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RESUMO
Embora eficazes, as vacinas atuais contra a raiva, uma das doengas infecciosas mais letais
do mundo, apresentam problemas relacionados com a seguranga de administragéo e o
custo de producdo. Nesse contexto, a biotecnologia moderna se torna uma fonte de
alternativas inovadoras de grande interesse para producdo de vacinas. O principal
antigeno capaz de conferir uma resposta imunolégica neutralizante contra o virus rabico
é a glicoproteina do virus da raiva (RVGP), cuja producdo por tecnologia de DNA
recombinante vem sendo desenvolvida por pesquisadores do Laboratorio de Imunologia
Viral (LIV) do Instituto Butantan de Sao Paulo, utilizando varios sistemas de expressao
em células de Drosophila melanogaster S2. Um dos mais recentes desenvolvimentos é a
linhagem S2MtRVGP-H-His, obtida mediante transfeccdo estavel com plasmideos
contendo entre outros componentes 0 cDNA da RVGP e a cauda de histidina para facilitar
a purificacdo, ambos sob controle do promotor indutivel da metalotioneina. O presente
trabalho tem como objetivo o estudo de caracteristicas cinéticas de crescimento celular e
de producdo de glicoproteina recombinante do virus da raiva rRVGP da linhagem de
Drosophila melanogaster S2ZMtRVGP-H-His com vistas a avaliacdo do potencial de um
biorreator com agitacdo induzida por ondas (waves) para escalonamento da producédo de
rRVGP. A primeira etapa dos trabalhos, envolvendo cultivos em batelada em frasco
Schott com 20 mL de meio de cultura comercial Sf900-111, permitiu a determinacéo da
temperatura ideal (28°C), o tempo apropriado de inducdo da expressdo (72 h) e das
velocidades especificas de crescimento de 0,022-0,034 ht, densidade celular maxima de
1,82x107 cel.mL™2 e rRVGP produzida de 0,07-0,99 pg.mL™. Com base nesses resultados,
iniciou-se a segunda parte dos trabalhos com cultivos em biorreator Wave utilizando 650
mL de meio Sf900-11l, com concentracdo média de oxigénio dissolvido de 60% da
saturacdo com ar e pH variando sem controle de 6,2-7,0. O cultivo no biorreator
apresentou velocidade especifica maxima de crescimento de 0,035 h, densidade celular
maxima de 1,1x10’ cel.mL* e rRVGP produzida de 0,85 pug.mL™. A producdo da rRVGP
em larga escala com células S2MtRVGP-H-His utilizando o biorreator Wave mostrou ser

uma alternativa viavel, reprodutivel e com grande potencial de escalonamento.

Palavras-chave: Glicoproteina do virus da raiva; Drosophila melanogaster S2; vacina

antirrabica; proteinas recombinantes, biorreator Wave.



ABSTRACT

Although effective, current vaccinations against rabies, one of the most lethal infectious
diseases in the world, present security issues of administration and production costs. In
this scenario, modern biotechnology has become a source of new alternatives of great
interest for vaccine production. The main antigen capable of conferring neutralizing
Immune response against infection by rabies virus is the glycoprotein of rabies virus
(RVGP), which the production by recombinant DNA technology has been developed by
researchers at the Viral Immunology Laboratory (LI1V) of the Butantan Institute of Sdo
Paulo using various expression systems in Drosophila melanogaster S2 cells. One of the
latest developments is S2MtRVGP-H-His cell line, obtained by stable transfection with
plasmids containing cONA from other components of RVGP and histidine tag to facilitate
purification, both under control of the inducicle metallothionein promoter. This work
aims to study the kinetic characteristics of cell growth and production of recombinant
glycoprotein rRVGP rabies virus strain of Drosophila melanogaster SZMtRVGP-H-His,
in order to evaluate the potential of a bioreactor with agitation induced by waves (Wave)
for the scale-up production of rRVGP. The first stage of the study, involving batch
cultures in 20 mL Schott bottle with commercial culture medium Sf900-111, allowed us to
determine the optimal temperature of cultivation (28°C), time of induction of expression
(72 h), the specific growth rate ranging from 0.022 to 0,034 h't; maximum cell density
1.82x107 cel.mL? and rRVGP produced from 0.07 to 0.99 pg.mL™*. Based on these
results, was started the second part of the study performed in the Single-use Wave
bioreactor, involving batch cultures with 650 mL of Sf900-111, with 60% of dissolved
oxygen and pH ranging without control from 6.2 to 7.0. The culture in the bioreactor
showed maximum specific growth rate of 0,035 h*, maximum cell density was
1.1x107cel.mL? and RVGP produced 0.85 pg.mL. The production of large scale rRVGP
with S2MtRVGP-H-His cells using the Wave bioreactor has shown to be viable,
reproducible and with high potential to scale-up.

Keywords: glycoprotein of rabies virus; Drosophila melanogaster S2; rabies vaccination;

recombinant proteins; Wave Bioreactor



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Distribuicdo dos niveis de risco para seres humanos entrarem em contato com

I 11 - SR TRTR 23
Figura 2: Resposta imune das VaCiNas VIFalS. .........c.ccverveieeieerieseeseesie e sieesneseesseaneens 29
Figura 3: Aprovacéao dos biofarmacos pela FDA de 1982 a 2012. .........ccccecvveveennennn. 31
Figura 4: Estrutura do virus rabico evidenciando suas cinco proteinas principais......... 35

Figura 5: Esquema demonstrando os dominios da glicoproteina do virus da raiva. ...... 36

Figura 6: Foto do inseto Drosophila melanogaster (A) e das células Drosophila
melanogaster S2 em cultivo (B) na forma isolada e na forma de aglomerados celulares,
visualizadas pelo microscopico 6ptico em hematoCitOmetro. ..........c.ccecvveveevieveecneennenn, 38

Figura 7: Esquema do padréo de glicosilagédo em diferentes tipos celulares.................. 45

Figura 8: Analise por microscopia confocal realizada com as células selvagens (A) e
recombinantes (B). As células recombinantes foram induzidas com CuSOsem 72 h e com
120 h de cultivo foram coletadas e examinadas para a microscopia confocal, imagem B.

........................................................................................................................................ 49
Figura 9: Visdo geral das vias de Glicolise e Ciclo das pentoses fosfato....................... 53
Figura 10: Visdo geral da principal via metabolica da glutamina. ...........ccccoceveinnennen 54

Figura 11: Via metabdlica dos insetos envolvendo os aminoacidos prolina e alanina. . 58

Figura 12: Cinética do crescimento celular, o consumo de nutrientes e formagdo de

produto N0 MOdOo batelada. ...........c.coveiiiiieiice e 66
Figura 13: Esquema de funcionamento do Biorreator Wave — Sistema 2/10. ................ 67
Figura 14: Biorreator Wave ™ — Sistema 2/10. Plataforma de operacéo e Cellbab™ (A);
maédulo de controle Wavepod™ I1 Integrated Controller (B).........cc.ccvveveeveveceevreeeenanee, 67
Figura 15: Mapa do vetor de expressdo da célula S2ZMtRVGP-H-His.............c.ccccue..... 70

Figura 16: Esquema ilustrativo do procedimento padronizado para cultivo das células em
PEYUENA ESCANAL .....vviiiie ettt 77

Figura 17: Esquema ilustrativo do procedimento padronizado para cultivo das células em
JArga SCAIA. ....vieiieee s 78

Figura 18: Biorreator Wave ™ — modelo 2/10 em funcionamento. ...............ccceuevene. 79

Figura 19: Cellbag™ do cultivo de células S2MtRVGP-H-His com os sensores de pH,
oxigeénio dissolvido e temperatura acoplados ao SiStema. .........cccecevvevveveiieeneere s 80



Figura 20: Analise da curva de crescimento com o consumo/producdo de aminoacidos
durante o cultivo de S2MtRBGP-H-His por 192 h, com inducéo por CuSO4. Operado em
frasco Schott (Vrasco=100 mL;Vrabaino=20 mL), a 28°C, agitacao de 100 rpm e inducgéo a
72 h de cultivo indicado Pela SEta. ..........ccviieiieriiiieieece e 85

Figura 21: Evolucao do consumo/producéo de aminoacidos criticos durante o cultivo com
inducdo com cobre de células S2ZMtRBGP-H-His por 192 h em frasco Schott a 28°C e
AQITACAOD 100 IPIM. .ottt bbbt b b 86

Figura 22: Comparacdo da cinéetica de crescimento entre as linhagens selvagem e
recombinante em cultivos realizados em triplicata. Os cultivos 1, 2 e 3 da linhagem
S2MtRVGP-H-His e o cultivo induzido da linhagem selvagem receberam a inducéo de
CuSO4 em 72 h. Nos demais cultivos ndo houve adi¢do de CuSOg........cccocvrerinrrennne. 87

Figura 23: Analise comparativa do consumo de glicose durante o cultivo de células S2
selvagem e S2MtRVGP-H-His por 192 h de cultivo em frasco Schott a 28°C e agitacdo
(0 LI 000 TSP 90

Figura 24: Analise comparativa do consumo/producdo de aminoacidos durante o cultivo
de células S2MtRBGP-H-His por 192 h de cultivo em frasco Schott a 28°C e agitacdo de
F00 TP ettt e 91

Figura 25: Andlise comparativa do consumo/producdo de aminoacidos durante o cultivo
de células S2 Selvagem por 192 h de cultivo em frasco Schott a 28°C e agitagdo de 100

Figura 26: Resultados do Experimento 1 do cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192
h com inducdo por CUSOs, em frasco Schott (Virasco=100 mL;Virabaino=20 mL), a 28°C,
com agitacdo de 100 rpm e inducgdo a 72 h de cultivo indicado pela seta no grafico..... 93

Figura 27: Resultados do Experimento 2 do cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192
h com inducdo por CUSQO4, em frasco Schott (Vfrasco=100 ML; Vitrabaino= 20 mL, a 25°C,
com agitacdo de 100 rpm e inducdo a 72 h do cultivo, indicado pela seta no gréafico. .. 96

Figura 28: Resultados do Experimento 3 do cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192
h com inducdo por CuSOs4, em frasco Schott (Vfrasco= 100 mL; Virabaino= 20 mL), a 22°C,
com agitacdo de 100 rpm e inducgdo a 96 h do cultivo, indicado pela seta no grafico. .. 98

Figura 29: Resultados obtidos nos experimentos em frasco Schott de células S2ZMtRVGP-
H-His em diferentes temperaturas de cultivo: 28, 25 e 22°C, operado em frasco Schott
(Vfrasco= 100 ML; Virabaino= 20 mL) com agitacdo de 100 rpm ........ccoovevevieencnienneennn. 100

Figura 30: Resultados de producdo de rRVGP em frasco Schott durante o cultivo de
células S2MtRBGP-H-His nos Experimentos 1, 2 e 3, em funcdo da densidade celular,
operado em frasco Schott (Vfrasco= 100 ML; Virabaino= 20 mL) com agitacdo de 100 rpm.
...................................................................................................................................... 101

Figura 31: Analise comparativa dos quatro tempos de inducdo (Oh, 24h, 48h e 72h) da
expressdo de rRVGP por CuSO4 no cultivo da célula S2MtRVGP-H-His em frasco
Schott(Vfrasco= 100 mL; Virabalno=20 mL), a 28°C, com agitacao de 100 rpm. ............. 103



Figura 32: Andlise comparativa da producdo de rRVGP no cultivo da célula S2MtRVGP-
H-His em frasco Schott (Vrasco=100 ML;Virabaiho=20 mL), T:28°C, agita¢éo de 100 rpm
em quatro tempos de inducdo da expressdo por CuSO4 (0Oh, 24h, 48h e 72h), em fungéo
da densidade CEIUIAT...........ccv i 104

Figura 33: Resumo comparativo da producdo de rRVGP em funcéo da densidade celular
nos cultivos de células S2MtRVGP-H-His em frasco Schott para definicdo da temperatura
e tempo de adi¢cdo de CuSO4 apropriados para producéo eficiente de rRVGP.. ........... 106

Figura 34: Formacao de aglomerados celulares ap6s a adi¢cdo do antibidtico Higromicina
B para selecdo de células recombinantes em microscopio Optico convencional com
aumento de 40x na lente objetiva e 10x na lente ocular. ..........ccccoccveveiieii e 107

Figura 35: Resultados do primeiro experimento de cultivo de células S2ZMtRVGP-H-His
por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag de 1 L de volume de
trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condiges: indculo de 5x10° cel.mL?,
temperatura de 28°C, concentracdo de oxigénio dissolvido proxima de 40%, pH 6,25,
agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSOg foi de72 h. ................. 110

Figura 36: Resultados do segundo experimento de cultivo de células S2MtRVGP-H-His
por 120 h em biorreator Wave com volume de 650 mL em Cellbag de 1 L de volume de
trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condi¢des: indculo de 5x10° cel.mL?,
temperatura de 28°C, concentracdo de oxigénio dissolvido proxima de 40%, pH 6,25,
agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSO4 foi de72 h .................. 111

Figura 37: Resultado dos dois experimentos de cultivo em biorreator Wave para producao
B TRVGP. ..ottt sttt e ettt neene e 117

Figura 38: Andlise comparativa de crescimento celular e producdo de rRVGP nos
experimentos de cultivo de células S2MtRVGP-H-His em pequena (frasco Schott,
Viina=20 mL) e larga escala (Biorreator Wave, Viina=650 ML). ......c..ccooevviivieriinnenns 119

Figura 39: Comparacdo do crescimento celular nas primeiras 72 horas de cultivo em
frascos Schott € DIOrreator WAVE. .........ccvieeiieii e 120



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Vacinas de primeira e segunda geracéo desenvolvidas para a imunizacao contra
0 Virus da raiva para UsO NUMANO. ..........coeiiiiiiiiree s 26

Tabela 2: Caracteristicas das vacinas com virus vivo atenuado, virus inativado e vacinas
O OO DI NIANEES. ..ttt nnnnnnnn 28

Tabela 3: Biofarmacos aprovados em 2013 nos Estados Unidos (EUA) e na Unido
UL go] o =T (=1 ) TSSO URTR SRS 32

Tabela 4. Comparacéo dos sistemas de expressao de proteinas recombinantes............. 40

Tabela 5: Produtos farmacéuticos obtidos e licenciados com linhagens de insetos para uso
RUMAN0 OU VELEIINATTO. .....veevicie ettt e re e reesneenee s 41

Tabela 6: Sistemas de expresséo ja utilizados para a expressao da glicoproteina do virus

FADICO. ettt b b reens 42
Tabela 7: Comparativo de condicdes de cultivo entre insetos e mamiferos................... 46
Tabela 8: Principais nutrientes e metabolitos do metabolismo das células S2............... 62

Tabela 9: Processos industriais realizados em larga escala para producdo de vacinas,
anticorpos monoclonais e proteinas recombinantes. ..........ccccocevvevevieeve e 64

Tabela 10: Resumo de todos os experimentos realizados neste trabalho....................... 82

Tabela 11: Resultado da analise do meio de cultura Sf-900 1 feita por Swiech et al. (2007)
e ST-900 I11 neste trabalno. .........ccoovieiie s 84

Tabela 12: Velocidades especificas de crescimento no cultivo das linhagens S2ZMtRVGP-
H-His e S2- Selvagem realizado em tripliCata...........ccccoveriiiiininiiiceeec e 88

Tabela 13: Anélise comparativa ponto a ponto dos cultivos de S2ZMtRVGP-H-His e S2-
SEIVAGEIM ...t 89

Tabela 14: Densidade celular final dos quatro tempos de adicdo de CUSQOa4 (Oh, 24, 48h e
72h) no cultivo da célula S2MtRVGP-H-His em meio Sf-900 I11, realizados em frasco
83T 0] | PSSR PPPRRTR 104

Tabela 15: CondicGes experimentais utilizadas no biorreator Wave nos Experimentos 7 e
TSSOSO 108

Tabela 16: Dados comparativos de producéo da rRVGP com células S2ZMtRVGP-H-His
em biorreator Wave € Bioflo 110. ........cccovviiiiiiiiiccic e 115

Tabela 17: Anélise do crescimento celular ao longo do tempo nos Experimentos 7 e 8
...................................................................................................................................... 118

Tabela 18: Analise do crescimento celular ao longo do tempo nos experimentos de
PEYUENA € 1arga BSCalA. .....cc.eiiiieiie et s 120



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

Hmax
ATCC
cDNA
CO2
CuSOq4
DMSO
DNA
ELISA
FDA
FSH
GH
HPLC
LH

Oz
RNA
rRVGP
rS2
RVGP
S2
S2MtRVGP-H-His

UE
USA

Wave

Xméx

Velocidade especifica de crescimento celular
Velocidade especifica maxima de crescimento celular
American Type Culture Collection

Complementary Deoxyribonucleic acid

Dioxido de carbono

Sulfato de cobre

Dimetilsulfoxido

Deoxyribonucleic acid

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Food and Drug Administration (US)
Follicle-stimulating hormone

Hormonio de crescimento humano (Growth Human)
High-Performance Liquid Chromatography
Luteinizing hormone

Oxigénio

Ribonucleic acid

Glicoproteina do virus da raiva recombinante — cepa Pasteur

Células recombinantes de Drosophila melanogaster Schneider 2

Rabies Virus Glycoprotein — Pasteur strain

Células de Drosophila melanogaster Schneider 2

Células recombinantes do presente estudo para expressar RVGP

com cauda de histidina sob dominio do promotor da
metalotioneina selecionadas com higromicina
Unido Européia

Unites States of America

Biorreator Wave ™ — Sistema 2/10, GE HEALTHCARE®

Densidade celular

Densidade celular maxima



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ..ottt sttt 17
2 OBJIETIVOS......o ottt ettt sttt sb et neane e 21
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooiriiriiineiseieisississsssesssssssssssssssesss s 22
3.1 Araivae 0 cenario MUNAIAL ..o 22
3.2 AVvacinaGao antirfaDICa .......cc.cooeiiiiieiee e 23
TN R £ Tod |- LSRR 23
3.2.2 O historico da vacina antirrbiCa...........ccccveviereiereie e 24
3.2.3 A nova geracdo de vacinas: producdo de proteinas recombinantes ............... 26
3.2.4 Comparativo entre 0S tip0S de VACINGIS.........ccerverererininieiene s 27
3.3 O panorama atual da producao industrial dos biofarmacos...............c.......... 30
3.4 O virus rébico, a glicoproteina G e a importancia da glicosilagéo................. 34
3.5 Células do inseto Drosophila melanogaster S2...........cccoovveiiiieininencesiee, 37
3.5.1 Sistemas de expressao e a cultura de células de inSetos...........cccceevevvrvrrannns 39
3.5.2 Expressdo da glicoproteina rRVGP em células S2 ...........ccooeveveieinininenn, 47
3.5.3 O metabolismo das células de Drosophila melanogaster em cultura............ 50
3.5.3.1 Metabolismo da prolina...........ccccoeeiieiiiiiiicceece e 51
3.5.3.2 Metabolismo da glicose e lactato............cccccvveeeeiiiic i 51
3.5.3.3 Metabolismo da glutamina € amOnia...........c.ccceeeveveiiece e 53
3.5.3.4 Efeitos do acimulo de subprodutos do cultivo e atuacao de outros
AMINOACIHOS ...ttt sttt r e et e et e sbesbesbeaneeneas 55
3.5.3.5 A estabilidade da glicoproteina ...........ccccccevveiieiiiic i 58
3.5.3.6 Metabolismo de OXIQENIO ........ccceevviiiiiieeccee e 59
3.5.3.7 Visdo global do metabolismo para fins de monitoramento de
BXPEITMEINTOS. ...ttt e e e e be e e b e e sa e e e et e e nre e nree e 61
3.5.3.8 Meios de cultura para células de iNSet0.........ccoecvevieiieve e 62
3.6 Cultivo de células de Drosophila melanogaster no Wave Bioreactor (Single-
USE SYSTEIM) Lottt ettt ettt e e e b e s a e et e et e e sh e et e e ta e re e nare e 64
3.7 COMENTANIOS GEIAIS ....eovveuieieie ittt sttt st re s e 68
4 MATERIAL E METODOS .....cooiieiieeeiciseeieeses s sesessssssessesessesssnassen s sensssenns 70
4.1 Linhagem celular S2ZMtRVGP-H-HIS ... 70
4.2 O meio de cultura SF-900® T ........ccooiiiiiiiie s 71

4.3 Procedimentos seguidos nos experimentos de cultivo de células.................... 71



4.3.1 BaNnCO de CEIUIBS ... ...t 71

4.3.2 Descongelamento de CEIUIAS ...t 72
4.3.3 Selecéo da linhagem recombinante com antibi6tico higromicina.................. 72
4.3.4 Cultivo em frasCo SCNOE.........cccuiiuiiiiiieie s 73
4.3.5 AMOSITAGEIM ...ttt 73
4.4 MELOAOS ANAITTICOS. ....cuveieieieie et 74
4.4.1 Densidade celular e viabilidade............ccoceieiiiiiieii e 74
4.4.2 Quantificacdo de glicose € 1aCtatO.........covveerieieiieiiee e 74
4.4.3 QUantificagao de AMONIA.........ciiriiieieieee e 74
4.4.4 Quantificacdo de amin0Acidos em CUItIVO .........ccccooviiiiininiieere e 75
4.5 Quantificacdo da rRVGP produzida.............ccccocveveiieiiiie i 76
4.6 Experimentos em frasco Schott para estudo da cinética de crescimento e
expressdo de rRVGP da célula S2ZMtRVGP-H-His em cultura..............c..cccue.e.e. 77
4.7 Experimento em biorreator Wave para producado de rRVGP em larga escala
.................................................................................................................................... 78
4.8 Metodologias de CAICUIOS ..o 80
4.9 Descri¢do dos experimentos realizados nesta pesquisa ..........cccceererereriennen. 82
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........coomieeieieeeeiessesissesesesssesessesissessenessnesnensen, 83
5.1 Estudo em pequena escala das principais caracteristicas cinéticas e
fisiologicas das células SZMtRVGP-H-HiS .........ccccoiiiiiiiiiiiceeeee 83
5.1.1 Analise da composi¢do do meio de cultura para verificar necessidade de
SUPIEMENTAGAD. ...ttt se bbb eneas 83
5.1.2 Comparagdo do metabolismo e da cinética de crescimento entre as células
recombinantes S2MtRVGP-H-His e as células S2 selvagens. ..........ccccoevvrevreennen. 87
5.1.3 Estudo da temperatura 6tima de cultivo para as células S2MTRVGP-H-His e
EXPreSSA0 AA RV GP.......oiiiiiiiiiieee e 92
5.1.4 Definigéo do tempo ideal da adi¢cdo de CuSO4 para inducdo da expresdo da
12 A PSP 101
5.2 Estudo em larga escala para maximizagédo da expressao da glicoproteina
rRVGP em biorreator com agita¢do induzida por ondas (\Waves) ..................... 108
5.3 Analise da reprodutibilidade de cultivos em larga escala e da viabilidade do
LeE{or: 1[0 T U g T=] o | (o TSR 116
B CONCLUSAO ..ottt 122
7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS .......coooveieieeeeeeeeeeeeeeienieniees 123
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccoiniiiiniineneiisissiness s 124

APENDICES ..o oot e ettt ee e e et e e e e e et et e e et e e et eteseeseeese e eseseressaseesaressereesranes 130



Apéndice A: Crescimento celular

Apéndice B: Quantificagao de rRVGP ...

