas no metabolismo e producao de proteinas. CO, ¢ um gés que difundi

facilmente através da membrana celular, assim, pCO; no interior celular ¢ bastante parecido
com pCO, no meio. Uma vez no interior celular o CO, estabelece equilibrio com H™ e
HCO; o que ocasiona uma diminuicdo do pH; em resposta de um aumento da pCO,
(DEZENGOTITA et al., 1998).

Mecanismo de morte celular por apoptose foi identificado em cultivos em

modo de operagdo em batelada em pCO, 140 mm Hg e 370 mOsm Kg"' (DEZENGOTITA et

al., 1998).

3.7 - INFLUENCIA DO pH NO CULTIVO CELULAR

O crescimento € metabolismo das células de mamiferos sdao extremamente

influenciados por pequenas variagcdes no pH 6timo do meio de cultura onde a producdo de
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lactato ¢ apontada como o principal responsavel pela acidificagcdo do meio de cultura devido a
perda de capacidade de tamponamento (GLACKEN et al., 1986). OZTURK et al.(1991,
1992) encontraram que a taxa de crescimento de hibridomas foi 6tima em pH 7.2, porém a
taxa de producdo especifica de anticorpos aumentou duas vezes em valores menores de pH.
Eles também encontraram que a taxa de consumo de glicose e glutamina e a taxa de producao
de lactato e amdnia aumentaram em elevados valores de pH.

Segundo MUSGROVE et al. (1987) os hibridomas s3o muito sensiveis a
variagdes de pH e sdo capazes de manter o pH intracelular em valores controlados mesmo o
pH extracelular estando em valores proximos a 6,5. Entretanto valores de pH extracelulares
abaixo de 6,5 proporciona a acidificagdo do meio intracelular conduzindo a morte ou estado
de repouso das células.

A morte celular libera uma variedade de enzimas e DNA celular no
sobrenadante de cultivo que podem alterar a qualidade do produto desejado (KRETZMER, et
al., 2002). Valores de pH podem influenciar também nas caracteristicas do produto
principalmente na glicosilacao.

Segundo DOYLE et al. (1990) a inibi¢do do crescimento celular mediada pelo

ion amonio varia com o pH do meio de cultura.

3.8 - EFEITOS DA AGITACAO NO CULTIVO

Com respeito as condi¢des de cultura, as culturas de hibridomas tém sido
realizadas em frascos estaticos, entretanto muitos autores tém descrito a influéncia da agitagao
no crescimento dos hibridomas. A agitagdo da cultura favorece o transporte de nutrientes e
oxigénio em direcdo as células além de remover CO, de forma mais eficiente que em culturas
estaticas, entretanto a auséncia de uma parede celular resistente a choques mecanicos torna

estas células mais frageis ao estresse mecanico e ao fenomeno da cavitacdo (LEGAZPI et al.,
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2005). Alguns autores t€ém estudado a protecdo contra esses distirbios e tem apontado o SFB
e surfactantes como aditivos que minimizam o estresse provocado pela agitagao.

O surfactante Pluronic F-68 ¢ um bloco bifuncional copolimérico
(poly[oxietileno-co-oxipropileno]) surfactante terminado em grupos hidroxilas primarias,
funcionando como um surfactante ndo idnico. E largamente utilizado em culturas de células
como protetor contra o cisalhamento, por possuir propriedades de reagdo com a membrana
tornando-as mais resistentes e sem alterar significativamente a viscosidade do meio de
cultura.

Os hibridomas sdo capazes de crescer em suspensao € como este tipo de
configurac¢do € o mais apropriado em termos de confiabilidade e possibilidade de aumentos de
escala, os hibridomas podem ser cultivados em biorreatores agitados em diversos modos de
operacdo, a ser escolhido com base na caracterizagdo dos parametros cinéticos de cada
linhagem celular em estudo. Também se faz necessario, no desenvolvimento de um processo
com biorreator, combinar as condi¢cdes de velocidade de agitacdo a oxigenagdo no intuito de

encontrar as condi¢des hidrodinamicas mais adequadas ao cultivo.

3.9 - A EXPRESSAO DAS IMUNOGLOBULINAS

Os anticorpos sdo proteinas complexas usadas pelo sistema imune para
identificar e neutralizar estruturas estranhas como bactérias e virus. Cada anticorpo reconhece
um antigeno especifico. Anticorpos sdo glicoproteinas encontradas no sangue ¢ fluidos de
tecidos e sdo de forma estrutural conhecidos como imunoglobulinas. Eles sdo sintetizados e
secretados pelas células B do sistema imune que s3o ativadas pela presenca de antigenos no
sangue. Os anticorpos possuem a forma de “Y” e as duas algas superiores sdo conhecidas

como variaveis de ligagdo a antigenos.
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As imunoglobulinas estdo agrupadas em cinco classes ou isotipos: IgG, IgA,
IgM, IgD e IgE. Diferencas no dominio constante da cadeia pesada determinam a fungdo e a
qual classes elas pertencem.

IgG é uma imunoglobulina que esta presente no sangue normal em grandes
proporgdes. Esta imunoglobulina pode reconhecer e atacar inumeros tipos de patdogenos como,
por exemplo, virus, bactérias e toxinas produzidas por fungos. Existem 4 subclasses da
imunoglobulina IgG: IgG1, IgG2, IgG3 ¢ IgG4.

As imunoglobulinas IgA representam aproximadamente entre 15 a 20 % das
imunoglobulinas do sangue e s3o primariamente secretadas no trato da mucosa entre o
estdmago e o intestino. Esta imunoglobulina ajuda a combater patogenos ingeridos, inalados
ou que aderem a superficie do corpo. Ela existe em duas formas: /g4 e IgA2.

IgM ¢é uma imunoglobulina que consegue classificar o sangue humano segundo
o sistema sanguineo ABO. E também importante no combate a bactérias. Junto com Igd, IgM
¢ capaz de formar polimeros onde multiplas imunoglobulinas sdo covalentemente ligadas. /g4
pode polimerizar em dimeros enquanto a /gM ¢é encontrada com um pentamero ou hexamero.
Um pequeno peptideo conhecido como corrente J esta ligado em muitos pentdmeros enquanto
hexameros ndo possuem a corrente J devido a limitagdo de espaco no complexo. Devido a
estes polimeros naturais, IgM possui alta avidez e € particularmente efetiva na ativagdo de
proteinas responsaveis pela defesa contra organismos invasores.

As imunoglobulinas IgD constituem aproximadamente 1 % das membranas
dos linfocitos B no plasma. Estas imunoglobulinas estdo envolvidas no desenvolvimento de
células de memoria.

IgE ¢ uma imunoglobulina que pode ser encontrada na superficie da membrana
de basofilos. Esta imunoglobulina estd envolvida com doengas como hipersensibilidade e na

defesa de parasitas como os vermes.
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As imunoglobulinas constituem as proteinas pesadas do plasma.
Frequentemente possuem agucares adicionados (glicosilagdo) na cadeia N-terminal (todos os
anticorpos) e ocasionalmente na cadeia O-terminal (IgAl e IgD) de seus residuos de
aminoacidos.

Para se proteger de muitos antigenos o sistema imunolégico produz milhdes de
anticorpos especificos, cada um diferenciando na por¢ao que detecta e ataca os antigenos.

Muitos autores tém demonstrado que a sintese para a obtencdo de AMs se
torna mais eficiente quando os hibridomas se encontram em estado estacionario do cultivo
(fase onde a concentragdo total de células permanece constante). E sugerido que quando
baixas concentragdes de glutamina estdo disponiveis, as células fazem uso preferencialmente
deste aminoacido para sintetizar anticorpos do que para divisao celular (DEZENGOTITA et
al., 1998).

Ja o aumento da concentracdo de glutamina no meio de cultura durante o
cultivo estimula o crescimento celular e a viabilidade celular além de aumentar a taxa de
produgdo especifica dos anticorpos (JEONG et al., 1995).

DEZENGOTITA et al. (1998) relataram que a taxa de produgdo especifica de
anticorpos foi elevada de aproximadamente 70 % em elevadas pCO,, porém os efeitos do
aumento da pCO, ¢é ainda confuso pois ndo se sabe se as células passam a aumentar a
produtividade especifica de proteinas ou se o aumento da pCO; exerce um papel de expulsar
as proteinas intracelulares presentes no citoplasma.

O aumento da densidade de células viaveis e o prolongamento do tempo de
cultivo resultam em um aumento do valor da integral da densidade de células vidveis em
fungdo do tempo que ¢ conhecido como Indice de Viabilidade (ID) e permite estimar a

otimizagdo de producdo de AMs (ZHANG et al., 2004).
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LUAN et al. (1987a), LUAN et al. (1987b) e ZHANG et al., (2004)
demonstraram que para a maximizacao de producdo de AMs ¢ imprescindivel, além de bom
crescimento celular durante o cultivo, manter as células em estado viavel apés a fase de
crescimento exponencial ou seja aumentar a longevidade do cultivo celular em funcdo do
tempo quando o cultivo atinge a fase estacionaria. Os autores propuseram uma variavel
conhecida como Indice de Viabilidade para avaliagio do pardmetro. Tal observagio remete ao
fato que neste periodo o cultivo dispde do maior numero de células aptas a produ¢ao de AMs
sem necessitar de dispendiosa demanda de substratos como acontece na fase de crescimento
exponencial o que também proporciona menor geragdo de metabolitos toxicos devido ao
menor consumo especifico de glicose e glutamina o que ¢ elucidado pelo consumo de

substratos apenas para manutenc¢ao e biossintese de AMs nesta fase.

3.10 - CULTIVO DE HIBRIDOMAS EM DIFERENTES MODOS DE

OPERACAO

Um dos interesses centrais do estudo do cultivo celular é, sem duavida, a
otimizagdo da produgdo da proteina de interesse. Assim, o desenvolvimento de linhagens
celulares que apresentam bom crescimento e produtividade, a maximizagdo da longevidade do
cultivo celular, a minimizagao da produ¢ao de metabolitos toxicos e o controle das condigdes
de desenvolvimento do cultivo sd3o questdes cruciais para se obter éxito no trabalho
(GOERGEN et al., 1992; BIBILA et al., 1995; ZHANG et al., 2004).

SANFELIU et al. (1997) observaram que o conhecimento da fisiologia e
metabolismo dos hibridomas contribui para o desenvolvimento e otimizagdo do processo de
cultura celular. Tal conhecimento contribui para otimizar o meio de cultura, as estratégias de

operacao e um melhor conhecimento de quais sdo os principais substratos ou metabolitos que
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necessitam ser monitorados e controlados no meio de cultura durante o processo para
obtencdo de bom crescimento celular e rendimento do produto.

Nos processos em batelada, todos os nutrientes necessarios para o crescimento
celular e formagdo de produto estdo presentes no meio de cultura prévio para o cultivo. O
oxigénio geralmente ¢ suplementado por aeragdo. O cessar do crescimento da cultura
geralmente reflete a exaustdo dos substratos limitantes no meio. Nos processos em batelada
alimentada um ou mais nutrientes sdo adicionados continuamente ou intermitentemente no
meio de cultura ap6s iniciado o cultivo evitando assim a inibi¢do do crescimento por exaustao
de substrato. Nos processos continuos o meio de cultura contendo todos os nutrientes para o
crescimento da cultura é constantemente adicionado em uma taxa constante a um reator e o
meio de cultivo é simultaneamente removido na mesma taxa de alimentagdo. A Figura 3.2

ilustra os modos de opera¢ao em batelada, batelada alimentada e continuo.

) _\[/\\j _\|/\j|%

S T SO -

(a) Batelada (b) Batelada alimentada ¢) Reator continuo

Figura 3.2 — Representacdo de modo de operagcdo em batelada (a), modo de operacdo em
batelada alimentada (b), modo de operagao continuo (c).

O modo de operagdo em batelada alimentada atualmente representa a escolha
mais atrativa para produgdo de AMs em larga escala devido a simplicidade operacional,
seguranca e flexibilidade na implementagdo de instrumentos além de permitir a reducdo de
formacgao de subprodutos, manter o balanco e a estabilidade da concentra¢do dos nutrientes e
das condi¢des fisicas como pH, temperatura e oxigénio dissolvido (BIBILA et al., 1995;
ZHANG et al., 2004). SANFELIU et al. (1996) obtiveram excelentes resultados operando em

batelada alimentada apos identificacdo dos substratos e metabolitos limitantes ao crescimento
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celular. O modo de operagdo em batelada alimentada permite combinar nutrientes chaves e
adiciona-los de forma simultanea permitindo assim obten¢ao de melhores resultados.

A maximizac¢do da longevidade das células em cultura celular em modo de
operacdo em batelada alimentada ¢ alcancada através da suplementacdo periddica da cultura
com nutrientes que sdo rapidamente consumidos ou exauridos do meio de cultivo e da
identificagdo, através de analises, dos nutrientes limitantes e residuos toxicos. O uso de baixas
concentragdes de oxigénio dissolvido no meio de cultura (REUVENY et al., 1986; PHILLIPS
et al., 1997), baixos valores de pH (HAYTER et al., 1992), temperatura menores que 37 °C e
variagdo da osmolaridade do meio de cultura (OZTURK et al, 1991) também tém
demonstrado em algumas linhagens de hibridomas prolongar a longevidade celular e
aumentar o titulo final de AMs e portanto devem ser considerados no desenvolvimento do
projeto de operagdes em batelada alimentada (BIBILA et al., 1995).

ZHANG et al. (2004) observam que o desenvolvimento de um meio de cultura
ideal para o crescimento da linhagem de célula de interesse e o conhecimento da velocidade
especifica de consumo de cada nutriente sdo questdes chaves para alcangar €xito no processo.

Para a cultura de células de animais e consecutiva producdo de proteinas os
modos de operagdo em processo continuos podem oferecer inimeras vantagens em relagao ao
tradicional modo de operacdo em batelada: aumento da densidade celular e da concentragao
de proteinas, além de baixo consumo de nutrientes (GOERGEN et al., 1992). Porém FRAME
et al. (1990), OZTURK et al. (1990a) e OZTURK et al. (1990b) observaram diferencas
significantes na morfologia e fisiologia celular que proporcionaram mudangas na cinética
celular em culturas de células que foram mantidas em condigdes de crescimento limitado por
extensos periodos de tempo como acontece em processos continuos. FRAMEe et al. (1990)
observaram redu¢des na sintese de proteinas em culturas continuas devido a alteragdes

genéticas ou selecdo de populagdes incapazes de produzir a proteina de interesse.
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GODIA et al. (2002) observaram que além de progressos nos modos de
operagdo no cultivo de células de mamiferos ¢ importante estender as pesquisas para o campo
da engenharia metabdlica e engenharia molecular, pois a combinag¢do destas ciéncias pode
conduzir a progressos mais significativos.

O uso da reposi¢ao de nutrientes que vao se exaurindo do meio de cultivo
possibilita 0 aumento da produtividade volumétrica ou por aumentar a densidade celular no
cultivo ou por aumentar a produtividade especifica (KUNDU, et al., 1998). O cultivo em
suspensdao em modo de operagdo batelada tem se tornado menos comum devido ao fato de
alimentagdo de nutrientes de forma adequada (modo de operagdo batelada alimentada) pode
reduzir o acimulo de substancias toxicas e a oscilagdo de nutrientes permitindo assim atingir
altas densidades celulares e alcancando excelentes produtividades (CHU et al, 2001;
KRETZMER, et al., 2002; MARTIN, et al., 2005).

Muitos trabalhos tem sido realizados em modo de operagdo batelada e batelada
alimentada, obtendo consideraveis aumento no crescimento celular e producdo de AMs e o
modo de operacdo em batelada alimentada tém sido descrito como a escolha mais atrativa
para a producdo de AMs em larga escala (LUAN, et al., 1987 b; EUI-CHEOL et al., 1993;

XIE et al., 1994; BIBILA et al., 1995; ZHOU et al., 1995).

311 - COMENTARIOS FINAIS SOBRE A REVISAO

BIBLIOGRAFICA

A andlise da literatura mostrou que a tecnologia de cultivo de hibridomas para
a producdo de MAbs ¢ um campo que tem se desenvolvido nos ultimos 20 anos e ainda
continua a crescer. Também evidencia que a geracdo de conhecimento para a otimizagdo de
bioprocessos de cultivo em larga escala de novas linhagens de hibridomas demanda estudos

bem elucidativos sobre as caracteristicas fisiologicas e de crescimento celular.
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4 - MATERIAIS E METODOS

Fazendo-se uma abordagem geral deste trabalho pode-se dizer que se trata de
uma pesquisa em laboratério eminentemente experimental na qual serfo estudadas algumas
caracteristicas cinéticas e fisiologicas de trés hibridomas murinos para que possam ser usadas
de forma confidvel na passagem do processo de cultivo em escala de laboratério para o de
escala de planta piloto e, eventualmente, para o de escala industrial. Os materiais e métodos a

serem utilizados nesta pesquisa serdo detalhados nos préximos paragrafos.

4.1 - MATERIAIS

4.1.1 - LINHAGENS DE HIBRIDOMAS

Foram utilizadas trés linhagens de hibridomas murinos produtoras de

imunoglobulinas com especificidade a antigenos eritrocitarios do sistema sanguineo ABO:

1 - Hibridomas ED7-183A12 produtora de imunoglobulina com especificidade

a antigenos eritrocitarios A (anti-A);

2 - Hibridoma murino NAKA4-56A137 produtora de imunoglobulina com

especificidade a antigenos eritrocitarios B (anti-B);

3 - Hibridoma murino TANI1-112A18 produtora de imunoglobulina com

especificidade a antigenos eritrocitarios AB (anti-AB).

As linhagens dos hibridomas em estudo foram disponibilizadas pelo
Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual de Sdo Paulo

(UNESP).
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4.1.2 - MEIO DE CULTURA UTILIZADO

O meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO™) contendo concentracdes que
variaram de 20 -10 % v/v SFB foi utilizado no cultivo dos hibridomas murinos. A Tabela 4.1
fornece a composicdo do meio de cultura que foi utilizado durante os experimentos
realizados.

Tabela 4.1 — Composi¢io do meio de cultura utilizado no cultivo dos hibridomas

murinos.
Componente Volume adicionado

Meio RPMI 1640 em p6 (GIBCO™) 104 g
Agua Milli-Q 1000 mL
Solucdo de Glicose 30 % p/v 12 mL
Piruvato de Sodio 10,0 mL
L-Glutamina 200mM (GIBCO'™) 10,0 mL
Antibiotic-Antimycotic (GIBCO'") 10,0 mL
Acido Oxalacético 10,0 mL
Insulina 2,0 mL
Mercaptoetanol 1,0 mL
Solugio aminoacidos essenciais (GIBCO'™™) 10,0 mL
Solugdo aminoacidos ndo essenciais (GIBCO'") 5,0 mL
Bicarbonato de Sédio (P.A) 20g

4.1.3 - CORANTES

Foi utilizada uma solu¢do aquosa de 0,4% azul de Tripan (Trypan Blue, Sigma

T-6146), como corante para o método de exclusdo por corantes.

4.1.4 - EQUIPAMENTOS

4.1.4.1 - CAMARA ASSEPTICA

Foi utilizada cdmara asséptica de fluxo laminar (Biological Safety Cabinet

Baker Company (USA) Steril GARD®III Advance®, model SG403/SG603 — Class II bilogical
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Safety Cabinet) contendo lampada germicida UV, em todas as etapas nas quais serdao
manipuladas as células. A camara minimiza a possibilidade de contaminagdo e a presenca de
poeira, pela passagem constante de um fluxo laminar permitindo que haja uma maior

seguranga na manipulagdo das células.

4.1.4.2 - CENTRIFUGA

Nos métodos de centrifugagdo foi utilizado Centrifuga Excelsa Baby I
(FANEM®, modelo 206) e o cultivo foi realizado em incubadora de CO, (WATERJACKET

CO, INCUBATORS, SHEL LAB, modelo 2323-2).

4.1.4.3 — SISTEMA DE FILTRACAO

A esterilizagdo do meio de cultura foi obtida por filtragdo através de sistema de
filtracdo com uso de membrana Millipore GS em éster de celulose, 0,22 um de poro, 142 mm

de didmetro, branca, lisa.

4.1.4.4 —- MICROSCOPIO

Para os métodos de contagem celular em crescimento foi utilizado o
microscopio de campo invertido da marca Olympus modelo CK30 lente de aumento de 20 X
onde a amostra foi colocada numa Camara de Neubauer (Improved Neubauer, altura 1/10
mm, Bright Line — BOECO, Alemanha) de volume pré-definido e a contagem manual foi

realizada com auxilio de contador manual da marca IVO.
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4.1.4.5 - FRASCOS DE CULTURA E VIDRARIAS

Foram utilizadas frascos de cultura celular (frascos T) de 25 cm® ¢ 75 cm” da
marca Corning de poliestireno com superficie tratada e estéril, frascos Schott (marca BOECO,
250 mL, Alemanha), frascos Spinner (marca WHEATON, 500 mL).

As vidrarias e demais utensilios envolvidos na realizagdo do processo de
cultivo celular foram esterilizados em autoclaves da marca FABBE LTDA, por 30 minutos a

121°C.

4.2 - METODOS

4.2.1 - ANALISES QUIMICAS

Os experimentos de cultivo foram acompanhados através da analise da
concentragdo dos nutrientes (D-Glicose e aminoacidos) e metabolitos (lactato, amonia) ao
longo dos cultivos realizados na temperatura de 37 °C, 5 % v/v CO, e pH inicial de
aproximadamente 7,35.

Concentracdo de L-Glutamina e outros aminoécidos foram obtidas por HPLC
marca Waters 717 plus Autosampler (detector UV — 254nm) usando uma coluna de fase
reversa (Pico.Tag"® column — 3.9 mm x 30 cm) depois da derivatizacdo das amostras segundo
metodologia Waters. A concentracdo de D-Glicose e lactato foram obtidas usando uma coluna
(Aminex® HPX-87H column 300 x 7.8 mm) usando como eluente solugio de acido sulfurico

5,0 mmol.L™".
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4.2.2 - CONTAGEM E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO

CELULAR

O acompanhamento da concentragdo celular e da viabilidade celular durante o
cultivo foram realizados através do método de exclusdo de corante utilizando solu¢do aquosa
de 0,4 % azul de trypan (Trypan Blue, Sigma T-6146) (Freshney, 1994).

A concentragao de células foi determinada pela contagem em camara de
Neubauer. Para tal eram retiradas amostras do cultivo de 20 pl. que em seguida eram
misturadas com 20uL de uma solucdo aquosa 0,4 % de Trypan Blue. Com ajuda de uma
micropipeta colocava-se uma aliquota de 10pL. da amostra corada numa camara de Neubauer
previamente montada e fazia-se a contagem no microscopio Otico com magnificagdo de 20
vezes. As células ndo coradas eram classificadas como células viaveis, ja as células coradas
eram classificadas como células invidveis.

A concentracdo celular era calculada como numero de células totais de acordo
com a equagdo 1. J& a viabilidade celular era calculada pela razdo entre o nimero de células

viaveis e o niumero de células totais no meio de acordo com a equacgao 2.

N, x Dx10* = X, (Células Totais x mL™") Equacdo 1

l;v—'/ x 100 =Y % (Células Viaveis) Equacao 2
t

Onde:

N = ntimero de células totais

ny = numero de células viaveis

Xt € o numero de células totais por mL

Y ¢ o valor em porcentagem da viabilidade celular

D = fator de diluicao para hibridomas: D =2
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O volume do quadrante no hamacitometro utilizado para a contagem de células

(vide Figura 4.1) era de 10 mL.

— =

—

|| FHRRRERRA | |
Figura 4.1 — Representagdo de camara de Neubauer utilizada nas contagens de células de
hibridomas.

4.2.3 - VELOCIDADE ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO

CELULAR

A partir dos resultados obtidos nos cultivos dos hibridomas em estudo, que
estdo representados em graficos de concentragdao celular em fungdo do tempo para melhor
compreensdo dos dados, foi possivel determinar a velocidade especifica maxima de
crescimento celular, pmax, considerando-se a seguinte equagao abaixo:

1

= Equacao 3
X (Equagéo 3)

7,

Onde, p ¢ a velocidade especifica de crescimento celular, X é a concentragdo
de células viaveis (em células .mL") e t (em horas) & tempo de cultivo. Na regido onde o

crescimento celular ocorre de forma exponencial temos:

1 dX
——=cte=U_, Equacao 4
X Mo (Equagdo 4)

Integrando a equagdo 4 obtemos a equagao 5:
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InX=InX,+u,, x(t—t,) (Equagdo 5)
Onde, o indice X, ¢ o numero de células viaveis no inicio da fase exponencial

de crescimento celular e o valor de pmsx € 0 coeficiente angular do gréfico InX versus t.

4.2.4 - TEMPO DE GERACAO, T

A determinacdo do tempo de geracdo, T (em horas), foi obtida considerando-
se a seguinte equagao:

_In2

T. =
/’l max

G

(Equacao 6)

4.2.5 — PROCEDIMENTO DE CONGELAMENTO E ESTOCAGEM

DOS TRES HIBRIDOMAS

Durante o trabalho as etapas de congelamento e estocagem das trés linhagens
de hibridomas murinos eram realizadas seguindo as etapas descritas a seguir:

1 - As linhagens celulares utilizadas durante os experimentos eram
descongeladas e cultivadas em 5 mL de meio RPMI 1640 a 20 % v/v de SFB em frascos de
cultura celular de 25 cm? sendo a concentracio inicial celular igual a 2,0 x 10° células.mL™" O
meio de cultura RPMI 1640 utilizado para o cultivo era devidamente acondicionado em
geladeira sob temperatura de 4 °C no intuito de evitar degradagdo dos reagentes. Para ser
reutilizado, era previamente aquecido a temperatura de 37°C;

2 - As células no frasco de cultura celular de 25 cm® eram acondicionadas em
incubadora a temperatura de 37°C e concentragdo de 5 % v/v do gas CO,. Apds atingirem
viabilidade celular acima de 95% a cultura era centrifugada a 800 rpm durante 5 minutos e o

pellet formado ressuspendido com meio fresco em frasco de cultura celular de 75 cm® com o
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intuito de ampliar a cultura, mantendo 2,0 x 10° células.mL" a concentracdo celular do
inoculo;

3 - Estando a cultura em fase de crescimento exponencial as células eram
centrifugadas a 800 rpm durante 5 minutos. Apds descarte do sobrenadante, o “pellet”
formado era ressuspendido com solug¢ao de SFB (90 % v/v) e Dimetil Sulfoxido (DMSO, 10
% v/v) que era previamente preparada sob condigdes de assepsia e resfriada a temperatura de
aproximadamente 37 °C no intuito de evitar danos as células devido a choque térmico;

4 - Amostras de 1,0 mL contendo 1,0 x 10° células.mL' eram transferidas para
criotubos e acondicionadas em recipiente adequado, imersas em alcool isopropilico, ¢ a
seguir, levadas a temperatura de aproximadamente -80 °C durante 24 horas;

5 - Apds acondicionamento a -80 °C durante 24 horas, os criotubos eram

levados a armazenamento em nitrogénio liquido a uma temperatura de -196 °C.

4.2.6 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL REALIZADO NO

CULTIVO DOS TRES HIBRIDOMAS

Durante as Etapas 1 e 2 do trabalho os experimentos foram realizados os
seguintes procedimentos para cultivo dos hibridomas, cujo esquema estd representado na
Figura 4.2.

As células em estudo eram mantidas estocadas em nitrogénio liquido (—196 °C)
onde havia preservacao deste material por periodos que podiam chegar a alguns meses.

Para serem utilizados em cultura eram ativados em frascos de cultura celular
de 25 cm’ utilizando nesta etapa sempre meio de cultura contendo 20 % v/v SFB. Ao
recuperar sua viabilidade (90 - 95 %) as células eram inoculadas em 5 mL de meio RPMI
1640 em frasco de cultura de 25 cm” em uma concentracdo de 2 x 10° células.mL™. O meio de

cultura RPMI 1640 utilizado para o cultivo era devidamente acondicionado em geladeira sob
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temperatura de 4 °C no intuito de evitar degrada¢ao dos reagentes. Para ser reutilizado, era

previamente aquecido a temperatura de 37°C.

Figura 4.2 — Representacdo esquematica do procedimento do cultivo dos hibridomas.
Iniciava-se com o descongelamento do criotubo proveniente do nitrogénio liquido, seguido de
cultivo estatico em frascos de cultura celular de 25 cm” e 75 cm? até atingir concentragio
celular desejada. A seguir, fazia-se cultivo em frasco Schott sob agitacdo com barra magnética
no intuito de adaptar as células ao estresse mecanico do cultivo dinamico. Finalmente, fazia-
se o cultivo em frasco Spinner devidamente aerado com uso de sistema de membrana de
silicone.

As células no frasco de cultura celular de 25 cm® eram acondicionadas em
incubadora a temperatura de 37°C e concentragdo de 5 % v/v do gas CO,. Apos
aproximadamente 24 horas de cultivo as cé€lulas atingiam uma concentracao suficiente com
viabilidade acima de 95 % para inocular um frasco de cultura celular de 75 cm® com
concentracdo inicial de indculo de 2,0 x 10° células.mL™'. Entdo a cultura era centrifugada e o
pellet formado ressuspendido em frasco de cultura de 75 cm? mantendo 2.0 x 10° células.mL ™
a concentragdo celular do inéculo. A medida que a concentragdo celular aumentava e a
viabilidade celular se mantinha em valores acima de 95 % as células passavam a ser
cultivadas em frasco Schott de 250 mL, com um volume de trabalho de 55 mL, sendo a
concentracdo inicial do indculo sempre mantida em 2,0 x 10° células.mL™. As células eram
cultivadas em frascos Schott sob progressivo aumento de agitacdo do meio mediante o uso de
barra magnética no intuito de adaptar a cultura celular a condigdes de alto cisalhamento
provocado pela agitagdo, visto que em frasco de cultura celular o cultivo acontecia de forma

estatica.
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Estando a viabilidade celular superior a 90 % e o niimero de células sendo
suficiente para preparo do inoculo para frasco Spinner, as células eram centrifugadas e
ressuspendidas em meio de cultura e, em seguida, eram transferidas assepticamente para
frasco Spinner de 500 mL contendo 200 mL de meio RPMI 1640 onde a concentracdo inicial
celular deveria ser de 2,0 x 10° células.mL ™.

O frasco Spinner contendo meio inoculado era acondicionado em incubadora a
temperatura de 37°C numa concentra¢ao de 5 % v/v do gas CO,, pH em 7,35 e rotagdo que
variava de acordo com o hibridoma em estudo. Eram retiradas assepticamente amostras em
intervalos de aproximadamente 8-12 horas com wuso de micropipetas para realizar
determinagdo da concentragdo dos nutrientes (glutamina, glicose e aminoacidos), metabolitos
(lactato e amonia), além da concentracdo celular para determinagao da taxa de crescimento ¢ a
respectiva viabilidade celular.

A concentracdo do ion amdnio ao longo dos cultivos era obtida através do uso
de eletrodo de ion seletivo amonio (Orion, modelo 93-18).