Apéndice C: Consumo de substratos e formagao de produtos ............cccecererererennnnn



INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A raiva é uma encefalite viral grave transmitida por mamiferos, Unicos animais
susceptiveis ao virus, apresentando uma mortalidade em seres humanos de 100% em
casos ndo tratados (YANG et al., 2013). E conhecida como uma das doengas infecciosas
mais letais, sendo responsavel por aproximadamente 55 mil mortes por ano no mundo
inteiro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

O tratamento profilatico é uma das estratégias mais eficazes para o controle da
transmissdo do virus da raiva e atualmente poupa cerca de 330 mil mortes anuais
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). A estratégia preventiva consiste em
controlar a zoonose diretamente no hospedeiro do virus por meio da vacinagdo. Ao longo
dos Gltimos 100 anos, vérias vacinas foram utilizadas para evitar e controlar a proliferacéo
do virus da raiva, tais como a vacina com virus vivo atenuado e a vacina com virus
inativado que, apesar de se mostraram eficazes em todo o mundo, apresentavam inumeras
reacOes adversas (DERTZBAUGH et al., 1998) e ndo mostravam a seguranga de
administragdo necessaria para atuar como método de imuniza¢do em massa (MASATANI
etal., 2010).

Com o dominio de novas técnicas e ferramentas propiciadas pelos avan¢os
inovadores em cultivo de células e biologia molecular tornou-se possivel a obtencéo de
uma nova classe de vacinas, tais como as vacinas recombinantes, as vacinas vetoriais e
as vacinas baseadas em DNA (YANG et al., 2013). Essas novas abordagens se baseiam
na construcdo de vetores moleculares eficientes e no desenvolvimento de linhagens
recombinantes para atuarem como sistemas de expressao de proteinas (LEMOS et al.,
2009; ASTRAY et al., 2014), que conseguem oferecer 0 suporte necessario para
solucionar os problemas relatados, além de permitir a exploracdo de outras limitagdes das
vacinas convencionais, tais como a diminui¢do do custo do processo (MASATANI et al.,
2010) e a possibilidade de producéo em larga escala (SWIECH et al., 2008).

O principal antigeno capaz de conferir resposta imunologica neutralizante contra
a infeccdo com o virus rébico é a glicoproteina RVGP (Rabies Virus Glycoprotein), que
corresponde a uma proteina transmembranica trimérica (GAUDIN et al., 1992)
dependente de glicosilacéo para preservacéo de sua imunogenicidade (WOJCZYK et al.,
1998). Dessa forma, como essa proteina é o principal antigeno torna-se o elemento
principal a ser considerado no desenvolvimento de uma vacina recombinante (ASTRAY
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et al., 2014) e o sucesso da sua obtencdo em grandes quantidades é fator preponderante
para o desenvolvimento do processo em larga escala (SWIECH et al., 2008).

O Laboratério de Imunologia Viral (LIV) do Instituto Butantan desenvolve ha 10
anos pesquisa voltada a modificacdo genética de células de Drosophila melanogaster S2
para expressar a forma recombinante da RVGP (rRVGP) de forma cada vez mais eficiente
(VENTINI et al., 2014). Essa linha de pesquisa tem como meta principal a obtengéo do
antigeno em larga escala para fins de diagndstico e vacinal. Além disso, diversas
caracteristicas proprias das celulas S2 relacionadas a facil manipulacéo, adaptacao as
quantidades baixas de oxigénio e resisténcia ao cisalhamento (MORAES et al., 2008),
bem como sua reconhecida versatilidade metabolica (SWIECH et al., 2007), tornam essas
células atrativas para o desenvolvimento de processos de cultivo em biorreator visando a
producdo de rRVGP em larga escala.

Para poder atingir esse objetivo o desenvolvimento de linhagens de células S2
recombinantes com alta capacidade de expresséo de rRVGP é de primordial importancia.
Avangos nesse sentido ja foram conseguidos através da construcdo de vetores
moleculares; adequacdo de melhores promotores (LEMOS et al., 2009; ASTRAY et al.,
2014); caracterizacdo fisioldgica e cinética (SWIECH et al., 2007) e adicdo de
componentes ao vetor de expressao para possibilitar uma eficiente purificacdo da proteina
produzida (VENTINI et al., 2014). Na revisdo bibliografica sera apresentada de forma
mais detalhada a cronologia de desenvolvimento das linhagens S2AcRVGP com
promotor constitutivo, S2MtTIRVGP com promotor para expressao transiente e
S2MtRVGP-H com promotor indutivel, mostrando para cada caso os valores de rRVGP
obtidos.

Em 2010 o LIV produziu uma nova linhagem com um elenco de caracteristicas
sob medida para processos de cultivo em biorreator, a S2ZMtRVGP-H-His. A principal
novidade nesta linhagem & a insercdo de um gene que codifica para a expressdo do
aminoéacido histidina (His) que quando presente na cadeia proteica da rRVGP confere um
aumento substancial na eficiéncia de separacdo e purificagdo ao utilizar técnicas de
cromatografia de afinidade. Em experimentos preliminares essa linhagem apresentou
crescimento celular em biorreator semelhante as linhagens sem cauda de histidina
(VENTINI et al., 2014), despertando maior interesse para seu uso em bioprocessos de
producdo de rRVGP. A partir desses descobrimentos surgiu a necessidade de conhecer
melhor a cinética de crescimento e de producdo de rRVGP da linhagem S2MtRVGP-H-
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His para poder dar continuidade aos estudos de purificacdo e de capacidade imunogénica
da glicoproteina produzida.

Ao longo desses aprimoramentos realizados foram obtidas concentragdes finais
de rRVGP crescentes no cultivo das células rS2 (LEMOS et al., 2009; SWIECH et al.,
2007; PATINO et al., 2014; VENTINI et al., 2014) e a experiéncia adquirida pelo grupo
do Instituto Butantan e de seus parceiros, dentre os quais o Laboratorio de Tecnologia de
Cultivos Celulares (LATECC) do DEQ/UFSCar no qual o presente trabalho esta sendo
desenvolvido, permitiu evidenciar a importancia do desenvolvimento de um cultivo em
larga escala em biorreator, pois somente com uma producdo em um sistema bem
monitorado e controlado serd possivel obter rRVGP em quantidade e qualidade
necessarias. O presente trabalho estd inserido em um contexto de pesquisa inédita e
original, ja que o grupo interdisciplinar formado pela parceria entre ambos os laboratérios
(LIV e LATECC) é um dos poucos no cenario nacional e internacional atual com
experiéncia no desenvolvimento tecnoldgico de producdo da rRVGP.

Embora ja exista um trabalho mostrando o cultivo da linhagem S2MtRVGP-H-
His em biorreator tradicional de tanque agitado (VENTINI et al., 2014) existem outros
biorreatores alternativos com caracteristicas inovadoras que os tornam fortes candidatos
para serem utilizados no escalonamento de processos de cultivo com células de inseto. O
biorreator com agitacdo induzida por ondas, ou biorreator Wave, é um dos mais cotados
para substituir o tanque agitado pelas vantagens que oferece, especialmente no que se
refere ao baixo cisalhamento e aos baixos custos de investimento e de operacdo. Além
disso, utiliza uma tecnologia que conta com a aprovacdo dos 6rgdos reguladores no
mundo inteiro. Levando em consideracdo tantos fatores favoraveis, a escolha deste
equipamento para analisar a viabilidade de producéo de rRVGP em larga escala se reveste
de grande interesse e relevancia. Na revisdo bibliografica serdo discutidas com maior
profundidade as vantagens e desvantagens do uso desse biorreator (FRIES et al., 2005;
WANG et al., 2012).

Convém esclarecer que, embora a célula S2 venha despertando grande interesse
para producdo de vérias proteinas recombinantes, como a interleucina humana, as
subunidades hormonais FSH e LH, algumas proteinas do virus HIV e mais recentemente
a proteina do envelope do virus da dengue (CHA et al., 2005; CLEMENTS et al., 2010),
a literatura especifica relacionada com a utilizagdo da célula S2 para producdo da rRVGP
é bastante restrita. Por essa razdo as cita¢fes se limitardo aos trabalhos publicados quase

gue exclusivamente pelos grupos mencionados nos paragrafos anteriores.
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O conhecimento a ser gerado neste trabalho serd fator fundamental para o
estabelecimento de um bioprocesso com essa nova linhagem de células S2 para a
producdo da rRVGP com alta qualidade. Um dos maiores desafios a enfrentar no
desenvolvimento desse bioprocesso se encontra na observacdo destacada por Barnes et
al. (2001) e Hayter et al. (1992) referente a relacdo inversa que existe entre crescimento
celular e produtividade de linhagens celulares clonadas, particularmente as linhagens
transfectadas, de modo que, quanto melhor for o crescimento celular, menor sera a
producdo de proteina recombinante. Assim, o maior desafio do presente trabalho se
encontra na busca pelo equilibrio entre o crescimento celular e a producdo de proteina,
que deve ser levado em consideracdo para poder alcancar uma alta produtividade no
bioprocesso.

Para atingir essa meta, prope-se um estudo sequencial envolvendo primeiro a
identificacdo de caracteristicas cinéticas da linhagem S2MtRVGP-H-His e, segundo, uma
avaliacdo do cultivo em biorreator Wave. Sendo assim, o presente estudo contribuird na
base dos conhecimentos para 0 que podera ser um bioprocesso econdmico e eficiente de
producdo da rRVGP em larga escala para estudos clinicos com a utiliza¢do do biorreator

Wave.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Estudo de caracteristicas cinéticas de crescimento celular e producéo de glicoproteina do
virus da raiva rRVGP da linhagem recombinante de Drosophila melanogaster
S2MtRVGP-H-His com vistas a definicdo de um processo de cultivo em biorreator com

agitacdo induzida por ondas (Waves).

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

1- Determinacdo das principais caracteristicas cinéticas de crescimento celular e de
expressdo de rRVGP da linhagem S2MtRVGP-H-His em estudos em pequena
escala (20 mL);

2- Desenvolvimento de um protocolo de cultivo em larga escala (~650 mL)
utilizando o biorreator com agitacdo induzida por ondas (wave) para a producéo
de rRVGP como avaliagédo preliminar da viabilidade de escalonamento;

3- Producéo de um lote de rRVGP da ordem de 1 mg para ser utilizado em estudos

de purificacdo e caracteriza¢do imunoldgica no Instituto Butantan.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A raiva e o cenério mundial

A raiva € uma zoonose viral causada pelo virus Rhabdovirus, que afeta os
mamiferos e é caracterizada como uma encefalite progressiva aguda e letal. Todos os
mamiferos sdo suscetiveis aos virus rabico e podem transmiti-lo, fazendo com que a
doenca apresente um ciclo urbano, rural e silvestre (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
A infeccdo ocorre através do contato com material infeccioso, normalmente saliva
oriunda da mordida, ou ainda, através de arranhdo do animal infectado. Na Asia e Africa,
0s cachorros ainda sé&o os principais hospedeiros e transmissores da doencga, onde 0 risco
de contato dos humanos com o virus é considerado o mais alto do mundo. Nas Americas,
o principal hospedeiro ¢ o morcego (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

A raiva € caracterizada pelo fato do virus rabico possuir tropismo por neurdnios
e, portanto, se propagar pelo sistema nervoso periférico e posteriormente atingir o sistema
nervoso central, desenvolvendo uma inflamagéo progressiva que pode culminar em uma
encefalite fatal (MASATANI et al.,, 2010). Os sintomas iniciais incluem febre,
formigamento e dor no local da infec¢éo, seguida por duas formas de manifestacdo: raiva
furiosa; caracterizada pelo comportamento de excitagéo, hiperatividade e hidrofobia com
morte por parada cardiorrespiratéria; e a raiva paralitica; em que os musculos paralisam
gradualmente até culminar em coma e morte (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014).

A raiva ¢é classificada como uma das doencas mais antigas ja descritas, em que
anualmente sdo registrados de 40 a 70 mil mortes espalhadas pelo mundo todo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Em casos ndo tratados o nimero de 6bitos alcanca
100%, o que caracteriza a doenca como um grande problema de satde publica (YANG et
al., 2013).

Desde as primeiras tentativas de controle e tratamento da doenca até hoje, a
estratégia que tém se mostrado mais eficaz para a prevencao da raiva consiste no controle
do hospedeiro do virus por meio da vacinacdo. Diversos estudos comprovaram que a
vacina antirrabica é a arma mais eficaz para combater essa zoonose fatal nos mamiferos,
incluindo humanos. Ao longo dos ultimos 100 anos, varias vacinas foram desenvolvidas
com eficacia comprovada em todo o mundo (YANG et al., 2013).

A vacina contra a raiva pode ser administrada pré ou p0s-exposi¢do ao virus

rabico. A vacinacdo prévia é indicada para pessoas ou profissionais da saude que viajam
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para regides endémicas e a pos-vacinacao é indicada ap6s o individuo ter entrado em
contato com o virus, que normalmente ocorre pela mordida de fécil visualizacéo, sendo
que o periodo de incubacdo viral é de tempo suficiente para a vacina induzir a resposta
imune de protecao no individuo (HICKS et al., 2012).

Cerca de 15 milhGes de pessoas espalhadas pelo mundo recebem anualmente a
vacinacdo poOs-exposicdo ao virus rabico e apesar de estar presente em todos os
continentes, exceto Antartica, como demonstrado na Figura 1, a raiva é caracterizada por
ser uma doenca negligenciada, visto que € endémica em populacdes de baixa renda, na
qual 95% das mortes humanas ocorrem na Asia e Africa (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014).

Figura 1: Distribuicdo dos niveis de risco para seres humanos entrarem em contato com

araiva.

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014.

3.2 A vacinacao antirrabica

3.2.1 Vacinas

As vacinas foram classificadas como a intervencdo médica mais eficaz do século
passado na reducdo da mortalidade e morbidade causada por doencas infecciosas. Dentre
0s principais avangos podemos citar a erradicacdo da variola e a reducdo drastica da
poliomielite no mundo todo. Com a implantacdo dos programas nacionais de imunizagdo

nos paises desenvolvidos, a maioria das infecgdes virais e bacterianas que acometiam

23



REVISAO BIBLIOGRAFICA

criancas foi potencialmente reduzida. Estima-se que atualmente a vacinacao salva por ano
cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas no mundo todo (DELANY et al., 2014).

A vacinacdo compreende periodos determinados pelos avancos tecnoldgicos
alcancados. A primeira era de ouro da vacinagdo corresponde ao periodo em que Pasteur,
Koch, Ramon e Mérieux desenvolveram as vacinas baseadas em patégenos atenuados ou
inativos, (DELANY et al., 2014) denominadas “Vacinas de primeira geragdo” (PEREZ
et al., 1997). A segunda era de ouro corresponde a inovagdo da produgdo de vacinas
através da tecnologia de cultivo celular, na metade do século XX (DELANY et al., 2014),
em que teve inicio o desenvolvimento das vacinas denominadas “Vacinas de segunda
geragdo” (PEREZ et al., 1997).

Em 1980, iniciou-se uma nova era, a qual alguns autores denominaram como
“Vacinas de terceira geracao” (YANG et al., 2013), que correspondem aos recentes
desenvolvimentos envolvendo vacinas obtidas principalmente através de proteinas
recombinantes, bem como através de outras metodologias como as vacinas VLP ou ainda,
as vacinas de DNA e RNA (YANG et al., 2013; ASTRAY et al., 2014).

3.2.2 O historico da vacina antirrabica

A primeira vacina antirrdbica produzida com sucesso para ser ministrada em
humanos foi desenvolvida em 1885 por Louis Pasteur (PEREZ et al., 1997). O método se
baseava na inoculacdo de homogeneizados dessecados da medula de coelhos infectados
com o virus rabico. Inicialmente a suspensdo inoculada continha carga viral
completamente inativada, seguindo de doses preparadas com concentracdo progressiva
de viruléncia (HICKS et al., 2012). Com a comprovacdo da eficacia da abordagem de
Pasteur, a metodologia se disseminou amplamente pelo mundo e foi utilizada para o
desenvolvimento de vacinas de diversos outros tipos (PEREZ et al., 1997). Com o tempo
a técnica passou a ser realizada e classificada em duas abordagens diferentes, uma
abordagem contava com a utilizacdo do virus vivo atenuado e a outra com virus inativo
(DERTZBAUGH, 1998).

Contudo, a inoculagdo da suspenséo virulenta apresentava um risco potencial de
desenvolvimento da doenca, visto que havia presenca residual de virus vivos (HICKS et
al., 2012) e, como agravante, devido ao fato do alto neurotropismo do virus rabico, o
residual poderia se propagar rapidamente pelo sistema nervoso e iniciar 0
desenvolvimento da inflamagdo progressiva (MASATANI et al., 2010). Além disso,

reagbes pos-vacinagdo eram relatadas e a baixa concentragdo de antigenos por dose
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culminava em um grande numero de inoculacdes para alcancar a imunizagdo adequada.
Por esse motivo as vacinas com a inoculagao de suspenséo virulenta séo consideradas por
muitos autores como vacinas “ndo seguras” (PEREZ et al., 1997; HICKS et al., 2012;
MASATANI et al., 2010).

A utilizacdo dos substratos animais foi realizada por mais de cem anos
consecutivos. Para a vacina da raiva, 0s principais substratos utilizados foram: tecido
nervoso de ovelhas, cabras e coelhos; tecido cerebral de camundongo, rato e coelho;
embrides de frango e pato. No entanto, em 2005, devido as rea¢des adversas relatadas em
humanos e animais, a Organizacdo Mundial da Salde recomendou que as vacinas
produzidas a partir de tecidos nervosos fossem substituidas pelas vacinas obtidas a partir
do cultivo de células, vacinas de segunda geracdo (YANG et al., 2013).

A primeira cultura de células que obteve resultados significantes na producéo de
vacinas antirrabicas foi obtida em 1958 a partir de cultivo de células de rim de
camundongo, BHK 21 (HICKS et al., 2012) que foram utilizadas para uso veterinario por
um longo periodo (KRETZMER, 2002). Além da BHK, cepas da vacina antirrabica foram
desenvolvidas em linhagens de figado de camundongo, cérebro de porco, neuroblastoma
murino e embrido de frango (YANG et al., 2013).

Na busca por maior seguranca na producdo das vacinas com enfoque para uso
humano, houve a substitui¢do por linhagens humanas, como a linhagem W1-38, derivada
de pulméo de feto humano e posteriormente a linhagem MRC-5, também derivada do
pulm&o humano (KRETZMER et al., 2002; PEREZ et al., 1997).

Atualmente o Instituto Butantan, principal produtor de imunobiolégicos do Brasil,
é o responsavel pela distribuicdo da vacina da raiva (produzida pelo sistema de células
Vero, linhagem obtida a partir de células renais de macaco). Todos os produtos do
Instituto sdo destinados ao Ministério da Salde, que os distribui a populacdo pelo Sistema
Unico de Satde, SUS (Portal do Instituto Butantan).

O estudo da utilizaco de substratos animais e o desenvolvimento de diversas
linhagens celulares permitiram o desenvolvimento e licenciamento de algumas vacinas

para a imunizacao da raiva, descritos na Tabela 1 a seguir:
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imunizacdo contra o virus da raiva para uso humano.

Vacina Sl_ubstrato/ Virus Inativagdo Caracteristica
inhagem
Vacina Cérebro de
Fuenzalida & | camundongos Cena Pasteur Betapropio- Alto poder
Palacios recem- P lactona antigénico
modificada nascidos
V:cina E.DIC.X dci:ellgilse Cepa Pitman- | Betapropio- Reducéo dos
(Clérl'?a\‘?acém)' h P Moore lactona eventos adversos
umana
Vacina PVCV Eficéciae
purificada . Cepa Pitman- | Betapropio- seguranga
(Purified Vero Celulas Vero Moore lactona semelhantes a
Cell Vaccine) HDCV
VacinaPCEV | Fiproplastos : Eficacia e
(Purified Chich- | 4o ambridio de Cepa Fleury | Betapropio- seguranca
Embryo Cell linh LEP-C25 lactona semelhantes a
Vaccine) galinha HDCV
) Virus Mais eventos
\(/S‘f:igidpgjsk\_/ cultivado em | Cepa Pitman- | Betapropio- adversos,
embryo Vaccine) 0vos Moore lactona comparadas com
embrionados a HDCV

Fonte: PORTAL DAS VACINAS

3.2.3 A nova geracao de vacinas: producdo de proteinas recombinantes

Em 1980, com o avango da biotecnologia foi desenvolvida a “Tecnologia do DNA
recombinante”, que juntamente com as inovagdes na microbiologia, imunologia e
genética, introduziram uma nova geracdo de vacinas na industria farmacéutica: as vacinas
recombinantes (KRETZMER, 2002; DELANY et al., 2014).

A Biotecnologia e a Engenharia genética evoluiram a tal ponto que passaram a
desenvolver ferramentas que possibilitaram a insercdo de genes de interesse em células
procariotas e eucariotas (FRESHNEY et al., 2010). Esse avanco permitiu desenvolver a
estratégia basica para a producdo de uma proteina recombinante, que se baseia na
capacidade de uma variedade de organismos atuarem como sistemas de expressdo, onde
0 DNA que codifica o determinante antigénico pode ser inserido e posteriormente
expresso. As vacinas recombinantes sdo, portanto, vacinas oriundas de proteinas
recombinantes produzidas por esses sistemas de expressdo, com adi¢cdo de compostos
adjuvantes (NASCIMENTO et al., 2012).

A primeira proteina terapéutica licenciada por essa tecnologia foi a insulina

recombinante (Recombinant Insulin, Genentech), em 1982. Seguido de outros inimeros
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produtos como hormonios, fatores de crescimento, interferons, dentre outros (BUTLER,
2005). Dentre as vacinas, o exemplo cléssico de vacina recombinante administrada
atualmente em humanos € a vacina contra Hepatite B, e mais recentemente a vacina
administrada contra HPV, o papilomavirus humano (NASCIMENTO et al., 2012).

A maior parte das vacinas recombinantes em fase de desenvolvimento atualmente
é oriunda de proteinas recombinantes altamente purificadas ou subunidades de patdgenos.
Uma ampla variedade de genes de diferentes agentes etiologicos tem sido clonada,
expressa e purificada para serem testadas como vacinas. No entanto, inUmeros fatores
devem ser levados em consideracao na escolha do sistema de expressdo, na montagem do
vetor e na proteina que deve ser expressa (NASCIMENTO et al., 2012). Esses fatores
serdo detalhados no decorrer do presente estudo (vide item 3.4).

No inicio do século XXI novas abordagens surgiram, como: a imunologia reversa,
realizada pela mineracdo de sequéncias do genoma, que identifica antigenos de alto
rendimento, como utilizado na vacina recombinante contra Meningococcus tipo B; as
vacinas baseadas em infusdo de células do sangue, como a primeira vacina terapéutica
recombinante para cancer de préstata (DELANY et al., 2014); as vacinas de DNA,
codificantes do gene da proteina de interesse e geradoras de uma resposta imune de
grande espectro (ASTRAY et al., 2014 ; YANG et al., 2013) e a construcdo de vetores
virais, baseada na construcdo de particulas virais com genes heterélogos (antigeno viral
em uma VLP com DNA ou RNA recombinante) codificador para expressdo de proteinas

em culturas celulares e terapia génica (ASTRAY et al., 2014).

3.2.4 Comparativo entre os tipos de vacinais

Embora efetivas, as vacinas classicas apresentam algumas desvantagens que
foram superadas no desenvolvimento das vacinas recombinantes (DERTZBAUGH,
1998), especialmente em relacdo a seguranca de administracdo e a indisponibilidade do
controle de cepas atenuadas (ASTRAY et al., 2014), bem como devido aos relatos de
reacOes adversas (YANG et al., 2013). A Tabela 2 a seguir, discorre entre as vantagens e

desvantagens da utilizacdo dos diferentes tipos de vacina.
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Tabela 2: Caracteristicas das vacinas com virus vivo atenuado, virus inativado e
vacinas recombinantes.

Vacina com virus vivo | Vacina com virus Vacinas
atenuado inativado recombinantes
o A partir do século A partir do século Final do seculo
Data de inicio
XVIII XIX XX
- Mutacoes

especificas podem
ser introduzidas no
genoma mantendo

-Baixa carga viral

oor dose; -Diminuigdo nos

: efeitos colaterais em .
- Forte resposta imune A oxo a propriedade
relacdo a vacina

tanto humoral quanto A imunogénica,
com virus atenuado. . 4
celular. porém deixando-o
ndo patogénico.

Caracteristicas
positivas

- Risco de
desenvolvimento da
doenca induzida pela

- Reversao do
agente toxoide para
sua forma toxica,

- Proteina
recombinante

- vacina; - isolada apresenta
Caracteristicas X necessidade de teste .
. - Elevadas reac6es pos- baixa
negativas S de seguranca para o . .
vacinacao; imugenicidade,
~ o agente. .
- Leséo genética . necessidade de
, - Reacdes pos- A
responsavel pela A adjuvantes.
vacinacgdo

atenuacdo indefinida.

Fonte: NASCIMENTO et al., 2012; DERTZBAUGH, 1998; PEREZ et al., 1997

Entretanto, apesar das vacinas recombinantes oferecerem vantagens mais
significantes quando comparadas as vacinas de primeira e segunda geracéo, elas também
apresentam algumas limitagfes. Uma desvantagem relevante das vacinas recombinantes
é o fato de que foi comprovada que a proteina recombinante em sua forma isolada
apresenta menor atividade imunogénica em relacao as vacinas classicas (NASCIMENTO
et al., 2012; ASTRAY et al., 2014). Uma justificativa para tal fato seria devido ao alto
grau de pureza da proteina produzida em comparagdo com as vacinas tradicionais, em
que, ironicamente, 0s possiveis contaminantes encontrados poderiam auxiliar no
desenvolvimento do processo inflamatorio no organismo, essencial para iniciar uma forte
resposta imune (DERTZBAUGH, 1998). Devido a isso, as proteinas recombinantes
necessitam de compostos adjuvantes para a formulagdo da vacina, que induzem o
aumento da resposta imune e consequentemente da protecdo do individuo
(NASCIMENTO et al., 2012).

Analisando com mais detalhes a resposta imune dos diferentes tipos de vacinas,
como esquematizado na Figura 2, vemos que as vacinas baseadas na infeccéo viral com

virus atenuado sdo capazes de induzir uma forte resposta imune, tanto humoral quanto
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celular. A resposta imune humoral aos virus é baseada essencialmente na sintese de
anticorpos contra as proteinas estruturais do virus, por meio da estimulacdo de antigenos
exogenos envolvendo peptideos nos endossomos, com o MHC classe Il e apresentacao
aos linfdcitos T auxiliares CD4* (Helper). Ja a resposta imune celular se baseia
essencialmente na ativagdo dos linfécitos T citotdxicos especificos, CD8", para sintese de
proteinas in vivo envolvendo o reticulo endoplasmatico e associagcdo com o MHC classe
| (ASTRAY et al., 2014).

Nas condi¢des que mais se aproximariam a imunidade obtida pela infeccédo direta
da doenca no organismo, as vacinas atenuadas seriam uma boa escolha, uma vez que
garantem que uma forte resposta imune seja gerada por ambos 0s mecanismos (humoral
e celular). No entanto, pelas razbes de seguranca, qualidade e indisponibilidade de
controle das cepas atenuadas fazem com que essa abordagem ndo seja recomendada. Ja
as vacinas com virus inativado, embora se apresentem eficientes contra inimeras doencas
virais, induzem uma resposta imune humoral e uma fraca resposta imune celular
(ASTRAY et al., 2014).

Tém sido demonstrados que as vacinas baseadas em proteinas recombinantes
apresentam resposta imune induzida essencialmente pela resposta humoral. Por outro
lado, vacinas mais recentes como as VLPs ou ainda as vacinas de DNA e RNA induzem
uma forte resposta celular e uma fraca resposta humoral. Embora atualmente néo tenha
disponiveis vacinas humanas de DNA, elas estdo previstas para entrarem no mercado

farmacéutico como proteinas terapéuticas em breve (ASTRAY et al., 2014).

Figura 2: Resposta imune das vacinas virais.

.——‘)--- - -
Antigenos exogenos

— Antigenos citosdlicos
[ Peptideos do RE associados com MHC | na
superficie celular x CD8*

}(I Peptideos em endossomos com MHC Il /'
~.__com apresentagio CD4* (Helper) -

=\
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Novas abordagens baseadas no conhecimento adquirido sobre a biologia do virus
e as questdes de segurancga abrem espaco para surgimento de novas tecnologias, com a
vantagem em relacdo as vacinas classicas de serem preparadas em um bioprocesso
controlado e com um antigeno quimicamente definido (ASTRAY et al., 2014; DELANY
etal., 2014).

3.3 O panorama atual da producao industrial dos biofarmacos

O termo biofarmaco é utilizado para designar proteinas e substancias derivadas de
acidos nucléicos, usados com finalidade terapéutica ou para diagndstico in vivo e
produzidas por meios que ndo seja a extracdo direta de fontes biologicas (MORAES et
al., 2008). Desde a aprovacdo do primeiro biofarmaco pelas agéncias reguladoras, a
insulina recombinante em 1982, cresce amplamente a aprovacdo de diversos outros
produtos desse setor (WILSON et al. 2012; MIRALLES et al., 2009).

A producdo dos biofarmacos em larga escala comegou a ser possivel devido o0s
inimeros avancgos na tecnologia do cultivo de células que permitiram essa producéo em
nivel industrial. Como podemaos evidenciar, o estudo de diferentes sistemas de expressao
propiciou a geracdo de altas concentracGes da proteina especifica em uma cultura
prolongada e a caracterizacdo do metabolismo e fisiologia celular permitiu o desenho de
processos industriais para serem realizados em biorreatores, que permitem uma melhoria
significativa no rendimento do produto fazendo com que o biofarmaco consiga ser
produzidos na capacidade que a induastria exige (BUTLER, 2005).

Alguns biofarmacos sdo considerados como terapéuticos de elevado custo e a sua
demanda é pequena, portanto sdo produzidos em escala menor. J& produtos como vacinas,
anticorpos para uso terapéutico e proteinas recombinantes sdo produzidos em biorreatores
industriais para conseguir atender a demanda necessaria (KRETZMER, G., 2002).

O processo de producdo de um biofarmaco é dividido em duas partes. O
processamento Upstream, em que ocorre o desenvolvimento, selecdo e otimizacdo da
linhagem celular, do meio de cultura, das condigdes cinéticas de cultivo, do biorreator,
dos modos de operacéo e do processo como um todo, o qual tem como objetivo gerar uma
concentragdo robusta do produto, com alta produtividade e qualidade. Ja o processamento
Downstream concentra-se na purificacdo do produto, em que encontramos diversas
abordagens que podem ser realizadas em etapas sequenciais, como as cromatografias, que

buscam ir purificando sequencialmente o produto até conseguir isolar e concentrar o
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insumo farmacéutico final de interesse (GRONEMEYER et al., 2014). O processamento
downstream pode representar de 45 a 92% do custo total de fabricacdo de uma proteina
recombinante, e devido a esse relevante valor, o desenvolvimento de uma estratégia de
purificacdo econdmica e eficiente se apresenta como um dos grandes desafios propostos
aos pesquisadores e a industria. (SARASWAT et al., 2013).

Nos ultimos trinta anos, além de ter ocorrido um répido aumento no nimero dos
produtos biofarmacéuticos aprovados, a demanda de produgdo pelas inddstrias
farmacéuticas nesse setor tem crescido consideravelmente. Atualmente cerca de um terco
das aprovacdes anuais concedidas pela agéncia reguladora dos Estados Unidos, FDA séo
para biofarmacos (WILSON et al., 2012).

Em relacdo ao investimento destinado na area de pesquisa da industria
farmacéutica, bem como ao orgamento destinado a pesquisa nos produtos que ja estdo em
fase de teste, mais de 40% do orcamento atual sdo direcionadas as pesquisas do setor dos
biofarmacos (RADER, 2013).

A Figura 3 evidencia o grafico dos produtos aprovados pela FDA de 1982 a 2012
subdivididos entre os produtos recombinantes e os produtos convencionais. E
demonstrado o crescimento da demanda por esses produtos pela industria farmacéutica,

0 que realca a importancia da pesquisa cientifica nessa area (RADER, 2013).

Figura 3: Aprovacao dos biofarmacos pela FDA de 1982 a 2012.

22|  mEProteinas recombinantes e anticorpos
20 Produtos nio recombinantes

Nimero de produtos aprovados pela FDA

-

82 83 84 85 86 87 8889 90 91 929394 95 96 9798 99 00 01 0203 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Anos (1982 - 2012)

Fonte: Adaptado de Rader, 2013.
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No ano de 2012, a FDA concedeu 18 aprovaces para novos biofarmacos, dentre

0s quais oito desses sdo proteinas recombinantes e dois sdo anticorpos monoclonais
(RADER, 2013). Em 2013, foram aprovados nos Estados Unidos e na Unido Europeia 20

novos produtos moleculares biofarmacéuticos, definidos pela FDA como produtos

contendo proteinas recombinantes, anticorpos monoclonais ou outros produtos a base de

acidos nucleicos biossintetizados. Dentre esses produtos temos quatro anticorpos

monoclonais, quatro horménios, trés fatores sanguineos, trés subunidades para vacinas,

dois fatores de crescimento, dentre outros produtos e algumas enzimas (WALSH, 2014),

como podemos visualizar na Tabela 3, encontrada a seguir:

Tabela 3: Biofarmacos aprovados em 2013 nos Estados Unidos (EUA) e na Unido

Europeia (EU).
Produto Organismo Proteina Indlcieu;qo Empre§a
Terapéutica Responsavel
Bactéria E. Vacina com Doenga Novartis, 2013
Bexsero . multiplos meningococica
coli . . (UE)
componentes mvasiva
Protein
Elublok C_elula de He[nag!utlnma do Influenza Smencgs
inseto virus influenza Corporation,
2013 (EUA)
mAb Leucemia Roche -
Gazyva Célula CHO | engenheirado em linfocitica Genentech,
linfocito B cronica 2013 (EUA)
- Fator
Grastofil Bacterl_a E. estimulatério Netropenia Apotex, 2013
coli - (EUA)
granuldcito
Leved Contra
Hexacima/ evedura Vacina inimeros :
Hansenula . . Sanofi Pasteur
Hexyon multicomponente patdgenos e
polymorpha .
toxinas
mAb quimérico Artrite, colite,
Célula de q doenga de Hospira/
Inflectra/ . especifico para .
. mamifero Crohn, Celltrion, 2013
Remsima Fator-a de necrose ;
Sp2/0 psoriase, (UE)
tumoral
outros
Adesao/tragao Thrombo
Levedura P | Enzima plasmina . § Genics, 2013
Jetrea . vitreomacular e
pastoris humana vitreo-retiniana (UE) e
2012(EUA)
mAb humanizado R Roche -
Kadcyla Célula CHO especifico para Cancer de Genentech,
mama 2013 (UE e

HER-2

USA)
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Produto Organismo Proteina Indlciac;a}o Empre§a
Terapéutica Responséavel
Bactéria Enzima urato- Savient, 2013
Krystexxal E coli oxidase Gota (UE) e 2010
' (EUA)
Bactéria Fator de . Teva, 2013
Lonquex . estimulacdo de Neutropenia
E. coli o (UE)
granulécitos
. Célula Fator VIII . Novo, 2013
NovoEight CHO modificado Hemofilia A | )E ¢'Usa)
. Biossimilar ao Infertilidade e Teva, 2013
Ovaleap | CElulaCHO |} " snio FSH | subfertilidade (UE)
mAb humanizado A Roche -
. . . Cancer de Genentech,
Perjeta Célula CHO | especifico para
HER.2 mama 2013 (UE) e
- 2012 (EUA)
Vacina
Células desenvolvida a Cancer de
humanas do | partir das células . Dendreon, 2010
Provenge o prostata
proprio brancas do sangue (USA)
; P avancado
paciente periférico de cada
paciente
Rixubis | CélulacHo | Fatorlxde Hemofiliag | Daxter, 2013
coagulacéo (EUA)
Levedura Comb_maga}o de _ Novo, 2013
Ryzodeg S. duas insulinas Diabetes
: . (UE)
cerevesiae engenheiradas
Falha no
SomatropinBi Levedura crescimento e BioPartners
P S. Horménio GH deficiéncia no GmbH, 2013
opartners : -
cerevesiae hormonio de (UE)
crescimento
Actina longa
. Levedura humana : Novo, 2013
Tresiba S. . Diabetes
: engenheirada (UE)
cerevesiae , <. .
analoga a insulina
Deficiéncia
Levedura Subunidade A do congénita na Novo, 2013
Tretten S. fator X111 de subunidade A | (EUA) e 2012
cerevesiae coagulacéo do fator Xlll e (UE)
coagulagao
Comblne}gao de A Regeneron/San
proteinas Cancer ofi-aventis
Zaltrap Célula CHO | fusionadas com coloretal 2013 (UE) é
dlfergn_tes metastasico 2012 (EUA)
dominios

Fonte: Adaptada de WALSH (2014).
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Dessa forma, evidenciada a crescente demanda pelos biofarmacos, consolidamos
a necessidade de investimento em pesquisa para producdo desses produtos
biofarmacéuticos. A pesquisa se concentra principalmente no desafio de desenvolver e
otimizar um processo laboratorial de producdo que consiga quantidade purificada
suficiente do produto de interesse, para posteriormente transferi-lo para a escala industrial
(GRONEMEYER et al., 2014; BUTLER et al.,2005; KRETZMER, G., 2002).

3.4 O virus rabico, a glicoproteina G e a importancia da glicosilacéo

O agente etiologico causador da raiva é o virus rabico, pertencente a ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e género Lyssavirus. O virus rabico (Figura 4)
possui 120-250 nm de tamanho e é composto por duas partes: um nucleocapsideo interno
helicoidal e um envelope lipidico que o caracteriza como virus envelopado (KING et al.,
2011). O material genético do virus é composto de RNA antisense com 12 kb de
comprimento que comp@e cinco genes para codificacdo de apenas cinco proteinas: uma
nucleoproteina (proteina N); uma fosfoproteina (Proteina P); uma proteina de matriz
(Proteina M); uma glicoproteina (Proteina G) e uma RNA-polimerase (Proteina L). As
proteinas N, P e L constituem o nucleocapsideo e em conjunto com 0 RNA gendmico
viral formam o complexo ribonucleoproteico. As proteinas M e G envolvem o
ribonucleoproteico e juntas constituem o envelope viral, como evidenciado abaixo
(MASATANI et al., 2010).

As proteinas N, P e L constituem o nucleocapsideo de forma que a proteina N (58-
62kDa) é uma fosfoproteina que apresenta alta especificidade para englobar o RNA viral
e formar o complexo ribonucleoproteico de forma eficiente, o que proporciona o molde
para a transcricdo do RNA e a replicacdo pelo complexo polimerase do virus, que incluem
as proteinas P e L. A proteina P (35-40 kDa) também é uma fosfoproteina que €
fosforilada por certos isdmeros de proteina quinase C e apresenta a relacdo entre N e P de
2:1, 0 que sugere que por virus, duas moléculas de N interagem com uma molécula de P.
A terceira proteina do complexo que forma o nucleocapsideo (proteina L) é uma RNA-
polimerase (subunidades: 65-80 kDa e 190 kDa) e que portanto, apresenta funcéo
associada a sintese de RNA gendmico viral (KING et al., 2011; KOSER et al., 2004.)