Para as trés linhagens de hibridomas (anti-A, anti-B e anti-AB) era realizado
um primeiro experimento em modo de operagdo em batelada onde eram obtidos os parametros
cinéticos e o comportamento dos nutrientes, metaboélitos e produtos durante o cultivo celular.
Apoés a realizagdo do primeiro experimento e a analise dos dados obtidos, um segundo
experimento em modo de operagdo em batelada para cada linhagem era realizado, porém,

nesta ocasido com modificagdo da concentragdo de alguns componentes do meio de cultura.

4.2.7 - PLANEJAMENTO DO TRABALHO

A programacao dos experimentos para atingir os objetivos estabelecidos para a

presente pesquisa ficou da seguinte forma:
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Tabela 4.2 — Programacio geral dos experimentos de cultivo que foram realizados com
os trés hibridomas.

Etapa Atividade

Finalidade

Experimentos em frasco Spinner 500 mL
1 com volume de trabalho de 200 mL a
temperatura de 37 °C em concentragdo de

20% v/v SFB

Identificar fatores limitantes do
crescimento  celular e  estimar
parametros cinéticos de crescimento

de cada hibridoma.

Experimentos em frasco Spinner 500 mL
2 com volume de trabalho de 200 mL a
temperatura de 37 °C em concentragdo de

10% v/v SFB

Identificar fatores limitantes de
crescimento  celular e  estimar
parametros cinéticos de crescimento

de cada hibridoma.

Os experimentos de cultivo na presenca de 20 % v/v de SFB forneceriam

dados sobre o metabolismo e crescimento dos hibridomas em condi¢des bastante favoraveis

de cultivo. Ja os experimentos a 10 % v/v de SFB forneceriam informagdes sobre o

metabolismo e crescimento em condi¢des de cultivo mais proximas das que seriam utilizadas

num processo de producdo de anticorpos monoclonais em larga escala, onde a presenca de

SFB ¢ desestimulada pelos orgaos reguladores. Os experimentos nas duas concentragdes de

SFB também permitiriam conhecer a adequabilidade do meio de cultura para cada um dos

hibridomas possibilitando a identificacio de componentes chaves que estariam limitando o

crescimento ou a producao de cada um dos anticorpos monoclonais.

5-RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram organizados para as trés diferentes linhagens celulares

em estudo em duas diferentes etapas seguindo a ordem cronoldgica em que foram realizados

objetivando assim uma melhor compreensao dos resultados obtidos.
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5.1-ETAPA1

Na primeira etapa do trabalho foi realizado um primeiro experimento em modo
de operagdo em batelada com cada uma das trés linhagens celulares em estudo onde foram
levantados parametros cinéticos e dados da evolu¢ao dos nutrientes, metabolitos e produtos

durante o cultivo celular.

5.1.1 - EXPERIMENTO I-ED-20%

Foi realizado um cultivo do hibridoma ED7-183A12 - aA em frasco Spinner
com volume de trabalho 200 mL cultivado a 20 % v/v de SFB (Cultilab), aproximadamente
25 mM D-Glicose, 4,05 mM L-Glutamina em incubadora de CO,, 5 % v/v do gas CO, e
temperatura de 37 °C, onde a concentragdo inicial de inoculo foi de aproximadamente 2,0 x
10° células.mL™. Os resultados representados nas Figuras 5.1, 5.2, e 5.3 apresentam a
evolucdo do crescimento celular, consumo e geracdo de substratos ¢ geracao de metabolitos
durante o cultivo do Experimento [-ED-20%. O cultivo foi aerado apds 27 horas com sistema
de membrana de silicone na qual as vazdes que passaram através da membrana variaram de
0,5L.mL"a 1,15 L.mL". A agitacdo foi mantida em 75 rpm durante o cultivo e o pH do meio
de cultivo corrigido com solu¢do de NaOH 0,4 M (solvente PBS).

A velocidade especifica maxima de crescimento celular na fase exponencial
apresentado pela linhagem celular ED7-183A12 em frasco Spinner no Experimento I-ED-
20% foi de pmax = 0,0498 h™' e o tempo de geragdo também obtido na fase exponencial de

crescimento celular foi de 13,92 horas.
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Figura 5.1 — Evolu¢do do crescimento celular, viabilidade e pH durante o cultivo no
Experimento [-ED-20% realizado com o hibridoma ED7-183A12.
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Figura 5.2 — Evolucdo do consumo de substratos e geragao de metabdlitos lactato e acido
glutamico no Experimento I-ED-20% realizado com o hibridoma ED7-183A12.
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Figura 5.3 — Evolu¢do do consumo e geracdo de aminodcidos durante o cultivo celular no
Experimento I-ED-20% realizado com o hibridoma ED7-183A12.

Tabela 5.1 — Consumo e geracio de aminoacidos durante o Experimento I-ED-20%

Aminoacido | Consumo /Geracéo (%)
Asp 8,1
Glu -36,2
Ser 96,0
Gin 100,0
His 40,8
Arg 79,8
Thr 70,5
Ala -525,2
Pro -13,0
Tyr 77,0
Val 73,2
Met 100,0

Cys(2) 100,0
lle 83,4
Leu 9,7
Phe 68,2
Lys 86,7

Nota: A porcentagem de geracdo e ou consumo dos aminoacidos foi obtida utilizando-se do
ponto inicial e final ndo levando em conta a oscilagdo nas concentragdes dos mesmos ao
longo do cultivo. Os valores positivos denotam o consumo de aminoacidos e os valores
negativos indicam a geracdo de aminoacidos durante o cultivo.
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A analise da Figura 5.1 evidencia uma diminui¢ao da concentragdao de c€lulas
viaveis e queda da viabilidade celular ap6s aproximadamente 48 horas do cultivo o que pode
ser explicado pelo total consumo do aminoacido glutamina do meio de cultura além da alta
concentragdo de lactato (25 mM) e baixo valor de pH do meio de cultivo provavelmente
devido ao metabolismo diferenciado em relagdo ao consumo de glicose das células
mielomatosas e também devido a uma possivel baixa concentracao de oxigénio dissolvido no
meio de cultura.

A analise da Figura 5.2 permite verificar que a concentracdo de glicose apods
término do Experimento I-ED-20% variou de 22,3 mM inicial a 0,6 mM no final do cultivo, o
que sugere que, em estudos posteriores, a concentracdo inicial deste substrato pode ser
adicionado em maiores concentracdes no intuito de evitar limitagdo de crescimento celular
devido exaustdo deste acucar, porém se reveste de grande interesse o estudo preliminar do
comportamento metabolico da linhagem em questdo frente a diferentes concentragdes de
substratos.

Os resultados apresentados sugerem que para os proximos experimentos a
serem realizados os aminodcidos que apresentaram baixa concentracdo de acordo com o0s
dados da Tabela 5.1 sejam adicionados ao meio de cultura para assegurar melhor crescimento
celular conforme sugere Jo et al. (1993). Também deverd ser realizada adaptacdo dos
hibridomas para crescimento em 10 % v/v de SFB e assim os experimentos seguintes serdo
comparados com o experimento [-ED-20% ja realizado a 20 % v/v de SFB em termos de
crescimento celular, consumo e geracao de substratos e geracdo de metabdlitos além da

produtividade e qualidade da imunoglobulina de interesse.
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5.1.2 - EXPERIMENTO II-NAKA-20%

Um cultivo seguindo as mesmas iniciativas do Experimento [-ED-20% foi
realizado com o hibridoma NAKA4-56A137 - aB em frasco Spinner com volume de trabalho
200 mL cultivado a 20 % v/v de SFB (Cultilab), aproximadamente 25 mM D-Glicose, 4,05
mM L-Glutamina em incubadora com 5 % v/v do gas CO, e temperatura de 37 °C, onde a
concentracio inicial de indculo foi de aproximadamente 2,0 x 10° células.mL™. Os resultados

representados na Figura 5.4, apresenta a evolucao do crescimento celular.
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Figura 5.4 - Evolucdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o Experimento II-
NAKA-20%-a no cultivo do hibridoma NAKA4-56A137.

O cultivo foi aerado apds 24 horas com sistema de membrana de silicone na
qual as vazdes que passaram através da membrana variaram de 0,5 L.min™ a 1,0 L.min™". A
agitacao foi mantida em 40 rpm durante o cultivo ¢ o pH do meio de cultivo corrigido com
solugdo de NaOH 0,5 M (solvente PBS).

Apoés a analise dos resultados do crescimento constatou-se que o numero de

células ficou abaixo do esperado (1,5-2,0 x 10°), desta forma as analises para identificacio de
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substratos ¢ metabolitos ndo foram realizadas visto que demandariam tempo e gasto de
reagentes. Como o pH do meio de cultivo durante a realizacdo do experimento ¢ controlado
por solucao de NaOH 0,5 M (solvente PBS) acredita-se que volume inadequado de NaOH foi
adicionado ao meio de cultivo o que pode ser evidenciado pela mudanga no comportamento
de crescimento a partir de 32 horas de cultivo. O pH do meio pode ter prejudicado o
crescimento celular.

Um novo cultivo foi realizado com o hibridoma NAKA4-56A137 em frasco
Spinner com volume de trabalho 200 mL cultivado a 20 % v/v de SFB (Cultilab),
aproximadamente 25 mM D-Glicose, 4,05 mM L-Glutamina em incubadora com 5 % v/v do
gas CO, e temperatura de 37 °C, onde a concentragdo inicial de indculo foi de
aproximadamente 2,0 x 10° células.mL™'. Os resultados representados nas Figuras 5.5, 5.6 ¢
5.7 apresentam a evolucao do crescimento celular, consumo e geragdo de substratos e geracao
de metabolitos durante o cultivo do Experimento II-NAKA-20%-b. O cultivo foi acrado apos
24 horas com sistema de membrana de silicone na qual as vazdes que passaram através da
membrana variaram de 0,5 L.min™ a 1,5 L.min™. A agitacio foi mantida em 40 rpm durante o
cultivo e o pH do meio de cultivo corrigido com solugdo de NaOH 0,5 M (solvente PBS).

A velocidade especifica maxima de crescimento celular na fase exponencial
apresentado pela linhagem celular NAKA4-56A137 em frasco Spinner no Experimento II-
NAKA-20%-b foi de pmax = 0,0445 h' e o tempo de geragdo também obtido na fase

exponencial de crescimento celular foi de 15,57 horas.
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Figura 5.5 — Evolug@o do crescimento celular, viabilidade e pH durante
NAKA-20%-b no cultivo do hibridoma NAKA4-56A137.
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Figura 5.7 — Evolucdo do consumo e geragdo de aminoacidos durante o Experimento II-
NAKA-20%-b no cultivo celular do hibridoma NAKA4-56A137.

Tabela 5.2 — Consumo e geracio de aminoacidos durante o Experimento II-NAKA-20%

Aminoacido | Consumo / Geragao (%)
Asp -1,72
Glu -240,52
Ser -24,31
Gin 100
Gly -69,00
His 100
Arg 21,37
Thr -228,57
Ala -113,21
Pro -49,48
Tyr 49,75
Val 68,03
Met 95,16

Cys(2) 100
lle 79,16
Leu 83,16
Phe 69,78
Lys 54,47

Nota: A porcentagem de geragcdo e ou consumo dos aminoacidos foi obtida utilizando-se do
ponto inicial e final ndo levando em conta a oscilagdo nas concentragdes dos mesmos ao
longo do cultivo. Os valores positivos denotam o consumo de aminodcidos e os valores
negativos indicam a geracdo de aminoacidos durante o cultivo.
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A analise da Figura 5.5 evidencia uma diminui¢ao da concentragdao de células
viaveis e queda da viabilidade celular apds aproximadamente 52 horas do cultivo, o que pode
ser explicado pelo total consumo do aminoacido glutamina do meio de cultura além da alta
concentragdo de lactato (35 mM) e baixo valor de pH provavelmente devido ao metabolismo
diferenciado em relagdo ao consumo de glicose das células mielomatosas. Também pode ter
influenciado a baixa concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura.

A analise da Figura 5.6 permite verificar que a concentragdo de glicose apods
término do Experimento II-NAKA-20%-b variou de 26,7 mM inicial a 8,7 mM no final do
cultivo, o que sugere que, em estudos posteriores, a concentragdo inicial deste substrato pode
ser adicionado em menores concentragcdes no intuito de assegurar menor produgdo de lactato,
porém se reveste de grande interesse o estudo preliminar do comportamento metabdlico da
linhagem em questdo frente a diferentes concentragdes de substratos.

Os resultados apresentados sugerem que para os proximos experimentos a
serem realizados os aminodcidos que apresentaram baixa concentracdo de acordo com os
dados da Tabela 5.2 sejam adicionados ao meio de cultura para assegurar melhor crescimento
celular conforme sugere JO et al (1993). Também poderd ser realizada adaptagdo dos
hibridomas em estudo para crescimento em 10 % v/v de SFB e assim os experimentos
seguintes serdo comparados com o experimento [I-NAKA-20%-b ja realizado a 20 % v/v de
SFB em termos de crescimento celular, consumo e geracdo de substratos e geracdo de

metabolitos além da produtividade e qualidade da imunoglobulina de interesse.

5.1.3 - EXPERIEMENTO III-TAN-20%

Durante o preparo de indculo para realizagcdo do experimento com a linhagem
TANI1-112A18 - aAB surgiram problemas de crescimento da linhagem. Ao realizar o

descongelamento da linhagem seguindo os mesmos procedimentos com as linhagens
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anteriores a cultura apresentava-se totalmente morta apos 24 horas. Na tentativa de solucionar
o problema esta linhagem foi ativada nas instalacdes do Hemocentro da Faculdade de
Medicina de Botucatu da Universidade Estadual de Sao Paulo (UNESP).

Um cultivo seguindo as mesmas iniciativas do Experimento [-ED-20% foi
realizado com o hibridoma murino TAN1-112A18 - aAB em frasco Spinner com volume de
trabalho 200 mL cultivado a 20 % v/v de SFB (Cultilab), aproximadamente 25 mM D-
Glicose, 4,05 mM L-Glutamina em incubadora com 5 % v/v do gas CO, e temperatura de 37
°C, em que a concentragdo inicial de indculo foi de aproximadamente 2,0 x 10> células.mL".
Os resultados representados nas Figuras 5.8, 5.9, 5.10, apresentam a evolucdo do crescimento
celular, consumo e geragdo de substratos e geragdo de metabolitos durante o cultivo do
Experimento III-TAN-20%. O cultivo foi aerado apds 24 horas com sistema de membrana de
silicone na qual as vazdes que passaram através da membrana variaram de 0,5 L.min™ a 1,3
L.min". A agitagio foi mantida em 64 rpm durante o cultivo ¢ o pH do meio de cultivo
corrigido com solucao de NaOH 0,4 M (solvente PBS).

A velocidade especifica maxima de crescimento celular na fase exponencial
apresentado pela linhagem celular TANI1-112A18 em frasco Spinner no Experimento III-
TAN-20% foi de pmsx = 0,0320 h'' e o tempo de gera¢io também obtido na fase exponencial

de crescimento celular foi de 21,69 horas.
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Figura 5.8 — Evolucdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o Experimento III-
TAN-20% no cultivo do hibridoma TAN1-112A18.
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Figura 5.10 — Evolugdo do consumo e geracdo de aminoacidos durante o Experimento III-
TAN-20% no cultivo celular do hibridoma TAN1-112A18.