As proteinas M e G envolvem o complexo ribonucleoproteico e juntas constituem
o envelope viral de forma que a proteina M, conhecida por ser a proteina de matriz, atua
como uma ponte entre a membrana e o envelope viral, preenchendo o dominio

citoplasmatico da proteina G, que € incorporado na membrana do virus derivado da célula
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hospedeira. Essa proteina permanece na forma ndo fosforilada (KING et al., 2011;
KOSER et al., 2004; SCHNELL et al., 2010).

Figura 4: Estrutura do virus rabico evidenciando suas cinco proteinas principais.

Glicoproteina (G) Proteina de matriz (M)

-------------------------------------------

)
.........
.....

Polimerase (L)

Fosfoproteina (P)

Nucleoproteina (N)

Fonte: SCHNELL et al., 2010.

A proteina G, denominada RVGP é a unica glicoproteina transmembranar da
estrutura do virus rabico (SCHNELL et al., 2010) e € a principal responsavel por induzir
a resposta imune no individuo (ASTRAY et al., 2013). Ela esta presente no envelope do
virus, que é circundada pelo RNA negativo viral envolto pela proteina do nucleocapsideo
(ASTRAY et al., 2013) e é composta de quatro dominios distintos, sendo eles 0 dominio
de sinal (ndo-estrutural), o dominio transmembranar, o dominio citoplasmatico e o quarto
dominio que sdo de fato trés dominios ecto-glicosilados, expostos como trimeros
projetados através da membrana na superficie viral, demonstrados na Figura 5 (KING et
al., 2011). A molécula completa da glicoproteina possui 505 aminoacidos, com 44 no
dominio citoplasmatico, 22 aminoacidos no dominio transmembranar e os 439
aminoacidos restantes estdo expostos na forma do trimero descrito. Seu peso molecular é
aproximadamente 65 kDa. (GAUDIN et al., 1992).
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Figura 5: Esquema demonstrando os dominios da glicoproteina do virus da raiva.
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Fonte: Sissoeff et al., 2005.

Apds a infeccdo, a polimerase viral transcreve o RNA viral diretamente do
genoma, gerando mRNAs monocistronicos adenilados e metilados. A traducao ocorre nos
poliribossomos, exceto a RVGP, que é traduzida e glicosilada na membrana do reticulo
endoplasmatico associada aos poliribossomos (ASTRAY et al., 2013). Desse modo, com
0 intuito de conferir a imunidade ao individuo, a RVGP necessita da glicosilacdo como
modificacdo pos-traducional, devendo ser oligomerizada e apresentar o sitio antigénico
I11, que é desenvolvido ap6s o complexo pés-traducional de modificagdes (ASTRAY et
al., 2013)

A glicosilacdo ¢ uma modificacdo pos-traducional que requer uma série de etapas
de processamento realizadas no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi
(MORAES et al., 2008). E a modificacdo que permite que os oligossacarideos se liguem
as proteinas atraves de uma ligacdo covalente, formando as glicoproteinas. Existem trés
tipos de glicosilacdo: a N-glicosilacdo, na qual os glicanos estdo ligados em um residuo
de asparagina, na sequéncia consenso “Asn-Xaa-Ser/Thr”; a O-glicosilacdo, em que o
glicano esta ligado em um residuo de serina ou treonina e a sequéncia consenso ndo pode
ser determinada; a C-glicosilacdo, na qual a ligacdo ocorre com o triptofano, a qual existe
poucos estudos e é limitado o conhecimento sobre sua importancia bioldgica
(PALOMARES et al., 2004).

A glicosilacdo ¢ a alteracdo pds-traducional que apresenta maior ocorréncia dentre
as proteinas terapéuticas, em que 50% das proteinas humanas encontram-se na forma
glicosilada. Os defeitos gerados no processo de glicosilagédo pode ndo ter efeitos nas
células em cultura, porém podem ser fatais no organismo quando completo. Essa

modificagdo pos-traducional especifica € necessaria por inimeras proteinas por ser

36



REVISAO BIBLIOGRAFICA

responsavel pelo reconhecimento de regides especificas, como reconhecimento enddgeno
e exdgeno (PALOMARES et al., 2004).

Algumas glicosilacbes sdo sutis enquanto outras sdo requeridas para o
desenvolvimento, funcdo e sobrevivéncia do organismo. Diversas funcgdes estdo
relacionadas com a glicosilacdo, de forma especifica, como as importantes funcdes
regulatérias e estruturais, como o correto enovelamento, transporte, estabilidade,
solubilidade, atividades especificas, reconhecimento de anticorpos e resisténcia a
proteases encontradas em solucdo. Portanto, na producédo de proteinas recombinantes que
necessitam dessa modificacdo, a correta glicosilagdo é uma etapa importante do processo,
pois preserva e mantém sua funcao bioldgica (WOJCZYK et al., 1998; PALOMARES et
al., 2004).

Na sequéncia prevista da proteina RVGP encontramos trés potenciais sitios
aceptores para N-glicosilacdo, dos quais apenas um ou dois sdo glicosilados (GAUDIN
et al., 1992). Ndo hé dados descritos sobre O-glicosil¢do na proteina do virus da raiva
(WOJCZYK et al., 1998). A RVGP ¢ a unica proteina glicosilada, com oligossacarideos
de cadeia ramificada que sdo responsaveis por alcancar cerca de 10 a 12% da massa total
da proteina (KING et al., 2011).

Outro importante parametro para analise da RVGP que deve ser mencionado é o
controle do pH, visto que dependendo do valor, ela pode ter alteracdo de conformacéo
para trés diferentes estados que influenciam diretamente na atividade da proteina
(GAUDIN et al., 2002), que serdo explorados no item 5.1.3.

3.5 Células do inseto Drosophila melanogaster S2

O cultivo de células de inseto teve inicio em 1915 e no ano de 1962 foi
estabelecida a primeira linhagem capaz de se replicar indefinidamente (MORAES et al.,
2008), a qual teve origem no tecido ovariano de uma mariposa, Antheraea eucalypti
(ATCC Organization).

Dentre as células de inseto amplamente cultivadas in vitro podemos citar: Sf-9,
células do ovario de pupa da borboleta Spodoptera frugiperda, muito utilizada para
expressdo com emprego do baculovirus como vetor; a linhagem High Five ™, células do
lepiddptero Trichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4-High Five™), reconhecida por sua alta
capacidade de expressar altos niveis de proteinas recombinantes quando comparada a Sf-
9; e as linhagens S2 e S3 (MORAES et al., 2008; ATCC Organization).
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As linhagens de células S2 e S3 foram desenvolvidas por Schneider e tém sido
bastante utilizadas para expressao de genes heter6logos. Ambas as linhagem sdo células
semi-aderentes derivadas de uma populacdo de moscas de Drosophila melanogaster em
estagio embrionario tardio de desenvolvimento (MORAES et al., 2008; FRESHNEY et
al., 2010). A linhagem S2 foi desenvolvida por Schneider em 1969 a partir de centenas
de embrides com 20 a 24h de vida (FRESHNEY et al., 2010) e muitas caracteristicas das
celulas sugerem que ela é uma linhagem derivada de macréfago e de morfologia epitelial
(INVITROGEN, 2015).

melanogaster, popularmente conhecida como “mosca-da-fruta” e a imagem B da mesma

A imagem A da Figura 6 evidencia o inseto Drosophila

figura evidencia as células S2 vistas no microscépio dptico.

Figura 6: Foto do inseto Drosophila melanogaster (A) e das células Drosophila
melanogaster S2 em cultivo (B) na forma isolada e na forma de aglomerados celulares,

visualizadas pelo microscopico Optico em hematocitdmetro.
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Fonte: Fotografia do inseto Drosophila melanogaster (A) por Rocha et al, em 2015, no Laboratorio de
Mutagénese - ICB/UFG e fotografia do acervo pessoal das células Drosophila melanogaster S2 pelo
microscépico dptico em hematocitdmetro.
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3.5.1 Sistemas de expressao e a cultura de células de insetos

As producBes comerciais de proteinas recombinantes sdo tradicionalmente
realizadas em bioprocessos, de fermentacdes bacterianas a producdes baseadas em cultivo
de células animais, em que a escolha do sistema de expressdo € um importante fator de
sucesso do desenvolvimento do processo como um todo. Devido a intensa demanda atual
pela reducdo do custo de producdo e obtencdo de proteinas recombinantes de alto
rendimento, as limitagdes e vantagens de cada abordagem devem ser levadas em
consideracdo para culminar na escolha adequada do sistema de expressao. Dessa forma,
fatores como custo, escalabilidade, rendimento, estratégias de purificagdo, seguranca,
bem como as caracteristicas do produto e do sistema, devem ser estudados a fim de
possibilitar a realizacdo do desenvolvimento do bioprocesso em sua forma mais produtiva
(CHA et al., 2005; GAO et al., 2012).

Os sistemas de expressdo mais utilizados para a producdo de proteinas
recombinantes sdo: bactérias, leveduras, células de plantas e células animais (insetos e
mamiferos). Cada um desses sistemas possui suas variagdes em uma série de
caracteristicas e sua escolha deve ser realizada seguindo as exigéncias requeridas do
produto de interesse, fator essencial que garantira sua atividade bioldgica, e de acordo
com os parametros do bioprocesso que serdo empregados. Além disso, os atributos dos
sistemas de expressdao podem variar de um organismo para o outro, devido as
caracteristicas especificas de cada organismo. (MORAES et al., 2008; CHA et al., 2005).

A Tabela 4 a seguir faz uma comparacdo entre diversas caracteristicas gerais
dentre os cinco sistemas de expressdo utilizados, em que vale ressaltar o fato de que
algumas caracteristicas poderem se alterar, dependendo da complexidade da proteina que

estd sendo produzida.
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Tabela 4. Comparacao dos sistemas de expressdo de proteinas recombinantes.

Bactéria | Levedura Planta Inseto Mamifero
,D'T'CUIdade d‘?ls Baixa Baixa Moderado Moderada Elevada
técnicas de cultivo a elevada
Resisténcia do
or'ga~n|smo as Elevada Elevada Moderada I\/I\ode.rada Baixa
condicdes adversas a baixa
de cultivo
Taxa de crescimento | Elevada Elevada Elevado a I\/I\ode.rada Mode_rada a
moderado a baixa baixa
Produtividade e R
rendimento de Elevada Elevada I\/!ode_rada Moderada Mode_rada a
- a baixa baixa
expressao
Custo do processo Baixo Baixo Baixo a Moderado Elevado
global moderado | aelevado
Capacidade de
realizar )
e , Baixa Moderada | Moderada | Moderada Elevada
modificagdes pos-
traducionais
Glicosilagao simples | /N0 | sim/Ngo | Sim/Nao | Sim/Sim* | Sim/Sim
e complexa
Moderada
Capamda(je de Moderada | Elevada (restricao Elevada Elevada
Secrecdo de
tamanho)
Funcionalidade da
proteina expressa
(depende da Moderada | Moderada | Moderada | Elevada Elevada
complexidade
proteica)
Qualidade dos
sistemas génicos Elevada Moderada Moderada | Moderada | Moderada
. 2 a elevada
disponiveis
Sensibilidade ao . . Moderada | Moderada a
; Baixa Baixa Moderada | .
cisalhamento a elevada elevada

*Qs perfis de glicosilacdo de mamiferos e de insetos sdo diferentes e sdo discorridos no decorrer do estudo.
Fonte: Adaptado de MOHAMED, 2015; SWIECH et al., 2007; CHA et al, 2005; MORAES et al., 2008;
GAO etal., 2012; LIU et al., 2012.

Nos Ultimos anos diversos biofarmacos obtidos via linhagens de insetos foram

licenciados para uso humano e veterinario. A Tabela 5 descreve os produtos licenciados

e as linhagens utilizadas de 2002 a 2013 desenvolvidos pelo sistema baculovirus, em que

a producdo de vacinas com a célula de inseto e esse sistema inclui vantagens relacionadas
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ao tempo de processo curto (5 ou 6 dias) e a incapacidade do baculovirus para infectar
humanos (MOHAMED, 2015). Em termos de custos do processo, um ambiente de nivel
de Biosseguranca 1 é suficiente para realizar a producéo dessas vacinas, uma vez que ndo
sdo replicantes e ndo sao patogenos, devido sua completa falta de DNA e RNA, mas com
alta imunidade protetora. Essas vantagens significam custos de instalacdes, operacgdes,
materiais e infraestrutura mais amenos quando comparados a um ambiente de nivel de

Biossegurancga 2.

Tabela 5: Produtos farmacéuticos obtidos e licenciados com linhagens de insetos
para uso humano ou veterinario.

Nome do Tipo do Ano Proteina Linhagem
produto produto licenciado de inseto
Bayovac®CFS Vacina 2002 gEnv E2 Sf-9
Porcilis® Vacina 2004 gEnv E2 Sf-9
Porcilis® PCV Vacina 2004 ORF2 Sf-9
Cervaxix® Vacina 2007 L1 High Five®
Ingelvac . ExpresSF +
Circoflex® Vacina 2009 ORF2 @
Provende® Imunoterapia Fator
(Den drgon) para cancer de 2010 estimulatorio Sf-21
préstata PAP-GMCSF
Vacina para .
Best-H5® gripe aviaria 2012 He[nag!utlnlna do Expreg*SF *
H5N1 virus influenza ®
Terapia génica :
Glybera® para enzima 2012 Vetor a§socu_ido a EXprei*S P+
adenovirus tipo 1 ®
LPL
. Hemaglutininas
Flublok® \r’ia‘;'rggzpoar:; 2013 | do virus influenza, Engi*SF ¥
grip H1,H3eB

* ExpresSF + ®* é uma linhagem derivada da Sf-9, de propriedade da Protein Sciences Corporation.
Produtos farmacéuticos obtidos e licenciados com linhagens de insetos para uso humano ou veterinario
pelo sistema Baculovirus. Fonte: Adaptado de MOHAMED, 2015.

Como esses sistemas de expressdo se mostraram ferramentas promissoras para
obtencédo dos biofdrmacos e diversos produtos estdo sendo licenciados a partir do cultivo
de células de insetos, a glicoproteina do virus da raiva tem sido amplamente estudada
para aprimorar os niveis de expressdo obtidos pelos diferentes sistemas. Dessa forma, a
Tabela 6 descreve os diversos sistemas de expressao ja avaliados para a produgdo da
rRVGP.
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Tabela 6: Sistemas de expressao ja utilizados para a expressdo da glicoproteina do

virus rabico.
Sistema Producéo
de Célula da RV%BP Conclusdes Autores
expressao
Bactéria | Escherichia coli n.d Falta na atividade SAKAMOTO et
o imunogénica al., 1999
Levedura Saccharomyces 30-40 Produzida SAKAMOTO et
cerevisae ng/mL incorretamente al, 1999
0,001- rRVGP com
. 0,38% do diferenga no peso
Planta T;%(:éir,;]a total molecular devido ASHF;QgSet al,
protéico das | aos diferentes perfis
folhas de glicosilagdo
Expressdo parcial
BHK-21 com
. . ~ de rRVGP e MAILLARD E
Mamifero |nfe\c;‘?r%spelo n.d. mudancas GAUDIN, 2012
conformacionais
Expressao
. satisfatoria e WOJCZYK et al.,
Mamifero CHO-K1 n.d adequada 1998
imunogenicidade
St-9 Alta DRINGS et al
Inseto com infecgéo n.d . . N
oor baculovirus imunogenicidade 1999
52 Melhoria nas
Inseto Linhagem | 136 ng/mL es”g‘%%‘ﬁj:f;;“g"’o SWIECH, 2008
ACRVGP2K aumento da rRVGP
S2 L
Inseto Linhagem Até 5,5 Eg:]r:}[trig';g 32 LEMOS et al.,
PMtRVGPHy 1g/107 cel . ¢ 2009
diferentes vetores
52 2,5 mg total Bioflo 110 com
Inseto Linha em prOdUZido Vtrabalhozll_. VENTINI et al.,
sommvep.H | 16 M0 Resultados 2010
cel promissores.
S2 1 mg total \I?/noflo %%E
Inseto Linhagem produzido Caudatr?jb;”ﬁ_istidina VENTINI et al.,
S2MtRVGP-H- | 0,6 ug/10’ . 2010
His células para ensaios de
purificacdo
Semliki ..
Forest 1822 | Altaprodutividade. | geypa AvAR
) BHK-21 6 Sistema estavel e
Virus - Hg/10° cel . etal., 2008
SEV reproduzivel

Fonte: Adaptado de ASHRAF et al., 2005; SWIECH et al., 2008; SAKAMOTO et al., 1999; VENTINI et
al., 2010; WOJCZYK et al., 1998.
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Como visto o enfoque utilizando o sistema de expressdo em células S2 na Tabela
6, criou-se uma plataforma de estudo entre o Laboratério de Imunologia Viral do Instituto
Butantan em conjunto com outros laborat6rios de outras instituicdes de pesquisa com 0
objetivo de obtencdo da glicoproteina para fins de diagndstico, vacinal e para ensaios de
purificacdo. Dessa forma, varias condi¢des de cultivo tém sido estudadas, analisadas e
aprimoradas, o que tém levado ao aumento significativo da concentracdo de glicoproteina
obtida por esse sistema (VENTINI et al., 2010, 2014; SWIECH et al., 2007, 2008).

Pode-se notar na Tabela 6 que apesar da linhagem S2MtRVGP-H-His ter sido
desenvolvida apos a linhagem S2PMtRVGPHYy, ela demonstra resultados bem inferiores,
0,6 ng/10” células e 5,5 pg/10” células, respectivamente. No entanto, a linhagem
S2PMtRVGPHYy apresentava grandes dificuldades de purificagéo ao final do processo, o
que prejudicaria a obtencdo da glicoproteina com a pureza necessaria. Esse fato
impulsionou o desenvolvimento de uma linhagem que possibilitasse a purificacdo da
rRVGP e a linhagem S2MtRVGP-H-His foi desenvolvida (VENTINI et al., 2010). Essa
nova linhagem foi estabelecida com a cauda de histidina “His”, componente
frequentemente utilizado que possibilita a purificacdo de produtos recombinantes, a qual
exibe uma elevada afinidade para ions metalicos. A utilizacdo da cauda de histidina tem
demonstrado na literatura uma recuperacao de 90% do produto de interesse em um Gnico
passo quando utilizadas com uma matriz com o grupo disponivel para a ligagdo como o
IMAC (Immobilised metal affinity chromatography). Essa estratégia tem sido comumente
utilizada nos dias atuais tanto nas pesquisas académicas como na industria (SARASWAT
etal., 2013).

Devido a necessidade de garantir a atividade bioldgica da glicoproteina,
caracteristica essencial que resultara na sua adequada atividade imunogénica (MORAES
et al., 2008), analisamos os diferentes perfis de glicosilacdo dos sistemas de expressdo
evidenciados na Tabela 4 e na Tabela 6.

A analise evidencia que a rRVGP produzida na bactéria Escherichia coli
apresentou falta da atividade imunogénica. Isso se deve ao fato da auséncia desses
organismos em realizar a correta modificacdo pos-traducional, necessaria para a atividade
da glicoproteina. Bactérias ndo realizam glicosilagdes simples ou complexas e por esse
motivo ndo sdo indicadas para atuarem como sistemas de expressdo de proteinas
recombinantes que necessitam dessa modificacdo pos-traducional, sugerindo, portanto, a
utilizacdo de veiculos mais adequados (SAKAMOTO et al., 1999; FRESHNEY et al.,
2010).
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Leveduras sdo 0s microrganismos mais utilizados para a producdo de antigenos
virais devido sua capacidade de gerar sua forma glicosilada, (SAKAMOTO et al., 1999)
produzindo predominantemente elevadas estruturas de manose (MOHAMED, 2015). Os
antigenos virais de superficie do virus da hepatite tipo B, produzido por células de
levedura, demonstraram apropriada atividade imunogénica e foram aplicados com
sucesso para o desenvolvimento da vacina recombinante contra a hepatite B. Essa nova
vacina substitui grande parte das antigas vacinas que foram produzidos a partir de
materiais de sangue humano infectado. No entanto, especificamente para a producédo da
glicoproteina do virus da raiva, como visto na Tabela 6, Sakamoto et al. (1999)
evidenciaram que a proteina ndo foi produzida da forma apropriada.

Células de plantas sdo capazes de realizar glicosilacdo em estagios mais iniciais,
em uma abordagem menor que os vertebrados, possuindo agucares adicionais como Xxilose
e 1,3-fucose (MOHAMED, 2015). Trabalhos realizados com células da folha do tabaco
e do tomate demonstraram que a rRVGP apresentou maior peso molecular em relacéo a
E. coli e menor em relacdo a produgdo com células animais, devido aos diferentes perfis
de glicosilacdo dentre os diferentes sistemas de expressdo (ASHRAF et al, 2005). Desse
modo, a producdo da rRVGP com células de plantas ndo demonstrou garantia quanto a
realizacdo da glicosilacdo de forma satisfatoria.