Tabela 5.3 — Consumo e geracio de aminoacidos durante o Experimento III-TAN-20%

Aminoacido | Consumo / Geragao (%)
Asp -30,65
Glu -455,58
Ser -21,68
GIn 100
Gly -22,42
His 12,97
Arg 42,52
Thr 63,80
Ala -299,53
Pro -18,04
Tyr 36,34
Val 44,53
Met 86,53

Cys(2) 64,65
lle 36,92
Leu 40,59
Phe 38,65
Lys 49,36
Trp 20,45

Nota: A porcentagem de geragcdo e ou consumo dos aminoéacidos foi obtida utilizando-se do
ponto inicial e final ndo levando em conta a oscilagdo nas concentragdes dos mesmos ao
longo do cultivo. Os valores positivos denotam o consumo de aminodcidos e os valores
negativos indicam a geracdo de aminoacidos durante o cultivo.
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A analise da Figura 5.8 evidencia uma diminui¢ao da concentragdao de c€lulas
vidveis e queda da viabilidade celular apés aproximadamente 56 horas do cultivo que ¢
acompanhado pela queda do valor de pH além da alta concentragdo de lactato (25mM) do
meio de cultivo provavelmente devido ao metabolismo diferenciado em relacdo ao consumo
de glicose das células mielomatosas e também devido a uma possivel baixa concentra¢do de
oxigénio dissolvido no meio de cultura.

A analise da Figura 5.9 permite verificar que a concentracdo de glicose apos
término do Experimento III-TAN-20% variou de 27,3 mM inicial a 3,21 mM no final do
cultivo, o que sugere que, em estudos posteriores, a concentragdo inicial deste substrato seja
adicionado nas mesmas concentragoes.

Os resultados apresentados sugerem que para os proximos experimentos a
serem realizados os aminoacidos que apresentaram baixa concentracdo de acordo com dados
da Tabela 5.3 sejam adicionados ao meio de cultura para assegurar melhor crescimento
celular conforme sugere JO et al. (1993). Também sera realizada adaptagdo dos hibridomas
em estudo para crescimento em 10 % v/v de SFB e assim os experimentos seguintes serao
comparados com o experimento III-TAN-20% ja realizado a 20 % v/v de SFB em termos de
crescimento celular, consumo e geracdo de substratos e geracdo de metabdlitos além da
produtividade e qualidade da imunoglobulina de interesse.

Para as trés linhagens em que foram realizadas analises de consumo e geragao
de substratos durante o cultivo celular a evolugdo das concentragdes dos aminoacidos
estudados pode ser classificada em trés grupos como sugere Duval ef al. (1991).

Grupo 1: aminoacidos que sdo produzidos durante o cultivo celular como, por
exemplo, a alanina que foi produzida pelas trés linhagens nos experimentos conduzidos a 20
% v/v SFB sendo a linhagem ED7-183A12 a que mais produziu este aminoacido. Ja o acido

glutamico foi produzido pelas trés linhagens nos experimentos conduzidos a 20 % v/v SFB
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sendo a linhagem TANI1-112A18 a que mais produziu este aminodcido o que pode ser
observado através da comparagdo das Tabelas 5.1, 5.2, 5.3.

Grupo 2: aminoacidos que sdo consumidos, porém ndo sdo totalmente
exauridos durante o cultivo celular como ¢ o caso da arginina, tirosina, valina, isoleucina,
leucina, fenilalanina e lisina para os experimentos realizados a 20 % v/v de SFB.

Grupo 3: aminoacidos que s3o rapidamente exauridos durante o cultivo celular.
Para o Experimento I[-ED-20% foi identificado que os aminoacidos glutamina, serina,
metionina e cisteina foram rapidamente exauridos do meio de cultivo. J& o Experimento II-
NAKA-20%-b apresentou total consumo dos aminoacidos glutamina, metionina, histidina e
cisteina e no Experimento III-TAN-20% foram rapidamente exauridos do meio de cultivo os

aminodcidos glutamina, metionina e cisteina.

5.1.4 - COMPARACAO DO COMPORTAMENTO DE CRESCIMENTO

CELULAR A 20 % v/v SFB DAS TRES DIFERENTES LINHAGENS EM ESTUDO

O comportamento de crescimento celular das trés diferentes linhagens de
hibridomas murinos em estudo esta representado na Figura 5.11 onde podemos observar que
as linhagens apresentaram caracteristicas de crescimento diferenciado o que ¢ comprovado
pela diferenca dos valores da velocidade especifica maxima de crescimento celular calculada
durante a fase de crescimento exponencial das trés diferentes culturas em estudo que foi
comparada na Tabela 5.4. Ambos os Experimentos [-ED-20%, II-NAKA-20%-b e III-TAN-
20% foram suplementados com 20 % v/v SFB (Cultilab), aproximadamente 25 mM D-

Glucose € 4,05 mM L-Glutamina.
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Figura 5.11 — Comparacdo do comportamento de crescimento em concentracao de 20 % v/v
de SFB das trés linhagens de hibridomas murinos em estudos.

Tabela 5.4 — Velocidade especifica maxima de crescimento celular em concentragdes de
20 % v/v de SFB das trés diferentes linhagens de hibridomas murinos em estudo.

Experimento Linhagem Velocidade Tempo de Densidade maxima
especifica maxima | geraciio (h) | celular (10°.cell.mL™)
de crescimento
celular (h™)
I-ED-20% ED7-183A12 Umax = 0,0498 13,92 Cxmax = 2,0
II-NAKA-20%-b | NAKA4-56A137 Umax = 0,0445 15,57 Cxmax = 1,77
III-TAN-20% TANI1-112A18 Umax = 0,0320 21,69 Cxtmax = 1,65

5.2-ETAPA 2

Na segunda etapa do trabalho foi realizado um segundo experimento em modo

de operagdo em batelada com cada uma das trés linhagens celulares em estudo onde foram

levantados parametros cinéticos e dados da evolug¢do dos nutrientes, metabolitos e produtos

durante o cultivo celular utilizando meio de cultura com uma concentragao de SFB a 10 % v/v

(Gibco™) e adicao dos aminoacidos que foram exauridos segundo os resultados obtidos na

Etapa 1 deste trabalho.
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5.2.1 - EXPERIMENTO IV-ED-10%

Durante o procedimento de adaptacdo da cultura celular ao crescimento em
concentragdo de 10 % v/v SFB a linhagem celular ED7-183A12 foi ativada em frascos de
cultura celular de 25 cm” utilizando nesta etapa sempre meio de cultura contendo 20 % v/v
SFB. Ao recuperar sua viabilidade para valores em torno de 90 - 95 % ‘num periodo que
demandou 8 dias, as células eram inoculadas em 5 mL de meio RPMI 1640 em frasco de
cultura de 25 cm” em uma concentra¢io de 2 x 10° células.mL™". Foi realizada a passagem da
cultura a cada 24 horas e a diminui¢do gradativa da concentragdo de SFB a cada 48 horas
(20,18.16,14,12,10 % v/v SFB) no intuito de condicionar a cultura celular a se propagar em

10 % v/v de SFB. A Figura 5.12 apresenta a evolucdo da adaptagdo celular a concentragdes

decrescentes de SFB.
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Figura 5.12 — Evolu¢ao da adaptagdao celular da linhagem ED7-183A12 em diferentes
concentragdes de SFB com intuito de conseguir uma adaptagdo estavel a 10 % v/v de SFB.

De acordo com os resultados obtidos no Experimento [-ED-20% foi realizado
um cultivo do hibridoma ED7-183A12 - aA em frasco Spinner com volume de trabalho 200

mL cultivado a 10 % v/v de SFB (Gibco™), aproximadamente 28 mM D-Glicose, 6,0 mM L-
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Glutamina em incubadora de CO;, 9,0 % v/v do gas CO, e temperatura de 37 °C, onde a
concentracio inicial de indculo foi de aproximadamente 2,0 x 10° células.mL™. Os resultados
representados na Figura 5.13 apresentam a evolugdo do crescimento celular durante o cultivo.
O cultivo foi aerado apds 24 horas com sistema de membrana na qual as vazdes que passaram
através da membrana de silicone variaram de 1,0 L. mL" a 1,5 L.mL™".

Durante o cultivo representado na Figura 5.13 a agitacdo foi mantida em 110
rpm ¢ o pH do meio de cultivo corrigido com solucdo de NaOH 0,4 M (solvente PBS).
Acredita-se que o crescimento celular foi limitado devido a inadequado controle de pH do
meio de cultivo e a falta de homogeneidade da agitagdo, pois a interagdo do agitador com
sistema de membrana de aeragdo provocava movimentos bruscos no meio de cultura o que

pode ser prejudicial a cultura.
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Figura 5.13 — Evolucdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o cultivo no
Experimento [V-ED-10%-a realizado com o hibridoma ED7-183A12.

J& o cultivo representado na Figura 5.14 foi realizado na auséncia do sistema
de membrana, sendo a oxigenacao feita pela passagem de ar esterilizado por filtragdo sobre a

superficie do meio de cultura. Apés 24 horas do inicio do experimento o pH do meio de
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cultivo aumentou, o que ficou evidenciado pela mudanca de coloracdo do meio devido a
presenca de indicador vermelho de fenol. Esse aumento deve ter sido provocado pela remogao
do CO; provocada pela corrente de ar escoando sobre a superficie do meio de cultura. A
agitacao foi mantida em 75 rpm e o pH do meio de cultivo corrigido com solugdo de NaOH
0,4 M (solvente PBS) e acredita-se que o crescimento celular foi limitado devido a
inadequado controle de pH, pois apos retirada da passagem de ar e estabelecido novamente o
controle do pH do meio observou-se a 56 horas do inicio do experimento retomada do

crescimento celular.
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Figura 5.14 — Evolucdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o cultivo no
Experimento IV-ED-10%-b realizado com o hibridoma ED7-183A12.

Um novo cultivo, de acordo com os resultados obtidos no Experimento I-ED-
20%, foi realizado com o hibridoma ED7-183A12-0A em frasco Spinner com volume de
trabalho 200 mL cultivado a 10 % v/v de SFB (Gibco™), aproximadamente 28 mM D-
Glicose, 6,0 mM L-Glutamina em incubadora de CO,, 9,0 % v/v do gas CO, e temperatura de
37 °C, onde a concentragao inicial de inoculo foi de aproximadamente 2,0 x 10° células.mL".

Os resultados representados nas Figuras 5.15, 5.16, 5.17 apresentam a evolugdo do
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crescimento celular, consumo e geragao de substratos e geragdao de metabolitos durante o
cultivo do Experimento IV-ED-10%-c. O cultivo foi aerado apds 24 horas com sistema de
membrana de silicone na qual as vazdes que passaram através da membrana variaram de 1,0
L.mL"a 1,5 L.mL". A agitacio foi mantida em 75 rpm durante o cultivo e o pH do meio de
cultivo corrigido com solugdo de NaOH 0,4 M (solvente PBS).

A velocidade especifica maxima de crescimento celular na fase exponencial
apresentado pela linhagem celular ED7-183A12 em frasco Spinner no Experimento IV-ED-
10%-c foi de pmax = 0,0412 h'eo tempo de geragdao também obtido na fase exponencial de
crescimento celular foi de 16,84 horas.
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Figura 5.15 — Evolucdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o cultivo no
Experimento IV-ED-10%-c realizado com o hibridoma ED7-183A12.
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Figura 5.16 - Evolugdo do consumo de glicose e glutamina e geragdo de lactato, ion amdnio e
acido glutdmico durante o Experimento [V-ED-10%-c no cultivo do hibridoma ED7-183A12.
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Figura 5.17 — Evolugo do consumo e geragdo de aminoacidos durante o Experimento IV-ED-
10%-c no cultivo celular do hibridoma ED7-183A12.
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Tabela 5.5 — Consumo e geracio de aminoacidos durante o Experimento IV-ED-10%-c¢

Aminoacido | Consumo / Geragao (%)
Asp -1,08
Glu -294,42
Ser -52,41
Gin 87,0
Gly -12,07
His 40,0
Arg -2,14
Thr -3,26
Ala -810,66
Tyr -76,47
Val 54,55
Met 70,13

Cys(2) 68,75
lle 51,35
Leu 58,30
Phe 75,52
Lys 66,39
Trp -21,07

Nota: A porcentagem de geracdo e ou consumo dos aminoacidos foi obtida utilizando-se do
ponto inicial e final ndo levando em conta a oscilagdo nas concentragdes dos mesmos ao
longo do cultivo. Os valores positivos denotam o consumo de aminodcidos e os valores
negativos indicam a geracdo de aminoacidos durante o cultivo.

Observa-se pela Figura 5.15 uma diminui¢do da concentracdo de células
viaveis seguida da queda da viabilidade celular apds aproximadamente 52 horas do cultivo o
que pode ser explicado pela alta concentragdo de lactato (aproximadamente 28 mM) e baixo
valor de pH do meio de cultivo provavelmente devido ao metabolismo diferenciado em
relacdo ao consumo de glicose das células mielomatosas e também devido a uma possivel
baixa concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura.

A andlise da Figura 5.16 permite verificar que a concentragdo de glicose apds
término do Experimento IV-ED-10%-c variou de 29,3 mM inicial a 1,0 mM no final do
cultivo, o que sugere que, em estudos posteriores, a concentragdo inicial deste substrato possa

ser adicionado em maiores concentragdes no intuito de assegurar limitagdo de crescimento
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celular devido a exaustdo deste agucar, porém se reveste de grande interesse o estudo
preliminar do comportamento metabdlico da linhagem em questdo frente a diferentes
concentragdes de substratos.

Os resultados obtidos no Experimento I-ED-20% e Experimento IV-ED-10%-c
foram plotados no grafico da Figura 5.18 onde é possivel comparar as caracteristicas de

crescimento celular da linhagem ED7-183A12 em diferentes concentra¢des de SFB.
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Figura 5.18 — Comparagdo do comportamento de crescimento do hibridoma ED7-183A12 em
concentragdes de 20 — 10 % v/v de SFB e aumento de 10 % na concentragcdo dos componentes
do meio de cultura.

A andlise da Figura 5.18 permite concluir que o cultivo do hibridoma murino
ED7-183A12 apresentou comportamento de crescimento diferenciado em diferentes
concentragdes de SFB e aminoacidos o que pode ser evidenciado pelos valores de velocidade
especifica de crescimento celular nos Experimentos [-ED-20% e IV-ED-10%-c apresentados
na Tabela 5.6. A adi¢ao de nutrientes que foram exauridos do meio de cultivo resultou em
aumento de 17 % do ntimero total de células para a linhagem do hibridoma ED7-183A12 o
que pode ser verificado pela analise da Figura 5.18, porém a densidade de células viaveis foi

inferior, possivelmente devido a limitacdo de oxigenacdo no meio de cultura e diferente
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comportamento metabolico apresentado pela linhagem na presenca de maior concentragao de

D-Glicose e aminoacidos.

Tabela 5.6 — Comparacio da velocidade especifica maxima de crescimento celular dos
cultivos realizados com a linhagem de hibridoma murino ED7-183A12 em meios de
cultura com diferentes concentracdes de SFB e aminoacidos.

Experimento | Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h') | Tempo de geragio
(h)
I-ED-20% Umax = 0,0498 13,92
I-ED-10%-c Umax = 0,0412 16,84

5.2.2 EXPERIMENTO V-NAKA-10%

Durante o procedimento de adaptacdo da cultura celular ao crescimento em
concentragdo de 10 % v/v SFB a linhagem celular NAKA4-56A137 foi ativada em frascos de
cultura celular de 25 cm? utilizando nesta etapa sempre meio de cultura contendo 20 % v/v
SFB. Ao recuperar sua viabilidade para valores em torno de 90 - 95 % num periodo que
demandou 5 dias, as células eram inoculadas em 5 mL de meio RPMI 1640 em frasco de
cultura de 25 cm? em uma concentra¢io de 2 x 10° células.mL™". Foi realizada a passagem da
cultura a cada 24 horas e a diminui¢ao gradativa da concentracdo de SFB a cada 48 horas
(20,18.16,14,12,10 % v/v SFB) no intuito de condicionar a cultura celular a se propagar em
10 % v/v de SFB. A Figura 5.19 apresenta a evolucdo da adaptagdo celular a concentragdes
decrescentes de SFB.