As células de inseto podem desempenhar a maioria das modificacfes pés-
traducionais presentes em proteinas de origem eucariotica, inclusive a glicosilagdo. Os
diferentes trabalhos evidenciados na Tabela 6 demonstraram a expressao satisfatoria, com
altaimunogenicidade da glicoproteina do virus da raiva produzidos nesses sistemas. Além
disso, a melhoria das condicbes de cultivo bem como construcdo vetores moleculares
mais eficientes tém permitido a obtencdo de quantidades de rRVGP cada vez mais
significantes (SWIECH et al., 2007, 2008; VENTINI et al., 2010, 2014; LEMOS et al.,
2009; DRINGS et al., 1999).

No entanto, na comparacéo dos padrdes de glicosilagéo entre a célula de inseto e
a célula de mamifero, notamos que a célula de inseto é capaz de desempenhar a
glicosilagcdo em padrbes bem mais limitados (MORAES et al., 2008), especificamente
possuindo curtos glicanos de manose (paucimanose), adicionando precursores em sitios
apropriados e utilizando suas enzimas necessarias para modificacdo de oligossacarideos
especificos (MOHAMED, 2015).

Essas limitacGes da célula de inseto relacionadas a glicosilacdo tém restringido

seu uso na producéo de produtos terapéuticos para uso em humanos que necessitam dessa
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modificacdo de forma mais elaborada. 1sso faz com que alguns biofarmacos tenham a
necessidade de serem obtidos através das células de mamiferos, células essas que
possuem a capacidade de oferecer um padréo de glicosilagdo muito similar ao padréo de
proteinas humanas nativas (MORAES et al., 2008). Devido a isso, uma abordagem em
estudo em desenvolvimento estd na manipulacdo genética dos sistemas baseados em
insetos na tentativa de melhorar a maquinaria de glicosilacdo para produzir glicoproteinas
“humanizadas” (MORAES et al., 2008).

Desse modo, leveduras, fungos filamentosos, células de plantas e células de inseto
sdo capazes de promover a glicosilacdo de proteinas, sendo que as células de inseto
apresentam padrdes de glicosilacdo mais adequados que leveduras e bactérias, porém
mais limitados que as células de mamiferos, em que os glicanos produzidos por essas
células diferem significativamente daqueles presentes em glicoproteinas de mamiferos
(MORAES et al., 2008). Portanto, dependendo da proteina a ser produzida, os padrdes de
glicosilag&o realizados pelas células de inseto podem ndo corresponder aos necessarios
pela proteina especifica (MORAES et al., 2008; MOHAMED, 2015). A Figura 7
apresenta um esquema evidenciando as diferentes complexidades do padrdo de

glicosilacdo encontrado em diferentes tipos celulares.

Figura 7: Esquema do padréo de glicosilagédo em diferentes tipos celulares.
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Fonte: Adaptado de VARKI et al., 2009.

Portanto, de acordo com os resultados obtidos dos trabalhos evidenciados nas

Tabelas 4, 5 e 6 discorridos acima, notamos que 0s sistemas de expressao mais adequados



REVISAO BIBLIOGRAFICA 46

para a expressdao de rRVGP sao atraves do cultivo de células de insetos ou células de

mamiferos. Dessa forma a Tabela 7 encontrada a seguir evidencia o estudo comparativo

entre as condi¢des de cultivos necessarias as células de inseto e as células de mamiferos:

Tabela 7: Comparativo de condicGes de cultivo entre insetos e mamiferos.

Insetos

Mamiferos

Dificuldade na
manutencdo da
linhagem celular

Moderada a elevada

Elevada

Versatilidade de suspenséo
e adeséo

Facil devido a
caracteristica de ser
considerada semi-
aderente.

Adaptacdo a suspensao
possivel. Utilizacéo de
microcarregadores e formacao
de agregados celulares

Inibicdo por contato

Amena ou ausente,
porém dependente de
indculo minimo.

Presente, exceto algumas
linhagens transformadas e
linfoblastoides

Desprendimento da
superficie do suporte

Agitacdo branda

Tripsinizacédo

Crescimento em meio livre

Adaptacéo possivel

Adaptacdo possivel com

de soro ‘fx’”." malor menor facilidade.
acilidade.
Crescimento até altas .- Dificil devido a inibigo por
. Facil
densidades contato.
Dependéncia de CO> N&o depende Depende
Temperatura de incubacdo Baixa (28°C) Alta (37°C)
Susceptibilidade a
mudangas de pH, OD, Moderada Alta
pressdo osmotica
Dependéncia de in6culo sim Em geral ndo, depende da
para crescer linhagem
Assepsia Requerida Requerida

Aprovacdo FDA para
biofarmacos provenientes
de produtos celulares

Sim, menor nUmero
de biofarmacos
aprovados.

Sim, maior nimero de
biofarmacos aprovados.

Fonte: Adaptado de MORAES et al., 2008; SWIECH et al., 2007; de MOHAMED, 2015.

Evidenciada a facilidade e versatilidade das condigdes de cultivo das células de

inseto em relagdo as células de mamiferos pela Tabela 7, bem como os diferentes

trabalhos demonstrando a expressao satisfatdria com alta imunogenicidade da rRVGP

utilizando as células de inseto como sistema de expressdo (Tabela 6), notamos que a

escolha de células de inseto para a producdo da glicoproteina do virus da raiva se

apresenta como uma opgao muito promissora.
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3.5.2 Expressdo da glicoproteina rRVGP em células S2

Diferentes trabalhos demonstraram a capacidade das células S2 de ser modificada
geneticamente e de expressar proteinas heterdlogas de modo estavel (SWIECH et al.,
2008; ASTRAY et al., 2013). A obtencdo de linhagens estavelmente transfectadas pode
ser feita pela co-transfeccdo dos vetores contendo o gene da proteina de interesse e um
vetor auxiliar codificante para um gene de resisténcia. Os vetores de resisténcia mais
utilizados sdo o gene da resisténcia a higromicina ou a puromicina (ASTRAY etal., 2013)

O sistema de expressao Drosophila (DES®) consiste em vetores de expressao e
selecdo de células S2 e foi estabelecido pela empresa Invitrogen, nos anos 90.
(INVITROGEN, 2015). Os vetores contém elementos necessarios para amplificagdo em
bactéria e para expressao do gene de interesse em células S2, que quando integrados no
genoma da célula hospedeira, ocorre a replicacdo do cDNA heter6logo e expressdo da
proteina pela maquinaria celular (INVITROGEN, 2015).

Os sistemas de expressdo em células de Drosdfilas tém obtido sucesso produzindo
um elevado nivel de expressdo em proteinas heterélogas. Esses sistemas utilizam-se de
eficientes promotores génicos e elevado nimero de cépias de plasmideos por célula
transfectada. Uma caracteristica relevante das células S2 é a possibilidade de integracéo
de elevado nimero de cdpias do sistema em apenas um evento de transfec¢do e selecdo
(ASTRAY et al., 2013), formando matrizes com cerca de 1000 codpias, caracteristica
importante que reduz o tempo necessario para amplificacdo do plasmideo e selecdo das
células clonadas para se estabelecer uma linhagem com altos niveis de expressao do gene
induzido (INVITROGEN, 2015).

As células S2 podem ser transfectadas estavelmente utilizando plasmideos com
promotores constitutivos ou indutiveis. O promotor constitutivo tem seu funcionamento
ligado ao funcionamento fisiolégico normal das células, portanto é regulado por
mecanismos de regulacdo génica da propria célula. O promotor constitutivo do gene
Actina 5C (pAcb5), principal gene da Drosophila melanogaster que codifica para a actina
do citoesqueleto, é o mais utilizado. J& o promotor indutivel da metalotioneina (familia
de proteinas com alta afinidade por ions metalicos), pMt, é o mais indicado para expressdo
de proteinas de membrana e o mais utilizado para expressao indutivel. Esse promotor €
induzido pela exposicéo da célula em meio contendo metais pesados de forma que quando
0 metal é adicionado em solucdo, ocorre a atuacdo dos fatores de transcricdo que
estimulam o promotor a produzir a metalotioneina e estimulam esse mesmo promotor

presente no plasmideo. Como o gene da rRVGP é transfectado acoplado a esse mesmo
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promotor, utiliza-se, portanto, do mesmo sistema para iniciar a producdo da
metalotioneina e da rRVGP apds a exposi¢cdo das células ao metal pesado. InUmeras
glicoproteinas complexas ja foram expressas no sistema de células S2 utilizando esses
promotores (ASTRAY et al., 2013; LEMOS et al., 2009; VENTINI et al., 2010, 2014).

Astray et al. (2013) estabeleceram populagdes em que a transcricdo do cDNA da
RVGP estava sob controle constitutivo (S2AcRVGP-2k, linhagem utilizada nos trabalhos
de SWIECH et al., 2008) e populacfes em que a transfeccdo da cDNA da RVGP estava
sob controle indutivel pelo promotor da metalotioneina (S2MtRVGP-Hy, linhagem
utilizada nos trabalhos de VENTINI et al., 2010, 2014 e no presente trabalho, com
posterior modificacdo de adicdo de cauda de histidina.)

Lemos et al. (2009) analisaram por microscopia confocal o comportamento das
células dessas populacbes sob controle indutivel pelo promotor da metalotioneina,
(S2MtRVGP-HYy) e visualizaram que ap6s a indugdo do promotor com CuSOa, realizada
com 72 h de cultivo, em 120 h ja foi possivel visualizar a membrana celular fluorescente
na maioria das células S2 recombinantes. Essa analise evidenciou que além de poder
ocorrer uma heterogeneidade da expressdo de proteina pela populacdo de células,
observa-se que ao realizar a inducgdo, ocorre um periodo para que as células iniciem a
expressdo da rRVGP, para que posteriormente as proteinas sejam direcionadas para
estocagem na membrana celular. Essas duas analises serdo importantes para discussdes
do mecanismo de inducdo da expressao que estdo apresentadas da secdo de resultados e
discussao do presente trabalho.

A Figura 8 a seguir apresenta a analise realizada por microscopia confocal com as
células selvagens e as células recombinantes para marcacdo da glicoproteina rRVGP na

membrana celular.
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Figura 8: Analise por microscopia confocal realizada com as células selvagens
(A) e recombinantes (B). As células recombinantes foram induzidas com CuSO4em 72 h
e com 120 h de cultivo foram coletadas e examinadas para a microscopia confocal,

imagem B.

A

Fonte: Lemos et al., 2009.

A expressao de proteinas recombinantes heterélogas em células S2 apresenta
vantagens em relacdo as células de mamiferos em termos de escalonamento e custo da
producéo, visto que a maior velocidade de crescimento das células S2 permite um maior
rendimento em relacdo as células de mamiferos, além de apresentar satisfatorios niveis
de rendimento proteico (MORAES et al., 2008; SWIECH et al., 2008; INVITROGEN,
2015).

Além disso, em termos de cultivo de células, sdo muito mais facilmente cultivadas
que células de mamiferos, sendo expandidas na forma semi-aderente em garrafas de
cultura e apresentam facil adaptacdo ao crescimento nos frascos e reatores na forma de
suspensdo, sem utilizacdo de microcarregadores. Outras facilidades se referem ao fato de
as células crescem facilmente a temperaturas variando de 22°C a 28°C e ndo requerem
incubadora com CO,. Essas caracteristicas permitem o crescimento celular até altas
concentragOes, 0 que viabiliza seu uso em cultivos continuos e permite o aumento de
escala (LEMOS et al., 2009; VENTINI et al., 2010, 2014; SWIECH et al., 2008;
MORAES et al., 2008).

Essas vantagens estdo diretamente relacionadas com o fato das células de inseto
cultivadas em suspensdo estarem sendo amplamente utilizadas como organismos
produtores de vacinas devido sua facil “escalabidade”. Esse fator foi demonstrado em
estudos de cultivo, os quais as células de insetos foram facilmente cultivadas em
suspensdo em tanques de 1000 litros para a producdo de biopesticidas, tornando o
processo de aumento de escala simples e rapido (MOHAMED, 2015).
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As células de Drosophila melanogaster ja produziram diversas proteinas
heter6logas, com a expressdo proteica apresentando bons niveis de rendimento e
adequada atividade bioldgica. Dentre as proteinas descritas podemos citar: glicoproteina
do envelope do virus da raiva* (RVGP); antigeno de superficie do virus da Hepatite B;
Eritropoietina Humana (hEPO); proteina citosolica anexina (XlIb); forma truncada da
proteina VIP36; proteina verde fluorescente (GFP); interleucina humana 2* (hiL-2);
receptor opidide humana; transferrina humana (hTf); endostatina; proteina gp120 do virus
HIV* e subunidades de FSH e LH recombinantes*; *Expressas pelas células Drosophila
melanogaster - linhagem S2 (Adaptado de SWIECH et al., 2007; VENTINI et al., 2010).

Provavelmente o produto mais importante que esta sendo obtido via sistema de
células S2 até o momento é a proteina do envelope do virus da dengue 80E, que se
apresenta como uma das candidatas para a vacina da dengue. O estudo esta em fase 2 e
os testes ja realizados com dois modelos animais, camundongos e macacos, apresentaram
elevada imunogenicidade e prote¢do contra o virus, mesmo com baixas doses de antigeno
em sua formulagdo. Se os resultados continuarem promissores, a vacina serd licenciada e
abrira um campo de trabalho ainda maior com a utilizacdo das células S2 como sistema
de expressdo de proteinas e formulacdo de vacinas recombinantes (CLEMENTS et al.,
2010).

3.5.3 O metabolismo das células de Drosophila melanogaster em cultura

O conhecimento do metabolismo da célula em cultura é essencial para a
formulacdo do meio de cultura, para que as estratégias de cultivos sejam bem-sucedidas
e principalmente para se obter tanto uma elevada produtividade celular quanto uma
adequada atividade bioldgica da proteina produzida (GODIA e CAIRO, 2006).

As celulas em geral obtém sua energia de reacdes de oxidacdo-reducdo, sendo que
0s principais compostos que desempenham papéis fundamentais na fonte de energia, no
fornecimento de precursores para sintese de biomassa e para o desenvolvimento das vias
biossintéticas sdo a glicose e a glutamina. Em diversos tipos de inseto foi relatada a
caracteristica peculiar do amino&cido prolina em desempenhar fungdo importante como
fonte de energia celular (GODIA e CAIRO, 2006).
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3.5.3.1 Metabolismo da prolina

Swiech et al. (2008) demonstraram que 0s principais substratos consumidos
durante o crescimento celular em células de Drosophila melanogaster S2 em biorreator
foram glicose, glutamina e prolina.

Em relacdo a prolina, diversos estudos analisaram uma variedade de espécies de
insetos e sugeriram que os aminoacidos, especialmente a prolina, sdo utilizados como
substrato energético muscular para o voo. Especificamente a prolina, possui a funcdo de
transportar unidades de Acetil derivadas de Acetil-CoA encontradas na gordura corporal
para 0 musculo do vbo. Assim, essas unidades de Acetil-Coa derivados da gordura
corporal, da glicose, ou ainda do metabolismo de aminoacidos, é convertida em o-
cetoglutarato via ciclo do acido citrico e posteriormente convertido em prolina, a qual é
transportada até o musculo responsavel pelo v6o. Nessa regido muscular, a prolina é
reconvertida a a-cetoglutarato, que entra novamente no ciclo de acido citrico para ser
oxidada para produzir ATP, a energia necessaria para o voo (SCARAFFIA et al., 2003).

Scaraffia et al. (2003) demonstraram que quando os insetos utilizam a prolina para
esse servico de transporte das unidades de Acetil, ocorre uma concentracdo elevada de
prolina na hemolinfa dos insetos quando em repouso, que diminui drasticamente durante
0 v0o, com um concomitante aumento da concentragdo de alanina.

Swiech et al. (2007, 2008) demonstraram com células de Drosophila
melanogaster S2 em experimentos em biorreator a forte dependéncia na taxa especifica
de crescimento dessas células em relacdo a concentracdo de prolina em solucdo. Essa
dependéncia foi confirmada no experimento que foi adicionado prolina no cultivo (8.7
mM no meio Sf-900 II), o qual a velocidade especifica de crescimento celular quase
dobrou em relacdo ao experimento que ndo foi adicionado prolina, 0 que demonstrou,
portanto, a razdo desse aminoacido ser considerado uma importante fonte de energia para
as ceélulas S2. Desse modo, os fatores evidenciados por Scaraffia et al. (2003) e Swiech
et al. (2007, 2008) demonstram a importancia da prolina no desempenho de parte da via
do metabolismo energético das células de Drosophila melanogaster S2. O esquema que
descreve as vias de atuagdo de varios aminoacidos, dentre eles a prolina, esta descrito no
item 3.5.3.4 (Figura 11).

3.5.3.2 Metabolismo da glicose e lactato
A membrana citoplasmatica é impermeavel a algumas moléculas como a glicose,

e a entrega desse carboidrato no citoplasma ocorre através de mecanismos de transporte

51



REVISAO BIBLIOGRAFICA

por diferentes moléculas transportadoras. Apds esse transporte, uma vez que a glicose
esteja incorporada no citosol, ela é convertida em duas principais vias metabolicas:
glicdlise e o ciclo das pentoses fostato. Na glicdlise, ela é convertida em piruvato gerando
intermediarios para biossinteses, moléculas NADH e sdo armazenadas da forma de
ligacOes fosfato de alto nivel energético, ATP. Ja por meio do ciclo das pentoses fosfato,
a glicose-6-fosfato é utilizada para sintetizar glicogénio (reserva energética de glicose),
convertido em 6-P-Gluconato gerando a ribose-5-fosfato, importante para sintese de
acidos nucleicos. O ciclo das pentoses fosfato permite a geracdo de NADPH reduzido em
equivalentes requeridos para o anabolismo celular, possibilitando, portanto, a sintese de
moléculas complexas a partir de moléculas mais simples (GODIA e CAIRO, 2006).

Quando os niveis de glicose sao suficientes, 0 metabolismo segue a via da glicélise
e das pentoses fosfatos e forma gliceraldeido-3-fosfato e a disponibilidade de transformar
essa molécula em piruvato depende da disponibilidade de NAD oxidado. E necessaria
uma constante oxidacdo de NADH em NAD para manter a glicolise, pois o NADH que
ndo foi oxidado é metabolizado pela enzima lactatodesidrogenase (LDH) convertendo o
piruvato em acido latico. O &cido latico (lactato) € um dos metabodlitos importantes de
controle no metabolismo celular em cultura visto que em altos niveis é tdxico para as
células, e, portanto, passa a ser prejudicial no cultivo celular (SWIECH et al., 2007,
2008). O estudo do acumulo de subprodutos do cultivo, como o lactato, é explicado no
decorrer do presente estudo, vide item 3.5.3.4.

Analises das taxas metabdlicas de consumo de glicose e formacdo de lactato das
células levaram a conclus@o que em presenca de glicose em concentra¢des nao limitadas,
ocorre consumo pela célula em uma taxa muito mais elevada do que seria necessario para
manter o crescimento celular. Esse fenbmeno tem recebido varias interpretacdes, mas
alguns autores apontam pelo fato de que a geracdo de lactato a partir do piruvato pode ser
utilizado pelas células como maneira de reequilibrar seu potencial redox. Assim, as altas
taxas de glicolise gerariam NADH em altas quantidades, que devem ser reduzidas para
NAD, a fim de manter essa via funcional (GODIA e CAIRO, 2006).

A Figura 9 a seguir apresenta o esquema da visao geral das vias de glicolise e ciclo

das pentoses fosfato.
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Figura 9: Visdo geral das vias de Glicolise e Ciclo das pentoses fosfato.
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3.5.3.3 Metabolismo da glutamina e amonia

Interacbes importantes dos niveis de flutuacdo de consumo de glicose e seu
metabolismo apresentadas pelas células estdo relacionadas ao metabolismo de outros
compostos, como 0s aminodcidos, e em especial, a glutamina. A interacdo entre as
principais vias metabdlicas, glicolise e glutamindlise, através do ciclo das pentoses
fosfatos, demonstra a flexibilidade do metabolismo da célula de inseto em utilizar
diferentes compostos como fonte de energia (SWIECH et al., 2008; GODIA e CAIRO,
2006). Essa flexibilidade também esté relacionada ao fato da utilizac&o da prolina como
fonte energética, evidenciada acima (SCARAFFIA et al., 2003).

A glutamina é o segundo maior componente nos meios de cultura e o fator que
revela sua importancia como peca chave na fonte de carbono e energia € que seu principal

papel é fornecer o intermediario necessario para manter o ciclo das pentoses fosfato em
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funcionamento. Esse ciclo corresponde a principal via de metabolismo central, tendo dois
papéis fundamentais: fornecer compostos precursores para o anabolismo celular (citado
acima) e gerar a maior parte da energia metabolica. Essa geracdo de energia € feita a nivel
do o- cetoglutarato, em que a glutamina é precursora para isso (GODIA e CAIRO, 2006).

A Figura 10 evidencia a visao geral da principal via metabdlica da glutamina.

Figura 10: Vis&o geral da principal via metabolica da glutamina.
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Na sequéncia dos experimentos de Swiech et al. (2007) com células de Drosophila
melanogaster S2 em biorreator (referido acima), foi demonstrado em um segundo
experimento que adicionando juntamente prolina e glutamina ocorreu o favorecimento do
crescimento em termos de méaxima concentracdo de células, mas ndo na velocidade
especifica de crescimento. 1sso pode se dever ao fato de que as concentracdes desses
nutrientes foram mantidas a niveis similares devido ao fato do experimento ter sido
realizado no modo batelada alimentada.

Swiech et al. (2007) evidenciaram nas curvas de crescimento dos quatro
experimentos desenvolvidos que quando a concentracdo de glutamina ficou abaixo de

2mM, ocorreu uma significativa reducdo na taxa de crescimento. Além disso,
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similarmente ao que ocorre em células de mamiferos, apds o esgotamento de glutamina
o crescimento de células viaveis cessou e a densidade celular iniciou seu declinio, o que
demonstra a importancia desse aminoécido no metabolismo das células S2.

Como resultado do metabolismo da glutamina, a maior parte de sua degradacgéo
culmina na geracao de ions amdénio no cultivo celular e o restante € incorporado para
dentro da célula por meio de diferentes sistemas de transporte de aminoécidos, que nao
sdo especificos para a glutamina e que medeiam o movimento de outros amino&cidos
(GODIA e CAIRO, 2006). O estudo do acimulo de subprodutos do cultivo, como o

acumulo de aménia, é explicado a seguir.

3.5.3.4 Efeitos do acimulo de subprodutos do cultivo e atuacdo de outros aminoacidos

Como evidenciados acima, juntamente com as elevadas taxas de consumo de
glicose e glutamina, ocorre a acumulacédo de lactato e ions amdnio, respectivamente, nos
meios de cultura. Durante o cultivo celular, se as concentragdes de glicose e glutamina
atingirem rapidamente valores limitantes devido as elevadas taxas de consumo, os efeitos
do lactato juntamente com o acimulo de ions amdnio podem em conjunto gerar prejuizo
ao cultivo celular. Esse prejuizo pode estar relacionado aos efeitos naturais desses
compostos ou indiretamente, através do aumento da osmolaridade média. Como padréo
geral do cultivo de células animais, esta bem estabelecido que os efeitos inibidores diretos
do amdnio sdo muito mais significantes do que os de efeitos de lactato (GODIA e CAIRO,
2006).

Em relac&o as células em cultivo, a liberagdo de lactato no meio esté relacionada
com a alteragdo do pH do cultivo celular. Para evitar efeitos negativos diretos
relacionados a acidificacdo do meio devido a geracdo de lactato, o controle do pH dos
cultivos celulares deve ser monitorado. Em um sistema com controle de pH, os efeitos da
concentracdo de lactato no crescimento das células sdo claramente observados para
concentragdes somente superiores a 40 mM (3,6 g/L). No entanto, o controle da
acumulacdo de lactato se faz necessario principalmente em sistemas de cultura em
batelada, em que o prolongamento do tempo de cultivo é acompanhado pelo consumo de
glicose e geracdo de lactato, que por ser um sistema em batelada pode alcangar niveis
elevados mais rapidamente (GODIA e CAIRO, 2006).

Em relacdo a influéncia do lactato na formacéo do produto, efeitos de inibigcédo tém

sido relatados para concentracGes acima de 20 mM (1,8 g/L), mas observagdes com base
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na producdo especifica revelou um aumento da magnitude do efeito do lactato (GODIA
e CAIRO, 2006).

Swiech et al. (2007, 2008) observaram que no cultivo em biorreator com células
de Drosophila melanogaster S2 a producdo de lactato foi significativamente baixa,
atingindo concentracGes maximas de 0,057 g/L, mesmo ap0s a privacéo de oxigénio. Esse
valor é muito inferior aos valores relatados relacionados a inibi¢éo do crescimento celular
ou relacionados a inibigdo do produto (SWIECH et al., 2008).

Como resultado do metabolismo da glutamina, a maior parte de sua degradacao
culmina na geracdo de fons amdnio no cultivo celular (GODIA e CAIRO, 2006). Swiech
et al. (2007) demonstraram que alguns aminoacidos, especialmente alanina, asparagina e
glutamato, foram consumidos apenas depois da exaustdo de glutamina e prolina,
possivelmente como novas fontes de energia. A degradacdo desses outros aminoacidos
devido a exaustdo da glutamina também esta relacionada com o acUmulo de alta
quantidade de amdnia no cultivo.

Nas células em geral, os efeitos sobre 0 metabolismo de amdnio s&o observados a
partir de niveis muito mais baixos, cerca de 2-4 mM, valores facilmente alcan¢ados em
cultivos celulares em batelada. No entanto, curiosamente experimentos com células de
mamiferos (CHO e hibridoma) demonstraram que elas podem ser adaptadas para crescer
em concentragdes elevadas de amonia (GODIA e CAIRO, 2006).

Em relacdo as células de inseto, estudos de BORASH et al.,, 2000 tém
demonstrado que Drosophila melanogaster pode desenvolver uma elevada tolerancia
genética a altos niveis de compostos tdxicos, como amdnia e uréia. Swiech et al. (2007)
demonstraram em seu experimento em biorreator que a quantidade de amonia atingiu o
nivel de 62 mM, sendo que essa concentracdo de amonia ndo havia sido relatada em
cultura de células animais até o momento, indicando que as células de Drosophila
melanogaster S2 séo resistentes a altos niveis de amonia.

No entanto, em relacdo a produtividade da proteina influenciada pelos niveis de
amoOnia, existem estudos na literatura relatando um declinio na produtividade especifica,
outros autores observaram um aumento da produtividade e outros ainda ndo observaram
nenhuma influéncia. Devido a esse fato, o que estd sendo analisado em termos de
qualidade do produto produzido € o padrdo da glicosilacdo obtido no produto final
(GODIA e CAIRO, 2006).

Butler (2005) e Palomares et al. (2004) tém demonstrado que 0s niveis de ions

amoOnio possuem um significante efeito na distribuicdo das estruturas de glicanos
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encontradas na proteina recombinante produzida, conhecido como micro-heteroneidade.
Embora esse mecanismo ndo tenha sido completamente elucidado, é evidente que esse
efeito pode influenciar nos padrdes de glicosilagdo da glicoproteina. Portanto, na tentativa
de produzir um biofarmaco que necessita de glicosilacdo de forma eficiente, o
monitoramento dos niveis de amdnia no processo torna-se fator importante de anélise
durante o cultivo (BUTLER, 2005; PALOMARES et al., 2004).

Descritas as caracteristicas do metabolismo da glicose e da glutamina, com
producdo de lactato e ions amonio, notamos que € evidente que a interacdo entre elas
dependera das concentracdes relativas disponiveis, bem como da ndo limitacdo de outros
nutrientes no cultivo, como exemplo outros aminoacidos (GODIA e CAIRO, 2006).

Para a glicose em uma concentracdo acima da concentracdo ndo limitante, a
assimilacdo dela pela célula sera maior conforme sua maior concentracdo, antes que o
consumo maximo de saturacdo seja atingido. O aumento no consumo especifico é
acompanhado ent&o pelo aumento do rendimento lactato/glicose, com valores em torno
de 1 ou 2 mols lactato para 1 mol de glicose, podendo ser ainda maiores devido a
contribuicdo de lactato produzido a partir de glutamina e um menor consumo de oxigénio
devido ao baixo metabolismo oxidativo. Por outro lado, quando os niveis de glicose sdo
limitantes e a glutamina esta presente em concentragdo ndo limitante, o metabolismo
celular se adapta a diminuigdo de energia e de biossintese, através do aumento da taxa de
consumo da glutamina, com um aumento conjunto da excrecdo de amdnia e do consumo
de oxigénio. O entendimento desses mecanismos se faz muito importante visto o fato de
nos cultivos em batelada e batelada alimentada, as células ficarem expostas a diferentes
concentragdes de glicose e glutamina conforme o passar do tempo de cultivo (GODIA e
CAIRO, 2006).

Uma interessante evidéncia frequentemente relatada nos cultivos com células S2
se deve a producdo de alanina em quantidades elevadas, que ¢é frequentemente observada
em meios de cultura que possuem concentracdo elevada de glicose (BHATIA et al.,
1997), como € o caso dos meios Sf-900 I1 e 111, que possuem concentracdo de 10 g/L de
glicose. Outro fator relevante relatado por Scaraffia et al. (2003) onde foi demonstrado
gue guando os niveis de prolina estdo disponiveis, 0 metabolismo do inseto a utiliza para
o transporte das unidades de Acetil. Inicialmente ha uma concentracéo elevada de prolina
na hemolinfa dos insetos, que diminui drasticamente durante a sua utilizagéo,
concomitantemente com o0 aumento da concentracdo de alanina em solugédo
(SCARAFFIA et al.,, 2003). Swiech et al. (2008) evidenciaram que a alanina foi
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produzida em quantidades consideraveis em todas os experimentos desenvolvidos em
biorreator com o meio Sf-900 II, atingindo acimulo méximo de 47 mM, nos ensaios
suplementados com 8.7 mM de prolina.

Além dos fatores citados, diversos autores tém relatado a elevada producdo de
alanina pelas celulas de inseto como um importante mecanismo de estratégia para evitar
que a acumulacdo de amdnia em solugdo alcance niveis toxicos (CARRONDO et al.,
2002). Esse mecanismo € nomeado por Bathia et al. (1997) como “mecanismo de
producdo de alanina para atuacdo como pia de amonia”. Portanto, utilizar a amoénia para
0 metabolismo de producéo de alanina seria uma estratégia de defesa da célula para evitar
a toxicidade, visto que a alanina ndo causa efeitos toxicos no cultivo celular e ainda pode
ser convertida para gerar energia pelo ciclo das pentoses fosfato (CARRONDO et al.,
2002; SCARAFFIA et al., 2003).

A Figura 11 ilustra as possiveis rotas metabolicas dos trés mecanismos explicados
acima: mecanismo da glicose gerando alanina através do piruvato; mecanismo da prolina

gerando alanina e mecanismo da amonia convertida em alanina.

Figura 11: Via metabdlica dos insetos envolvendo os aminoacidos prolina e alanina.
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I. rolina X
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Fonte: Adaptado de Scaraffia et al., 2003.

3.5.3.5 A estabilidade da glicoproteina
Células eucaridticas superiores como as células de inseto ndo conseguem

sintetizar uma série de aminoacidos essenciais ao metabolismo e muitos deles sdo obtidos
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através do meio de cultura (GODIA e CAIRO, 2006). Aminoacidos como aspartato,
asparagina, glutamato, glutamina e serina sdo muito utilizados pelas células de inseto pois
sdo requeridos na incorporacdo de proteinas celulares e outras estruturas (BATHIA et al.,
1997). Swiech et al. (2007, 2008) demonstraram que apesar das concentracdes elevadas
de aminoacidos no meio Sf-900 11, alguns deles foram esgotados prematuramente durante
os cultivos dos experimentos em biorreator com Drosophila melanogaster S2, séo eles:
glutamina, prolina, cisteina e serina. Como evidenciado acima, a prolina e glutamina sdo
utilizados como fonte de energia e a maior parte da serina e cisteina foi consumida para
a sintese proteica.

Os aminoacidos serina e cisteina estdo diretamente relacionados com estabilizacao
e estrutura de dobragem da glicoproteina produzida. A serina participa intensivamente no
processamento de proteinas através da glicosilacdo, pois sua cadeia lateral ajuda no
correto dobramento e protecdo da biomolécula produzida contra degradacdo. Ja o
aminoacido cisteina é reconhecido pela formac&o das pontes de sulfeto, que desempenha
papel crucial na estabilizacdo de proteinas. Por esses motivos, Swiech et al. (2008)
afirmaram que na intencdo de alcancar uma produtividade 6tima de rRVGP estavel, existe
a necessidade do meio Sf-900 Il ser suplementado com estes dois aminoacidos,
juntamente com glutamina. Essa conclusdo foi possivel ap6s Swiech et al. (2008)
demonstrarem uma queda acentuada na concentracdo rRVGP apds cerca de 5 dias de
cultura, fato possivelmente explicado pela reducdo acentuada da concentracdo de
glutamina, serina e cisteina no cultivo celular de células S2 em biorreator.

O entendimento das relacdes metabdlicas e de estabilidade proteica por parte dos
aminoacidos sdo questdes relevantes para o desenvolvimento do bioprocesso de forma
adequada, em que apontamos essa relevancia vinculada principalmente a duas razoes:
esgotamento de aminoacido pode prejudicar o crescimento celular e, portanto, atrapalhar
o desenvolvimento do bioprocesso e a instabilidade da proteina produzida pode culminar
em perda de estrutura, que culmina em perda de funcdo. Essas raz6es motivaram a parte
inicial dos experimentos preliminares que visou analisar a composi¢éo do meio de cultura
Sf-900 I1ll, para verificar necessidade de suplementacdo, como foi demonstrado por
Swiech et al. (2007) com o meio Sf-900 II.

3.5.3.6 Metabolismo de oxigénio
Os constituintes de fase gasosa mais importantes nos cultivos de celulas animais

sdo oxigénio e didxido de carbono. O monitoramento desses gases no cultivo celular é
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essencial para o bom desenvolvimento do processo (MORAES et al., 2008). Em relacédo
ao metabolismo celular, o oxigénio € um importante componente visto que é o aceptor
final de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial, que esta diretamente relacionado a
geracdo de energia na forma de ATP, molécula fundamental pelo funcionamento de toda
maquinaria celular (GODIA e CAIRO, 2006). Portanto, ele deve ser considerado como
um nutriente celular semelhante aos descritos anteriormente (glicose e aminoacidos), pois
seu fornecimento é fator chave que limita a concentracéo de células vidveis nos sistemas
de cultivo (MORAES et al., 2008).

Devido sua baixa solubilidade em meio aquoso, (MORAES et al., 2008) cerca de
7 mg/L para células animais nos meios convencionais (GODIA e CAIRO, 2006), o
oxigénio é frequentemente o primeiro nutriente a se tornar limitante em altas densidades
celulares (MORAES et al., 2008). Como o0s niveis de oxigénio estdo diretamente
relacionados a atividade da cadeia transportadora, quando baixos e em conjunta
acumulacdo intracelular de NADH, forcam a célula para obter energia a partir do
metabolismo anaerdbico, que contribui para formacdo de lactato. No entanto, nessa
situacdo a geracdo de ATP € baixa e uma aguda mudanca é observada com respeito ao
uso de ATP para manutencéo celular, sendo 50% mais baixa para o crescimento limitado
em oxigénio quando comparada a niveis de 60% de saturacdo (GODIA e CAIRO, 2006).

Em culturas estaticas, um volume vazio cerca de dez vezes maior que o volume
do meio é necessario para o fornecimento adequado de oxigénio. Em culturas agitadas, a
transferéncia de O é dependente da taxa de agitacdo e da geometria do impelidor. O seu
fornecimento aos cultivos celulares deve ser feito de maneira suave e pode ser realizado
pelos seguintes métodos: aeracdo superficial, borbulhamento de gas, difusdo por
membranas, aumento da pressdo parcial de O> e aumento da pressdo do biorreator
(MORAES et al., 2008).

O borbulhamento é um método simples e eficiente, porém pode causar graves
danos celulares devido a formacéo de bolhas. O metodo das membranas evita esse fator,
porém é um método de elevado custo e, portanto, de dificil ampliacdo de escala. O
aumento da pressdo parcial de Oz e a pressurizagdo do reator sdo boas opcles para
aumentarmos a solubilidade do oxigénio e sua taxa de difusdo, mas devem ser
empregados em estagio avancados do cultivo, em que a concentracdo celular esta elevada,
visto que oxigénio em elevadas concentragdes pode culminar em efeitos de toxicidade.
Uma boa opg¢éo para o suprimento de oxigénio, utilizada no presente trabalho, se baseia

no fato da difusdo do oxigénio ser realizada pelo movimento induzido das ondas do

60



REVISAO BIBLIOGRAFICA

biorreator Wave, em que podemos elevar a pressao parcial do Oz na entrada do reator e 0
difundi-lo pelo movimento das ondas (MORAES et al., 2008; GE HEALTHCARE).
Swiech et al. (2007, 2008) realizaram experimentos em situacdes de hipdxia,
baixa concentracdo de oxigénio, com células de Drosophila melanogaster S2 e
demonstraram que uma longa fase estacionaria foi observada e que as células em
condigdes de hipoxia foram capazes de sobreviver durante 15 horas, sem aparente danos,
demonstrando capacidade de recuperacdo de sua atividade metabolica anterior. Huhtala
et al. (2005) estudando os efeitos de estresse no crescimento e na producao da proteina
em células do inseto Sf-9 realizaram um estudo semelhante. Apds um periodo de 15 horas
de privacdo de oxigénio, a viabilidade celular reduziu para 80% e as células iniciaram
alterac6es em sua morfologia. A fase estacionaria prolongada pode ser explicada pelo fato
de Drosophila melanogaster S2 apresentar uma notavel resisténcia a hipdxia, que é a
condicdo predominante nessa fase do cultivo. Apesar do mecanismo de susceptibilidade,
tolerancia e privagédo de oxigénio ndo estarem completamente elucidados, recentemente
foi demonstrado que embrides de Drosophila melanogaster possuem mecanismos
naturais de protecdo ao extresse causado por situacdes de hipoxia. Dessa forma, é
esperada a tolerancia a privacéo do oxigénio na fase estacionaria (SWIECH et al., 2008).
Essa resisténcia das células Drosophila melanogaster S2 demonstra uma fécil adaptacao
a hipoxia, o que contribui para que esse sistema seja promissor na producao de proteinas
recombinantes devido a essa importante versatilidade metabolica (SWIECH et al., 2008).
Do mesmo modo, também se evidencia a versatilidade metabdlica no aumento dos
valores de saturagéo de ar no biorreator. Ventini et al. (2010, 2014) em seu experimento
biorreator Bioflo 110 com células S2MtRVGP-H-His operaram com 10% de saturacao de
ar enquanto Swiech et al. (2008) operaram no biorreator Bioflo 110 com a linhagem
S2AcRVGP2K mantendo saturacdo de ar proxima de 50%. Wang et al. (2012) utilizando
células de Drosophila melanogaster S2 em biorreator Wave para produgéo de anticorpos
monoclonais operaram com saturagdo de ar de 40%. Esses dados enfatizam a robustez
celular do sistema de expressdo em questdo tanto em cultivo com concentragdes de

oxigénio mais baixas quanto em cultivo concentra¢Ges mais elevadas.

3.5.3.7 Visdo global do metabolismo para fins de monitoramento de experimentos
Para propiciar uma visdo global do metabolismo, a Tabela 8 foi construida
evidenciando as fungdes e informacdes relevantes dos principais nutrientes e metabdlitos

relacionados ao metabolismo das células S2.
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Tabela 8: Principais nutrientes e metabolitos do metabolismo das células S2.

Nutriente/ x x
Metabdlito Funcéo Informacao relevante Fonte
Molécula chave das Prmupal componente do
rincipais vias meio de cultura. E GODIA e
Glicose P pais essencial ao crescimento
metabolicas . CAIRO, 2006
o celular e ao anabolismo
energeticas.
celular.
Mantém o Ciclo das
pentose fosfato em Abaixo de 2mM: reducéo
Glutamina funcionamento, que € a | do pmax, seu esgotamento | SWIECH et al.,
principal via do pode iniciar do declinio da 2007, 2008
metabolismo energético densidade celular.
central.
Produto do Implgao celular ocorre
) . acimade40 mMea :
L actato metabolismo da glicose, inibicéio do produto GODIA e
que em excesso pode . . CAIRO, 2006
o R recombinante ocorre acima
ser toxico e inibitdrio.
de 20 mM.
Produto do As células séo re3|ster1tes a BUTLER.,
l elevadas concentracgdes, )
Amonia meta_lbo Ismo da porém esses niveis podem 2005
glutamina e de outros : ) « PALOMARES
N influenciar no padréo de ,
aminoacidos. O etal., 2004 ;
glicosilagao.
Importante no Aumenta a velocidade SC;AI\R%:OI;I,:\ et
Prolina rr;«;gb%![liirgo espeuﬂca(de F;esumento SWIECH et al.,
getico. Hméx 2007
Produto obtido como CARRONDO
resultado do cultivo Produzido et al.; 2002;
. celular que esta em altas concentra¢fes no | SCARAFFIA et
Alanina . . : x .
envolvido nas rotas cultivo celular, porém nao al., 2003 ;
metabolicas da glicose, é tdxico ao cultivo. SWIECH et al.,
prolina e amonia. 2007.
Esta diretamente E frequentemente o
Oxigénio relacionado A aeracio primeiro nutriente a se MORAES et
gerag tornar limitante em altas al., 2008

de ATP

densidades celulares

3.5.3.8 Meios de cultura para células de inseto

O meio de cultura utilizado para o cultivo de células animais deve fornecer de

maneira balanceada aminoacidos, carboidratos, sais, lipideos, vitaminas, dentre outros

nutrientes para suprir as necessidades nutricionais da célula (FRESHNEY et al., 2010;
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MOHAMED, 2015). Os meios de cultura propostos para producao de biofarmacos devem
suportar além do crescimento da célula até elevadas concentragcfes, a manutencgdo da alta
producéo de proteinas recombinantes (GODIA e CAIRO, 2006).