De acordo com os resultados obtidos no Experimento I[I-NAKA-20% foi
realizado um cultivo do hibridoma NAKA4-56A137 - aB em frasco Spinner com volume de
trabalho 200 mL cultivado a 10 % v/v de SFB (Gibco™), aproximadamente 28 mM D-
Glicose, 6,0 mM L-Glutamina em incubadora de CO,, 9,0 % v/v do gas CO; e temperatura de
37 °C, onde a concentragdo inicial de inéculo foi de aproximadamente 2.0 x 10° células.mL".

Neste experimento o inoculo foi preparado em frascos de cultura e transferido diretamente ao
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frasco Spinner devido a inadequado crescimento celular desta cultura em frasco Schott,
possivelmente devido a alta sensibilidade desta linhagem as condi¢des cisalhantes do frasco
Schott quando a cultura esta suplementada com apenas 10 % v/v de SFB. Os resultados
representados nas Figuras 5.20, 5.21, 5.22 apresentam a evolug¢do do crescimento celular,
consumo ¢ geracdo de substratos e geracao de metabdlitos durante o cultivo do Experimento
V-NAKA-10%-a. O cultivo foi aerado apds 24 horas com sistema de membrana na qual as

~ , J . -1 -1
vazdes que passaram através da membrana de silicone variaram de 0,5 L.mL™" a 1,5 L.mL".
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Figura 5.19 — Evolugdo da viabilidade celular da linhagem NAKA4-56A137 em diferentes
concentragdes de SFB com o intuito de conseguir uma adaptacdo estavel a 10 % v/v de SFB.

Durante o cultivo representado na Figura 5.20 a agitagdo foi mantida em 64
rpm ¢ o pH do meio de cultivo corrigido com solugdo de NaOH 0,4 M (solvente PBS).
Acredita-se que o crescimento celular foi limitado devido a inadequado controle de pH ¢ a
falta de homogeneidade da agitacdo, pois a interagdo do agitador com o sistema de membrana
provocava movimentos bruscos no meio de cultivo que podem ter sido prejudiciais a cultura.
Existe vasta informagdo na literatura especializada mostrando o efeito protetor do SFB da

acdo das forcas hidrodinamicas do fluido (Chuck, et al., 1991; Sanfeliu, et al., 1996).
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A velocidade especifica méxima de crescimento celular na fase exponencial
apresentado pela linhagem celular NAKA4-56A137 em frasco Spinner no Experimento V-
NAKA-10%-a foi de pmsx = 0,0284 h' e o tempo de geragdo também obtido na fase

exponencial de crescimento celular foi de 24,40 horas.
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Figura 5.20 — Evolugdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o cultivo no
Experimento V-NAKA-10%-a realizado com o hibridoma NAKA4-56A137.
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Figura 5.21 - Evolu¢ao do consumo de glicose e glutamina e geracao de lactato, ion amoénio e

acido glutdmico durante o Experimento V-NAKA-10%-a no cultivo do hibridoma NAKA4-
56A137.
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Figura 5.22 — Evolu¢do do consumo e geragdo de aminoacidos durante o Experimento V-
NAKA-10%-a no cultivo celular do hibridoma NAKA4-56A137.

Tabela 5.7 — Consumo e geracio de aminoacidos durante o Experimento V-NAKA-10%-

a
Aminoacido | Consumo / Geragao (%)
Asp 10,42
Glu -602,53
Ser -215,19
Gin 100
Gly -8,73
His -36,67
Arg -0,7
Thr 14,81
Ala -604,07
Tyr -80,0
Val 49,04
Met 68,54
Cys(2) 100
lle 67,73
Leu 74,39
Phe 48,98
Lys 36,40
Trp 7,76

Nota: A porcentagem de geragcdo e ou consumo dos aminoéacidos foi obtida utilizando-se do
ponto inicial e final ndo levando em conta a oscilagdo nas concentragdes dos mesmos ao
longo do cultivo. Os valores positivos denotam o consumo de aminodcidos e os valores
negativos indicam a geracdo de aminoacidos durante o cultivo.
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Observa-se pela Figura 5.20 uma diminuicdo da concentragdo de células
viaveis seguida da queda da viabilidade celular apds aproximadamente 43 horas do cultivo o
que pode ser explicado pela alta concentragdo de lactato (aproximadamente 19 mM) e baixo
valor de pH do meio de cultivo provavelmente devido ao metabolismo diferenciado em
relagdo ao consumo de glicose das células mielomatosas e também devido a uma possivel
baixa concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura.

A andlise da Figura 5.21 permite verificar que a concentragdo de glicose apos
término do Experimento V-NAKA-10%-a variou de 29,5 mM inicial a 19 mM no final do
cultivo, o que sugere que, em estudos posteriores, a concentragdo inicial deste substrato pode
ser adicionado em menores concentragcdes no intuito de assegurar menor produgdo de lactato,
porém se reveste de grande interesse o estudo preliminar do comportamento metabdlico da
linhagem em questao frente a diferentes concentragdes de substratos.

Um novo experimento foi realizado com intuito de verificar o comportamento
de crescimento celular apresentado no Experimento V-NAKA-10%-a. De acordo com os
resultados obtidos nos Experimentos [I-NAKA-20% e V-NAKA-10%-a foi realizado um
cultivo do hibridoma NAKA4-56A137 - aB em frasco Spinner com volume de trabalho 200
mL cultivado a 10 % v/v de SFB (Gibco™), aproximadamente 28 mM D-Glicose, 6,0 mM L-
Glutamina em incubadora de CO;, 9,0 % v/v do gas CO, e temperatura de 37 °C, onde a
concentracdo inicial de inéculo foi de aproximadamente 2,0 x 10° células.mL™. Neste
experimento o indculo foi preparado em frascos de cultura e transferido diretamente ao frasco
Spinner devido a inadequado crescimento celular desta cultura em frasco Schott devido a alta
sensibilidade da linhagem ao cisalhamento em frasco Schott quando a cultura esta
suplementada com a concentracdo de 10 % de SFB. Os resultados representados nas Figuras
5.23, 5.24, 5.25 apresentam a evolugdo do crescimento celular, consumo e geracdo de

substratos e geracdo de metabdlitos durante o cultivo do Experimento V-NAKA-10%-b. O
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cultivo foi aerado ap6s 27 horas com sistema de membrana de silicone na qual as vazdes que
passaram através da membrana variaram de 0,5 LmL'a1,5LmL"

Durante o cultivo representado na Figura 5.23 a agitacdo foi mantida em 40
rpm ¢ o pH do meio de cultivo corrigido com solucdo de NaOH 0,4 M (solvente PBS).
Acredita-se que o crescimento celular foi limitado devido a inadequado controle de pH e a
falta de homegenidade da agitagdo, pois a interagdo do agitador com sistema de membrana de
aera¢do provocava movimentos bruscos no meio de cultivo o que pode ter prejudicado a
cultura.

A velocidade especifica maxima de crescimento celular na fase exponencial
apresentado pela linhagem celular NAKA4-56A137 em frasco Spinner no Experimento V-
NAKA-10%-b foi de pmax = 0,0283 h' e o tempo de geragdo também obtido na fase

exponencial de crescimento celular foi de 24,53 horas.
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Figura 5.23 — Evolucdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o cultivo no
Experimento V-NAKA-10%-b realizado com o hibridoma NAKA4-56A137.



68

—n— Glicose —v— Lactato
—e— Glutamina —#— ion Aménio —x— Acido Glutamico

30 T T T T T T T T T T
N -— . _—V

] ~ — ]
25 \. ]
] N / J25

] . /*\* * ]
20 . ¥ 120 .

15

Concentragao Substratos (mM)
1
>
Concentragao Metabolitos (mM)
1
5
Concentragdo Acido Glutamico (mM)

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (h)

Figura 5.24 - Evolugdo do consumo de glicose e glutamina e geragdo de lactato, ion amdnio e

acido glutdmico durante o Experimento V-NAKA-10%-b no cultivo do hibridoma NAKA4-
56A137.
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Figura 5.25 — Evolugdo do consumo e geracdo de aminoacidos durante o Experimento V-
NAKA-10%-b no cultivo celular do hibridoma NAKA4-56A137.
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Tabela 5.8 — Consumo e geracio de aminoacidos durante o Experimento V-NAKA-10%-

b
Aminoéacido | Consumo / Geragao (%)
Asp 16,99
Glu -577,98
Ser -143,75
GIn 100
Gly 13,39
His -28,32
Arg 2,43
Thr 37,28
Ala -821,28
Pro -0,60
Tyr -38,89
Val 54,77
Met 78,04
Cys(2) 100
lle 74,87
Leu 82,40
Phe 59,79
Lys 47,21
Trp -9,07

Nota: A porcentagem de geracdo e ou consumo dos aminoédcidos foi obtida utilizando-se do
ponto inicial e final ndo levando em conta a oscilacdo nas concentragdes dos mesmos ao
longo do cultivo. Os valores positivos denotam o consumo de aminodcidos e os valores
negativos indicam a gera¢cdo de aminoacidos durante o cultivo.

Observa-se pela Figura 5.23 uma diminui¢do da concentracdo de células
viaveis seguida da queda da viabilidade celular apos aproximadamente 63 horas do cultivo o
que pode ser explicado pela alta concentragdo de lactato (aproximadamente 25 mM) e baixo
valor de pH do meio de cultivo provavelmente devido ao metabolismo diferenciado em
relacdo ao consumo de glicose das células mielomatosas e também devido a uma possivel
baixa concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura.

A andlise da Figura 5,24 permite verificar que a concentra¢do de glicose apds
término do Experimento V-NAKA-10%-b variou de 29 mM inicial a 17 mM no final do
cultivo, o que sugere que, em estudos posteriores, a concentragao inicial deste substrato pode

ser adicionado em menores concentracdes no intuito de assegurar menor produgdo de lactato,
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porém se reveste de grande interesse o estudo preliminar do comportamento metabdlico da
linhagem em questao frente a diferentes concentragdes de substratos.

Os resultados obtidos no Experimento II-NAKA-20%-b, Experimento V-
NAKA-10%-a e Experimento V-NAKA-10%-b foram plotados no grafico da Figura 5.26
onde ¢ possivel comparar as caracteristicas de crescimento celular da linhagem NAKA4-
56A137 em diferentes concentragoes de SFB.
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Figura 5.26 — Comparagdo do comportamento de crescimento do hibridoma NAKA4-56A137
em concentragdes de 20 — 10 % v/v de SFB e aumento de 10 % na concentracdo dos
componentes do meio de cultura.

A analise da Figura 5.26 permite concluir que o cultivo do hibridoma murino
NAKA4-56A137 apresentou comportamento de crescimento diferenciado em concentragdes
de 20 % v/v e 10 % v/v de SFB e em meios com diferentes concentragdes de alguns
aminoacidos o que pode ser evidenciado pelos valores de velocidade especifica de
crescimento celular nos Experimentos [I-NAKA-20%-b, V-NAKA-10%-a e V-NAKA-10%-a
apresentados na Tabela 5.9. A adi¢do de nutrientes que foram exauridos do meio de cultivo

resultou em aumento de 6 % do numero total de células para a linhagem do hibridoma
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NAKA4-56A137 o que pode ser verificado pela analise da Figura 5.26, porém a densidade de

células viaveis foi inferior o que pode ser explicado pelas possiveis limitagcdes de oxigenacao

no meio de cultura e ou diferente comportamento metabolico apresentado pela linhagem na

presenca de maior concentracdo de D-Glicose e aminoacidos.

Tabela 5.9 — Comparacio da velocidade especifica maxima de crescimento celular dos
cultivos realizados com a linhagem de hibridoma murino NAKA4-56A137 em meios de
cultura com diferentes concentracdes de SFB e aminoacidos.

Experimento Velocidade especifica maxima de crescimento celular | Tempo de geraciao
(h’) (h)
II-NAKA-20%-b Mmax = 0,0445 15,57
V-NAKA-10%-a Umax = 0,0284 24,40
V-NAKA-10%-b Wmax = 0,0283 24,53

5.2.3 EXPERIMENTO VI-TAN-10%

Durante o procedimento de adaptacdo da cultura celular ao crescimento em

concentragdo de 10 % v/v SFB a linhagem celular TAN1-112A18 foi ativada em frascos de

cultura celular de 25 cm? utilizando nesta etapa sempre meio de cultura contendo 20 % v/v

SFB. Ao recuperar sua viabilidade em torno de 90 - 95 % num periodo que demandou 11 dias,

as células eram inoculadas em 5 mL de meio RPMI 1640 em frasco de cultura de 25 cm® em

uma concentracio de 2 x 10° células.mL™'. Foi realizada manutencdo da cultura a cada 24
¢ ¢

horas e a concentragdo de SFB gradativamente diminuida a cada 48 horas (20,18.16,14,12,10

% v/v SFB) no intuito de condicionar a cultura celular a se propagar em meio com 10 % v/v

de SFB. A Figura 5.27 apresenta a evolugdo da adaptacdo celular em diferentes concentragdes

de SFB.
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Figura 5.27 — Evolucdo da viabilidade celular da linhagem TANI-112A18 em diferentes
concentragdes de SFB com o intuito de conseguir uma adaptacao estavel a 10 % v/v de SFB.

De acordo com os resultados obtidos no Experimento III-TAN-20% foi
realizado um cultivo do hibridoma TANI1-112A18 - aAB em frasco Spinner com volume de
trabalho 200 mL cultivado a 10 % v/v de SFB (Gibco™), aproximadamente 28 mM D-
Glicose, 6,0 mM L-Glutamina em incubadora de CO,, 9,0 % v/v do gés CO; e temperatura de
37 °C, onde a concentragdo inicial de inéculo foi de aproximadamente 2.0 x 10° células.mL".
Os resultados representados nas Figuras 5.28, 5.29, 5.30 apresentam a evolu¢ao do
crescimento celular, consumo e geragao de substratos e geragao de metabolitos durante o
cultivo.

O cultivo foi aerado apds 28 horas com sistema de membrana de silicone na
qual as vazdes que passaram através da membrana variaram de 1,0 L.mL" a 1,5 L.mL™".

Durante o cultivo representado na Figura 5.28 a agitacdo foi mantida em 28
rpm ¢ o pH do meio de cultivo corrigido com solugdo de NaOH 0,4 M (solvente PBS).
Acredita-se que o crescimento celular foi limitado devido a inadequado controle de pH e a

falta de homegenidade da agitagdo, pois a interagdo do agitador com sistema de membrana de



73

aeracdo provocava movimentos bruscos no meio de cultivo que pode ter prejudicado a
cultura.

A velocidade especifica maxima de crescimento celular na fase exponencial
apresentado pela linhagem celular TAN1-112A18 em frasco Spinner no Experimento VI-
TAN-10% foi de pmsx = 0,0238 h' e o tempo de gera¢io também obtido na fase exponencial

de crescimento celular foi de 29,17 horas.
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Figura 5.28 — Evolucdo do crescimento celular, viabilidade e pH durante o cultivo no
Experimento VI-TAN-10% realizado com o hibridoma TAN1-112A18.
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Figura 5.29 — Evolugdo do consumo de glicose e glutamina e geragao de lactato, ion amonio e
acido glutdmico no Experimento VI-TAN-10% realizado com o hibridoma TAN1-112A18.
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Figura 5.30 — Evolucao do consumo e geragao de aminoacidos durante o cultivo celular no

Experimento VI-TAN-10% realizado com o hibridoma TAN1-112A18.

Tabela 5.10 — Consumo e gerac¢ido de aminoacidos durante o Experimento VI-TAN-10%

Aminoéacido | Consumo / Geragao (%)
Asp -74,8
Glu -1016,8
Ser -111,7
GIn 87,6
Gly 32,0
His -96,2
Arg -33,0
Thr 35,4
Ala -1195,9
Pro -50,5
Tyr -570,6
Val 18,8
Met 33,0

Cys(2) 50,0
lle -2,0
Leu 19,5
Phe 43,7
Trp -4.7

Nota: A porcentagem de geracdo e ou consumo dos aminoédcidos foi obtida utilizando-se do
ponto inicial e final ndo levando em conta a oscilacdo nas concentragdes dos mesmos ao
longo do cultivo. Os valores positivos denotam o consumo de aminodcidos e os valores
negativos indicam a gera¢cdo de aminoacidos durante o cultivo.
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Observa-se pela Figura 5.28 uma diminuicdo da concentragdo de células
viaveis seguida da queda da viabilidade celular apds aproximadamente 76 horas do cultivo o
que pode ser explicado pela alta concentragdo de lactato (aproximadamente 20 mM) e baixo
valor de pH do meio de cultivo provavelmente devido ao metabolismo diferenciado em
relagdo ao consumo de glicose das células mielomatosas e também devido a uma possivel
baixa concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura.

A andlise da Figura 5,29 permite verificar que a concentragdo de glicose apos
término do Experimento VI-TAN-10% variou de 30 mM inicial a 12 mM no final do cultivo,
0 que sugere que, em estudos posteriores, a concentragdo inicial deste substrato pode ser
adicionado em menores concentragdes no intuito de assegurar menor produgdo de lactato,
porém se reveste de grande interesse o estudo preliminar do comportamento metabdlico da
linhagem em questdo frente a diferentes concentragdes de substratos.

Os resultados obtidos no Experimento III-TAN-20% e Experimento VI-TAN-
10% foram plotados no grafico da Figura 5.31 onde ¢ possivel comparar as caracteristicas de

crescimento celular da linhagem TAN1-112A18 em diferentes concentra¢des de SFB.
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Figura 5.31 — Comparagao do comportamento de crescimento do hibridoma TAN1-112A18
em concentragdes de 20 — 10 % v/v de SFB e aumento de 10 % na concentragdo dos
componentes do meio de cultura.
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A andlise da Figura 5.31 permite concluir que o cultivo do hibridoma murino
TAN1-112A18 apresentou comportamento de crescimento diferenciado em meios de cultura
com diferentes concentracdes de SFB e aminoacidos o que pode ser evidenciado pelos valores
de velocidade especifica de crescimento celular nos Experimentos III-TAN-20% e VI-TAN-
10% apresentados na Tabela 5.11. A adicdo de nutrientes que foram exauridos do meio de
cultivo nao resultou em aumento de do numero total de células para a linhagem do hibridoma
TAN1-112A18 o que pode ser verificado pela analise da Figura 5.31, a densidade de células
viaveis foi inferior o que pode ser explicado pelas possiveis limitagcdes de oxigenagao no meio
de cultura e ou diferente comportamento metabdlico apresentado pela linhagem na presenga

de maior concentracdo de D-Glicose e aminoacidos.

Tabela 5.11 — Comparacio da velocidade especifica maxima de crescimento celular dos
cultivos realizados com a linhagem de hibridoma murino TAN1-112A18 em meios de
cultura com diferentes concentracdes de SFB e aminoacidos.

Experimento | Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™") | Tempo de geracio
(h)

III-TAN-20% Umax = 0,0320 21,69

VI-TAN-10% Wmax = 0,0238 29,17

5.2.4 - COMPARACAO DO COMPORTAMENTO DE CRESCIMENTO

CELULAR A 10 % v/v SFB DAS TRES DIFERENTES LINHAGENS EM ESTUDO

O comportamento de crescimento celular das trés diferentes linhagens de
hibridomas murinos em estudo esta representado na Figura 5.32 onde podemos observar que
as linhagens apresentaram caracteristicas de crescimento diferenciado o que ¢ comprovado
pela diferenca dos valores da velocidade especifica maxima de crescimento celular calculada
durante a fase de crescimento exponencial das trés diferentes culturas em estudo que foi
comparada na Tabela 5.12. Os resultados encontrados para uma linhagem de hibridoma

murino capaz de expressar imunoglobulina contra antigeno A usado na tipagem sanguinea
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pelo sistema ABO por SANFELIU et al. (1996) cultivada a 1 % SFB v/v e concentracdes de

substratos que se assemelham as utilizadas neste trabalho foi de uma densidade maxima

celular igual a 0,92 x 10°.cell.mL™ que ¢ inferior aos valores encontrados nesta pesquisa

apresentados na Tabela 5.12. Ambos os Experimentos IV-ED-10%, V-NAKA-10%-a, V-

NAKA-10%-b e VI-TAN-10% foram suplementados com 10 % v/v SFB (Gibco),

aproximadamente 28 mM D-Glucose e 6,0 mM L-Glutamina.
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Figura 5.32 — Comparagao do comportamento de crescimento em concentracdo de 10 % v/v
de SFB das trés linhagens de hibridomas murinos em estudos.

Tabela 5.12 — Velocidade especifica maxima de crescimento celular em concentracoes de
20 % v/v de SFB das trés diferentes linhagens de hibridomas murinos em estudo.

Experimento Linhagem Velocidade Tempo de Densidade maxima
especifica maxima | geracgdo (h) | celular (10°.cell.mL™)
de crescimento
celular (h™)

IV-ED-10%-c ED7-183A12 Umax = 0,0412 16,84 Cxtmix = 2,36
V-NAKA-10%-a | NAKA4-56A137 Umax = 0,0284 24,40 Cxmix = 1,89
V-NAKA-10%-b | NAKA4-56A137 Umax = 0,0283 24,53 Cxtmax = 1,87

VI-TAN-10% TAN1-112A18 Umax = 0,0238 29,17 Cxtmix = 1,36
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Os valores de densidade mdxima celular obtidos durante os cultivos
apresentaram semelhancas com os valores encontrados na literatura, nos trabalhos de
SANFELIU et al. (1996), JO et al. (1990) e LUAN et al. (1987), dentro das intimeras
diferengas de condi¢des de cultivo dos dados comparados. A Tabela 5.13 apresenta a
comparagdo de valores de densidade maxima celular encontrada nos experimentos frente a

alguns resultados disponiveis na literatura.

Tabela 5.13 — Comparacio de valores de densidade maxima celular de diferentes
linhagens de hibridomas.

Linhagem Concentracao de Meio de cultura Densidade celular
SFB (% v/v) utilizado maxima
(10%.cell.LmL™)
ED7-183%12 10 RPMI 1640 Cxmax = 2,36
NAKA4-56A137 10 RPMI 1640 Cxmax = 1,89
TANI1-112A18 10 RPMI 1640 Cxmax = 1,36
KB-26.5® 1 DMEM Cxmix = 0,92
ATCC HB (14-4-48)® 10 DMEM Cxmix = 1,5
2¢3.19 10 RPMI 1640 Cxmax = 2.3

@ SANFELIU et al. (1996), ® LUAN ez al. (1987), © JO et al. (1990)
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6 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

1 — Os resultados sugerem que o crescimento celular dos trés hibridomas em frasco
Spinner provavelmente esteja sendo limitado devido as dificuldades de transferéncia de
oxigénio da fase gasosa para o meio de cultivo, as limitagdes em manter o pH do meio de
cultivo em valor ideal para crescimento celular, aos altos valores de lactato e ion amonio
produzidos durante os experimentos e a limitagdo por deplecdo de aminoacidos presentes no
meio de cultura.

2 - Para os experimentos conduzidos com a linhagem do hibridoma murino ED7-
183A12 foi identificada total exaustdo dos aminoacidos glutamina, cisteina, metionina e
serina no Experimento [-ED-20%. Ja no Experimento IV-ED-10%-b ndo foi detectada
exaustdo de nenhum dos aminoacidos presentes no meio de cultura. A concentracdo de lactato
produzido no Experimento I-ED-20% alcangou valores de aproximadamente 25,5 mM, ja no
Experimento IV-ED-10%-b alcangou valores de aproximadamente 27,8 mM. A concentracao
do ion amonio no final do cultivo alcangou valores de 10,2 e 12,2 mM para os Experimentos
I-ED-20% e IV-ED-10%-b, respectivamente. O ligeiro aumento na concentracdo dos
metabolitos toxicos, tanto lactato quando ion amdnio, pode ser explicado pelo aumento de 17
% na concentragdo de células. A diminui¢do da velocidade especifica maxima de crescimento
celular pode ser explicada pela presenga de menor concentragdo de SFB, pois ¢ conhecido que
o SFB possui importantes fatores de crescimento celular.

3 - Nos experimentos conduzidos com a linhagem do hibridoma murino NAKA4-
56A137 foi identificada total exaustdo dos aminoacidos glutamina, cisteina e histidina no

Experimento II-NAKA-20%-b e nos Experimentos V-NAKA-10%-a ¢ V-NAKA-10%-b foi
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identificada completa exaustdo dos aminoacidos glutamina e cisteina presentes no meio de
cultura. A concentragdo de lactato produzida no Experimento II-NAKA-20%-b alcangou
valores de aproximadamente 45 mM, ja nos Experimentos V-NAKA-10%-a ¢ V-NAKA-
10%-b alcangou valores de aproximadamente 27,5 e 30,5 mM, respectivamente. A
concentragdo do ion amoénio no final do cultivo alcangou valores de 9,7, 11,3 e 11,7 mM para
os Experimentos [I-NAKA-20%-b, V-NAKA-10%-a ¢ V-NAKA-10%-b, respectivamente. O
ligeiro aumento na concentracdo dos metabolitos toxicos, tanto lactato quando ion amdnio,
pode ser explicado pelo aumento de 6 % na concentracdo de células. A diminuicdo da
velocidade especifica maxima de crescimento celular pode ser explicada pela presenga de
menor concentracdo de SFB, pois como ja explicado para o caso da linhagem ED7-183A12 ¢
conhecido que o SFB possui importantes fatores de crescimento celular e permitir melhor
crescimento e propagacao da cultura.

4 - Nos experimentos realizados com a linhagem do hibridoma murino TAN1-112A18
foi identificada total exaustdo do aminoacido glutamina e exaustdo de metionina e cisteina no
Experimento III-TAN-20% e no Experimento VI-TAN-10% ndo foi identificada exaustdo de
nenhum dos aminodcidos analisados, porém os aminodcidos glutamina e cisteina foram
consumidos acima de 80 e 50 % respectivamente dos valores iniciais presentes no meio de
cultura. A concentragdo de lactato produzida no Experimento III-TAN-20% alcangou valores
de aproximadamente 26,3 mM, ja no Experimento VI-TAN-10% alcancou valores de
aproximadamente 23,15 mM. A concentracdo do ion amonio no final do cultivo alcangou
valores de 13,5 e 7,3 mM para os Experimentos III-TAN-20% e VI-TAN-10%,
respectivamente. A diminui¢do da velocidade especifica méaxima de crescimento celular pode
ser explicada, a semelhanga dos outros dois hibridomas, pela presenca de menor concentragao
de SFB, pois ¢ conhecido que o SFB possui importantes fatores de crescimento celular e

permitir melhor crescimento e propagagao da cultura.
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5 - Tanto os cultivos realizados em concentracoes de 20 % v/v de SFB como os cultivos
com c¢lulas adaptadas ao crescimento a 10 % v/v SFB revelaram a necessidade de
balanceamento de aminoacidos no meio de cultura para melhorar a velocidade especifica

maxima de crescimento ([max) € densidade méxima de células (Cxmax)-
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7 - GLOSSARIO

Anticorpo: molécula baseada em proteinas complexas produzida pelos
linfécitos B que identificam e ajudam a eliminar agentes estranhos e infecciosos do
organismo. Anticorpos possuem a forma de Y, possuindo dois grupos de ramos ligados por
uma haste. Os ramos do Y (Fab) s3o assim designadas pelas regides varidveis, as
extremidades dos ramos contém regides de reconhecimento do antigeno (regides de
determinada complementariedade — CDRs) e a haste (Fc) é uma regido constante. A regiao
constante desperta a fungdo efetora (fagocitose, citdlise por linfocitos citotdoxicos ou inicio de
uma cascata complementar que permite a lise da célula) por ligacdo do complexo a outras
células do sistema imune.

Anticorpo Monoclonal: originalmente, anticorpos monoclonais sao
anticorpos produzidos por um simples linfécito B. Atualmente, manipulagdes genéticas
permitem genes de diversas origens de linfocitos B (por exemplo, murino ¢ humano) serem
combinados. Anticorpos monoclonais de uma seqiiéncia definida de peptideos possuem
regides de reconhecimento do antigeno idénticas e atacam o mesmo sitio (epitope) de um
antigeno.

Anticorpo monoclonal murino: um anticorpo monoclonal derivado
inteiramente de um camundongo, gerado da fusdo de células de um mieloma murino com

linfocito B murino.
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Figura A.1 - Cromatograma da amostra do cultivo do hibridoma NAKA4-56A137 no
Experimento V-NAKA-10%-a obtido por HPLC para determinacdo da concentracdo de
aminoacidos apds 92 horas do inicio do experimento.
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Figura A.2 - Cromatograma da amostra do cultivo do hibridoma TANI1-112A18 no
Experimento VI-TAN-10% obtido por HPLC para determinagdo da concentragdo de lactato
apos 84 horas do inicio do experimento.
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Figura A.3 - Cromatograma da amostra do cultivo do hibridoma NAKA4-56A137 no

Experimento V-NAKA-10%-b obtido por HPLC para determinacdo da concentragdo de
glicose no tempo inicial do experimento.
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Figura A.4 - Cromatograma da amostra do padrio de Glutamx (GIBCO™) obtido por HPLC
para determinagdo da concentragdo de glutamina nos experimentos.
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Tabela B.1 — Valores de concentracio de células totais, células viaveis, viabilidade e pH
obtidos durante o cultivo no Experimento I-ED-20% realizado com o hibridoma ED7-

183A12
Tempo (h) Células Totais | Células Viaveis Viabilidade pH
(10%cell.mL™") | (10°.cell.mL™) (%)

0 0,217 0,205 94,59 7,4
10,42 0,446 0,428 95,86 -
27,33 0,86 0,826 96,06 6,94
35,5 1,367 1,304 95,35 -
48,20 2,008 1,875 93,4 6,3

60 1,9 1,49 78,42 -
75 1,89 5,186 27,44 6,5
84 1,245 5,455 0,44 -

Tabela B.2 — Valores de concentragao de glicose, glutamina, lactato, ion amoénio e acido
glutimico obtidos durante o cultivo no Experimento I-ED-20% realizado com o
hibridoma ED7-183A12

Tempo Glicose Glutamina Lactato fon Aménio | Acido Glutimico

(h) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)

0 22,28 3,658 4,053 8,53 0,270
27,33 15,96 1,978 15,42 8,92 0,395
48,20 7,246 0,221 25,17 9,25 0,358
60 3,808 0 25,47 9,89 0,389
75 0,65 0 22,41 10,03 0,365
84 0,59 0 18,38 10,17 0,368