As estratégias inicias para o0 sucesso do cultivo de células de inseto baseados na
reprodutibilidade de condi¢des in vivo para condi¢bes in vitro baseou-se no
desenvolvimento de um meio de cultura que se assemelhava a composigdo da hemolinfa.
Apos a caracterizacdo dos componentes da hemolinfa, o meio foi obtido seguindo suas
condicdes de pH, entre 6,2 e 6,5 e de osmolaridade, entre 300 e 380 mOsm. Os primeiros
meios de cultura foram suplementados com 10% de hemolinfa e depois com 10% de soro
fetal bovino. Os meios mais populares utilizados por muito tempo foram o Grace’s
Medium e 0 TnM-FM (MOHAMED, 2015).

Os meios de cultura para insetos sdo complexos, contendo a maioria dos
aminoéacidos (alguns meios possuem todos), lipidios, colesterol, hormonios, vitaminas,
tracos de elementos e suplementos ndo definidos. Glicose é a fonte de carbono mais
utilizada, embora as células de inseto possam consumir frutose e maltose como fontes
alternativas. Todos os meios contém Pluronic F-68, que é um agente que protege as
células contra tensdes de cisalhamento e a utilizacdo de soro fetal bovino passou a ser
evitada nos cultivos e desde 1990 os meios de cultura isentos de soro comegaram a ser
intensamente comercializados (MOHAMED, 2015).

Os principais tipos de meios desenvolvidos para células de inseto, isentos de soro
fetal bovino séo: baculoGROW®, Oxford Expression Technologies; CCM3®, HyClone;
EX-CELL®405, Sigma-Aldrich; EX-CELL®420, Sigma-Aldrich; Express Five®, Life
Technologies; Insect-XPRESS®, Lonza; IS BAC®, Irvine Scientific; PSFM®, Protein
Sciences Corporation; PSFM-J1®, Wako Pure Chemical Industries; Sf-900®II, Life
Technologies; Sf-900®I11, Life Technologies; SFM4Insect®, HyClone; SFX-Insect®,
HyClone e TiterHigh Sf Insect®, Sigma-Aldrich (MOHAMED, 2015)

O meio utilizado no presente trabalho é o meio Sf-900® Il - SFM Life
Technologies®, EUA. Esse meio ndo contém componentes de origem animal, o que
minimiza a oportunidade de agentes adventicios e facilita a aprovacao do produto durante
0 processo regulatdrio, quando comparados com meios que utilizam componentes de
origem animal, ou ainda, soro fetal bovino. Ele possui uma quantidade elevada de glicose,

10 g/L, porém a formulagéo do meio de cultura néo é fornecida pelo fabricante.
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3.6 Cultivo de células de Drosophila melanogaster no Wave Bioreactor (Single-use
System)

O aumento na demanda por processos de producdo dos biofdrmacos nos ultimos
anos tém pressionado os pesquisadores e as industrias farmacéuticas a desenvolverem
processos de producdo em larga escala cada vez mais eficientes. Desse modo, a busca por
equipamentos mais sofisticados com novas tecnologias baseadas em operagdes rapidas e
simples, com reducdo do custo e recurso disponivel apresentam propostas muito
promissoras (FRIES et al., 2005; WANG et al., 2012).

Na Tabela 9 estéo listados alguns processos industriais realizados para a producédo
de vacinas, anticorpos monoclonais e proteinas recombinantes, nas quais dependendo da

demanda e custo, sdo produzidos em escala maior ou menor (KRETZMER, G., 2002).

Tabela 9: Processos industriais realizados em larga escala para producédo de
vacinas, anticorpos monoclonais e proteinas recombinantes.

Linhagem Celular Escala (L) Biorreator Produto
BHK-21 10.000 Tanque agitado Vacina da fepre
aftosa
CHO 10.000 Tanque agitado tPA
Células Vero 1.000 Tanque agitado Vacina Pélio
Hibridoma murino 1.000 Tanque agitado Antlcorpo§
monoclonais
BHK 500 Tanque agitado Fator VIII
perfuséo
Hibridoma murino 2.000 Air-lift Antlcorpo§
monoclonais

Fonte: KRETZMER, G., 2002.

Desse modo, com a necessidade de desenvolver processos de produgdo em larga
escala cada vez mais eficientes, a analise de custo e viabilidade do processo como um
todo se faz necesséria. Com essa andlise, fica evidente que as etapas de preparacao,
limpeza e esterilidade do reator sdo de grande importancia e demandam grande parte do
tempo do processo. Nesse cenario surgem os “Biorreatores descartaveis com movimento

induzido de onda” (Single-use Wave Bioreactor — GE® Healthcare Life Sciences), que se
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apresentam como uma promissora alternativa. Por oferecerem dispositivos descartaveis,
proporcionam uma variedade de vantagens como: reducdo do tempo de preparacao;
eliminacdo de fases de limpeza e esterilizagéo e facilidade na utilizacdo. Esse conjunto
de vantagens contribui para uma reducdo significativa no custo e capital investido no
processo (FRIES et al., 2005; GE HEALTHCARE; WANG et al., 2012).

O Biorreator Wave é composto pela plataforma que induz o movimento, 0 médulo
de controle e a Cellbag. A Cellbag trata-se do compartimento descartavel empregado para
o cultivo, que é colocada sobre a plataforma. E fabricada com material biocompativel e
inerte (Polietileno de baixa densidade/Etileno Vinil Acetato), previamente esterilizada
por radiagdo gama e possui aprovacdo pela FDA (FRIES et al.,, 2005; GE
HEALTHCARE).

O biorreator Wave permite o controle da temperatura através de um sensor
acoplado a um dispositivo de aquecimento localizado na plataforma de agitacéo.
Conforme a informagdo do sensor, controla-se a temperatura através do sistema de
aquecimento da plataforma, a qual estd em contato direto com a CellBag. O biorreator
permite o controle do movimento e da angulacdo da plataforma e a escolha do modo de
operacdo, inclusive 0 modo perfusdo. Pode-se também monitorar o pH através de um
sensor éptico acoplado a CellBag, que através da utilizacdo de CO> ou da adicao de &cido
e base, permite o controle adequado do pH do cultivo.

Como evidenciado acima, o biorreator Wave € uma boa op¢éo para suprimento de
oxigénio, pois a agitacdo da plataforma juntamente com a elevada relacdo entre area
superficial e volume de operacéo possibilita boa transferéncia de oxigénio sem prejudicar
a célula por questdes de cisalhamento, como ocorre com borbulhamento de ar, por
exemplo. Além disso, 0 movimento induzido de ondas permite a homogeneidade de
nutrientes e metabdlitos, assim como a manutencdo das células em suspensdo (MORAES
et al., 2008; GE HEALTHCARE). O monitoramento da concentragdo de oxigénio
dissolvido no biorreator Wave é realizado através de um sensor Optico integrado ao
sistema, que pode ser calibrado de acordo com as condigdes desejadas.

Os biorreatores podem ser operados em diferentes regimes, dentre os quais
podemos citar: batelada, batelada alimentada, continuo e perfusdo. Nesse trabalho sera
realizado o modo de operacdo em batelada, devido ao fato de ser o modo de operacao
mais simples e de menor custo de utilizacéo e fabricacdo (FENGE e LULLAU, 2006).
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O modo de operagédo em batelada é realizado com um volume inicial de meio de
cultura e células, sem nenhuma outra adi¢do ou retirada durante o processo, de modo que
o contedo do reator é colhido integralmente uma Unica vez ao final do processo. As
células crescem exponencialmente, enquanto 0s nutrientes sao consumidos e os produtos
residuais metabdlicos sdo acumulados até a densidade celular maxima, de modo que essa
densidade € obtida de acordo com o alcance da limitacdo de nutrientes e inibicdo dos
metabdlitos do cultivo. O esquema que ilustra 0 comportamento da cinética no modo de
operacdo em batelada é ilustrado abaixo na Figura 12 (FENGE e LULLAU, 2006).

Figura 12: Cinética do crescimento celular, o consumo de nutrientes e formacao de

produto no modo batelada.

*eu,,,, Nufrientes

Fonte: FENGE e LULLAU, 2006.

A Figura 13 a seguir apresenta o esquema de funcionamento do biorreator com
agitacio induzida por ondas (Biorreator Wave™ — Sistema 2/10) descrito acima,

equipamento esse utilizado no presente trabalho.
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Figura 13: Esquema de funcionamento do Biorreator Wave ™ — Sistema 2/10.
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Fonte: Adaptado do manual de operacdo do equipamento, GE® Healthcare Life Sciences.

A Figura 14 apresenta a imagem do equipamento Wave ™ — Sistema 2/10 e seu

modulo de controle.

Figura 14: Biorreator Wave ™ — Sistema 2/10. Plataforma de operacéo e Cellbag™ (A);

maédulo de controle Wavepod™ 11 Integrated Controller (B).

Fonte: GE® Healthcare Life Sciences — ReadToProcess™.

Os biorreatores Wave foram introduzidos em 1990 e desde entdo existem varios
modelos do equipamento sendo utilizados nas etapas pré-clinicas, clinicas e aumento de
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escala de produtos biotecnoldgicos. Além das vantagens de limpeza e esterilizacao citadas
acima, os biorreatores foram altamente credenciados por especialistas da &rea e tiveram
eficacia comprovada na producédo de proteinas recombinantes em algumas linhagens de
insetos (Sf9, Sf21 e S2) e mamiferos (CHO, PER). Além disso, sdo especialmente
adequados para a cultura de células em suspensao e compativel com o sistema estavel de
células S2 transfectadas, como é o caso do presente trabalho (WANG et al., 2012).

Alguns estudos demonstram a capacidade promissora de producdo de proteinas
recombinantes pelo biorreator Wave. Wang et al. (2012) demonstraram a producdo de
anticorpo monoclonal em regime de batelada com a utilizacdo de células S2
transformadas, alcangando 201 mg de producéo total e em regime de perfusdo alcangou
um valor superior & 8 gramas totais de anticorpo monoclonal. Fries et al. (2005)
demonstraram a producdo de interleucina recombinante em regime de batelada com
utilizacdo de células S2 transformadas alcancando 498 mg de producéo total.

Devido as razdes evidenciadas acima, ao baixo nimero de dados na literatura
(ressaltando que sdo poucos dados, porém demonstrando resultados promissores) e o fato
do Laboratério de Tecnologia de Cultivos Celulares da UFSCar ja dominar essa
tecnologia, foi escolhido o biorreator Wave para producdo em larga escala da

glicoproteina do virus da raiva do presente trabalho.

3.7 Comentarios Gerais

Fazendo uma analise genérica do que foi apresentado e discutido neste capitulo
de Revisdo Bibliografica podem-se selecionar alguns aspectos que merecem especial
atencdo e que séo abordados a seguir.

Nos ultimos 20 anos a genética molecular tem evoluido muito refletindo-se numa
ampla gama de aplicacbes biotecnoldgicas de grande relevancia na producdo de
biofarmacos através de diferentes tipos de células, merecendo mencdo especial as células
de inseto, especificamente as células de Drosophila melanogaster S2. Estas células,
relativamente novas no cenario das aplicagdes biotecnologicas, tém demonstrado
resultados promissores como sistema de expressdo de proteinas heter6logas e como
agentes de transformacao interessante para bioprocessos em larga escala. Por outro lado,
0 desenvolvimento de processos de cultivo em biorreator também tem passado por
grandes avancos, contando com contribuicdes de equipamentos inovadores que permitem

um melhor aproveitamento das caracteristicas favoraveis das células de inseto S2.
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A apresentacdo do estado da arte da producdo de rRVGP pela linhagem
S2MtRVGP-H-His com um limitado nimero de referéncias bibliograficas pode ser
justificada pelo fato de que os trabalhos encontrados na literatura cientifica foram
publicados por membros do grupo multidisciplinar que vem lidando no Brasil com essa
tecnologia ao longo dos altimos 10 anos (MORAES et al., 2012).

O conceito com apenas 20 anos de vida do biorreator de agitagéo induzida por
ondas (Waves) vem mostrando na pratica virtudes muito interessantes que se
complementam bem com as demandas tecnoldgicas do cultivo de células S2 em escala
ampliada. Somando a isso as vantagens econdmicas que este novo biorreator oferece, ndo
€ um exagero pensar que o biorreator classico de tanque agitado utilizado atualmente para
aumento de escala de produtos biotecnoldgicos nas etapas pré-clinicas e clinicas devera
ser superado a curto prazo. Assim, a avaliacdo desse biorreator para producdo de rRVGP
com a linhagem S2MtRVGP-H-His neste trabalho parece oportuna e importante, ndo s
pelo fato de conhecer uma nova alternativa de producdo em larga escala, mas também
pela possibilidade singular de utilizagdo de um lote de rRVGP purificada em testes de

imunogenicidade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagem celular S2MtRVGP-H-HIS

As células de Drosophila melanogaster S2 da linhagem S2MtRVGP-H-His foram
obtidas no Laboratorio de Imunologia Viral do Instituto Butantan (VENTINI et al., 2014).
A Figura 15 ilustra 0 mapa do vetor de expressao respectivo e o nome da linhagem
recombinante evidencia seus principais aspectos, dentre os quais:

a) S2: nome da célula desenvolvida por Schneider;

b) Mt: promotor do gene da metalotioneina em droséfilas (pMT);

c) RVGP: abreviatura do inglés Rabies Virus Glycoprotein — Pasteur strain

(Glicoproteina do virus da raiva — cepa Pasteur)

d) H: gene da resisténcia a higromicina;

e) His: cauda de histidina (6 histidinas sequenciais), utilizado para etapas de

purificacdo da glicoproteina.

Figura 15: Mapa do vetor de expressao da célula S2ZMtRVGP-H-His.

PMTRVGP-
Hygro+HIS
7278 pb

Fonte: Adaptado de LEMOS et al., 2009.

O plasmideo foi construido com o promotor da proteina pertencente a familia das

metalotioneinas, pMt, que € o mesmo promotor encontrado no genoma da Drosophila
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melanogaster S2. Na Figura 15 pode-se observar o pMt e 0o cDNA da RVGP (RVGP+His)
com a cauda de histidina. Quando o cobre é adicionado em solugdo, ocorre a liberagao
dos fatores de transcricdo que estimulam o promotor a expressar a metalotioneina. Assim,
da mesma forma o pMt acaba estimulando a expressdo da rRVGP com a cauda de
histidina. Portanto com esse vetor utiliza-se do mesmo sistema para produzir a
metalotioneina e a rRVGP dessa linhagem recombinante (ASTRAY et al., 2013; LEMOS
et al., 2009).

Além disso, outros componentes foram utilizados para a montagem do vetor de
clonagem, como o SV40, que corresponde a sequéncia de poli-adenilacdo do virus SV40;
a “ampicilin” correspondente ao gene que confere resisténcia a ampicilina; pUc ori, que
corresponde a origem de replicacdo de DNA em bactérias e 0 V5, que se refere ao epitopo
de deteccdo da proteina V5 do kit Invitrogem (LEMOS et al., 2009).

4.2 O meio de cultura Sf-900® 111

O meio de cultura utilizado nos trabalhos foi o Sf-900 Ill (Life Technologies,
EUA). Trata-se de um meio comercial cuja composi¢do quimica é desconhecida que foi
utilizado puro, livre de soro fetal bovino e sem adi¢do de qualquer outro reagente ou
suplemento. A composi¢do de aminoacidos, quantificacbes de glicose, lactato e ambnia
do meio puro foram realizadas e estdo descritos na se¢do de métodos analiticos (item 4.4).

4.3 Procedimentos seguidos nos experimentos de cultivo de células
A seguir se descrevem o0s procedimentos que foram seguidos para o preparo do
banco de células de trabalho e realizacdo dos experimentos de cultivo de células.

4.3.1 Banco de celulas

As celulas foram obtidas em margo de 2014 e foram transportadas ao Laboratorio
de Tecnologia de Cultivos Celulares (LATECC/DEQ/UFSCar) para formagdo do banco
de ceélulas de trabalho. A organizacdo do banco de células de trabalho realizado nessa
época foi suficiente para realizar todos os experimentos da presente dissertacdo de
mestrado a partir de uma fonte comum.

O lote de celulas inicial foi trazido do Instituto Butantan. As células foram
inicialmente cultivadas em frascos de cultivo de 75 cm? tratados para ades&o (Corning,
EUA) até alcancar concentragdo celular proxima de 5x10° cel. mL* e foram retiradas do

cultivo no meio da fase de crescimento exponencial. Apos centrifugacéo a 2400 rpm por
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5 minutos, tiveram o sobrenadante descartado e foram ressuspensas em solucdo de
congelamento (50% soro fetal bovino, 40% de meio de cultivo Sf-900® 11l e 10%
DMSO). Os criotubos foram preparados com volume final de 1 mL e concentracdo celular
de 107 cel.mL™. Inicialmente as células foram mantidas em ultrafreezer a -80°C em um
recipiente com isopropanol para o gradual decréscimo da temperatura e apds 24 h foram

transferidas para o container (vaso Dewar) contendo nitrogénio liquido a -196°C.

4.3.2 Descongelamento de células

Para o descongelamento das células o criotubo foi retirado do nitrogénio liquido
e colocado em banho termostatico a 37°C para rapido descongelamento da suspensao.
Quando descongelada, a suspenséo foi colocada em um tubo Falcon com 10 mL de meio
de cultura e centrifugada em 2400 rpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo a solugédo
DMSO (toxica para a célula em temperatura ambiente) foi descartado e as células foram
ressuspensas em meio de cultura fresco e colocadas em um frasco de cultivo de 25 cm?
tratados para adesdo (Corning, EUA). As células foram mantidas numa incubadora na
temperatura controlada de 28°C por, no minimo, 3 dias. Ap0s a ativacao, procurou-se
estimular o crescimento até atingir nimero suficiente para preparo do inoculo a ser

utilizado nos cultivos em frascos Schott.

4.3.3 Selec¢do da linhagem recombinante com antibiotico higromicina

A linhagem recombinante S2ZMtRVGP-H-His contém o gene de resisténcia a
higromicina que possibilita sua selecdo para os experimentos de cultivo de células. Para
selecdo da populacdo recombinante foi utilizado o antibiético Higromicina B
(Hygromicin B - Gibco®) numa concentrac¢éo de 50 mg.mL™?, adicionada numa proporgéo
de 60 pL de solucédo de antibidtico por cada 5 mL de meio de cultura.

Para propiciar a selecdo de apenas células recombinantes resistentes ao
antibidtico, visto que algumas células selvagens, ou ainda, células formadas
incorretamente devido a possiveis defeitos de replicacdo pudessem estar presentes com
as células recombinantes, foram realizadas passagens sucessivas para acompanhamento
da viabilidade da célula S2 ap6s o descongelamento visando sua utilizagdo como in6culo.
Com esse estudo foi possivel a determinacdo da quantidade adequada de passagens
necessarias para selecdo satisfatoria da linhagem recombinante. Como na segunda
passagem da populacdo mista de células (recombinantes e ndo recombinantes) na

presenca do antibiotico, a viabilidade apresentada foi de 11,05% e na terceira passagem
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a viabilidade foi proxima de zero, foi padronizado trés passagens pés-congelamento com
60 pL de higromicina por cada 5 mL de meio de cultura em frasco T de 25¢cm? (Corning,
EUA). Esse procedimento de selecdo e preparacdo das células recombinantes para iniciar

cada experimento de cultivo levou 13 dias.

4.3.4 Cultivo em frasco Schott

Inicialmente as células foram cultivadas em frascos Schott para estudos de
pequena escala e posteriormente para realizacdo do pré-indculo do biorreator. Frascos
Schott de volume de 100 mL foram preparados com indculo inicial de 5x10° cel.mL™ e
meio de cultura completando o volume de trabalho de 20 mL. Os frascos foram mantidos
em incubador rotatério (Superohm, BRA) com agitacdo de 100 rpm e controle de
temperatura de acordo com o experimento que estava sendo realizado (22, 25 ou 28°C).
Para inducdo da expressdo da glicoproteina rRVGP no frasco Schott, a adi¢do da solucéo
de Cu.SO4200 mM foi realizada diretamente no liquido dentro do Schott. Embora a
concentragdo de Cu,SOstenha sido sempre a mesma em todos os cultivos, os momentos
de inducdo variaram de acordo com os experimentos propostos, baseando-se na densidade

celular do cultivo, normalmente 3-5x10° cel.mL™.