Tabela B.3 — Valores de concentragcio de aminoacidos obtidos durante o cultivo no Experimento I-ED-20% realizado com o

hibridoma ED7-183A12
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Tempo | Asp Ser His Arg Thr Ala Pro Tyr Val Met Cys Ile Leu Phe Lys Gly
(h) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) ( (21\)/[ ) (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
m
0 0,191 | 0,240 | 0,038 | 1,178 | 0,153 | 0,259 | 0,359 | 0,266 | 0,332 | 0,143 | 0,0755| 0,427 | 1,489 | 0,155 | 0,286 0
27,33 | 0,207 | 0,246 | 0,0562 | 0,714 | 0,132 | 0,861 | 0,343 | 0,189 | 0,229 | 0,0653 | 0,0488 | 0,283 | 0,760 | 0,116 | 0,188 0
48,20 | 0,186 | 0,143 | 0,0268 | 0,415 | 0,0583 | 1,351 | 0,332 | 0,101 | 0,088 | 0,0298 0 0,140 | 0,975 | 0,0509 | 0,0234 | 0,341
60 0,202 | 0,185 | 0,131 | 0,385 | 0,0605 | 1,663 | 0,331 | 0,0904 | 0,0852 0 0 0,109 | 0,119 | 0,0578 | 0,0403 | 7,590
75 0,176 | 0,010 | 0,0335 | 0,270 | 0,0537 | 1,596 | 0,389 | 0,0628 | 0,0819 0 0 0,0673 | 1,210 | 0,0485 | 0,0339 | 8,157
84 0,175 | 0,010 | 0,0225 | 0,239 | 0,0451 | 1,616 | 0,406 | 0,061 | 0,0889 0 0 0,071 | 1,344 | 0,0493 | 0,0379 | 8,155
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Tabela B.4 — Valores de concentracio de células totais, células viaveis, viabilidade e pH
obtidos durante o cultivo no Experimento II-NAKA-20%-b realizado com o hibridoma
NAKA4-56A137

Tempo (h) Células Totais | Células Viaveis Viabilidade pH
(10%cell.mL™") | (10%.cell.mL™) (%)

0 0,184 0,179 97,28 7,95
8 0,253 0,25 98,68 7,85
16 0,409 0,4 97,72 7,51
24 0,551 0,536 97,18 7,35
32 0,771 0,747 96,89 7,29
40 1,113 1,061 95,35 7,17
48 1,635 1,539 94,11 6,98
56 1,772 1,557 87,86 6,87
64 1,713 0,971 56,65 7,20
72 1,498 0,547 36,5 6,91
80 1,472 0,304 20,65 6,85
88 1,456 0,114 7,85 7,21

Tabela B.5 — Valores de concentracao de glicose, glutamina, lactato, ion amoénio e acido
glutimico obtidos durante o cultivo no Experimento II-NAKA-20%-b realizado com o
hibridoma NAKA4-56A137

Tempo (h) Glicose Glutamina Lactato fon Aménio Acido
(mM) (mM) (mM) (mM) Glutamico
(mM)
0 26,67 4,008 5,305 6,75 0,116
8 24,45 3,368 7,832 6,9 0,157
16 23,12 3,049 11,37 6,93 0,204
24 21,13 2,643 15,06 6,94 0,212
32 19,36 1,955 19,64 7,6 0,275
40 16,06 1,151 25,77 7,88 0,33
48 13,6 0 31,15 8,16 0,258
56 12,01 0 35,05 8,78 0,38
64 10,66 0 38,99 9,07 0,357
72 10,05 0 41,03 9,15 0,362
80 9,23 0 44,17 9,29 0,365
88 8,72 0 45,2 9,74 0,395
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Tabela B.6 — Valores de concentracio de aminoacidos obtidos durante o cultivo no Experimento II-NAKA-20%-b realizado com o
hibridoma NAKA4-56A137

Tempo | Asp Ser His Arg | Thr | Ala Pro Tyr Val | Met | Cys Ile Leu | Phe | Lys Gly
(h) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) ( (21\)/[) (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
m

0 0,058 | 0,288 | 0,086 | 0,117 | 0,315 | 0,863 | 0,194 | 0,199 | 0,391 | 0,124 | 0,075 | 0,523 | 0,493 | 0,182 | 0,347 | 0,371

8 0,082 | 0,245 | 0,111 | 0,145 | 0,398 | 0,724 | 0,254 | 0,17 | 0,324 | 0,090 | 0,051 | 0,425 | 0,404 | 0,158 | 0,308 | 0,398
16 0,092 | 0,239 | 0,012 | 0,09 | 0,641 | 0,457 | 0,229 | 0,177 | 0,311 | 0,123 | 0,062 | 0,391 | 0,366 | 0,154 | 0,255 | 0,325
24 0,066 | 0,282 | 0,013 | 0,107 | 0,901 | 0,441 | 0,242 | 0,194 | 0,298 | 0,118 | 0,048 | 0,356 | 0,319 | 0,150 | 0,244 | 0,328
32 0,092 | 0,305 | 0,009 | 0,07 1,1 |0,517 | 0,227 | 0,148 | 0,234 | 0,084 | 0,047 | 0,299 | 0,258 | 0,132 | 0,210 | 0,329
40 0,085 | 0,327 | 0,007 | 0,079 | 0,771 | 1,15 | 0,23 | 0,124 | 0,159 | 0,031 | 0,014 | 0,212 | 0,170 | 0,081 | 0,155 | 0,345
48 0,055 | 0,297 | 0,025 | 0,059 | 0,88 1,2 10,223 10,118 | 0,144 | 0,030 | 0,014 | 0,177 | 0,101 | 0,074 | 0,172 | 0,347
56 0,065 | 0,324 | 0,015 | 0,053 | 0,981 | 1,209 | 0,253 | 0,115 | 0,141 | 0,021 | 0,008 | 0,151 | 0,095 | 0,076 | 0,168 | 0,438
64 0,075 | 0,336 | 0,015 | 0,081 | 0,817 | 1,247 | 0,257 | 0,117 | 0,138 | 0,012 | 0,007 | 0,147 | 0,097 | 0,078 | 0,147 | 0,484
72 0,045 | 0,386 | 0,01 | 0,08 | 0,912 | 1,397 | 0,284 | 0,098 | 0,151 0 0 0,113 | 0,078 | 0,059 | 0,138 | 0,513
80 0,052 | 0,334 0 0,081 | 1,08 | 1,56 | 0,228 | 0,122 | 0,157 0 0,033 | 0,161 | 0,110 | 0,092 | 0,158 | 0,549
88 0,059 | 0,358 0 0,092 | 1,035 | 1,84 | 0,29 | 0,100 | 0,125 | 0,006 0 0,109 | 0,083 | 0,055 | 0,158 | 0,627
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Tabela B.7 — Valores de concentracio de células totais, células viaveis, viabilidade e pH
obtidos durante o cultivo no Experimento III-TAN-20% realizado com o hibridoma

TAN1-112A18

Tempo (h) Células Totais | Células Viaveis Viabilidade pH
(10%cell.mL™") | (10%.cell.mL™) (%)
0 0,233 0,224 96 7,35
8 0,298 0,286 96,05 7,33
16 0,380 0,363 95,61 7,31
24 0,502 0,482 96,01 7,28
32 0,599 0,572 95,45 7,24
40 0,763 0,732 95,93 7,22
48 1,028 0,988 96,11 6,70
56 1,496 1,406 93,98 6,57
64 1,652 1,356 82,06 6,64
72 1,568 0,921 58,74 6,47
80 1,566 0,454 28,95 6,29
88 1,463 0,124 8,44 6,68

Tabela B.8 — Valores de concentracao de glicose, glutamina, lactato, ion amoénio e acido
glutimico obtidos durante o cultivo no Experimento III-TAN-20% realizado com o
hibridoma TAN1-112A18

Tempo (h) Glicose Glutamina Lactato fon Aménio Acido
(mM) (mM) (mM) (mM) Glutamico
(mM)
0 27,27 3,89 5,13 5,45 0,164
8 27,36 3.41 7,99 7,43 0,239
16 24,98 3,11 10,10 8,35 0,407
24 23,08 2,27 12,47 8,90 0,444
32 20,82 1,6 15,99 9,56 0,720
40 17,53 0,79 20,75 10,10 0,897
48 14,28 0,20 23,68 10,82 0,813
56 11,41 0 24,88 11,23 0,938
64 10,01 0 25,44 11,45 0,822
72 7,92 0 26,01 12,10 0,859
80 5,61 0 26,15 12,90 0,829
88 3,21 0 26,33 13,50 0,912
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Tabela B.9 — Valores de concentragio de aminoacidos obtidos durante o cultivo no Experimento ITI-TAN-20% realizado com o

hibridoma TAN1-112A18

Tempo | Asp Ser His Arg Thr Ala Pro Tyr Val Met Cys Ile Leu Phe Lys Gly
(h) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) ( (21\)/[ ) (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
m

0 0,0878 | 0,169 | 0,100 | 0,168 | 0,133 | 0,470 | 0,177 | 0,137 | 0,274 | 0,0923 | 0,0689 | 0,403 | 0,382 | 0,145 | 0,336 | 0,330

8 0,0872 | 0,165 | 0,180 | 0,148 | 0,127 | 0,537 | 0,177 | 0,131 | 0,267 | 0,0822 | 0,0637 | 0,374 | 0,368 | 0,140 | 0,364 | 0,310
16 0,0994 | 0,162 | 0,107 | 0,146 | 0,132 | 0,659 | 0,178 | 0,135 | 0,257 | 0,0814 | 0,0651 | 0,366 | 0,369 | 0,141 | 0,367 | 0,303
24 0,0854 | 0,161 | 0,149 | 0,121 | 0,118 | 0,760 | 0,172 | 0,119 | 0,229 | 0,0681 | 0,0575 | 0,338 | 0,322 | 0,129 | 0,338 | 0,272
32 0,114 | 0,166 | 0,145 | 0,115 | 0,110 | 0,944 | 0,171 | 0,112 | 0,213 | 0,0555 | 0,0564 | 0,313 | 0,313 | 0,121 | 0,207 | 0,271
40 0,123 | 0,168 | 0,0958 | 0,103 | 0,105 | 1,106 | 0,160 | 0,106 | 0,182 | 0,0402 | 0,0543 | 0,294 | 0,271 | 0,107 | 0,194 | 0,252
48 0,102 | 0,146 | 0,0760 | 0,0975 | 0,0912 | 1,286 | 0,184 | 0,0729 | 0,106 | 0,0447 | 0,0289 | 0,229 | 0,217 | 0,0852 | 0,438 | 0,247
56 0,125 | 0,165 | 0,0848 | 0,0914 | 0,0754 | 1,403 | 0,158 | 0,0688 | 0,117 | 0,0123 | 0,0347 | 0,272 | 0,219 | 0,0843 | 0,317 | 0,271
64 0,104 | 0,194 | 0,0897 | 0,0968 | 0,242 | 1,617 | 0,182 | 0,0699 | 0,126 | 0,0119 | 0,0302 | 0,274 | 0,221 | 0,0838 | 0,125 | 0,328
72 0,115 | 0,120 | 0,0933 | 0,0930 | 0,0474 | 1,705 | 0,174 | 0,0633 | 0,128 | 0,0122 | 0,0239 | 0,264 | 0,221 | 0,087 | 0,151 | 0,355
80 0,102 | 0,191 | 0,0926 | 0,0938 | 0,0410 | 1,735 | 0,203 | 0,0835 | 0,147 | 0,0130 | 0,0240 | 0,254 | 0,224 | 0,0856 | 0,135 | 0,372
88 0,115 | 0,205 | 0,0873 | 0,0966 | 0,0481 | 1,877 | 0,209 | 0,0870 | 0,152 | 0,0124 | 0,0244 | 0,254 | 0,227 | 0,0892 | 0,170 | 0,404
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Tabela B.10 — Valores de concentraciao de células totais, células viaveis, viabilidade e pH
obtidos durante o cultivo no Experimento IV-ED-10%-c realizado com o hibridoma

ED7-183A12
Tempo (h) Células Totais | Células Viaveis Viabilidade pH
(10%cell.mL™") | (10%.cell.mL™) (%)

0 0,259 0,228 91,13 7,36
8 0,366 0,337 92,21 7,25
16 0,491 0,457 93,20 7,23
24 0,758 0,703 92,74 7,05
32 1,026 0,961 93,72 7,18
40 1,312 1,209 92,14 6,70
48 1,833 1,644 89,67 6,50
56 2,059 1,679 81,52 6,59
64 2,356 1,644 69,79 6,47
80 1,905 0,717 37,63 6,28
88 2,101 0,491 23,35 6,45
104 1,955 0,00375 0,19 6,84

Tabela B.11 — Valores de concentracao de glicose, glutamina, lactato, ion amonio e acido
glutimico obtidos durante o cultivo no Experimento IV-ED-10%-c realizado com o

hibridoma ED7-183A12

Tempo (h) Glicose Glutamina Lactato fon Aménio Acido
(mM) (mM) (mM) (mM) Glutamico
(mM)
0 29,31 5,62 2,97 7,37 0,197
8 28,25 5,05 5,23 7,51 0,265
16 26,20 4,12 8,80 7,76 0,318
24 24,07 3,29 12,70 8,00 0,367
32 20,68 2,66 18,33 8,43 0,440
40 16,89 2,26 24,62 8,62 0,541
48 13,93 1,81 27,30 9,02 0,593
56 11,57 1,30 27,82 9,36 0,634
64 9,31 1,04 27,60 9,79 0,684
80 4,80 0,54 26,27 10,79 0,735
88 2,05 0,41 25,75 11,28 0,777
104 0,95 0,26 22,42 12,15 0,777
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Tabela B.12 — Valores de concentra¢iao de aminoacidos obtidos durante o cultivo no Experimento I'V-ED-10%-c realizado com o
hibridoma ED7-183A12

Tempo | Asp Ser His Arg | Thr | Ala Tyr Val | Met | Cys Ile Leu | Phe | Lys Gly | Trp
(h) | Mm) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) ((21\)/[) (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
m
0 0,369 | 0,290 | 0,020 | 0,421 | 0,215 | 0,469 | 0,034 | 0,143 | 0,298 | 0,064 | 0,483 | 0,446 | 0,143 | 0,238 | 0,232 | 0,826
8 0,383 | 0,326 | 0,039 | 0,461 | 0,287 | 0,785 | 0,044 | 0,149 | 0,302 | 0,064 | 0,475 | 0,445 | 0,153 | 0,250 | 0,331 | 0,751
16 0,396 | 0,300 | 0,042 | 0,462 | 0,230 | 1,149 | 0,040 | 0,141 | 0,289 | 0,065 | 0,463 | 0,416 | 0,150 | 0,237 | 0,396 | 0,749
24 0,396 | 0,317 | 0,034 | 0,453 | 0,240 | 1,512 | 0,040 | 0,125 | 0,242 | 0,059 | 0,407 | 0,357 | 0,127 | 0,201 | 0,323 | 0,861
32 0,386 | 0,311 | 0,030 | 0,451 | 0,239 | 2,041 | 0,045 | 0,109 | 0,188 | 0,052 | 0,377 | 0,324 | 0,138 | 0,168 | 0,371 | 0,896
40 0,392 | 0,327 | 0,035 | 0,475 | 0,267 | 2,780 | 0,047 | 0,115 | 0,242 | 0,047 | 0,384 | 0,310 | 0,126 | 0,129 | 0,405 | 0,795
48 0,380 | 0,352 | 0,032 | 0,462 | 0,284 | 3,278 | 0,050 | 0,087 | 0,154 | 0,034 | 0,320 | 0,244 | 0,087 | 0,100 | 0,377 | 0,717
56 0,369 | 0,403 | 0,030 | 0,466 | 0,204 | 3,919 | 0,050 | 0,077 | 0,136 | 0,028 | 0,306 | 0,225 | 0,073 | 0,084 | 0,369 | 0,709
64 0,359 | 0,427 | 0,027 | 0,465 | 0,271 | 4,144 | 0,053 | 0,069 | 0,111 | 0,023 | 0,276 | 0,200 | 0,057 | 0,077 | 0,333 | 0,727
80 0,368 | 0,454 | 0,022 | 0,455 | 0,244 | 4,299 | 0,050 | 0,068 | 0,091 | 0,021 | 0,258 | 0,191 | 0,060 | 0,068 | 0,252 | 0,770
88 0,371 | 0,486 | 0,030 | 0,472 | 0,230 | 4,464 | 0,056 | 0,064 | 0,086 | 0,018 | 0,243 | 0,178 | 0,048 | 0,070 | 0,270 | 0,653
104 | 0,373 ] 0,442 | 0,012 | 0,430 | 0,222 | 4,271 | 0,060 | 0,065 | 0,089 | 0,020 | 0,235 | 0,186 | 0,035 | 0,080 | 0,260 | 1,000
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Tabela B.13 — Valores de concentraciao de células totais, células viaveis, viabilidade e pH
obtidos durante o cultivo no Experimento V-NAKA-10%-a realizado com o hibridoma
NAKA4-56A137

Tempo (h) Células Totais | Células Viaveis Viabilidade pH
(10%cell.mL™") | (10%.cell.mL™) (%)

0 0,253 0,224 88,64 7,40
8 0,270 0,239 88,66 7,33
16 0,324 0,284 87,67 7,28
24 0,401 0,356 88,77 7,17
32 0,715 0,636 88,99 7,39
43 0,942 0,812 86,20 7,30
52,5 1,146 0,941 82,11 7,00
67 1,663 1,214 73,02 7,19
75 1,758 1,109 63,10 7,10
92 1,712 0,739 43,19 7,27
99,5 1,885 0,484 25,66 7,15

Tabela B.14 — Valores de concentraciio de glicose, glutamina, lactato, ion aménio e acido
glutimico obtidos durante o cultivo no Experimento V-NAKA-10%-a realizado com o
hibridoma NAKA4-56A137

Tempo (h) Glicose Glutamina Lactato fon Aménio Acido
(mM) (mM) (mM) (mM) Glutamico
(mM)
0 29,44 5,60 2,86 7,53 0,198
8 28,99 4,90 4,75 7,74 0,247
16 28,09 4,11 7,04 7,82 0,286
24 27,07 3,53 9,66 7,91 0,337
32 25,43 3,28 13,35 8,24 0,417
43 23,02 2,61 18,97 8,02 0,572
52,5 20,96 1,65 22,80 9,08 0,793
67 19,44 0,45 25,42 10,39 1,390
75 18,93 0,15 26,11 11,24 1,472
92 18,56 0 26,79 11,32 1,479
99,5 18,79 0 27,24 11,32 1,391
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Tabela B.15 — Valores de concentracio de aminoacidos obtidos durante o cultivo no Experimento V-NAKA-10%-a realizado com o

hibridoma NAKA4-56A137

Tempo | Asp Ser His Arg | Thr | Ala Tyr Val | Met | Cys Ile Leu | Phe | Lys Gly | Trp
(h) | Mm) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) ((21\)/[) (mM) | (mM) | (Mm) | (mM) | (mM) | (mM)
m
0 0,355 | 0,285 | 0,030 | 0,432 | 0,243 | 0,615 | 0,030 | 0,157 | 0,321 | 0,075 | 0,502 | 0,449 | 0,147 | 0,228 | 0,355 | 0,812
8 0,373 1 0,299 | 0,030 | 0,429 | 0,187 | 1,052 | 0,035 | 0,151 | 0,301 | 0,072 | 0,469 | 0,425 | 0,160 | 0,225 | 0,366 | 0,770
16 0,366 | 0,347 | 0,037 | 0,434 | 0,233 | 1,440 | 0,033 | 0,146 | 0,280 | 0,066 | 0,439 | 0,395 | 0,158 | 0,227 | 0,333 | 0,705
24 0,374 | 0,369 | 0,032 | 0,418 | 0,213 | 1,797 | 0,035 | 0,138 | 0,254 | 0,064 | 0,421 | 0,376 | 0,162 | 0,210 | 0,325 | 0,884
32 0,378 | 0,421 | 0,034 | 0,430 | 0,220 | 2,392 | 0,040 | 0,132 | 0,231 | 0,060 | 0,401 | 0,353 | 0,162 | 0,209 | 0,326 | 0,786
43 0,343 | 0,485 | 0,028 | 0,411 | 0,218 | 3,134 | 0,042 | 0,130 | 0,220 | 0,044 | 0,385 | 0,324 | 0,160 | 0,180 | 0,337 | 0,938
52,5 10,320 | 0,575 | 0,034 | 0,422 | 0,223 | 3,338 | 0,043 | 0,094 | 0,124 | 0,034 | 0,278 | 0,223 | 0,109 | 0,156 | 0,340 | 0,745
67 0,387 | 0,800 | 0,040 | 0,451 | 0,209 | 4,227 | 0,055 | 0,100 | 0,123 | 0,029 | 0,248 | 0,181 | 0,085 | 0,150 | 0,279 | 0,742
75 0,387 | 0,854 | 0,042 | 0,449 | 0,225 | 4,321 | 0,056 | 0,089 | 0,086 | 0,009 | 0,212 | 0,144 | 0,076 | 0,138 | 0,293 | 0,809
92 0,398 | 0,955 | 0,042 | 0,468 | 0,189 | 4,529 | 0,057 | 0,103 | 0,118 0 0,203 | 0,132 | 0,078 | 0,142 | 0,394 | 0,745
99,5 10,318 | 0,900 | 0,041 | 0,435 | 0,207 | 4,330 | 0,054 | 0,080 | 0,101 0 0,162 | 0,115 | 0,075 | 0,145 | 0,386 | 0,749
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Tabela B.16 — Valores de concentraciao de células totais, células viaveis, viabilidade e pH
obtidos durante o cultivo no Experimento V-NAKA-10%-b realizado com o hibridoma

NAKA4-56A137

Tempo (h) Células Totais | Células Viaveis Viabilidade pH
(10%cell.mL™") | (10%.cell.mL™) (%)

0 0,159 0,139 87,06 7,30
15 0,251 0,228 91,02 7,29
27 0,347 0,316 91,17 7,24
39 0,634 0,589 92,91 7,37
51 0,828 0,739 89,27 7,17
63 1,176 0,965 82,08 7,06
75 1,399 1,022 73,06 7,05
87 1,575 0,978 62,10 7,15
99 1,868 0,878 46,97 7,17
111 1,549 0,424 27,39 7,27

Tabela B.17 — Valores de concentracio de glicose, glutamina, lactato, ion amonio e acido
glutimico obtidos durante o cultivo no Experimento V-NAKA-10%-b realizado com o
hibridoma NAKA4-56A137

Tempo (h) Glicose Glutamina Lactato fon Aménio Acido
(mM) (mM) (mM) (mM) Glutamico
(mM)
0 28,92 5,780 2,44 7,05 0,218
15 28,35 4,830 5,28 7,18 0,297
27 27,03 4,201 8,48 7,18 0,353
39 24,77 3,758 13,44 7,32 0,435
51 22,34 2,966 19,68 7,73 0,553
63 19,65 1,790 25,06 8,81 0,729
75 18,24 0,925 27,86 9,86 1,338
87 17,33 0 29,21 10,80 1,520
99 16,89 0 29,94 11,33 1,478
111 16,88 0 30,40 11,66 1,470
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Tabela B.18 — Valores de concentra¢io de aminoacidos obtidos durante o cultivo no Experimento V-NAKA-10%-b realizado com o

hibridoma NAKA4-56A137

Tempo | Asp Ser His Arg | Thr | Ala Pro Tyr Val | Met | Cys Ile Leu | Phe | Lys Gly | Trp
(h) | Mm) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) ( 1\(42) ) (mM) | (mM) | (Mm) | (mM) | (mM) | (mM)
m

0 0,412 | 0,336 | 0,503 | 0,494 | 0,287 | 0,484 | 0,335 | 0,036 | 0,199 | 0,387 | 0,074 | 0,569 | 0,517 | 0,194 | 0,269 | 0,448 | 0,441
15 0,430 | 0,343 | 0,036 | 0,472 | 0,262 | 1,224 | 0,242 | 0,027 | 0,161 | 0,316 | 0,070 | 0,497 | 0,449 | 0,195 | 0,252 | 0,469 | 0,611
27 0,423 | 0,388 | 0,037 | 0,481 | 0,218 | 1,817 | 0,211 | 0,030 | 0,156 | 0,296 | 0,062 | 0,446 | 0,395 | 0,145 | 0,236 | 0,483 | 0,605
39 0,398 | 0,421 | 0,033 | 0,481 | 0,197 | 2,372 | 0,210 | 0,035 | 0,140 | 0,250 | 0,042 | 0,401 | 0,339 | 0,123 | 0,216 | 0,410 | 0,649
51 0,359 | 0,461 | 0,033 | 0,435 | 0,185 | 2,964 | 0,168 | 0,038 | 0,127 | 0,209 | 0,023 | 0,318 | 0,260 | 0,100 | 0,174 | 0,378 | 0,461
63 0,323 | 0,505 | 0,031 | 0,390 | 0,180 | 3,118 | 0,171 | 0,036 | 0,096 | 0,144 | 0,008 | 0,256 | 0,197 | 0,088 | 0,144 | 0,330 | 0,430
75 0,387 | 0,759 | 0,043 | 0,504 | 0,195 | 4,373 | 0,292 | 0,054 | 0,113 | 0,149 0 0,262 | 0,185 | 0,087 | 0,156 | 0,312 | 0,467
87 0,370 | 0,807 | 0,038 | 0,493 | 0,205 | 4,493 | 0,336 | 0,053 | 0,102 | 0,128 0 0,184 | 0,118 | 0,078 | 0,132 | 0,304 | 0,495
99 0,342 | 0,819 | 0,030 | 0,482 | 0,180 | 4,559 | 0,318 | 0,050 | 0,090 | 0,085 0 0,136 | 0,094 | 0,078 | 0,142 | 0,388 | 0,475
111 0,363 | 0,835 | 0,038 | 0,470 | 0,277 | 4,690 | 0,337 | 0,065 | 0,117 | 0,133 0 0,143 | 0,091 | 0,078 | 0,142 | 0,432 | 0,481
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Tabela B.19 — Valores de concentraciao de células totais, células viaveis, viabilidade e pH
obtidos durante o cultivo no Experimento VI-TAN-10% realizado com o hibridoma
TAN1-112A18

Tempo (h) Células Totais | Células Viaveis Viabilidade pH
(10%cell.mL™") | (10%.cell.mL™) (%)

0 0,217 0,191 90,79 7,30
9 0,225 0,193 85,53 7,44
20 0,304 0,264 86,65 7,39
28 0,349 0,307 87,99 7,20
36 0,426 0,365 85,76 7,21
44 0,530 0,456 86,08 7,10
52 0,714 0,617 86,35 7,07
60 0,783 0,666 85,48 7,13
68 0,951 0,822 86,46 7,00
76 1,104 0,906 82,05 6,98
84 1,216 0,891 73,26 6,91
92 1,284 0,791 61,64 7,02
101 1,363 0,679 49,86 6,80

Tabela B.20 — Valores de concentracio de glicose, glutamina, lactato, ion amonio e acido
glutamico obtidos durante o cultivo no Experimento VI-TAN-10% realizado com o
hibridoma TAN1-112A18

Tempo (h) Glicose Glutamina Lactato fon Aménio Acido
(mM) (mM) (mM) (mM) Glutamico

(mM)
0 30,20 5,70 2,72 3,66 0,14
9 28,70 5,45 4,65 3,80 0,22
20 27,60 4,95 6,87 4,05 0,42
28 26,30 4,48 8,38 4,20 0,53
36 25,00 4,11 10,69 4,46 0,65
44 23,20 3,98 12,81 4,85 0,69
52 21,00 3,65 14,90 5,19 0,80
60 19,00 3,32 16,84 5,50 0,97
68 17,70 2,71 18,64 5,78 1,00
76 15,90 2,07 19,74 6,20 1,10
84 14,70 1,56 21,10 6,55 1,27
92 13,00 1,04 22,00 6,90 1,32
101 12,00 0,71 23,15 7,31 1,53
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Tabela B.21 — Valores de concentracio de aminoacidos obtidos durante o cultivo no Experimento VI-TAN-10% realizado com o

hibridoma TAN1-112A18

Tempo | Asp Ser His Arg | Thr | Ala Pro Tyr Val | Met | Cys Ile Leu | Phe | Lys Gly | Trp
(h) | Mm) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) ( 1\(42)) (mM) | (mM) | (Mm) | (mM) | (mM) | (mM)
m
0 0,130 | 0,265 | 0,026 | 0,376 | 0,452 | 0,365 | 0,210 | 0,017 | 0,133 | 0,267 | 0,050 | 0,396 | 0,421 | 0,158 | 0,246 | 0,624 | 0,449
9 0,120 | 0,305 | 0,033 | 0,435 | 0,446 | 0,909 | 0,205 | 0,023 | 0,138 | 0,274 | 0,056 | 0,403 | 0,429 | 0,163 | 0,272 | 0,844 | 0,425
20 0,135 ] 0,316 | 0,033 | 0,415 | 0,464 | 1,653 | 0,208 | 0,031 | 0,141 | 0,275 | 0,057 | 0,397 | 0,429 | 0,165 | 0,286 | 0,877 | 0,472
28 0,140 | 0,320 | 0,033 | 0,410 | 0,440 | 2,010 | 0,230 | 0,045 | 0,146 | 0,276 | 0,055 | 0,393 | 0,423 | 0,163 | 0,282 | 0,987 | 0,413
36 0,156 | 0,326 | 0,108 | 0,410 | 0,428 | 2,264 | 0,147 | 0,046 | 0,137 | 0,260 | 0,053 | 0,371 | 0,395 | 0,135 | 0,326 | 0,865 | 0,362
44 0,160 | 0,378 | 0,033 | 0,565 | 0,283 | 3,454 | 0,198 | 0,068 | 0,164 | 0,353 | 0,062 | 0,553 | 0,519 | 0,217 | 0,337 | 0,870 | 0,537
52 0,160 | 0,378 | 0,033 | 0,556 | 0,273 | 3,661 | 0,221 | 0,070 | 0,145 | 0,276 | 0,057 | 0,488 | 0,449 | 0,157 | 0,300 | 0,846 | 0,494
60 0,170 | 0,416 | 0,041 | 0,576 | 0,351 | 4,002 | 0,242 | 0,087 | 0,143 | 0,263 | 0,045 | 0,465 | 0,424 | 0,132 | 0,286 | 0,824 | 0,374
68 0,180 | 0,421 | 0,034 | 0,562 | 0,323 | 4,109 | 0,244 | 0,084 | 0,129 | 0,235 | 0,040 | 0,435 | 0,390 | 0,119 | 0,282 | 0,663 | 0,500
76 0,190 | 0,454 | 0,036 | 0,545 | 0,329 | 4,229 | 0,247 | 0,095 | 0,120 | 0,210 | 0,035 | 0,411 | 0,358 | 0,104 | 0,254 | 0,556 | 0,441
84 0,200 | 0,513 | 0,037 | 0,554 | 0,381 | 4,564 | 0,268 | 0,106 | 0,116 | 0,202 | 0,029 | 0,417 | 0,359 | 0,104 | 0,259 | 0,491 | 0,447
92 0,200 | 0,506 | 0,048 | 0,503 | 0,298 | 4,413 | 0,272 | 0,104 | 0,106 | 0,179 | 0,027 | 0,390 | 0,331 | 0,089 | 0,229 | 0,412 | 0,426
101 0,220 | 0,561 | 0,051 | 0,500 | 0,292 | 4,730 | 0,316 | 0,114 | 0,108 | 0,179 | 0,025 | 0,404 | 0,339 | 0,089 | 0,240 | 0,424 | 0,470