4.3.5 Amostragem

Imediatamente apos a retirada da amostra, o pH desta foi aferido (Seven Compact-
Mettler Toledo, UK) e a contagem de células bem como a analise da viabilidade celular
foram realizadas. O restante da amostra foi centrifugado e dividido em duas partes, a
biomassa centrifugada compactada, que foi aliquotada para quantificar a glicoproteina
rRVGP através do teste de ELISA e o liquido sobrenadante, que foi utilizado para analises
de concentracdo de aminoacidos, glicose, lactato e amonia. O tratamento da amostra foi
realizado da mesma forma para os experimentos em pequena e larga escala e tinham a
mesma finalidade. Em relacao as quantidades, nos estudos de pequena escala retirou-se 2
mL para o tratamento citado, com aliquotas de 100 pL para contagem. J& nos estudos em
larga escala foi retirado em média 3,5 mL do biorreator Wave, com aliquotas de 100 pL
para contagem.

Os procedimentos de retirada de amostra para analise da concentracdo de rRVGP
e contagem de células foram realizados a cada 24 h. O procedimento de analise do
sobrenadante foi realizada a cada 48 h em pequena escala e a cada 24 h em larga escala,

devido a grande disponibilidade de volume do biorreator em relacdo ao frasco Schott e
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devido a necessidade de maior disponibilidade de dados cinéticos dos experimentos

realizados em biorreator.

4.4 Métodos analiticos
4.4.1 Densidade celular e viabilidade

Para analise da viabilidade e densidade celular foi utilizado o método de excluséo
do corante azul de tripan (0,4% posteriormente diluido em uma proporcéo de 1:10)
através de contagem em hematocitdmetro. Foram contados 16 quadrantes de 1 mm? cada
(10-250 células por quadrante), na forma de dois eventos isolados: uma diluicédo inicial
(160 pL PBS, 20 pL tripan, 20uL de suspenséo celular) e realizada contagem de 8
quadrantes e uma segunda dilui¢do partindo da amostra inicial, com nova contagem de 8
quadrantes. Essa medida em dois eventos foi realizada para reduzir os efeitos de erro de
contagem e/ou pipetagem, bem como evitar que as células ficassem muito tempo expostas
a acao do tripan.

Quatro quadrantes de 10 mL foram definidos como um evento de contagem e
sua concentracdo calculada. A média e o desvio padrdo das concentracdes foram obtidos
com os valores de quatro desses eventos (16 quadrantes no total). Sendo que o valor da

concentracdo era obtido pela seguinte formula:

Cx=(NxD)/V cel.mL? Equacéo 1

Onde:
N= média dos 4 eventos de contagem
D= diluicdo utilizada do tripan (10)

V= volume do quadrante (10

4.4.2 Quantificacdo de glicose e lactato
As quantificacdes de glicose e lactato foram realizadas no analisador enzimatico
YSI Biochemical Analyser 7100 MBS, apds centrifugacdo da amostra em 2400 rpm por 5

minutos para retirada de células e debris, coletando apenas o sobrenadante.

4.4.3 Quantificacdo de amodnia
A analise de amdnia foi realizada com um eletrodo de ion seletivo (ORION- 710A

— Thermo Scientific, EUA). Para aplicar o método foi preparada uma curva de calibragdo
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com uma solucéo padrdo de amdnia e realizada diluicdo da amostra em agitacdo seguindo
a proporcao: 1 mL de amostra; 19,6 mL de &gua ultrapura tipo 1; 400 pL de uma solucéo
que atua como ajustador de forga idnica, denominada Solucdo ISA (ajustador de forca

ibnica- Hexis Cientifica, BRA).

4.4.4 Quantificagdo de aminoacidos em cultivo

As andlises de aminoacidos foram executadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), seguindo a metodologia
proposta por Heinrikson e Meredith, 1984.

O método cromatografico utilizou fase estacionaria constituida pela coluna pico-
tag (Waters, IRL), fases mdveis A: &gua ultrapura tipo 1, acetonitrila (Panreac, ESP)
trietilamina (Sigma, GER) e acetato de sodio tri-hidratado (Synth, BRA) e fase movel B:
agua ultrapura tipo 1 e acetonitrila (Panreac, ESP). Na pré-coluna de derivatacdo o PITC
(Waters, IRL), conhecido como reagente de Edman, foi adicionado para realizar a
degradacdo dos aminodacidos sequencialmente em aminas primarias e secundarias em 254
nm a temperatura ambiente. Para quantificacdo dos aminoacidos foi utilizado o padrédo de
aminoacidos Waters e também foram preparadas manualmente curvas de calibragdo dos
aminoacidos prolina (Sigma, GER), arginina (Sigma, GER), asparagina (Sigma, GER) e
glutamina (Sigma, GER).

Para preparacdo das amostras, foi realizada centrifugacdo em 2400 rpm por 5
minutos para retirada de células e debris e aliquotas de 200 puL do sobrenadante foram
reservadas para continuar com a analise. A preparacdo das amostras incluiram etapas
sequenciais de: filtracdo; secagem em temperatura ambiente; hidratacdo das amostras
(solucdo preparada a partir de etanol, dgua ultrapura tipo 1 e trietilamnina); secagem em
temperatura ambiente; derivatacdo das amostras (solucdo preparada a partir de agua
ultrapura tipo 1, trietilamina e PITC); secagem em temperatura ambiente; adicdo da
solucéo diluente adequada para analise de aminoacidos livres, Pico-Tag Sample Diluent
to Amino Acid analysis (Waters, IRL), e injecdo no cromatografo liquido de alta
eficiéncia (HPLC, Waters, IRL).
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4.5 Quantificacdo da rRVGP produzida

A quantificacdo da rRVGP produzida foi feita através do método ELISA,
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) que é o imunoensaio mais utilizado para a
deteccdo de antigenos ou anticorpos (VAZ et al., 2007). A técnica baseou-se na
imobilizacéo do anticorpo em fase solida e na utilizacdo de um anticorpo conjugado, com
preservacdo da atividade imunoldgica e enzimética. Ao final do imunoensaio, o substrato
formou um produto colorido e através de um espectrofotdmetro obteve-se a relacdo entre
a intensidade da cor e a quantidade do antigeno que estava sendo analisado na amostra.

As amostras obtidas nos experimentos de cultivo foram aliquotadas em 10°
células, centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos para descarte do sobrenadante e
armazenadas em pellet seco a -20°C. A quantificacdo da rRVGP presente na membrana
das celulas foi realizada pelo teste de ELISA com uma metodologia anteriormente
padronizada pelo LIV do Instituto Butantan (ASTRAY et al., 2008).

Inicialmente as amostras foram descongeladas e ressuspensas com tampéo de
solubilizacdo e como a rRVGP é uma proteina transmembranar, as amostras foram
posteriormente tratadas com um tampéao de lise com detergente (Igepal 0,2%) para que
ocorresse 0 rompimento da membrana celular e a proteina permanecesse na micela do
detergente. As amostras foram incubadas com o tampao de lise por 1 h na geladeira com
agitacOes periddicas e posteriormente centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos.

Apds o tratamento das amostras para propiciar a liberacdo da rRVGP da
membrana celular, elas foram adicionadas a placa de 96 pocos previamente sensibilizada
com anticorpo monoclonal especifico para o sitio Il antigénico da rRVGP em sua
conformagdo trimeérica (IgG-D1), diluido em tampéo carbonato e mantido por 12 horas
durante a noite anterior. Ap6s a adicdo das amostras a placa, o conjunto foi incubado por
1 hora a 37°C e posteriormente submetido a lavagem por cinco vezes com tampao de
lavagem (pH 7,2).

Apols esse procedimento, foi adicionado o anticorpo monoclonal anti-
glicoproteina conjugado com peroxidase (IgG-D1-Po) e a placa foi incubada por 1 hora
a 37°C. Os pocos foram novamente lavados por seis vezes com tampdo de lavagem e o
substrato cromogeno (tampdo citrato+ortophenylene diamine, 2mg/mL) foi adicionado,
sendo a placa mantida no escuro por 30 minutos. Foi adicionado tampé&o de parada (acido
sulfurico 4 N) que depois de reagir provocou uma cor alaranjada da solucdo. A
absorbancia foi lida no comprimento de onda de 492nm no leitor de microplacas
(Multiskan MJ, Labsystems Helsinki, FIN).
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Para utilizar os valores de absorbancia para obtencéo da concentracéo da proteina
na amostra foi padronizada uma curva de referéncia. Essa curva de referéncia foi obtida
utilizando-se o antigeno de referéncia, virus rabico linhagem Pasteur inativado,
purificado e contendo 10 pug de RVGP, incubado com as amostras e controles negativos
durante o ensaio. Ao final, a comparagdo entre os valores da curva de referéncia e os
valores de absorbancia lidos permitiram os calculos para a obtencdo da concentracao de

rRVGP em cada amostra, realizada em duplicata.

4.6 Experimentos em frasco Schott para estudo da cinética de crescimento e
expressdo de rRVGP da célula S2MtRVGP-H-His em cultura
O procedimento padronizado para o cultivo de células S2MtRVGP-H-His para

expressao da rRGVP em pequena escala seguiu as etapas descritas na Figura 16.

Figura 16: Esquema ilustrativo do procedimento padronizado para cultivo das células em

pequena escala.

Porterior adicio de Cu:804para
ativar a expressdo da RVGP

Banco de céhilas |—--- Selegdo das celulas recombinantes ————| r \

de tr;alho ’ﬂ __1 "1 ‘_‘
© © ©

Crioctubo Frasco T Frasco T Frasco T Frasco T
armazenado Descrongelamelntu 1% Passagem 2% Passagem 3* Passagem Inoculacdo
em-19¢°C ~ (nocdloTmeio)  pgeyoimeiot (Ingeulo+meio+ (Inculotmeio+ om Frasco Schott

1* Higromicina) 2* Higromicina) 3° Higromicina)
I I
Aproximadamente 13 dias(28°C)

-
-

-

Nota: Imagens ilustrativas.

Todas as manipulacGes de linhagens celulares nestes experimentos foram
realizadas em Camara de Biosseguranca Classe 11 e os protocolos desenvolvidos seguiram

todas as normas de manipulagéo de organismos geneticamente modificados.
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4.7 Experimento em biorreator Wave para producao de rRVGP em larga escala

Seguindo o protocolo descrito em pequena escala, a quantidade de células foi
expandida em frascos Schott até alcancar 4x108 células viaveis totais que foram
inoculadas no biorreator Wave com 650 mL de meio de cultura, para alcancar a
concentracdo do indculo minimo que a célula S2 depende para expandir, correspondente
a 5x10°cel.mL™. O biorreator iniciou seu funcionamento nas seguintes condigGes:
temperatura de 28°C; saturacdo de ar proxima de 65%; pH 6,2; agitagdo 20 rpm e angulo
de 8°.

O esquema do procedimento padronizado para o cultivo de células para expressdo

da rRGVP em larga escala seguiu as etapas evidenciadas na Figura 17.

Figura 17: Esquema ilustrativo do procedimento padronizado para cultivo das células

em larga escala.

Banco de céhias |---- Selecdo das céhlas recombinantes ----|
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1* Higromicina) 2* Higromicina) 3* Higromicina)

Inoculacdo em
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Schott

s

< -
Expansio até 4 x 108
células totais

Inoculagdo no
biorreator Wave

Nota: Imagens ilustrativas.
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A totalidade de células produzidas ao final dos experimentos em larga escala foi
recuperada da Cellbag pelos dispositivos de coleta da mesma, lavadas em solucéo PBS,
ressuspensas em solugéo de congelamento (25 mM TrisHCL, 25 mM NaCl, 5 mM MgCl»
dissolvido em 80% de agua ultrapura tipo 1 e 20% de glicerol, com pH final da solucéo
de 7,2) e encaminhadas ao Instituto Butantan para analise de ELISA, Western Blotting,
ensaios de purificagdo e caracteriza¢do da proteina produzida.

As Figuras 18 e 19 mostram o Biorreator Wave — Sistema 2/10 em funcionamento
no Laboratorio de Tecnologia de Cultivos Celulares (LATECC/DEQ/UFSCar) durante o
cultivo das células S2MtRVGP-H-His. A Figura 18 apresenta a plataforma de operacéo,
a Cellbag e 0o médulo de controle Wavepod Il Integrated Controller e a Figura 19 mostra

a Cellbag e varios componentes.
Figura 18: Biorreator Wave — modelo 2/10 em funcionamento em um experimento de

[ Meio de cultura e células Sij W ‘E
. -t

‘ ) ‘ ‘ »

cultivo.

Unidade base do biorreator
Painel frontal com os controles|

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 19: Cellbag do cultivo de células S2MtRVGP-H-His com os sensores de pH,

oxigénio dissolvido e temperatura acoplados ao sistema.

Fonte: Acervo pessoal.

Todas as manipulagbes de linhagens celulares nestes experimentos foram
realizadas em Camara de Biosseguranca Classe 1l e os protocolos desenvolvidos seguiram

todas as normas de manipulacéo de organismos geneticamente modificados.

4.8 Metodologias de calculos

A velocidade especifica de crescimento celular (1) apresentada pela Equagdo 2,
fornece a velocidade de aumento do numero de células no cultivo para determinado
incremento de tempo. O valor de p € constante e maximo (Lmax) na fase de crescimento
exponencial e calcula-se por regressédo linear na fase exponencial no grafico do logaritmo

neperiano do numero de células em funcdo do tempo, representado pela Equacao 3.
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_av 1 1 )
=% Xw [h~] Equacio 2
dN 1 In(N /No)
U= Hnax = d_t X N Portanto Wnax = f

Equacéo 3
Onde:

K= velocidade especifica de crescimento; N= namero de células no instante t; No=
numero de células no tempo 0.
Os resultados de p,,4, foram apresentados com o desvio padréo e o valor do R?

da regressao linear realizada para cada caso.

A producdo especifica de rRVGP foi calculada a partir da Equacéo 4.

Produgdo especifica = ; Equagéo 4

Onde:
E= quantidade de rRVGP obtida no presente cultivo em ng/mL;

X = numero de células média na fase de crescimento com inducdo com CUSO4

A producdo total do cultivo foi obtida a partir da seguinte equacao:

Producao total do cultivo = E XV Equacéo 5
Onde:
E= quantidade de rRVGP obtida neste cultivo em ng/mL,;

V = volume total do cultivo

Os métodos estatisticos realizados para as comparacdes de resultados
experimentais foram determinados por meio do Teste-t paramétrico e um valor de p

inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



4.9 Descricdo dos experimentos realizados nesta pesquisa

MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos realizados durante a presente dissertacdo de mestrado
estdo descritos na Tabela 10 a seguir:

Tabela 10: Resumo de todos os experimentos realizados neste trabalho

Experimento 1 | 2] 3] 4] 5] 6 7 8
fragco Schott/ frasco Schott Wave 2/10 | Wave 2/10
Biorreator
Volume de
trabalho (mL) 20 650 650
Tem‘()oeé;itura 28 | 25 | 22 | 28 | 28 | 28 28 28
20 rpm/ 8° | 20 rpm/ 8°
Aditacso 100 rpm até 96h; até 96h;
grtac 21 rpm/ 9° | 21 rpm/ 9°
até 120h | até 120h
Saturagdo | Saturacdo
de ar de ar
Monitoramento m,'c.'al m,'c.'al
de concentragdo N&o houve proxima proxima
de oxigén; de 80%. de 80%.
e oxigénio (lac3 Oscilacs
dissolvido Oscilagdo scilacdo
em queda | em queda
durante o | durante o
cultivo cultivo
Inducdo da
expressao da 72 72 72 | Zero | 24 | 48 72 72
rRVGP (h)
Estudos da melhor | Estudo do melhor
- temperatura de momento de
Z?ael:r?%%ifoo cultivo para inducéo da Estudos gscgtljgnento de
P expressédo da expressédo de
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo em pequena escala das principais caracteristicas cinéticas e fisioldgicas
das células SZMtRVGP-H-His.
O estudo em pequena escala envolveu diversos experimentos em frascos Schott
de acordo com a metodologia padronizada descrita no item 4.3.4 e foram divididos em
quatro diferentes categorias apresentadas a seguir.

5.1.1 Anélise da composicdo do meio de cultura para verificar necessidade de
suplementacéo.

Por serem novas no campo das aplicacGes biotecnoldgicas as células de inseto S2
ndo dispdem de um meio de cultura especifico otimizado para crescimento e expressao
de proteinas recombinantes. O meio comercial Sf-900 I, desenvolvido para a linhagem
de célula de inseto Spodoptera frugiperda ou Sf9 tem sido objeto de estudo para
expressdo de diversas proteinas recombinantes e, por extensdo, para testes com a célula
S2 de Drosophila melanogaster. Swiech et al. (2007) demonstraram que o meio Sf-900
Il pode ser utilizado para o cultivo eficiente de células S2, porém, com suplementacéo de
alguns aminodcidos. A suplementacdo dos aminoacidos cisteina, serina e prolina
propiciou 0 aumento do crescimento celular. Uma terceira versdao do meio de cultura
Sf900, o Sf900-111, lancada recentemente no mercado parece ter levado em consideracéo
a necessidade de um meio ainda mais equilibrado para as células de Spodoptera
frugiperda e, possivelmente, para as células de Drosophila melanogaster S2. Portanto, a
comparacao entre as composi¢des dos meios Sf-900 Il e Sf-900 111 tornou-se necessaria
para verificar a viabilidade de uso do meio Sf-900 I11 neste trabalho.

Inicialmente foi realizada uma anélise da composicdo de aminoacidos, glicose e
lactato do meio puro. Na Tabela 11 € apresentada a composi¢ado dos meios Sf-900 Il e
Sf-900 11 para fins de comparacao.
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Tabela 11: Resultado da analise do meio de cultura Sf-900 11 feita por Swiech et al.
(2007) e Sf-900 111 neste trabalho.

Aminoacido Sf-900 11 Sf-900 I11 Resultado ~da
(mg.L ™ (mg.LV comparagao
Aspartato n.d. 827,6 n.d.
Glutamato n.d. 1007,6 n.d.
Asparagina 1100,0 1332,1 Aumentou 21%
Serina 310,0 3134 Semelhante
Glutamina 2300,0 1194,6 Reduziu 52%
Glicina 570,0 2429 Reduziu 135%
Histidina 220,0 239,2 Semelhante
Arginina 330,0 795,4 Aumentou 140%
Treonina 350,0 252,9 Reduziu 38%
Alanina 360,0 84,8 Reduziu 324%
Prolina 600,0 607,3 Semelhante
Tirosina 230,0 265,9 Aumentou 16%
Valina 620,0 650,2 Semelhante
Metionina 1000,0 1093,6 Semelhante
Cisteina 45,0 72,5 Aumentou 61%
Isoleucina 760,0 866,0 Aumentou 14%
Leucina 360,0 366,8 Semelhante
Fenilalanina 870,0 1126,0 Aumentou 29%
Lisina 640,0 482,4 Reduziu 32%
Triptofano n.d. 66,3 n.d.
Glicose 10,0 9,42 Semelhante
Lactato 0,014 0,012 Semelhante

Notas: Todos os valores estdo em mg/L, exceto glicose e lactato que estdo em g/L. n.d: ndo disponivel na
referéncia. Os resultados de analise dos aminoacidos por Swiech et al. (2007) e do presente trabalho foram
realizados pela mesma metodologia HPLC, com 0 mesmo protocolo e no mesmo cromatografo.

Analisando a Tabela 11 verifica-se que 0s aminoacidos suplementados no meio
Sf-900 Il por Swiech et al. (2007), prolina e serina, nao tiveram modificacdes em suas
quantidades, enquanto o aminoacido suplementado glicina teve concentracéo reduzida
em 135% do meio Sf-900 Il para o Sf-900 I1I. Apesar disso, outros aminoacidos tiveram
suas concentragdes aumentadas consideravelmente do meio Sf-900 Il para o Sf-900 IlI,
como asparagina (21%), arginina (140%), cisteina (61%), fenilalanina (29%) e lisina
(32%).

O aminoacido alanina, que é produzido em elevadas quantidades no cultivo de
células de inseto como explicado no metabolismo da prolina evidenciado no item 3.5.3.4,

teve sua concentragdo altamente reduzida em 324% do meio Sf-900 Il para o Sf-900 IlI,
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0 que é uma medida coerente visto que a célula produz quantidades elevadas do mesmo.
As concentracgdes iniciais de glicose e lactato nos meios de cultura Sf-900 Il e Sf-900 111
apresentaram valores semelhantes.

Apds analise do meio puro, foi realizado um experimento em frasco Schott para
analisar a evolucdo das concentragdes dos aminoacidos durante o cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com indugdo por CuSOs, cujos resultados podem ser
visualizados na Figura 20.

Figura 20: Analise da curva de crescimento com o consumo/producdo de aminoacidos
durante o cultivo de SZMtRBGP-H-His por 192 h, com indugéo por CuSO4. Operado em
frasco Schott (Virasco=100 mL;Virabaino=20 mL), a 28°C, agitacdo de 100 rpm e inducdo a

72 h de cultivo indicado pela seta.
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Analisando o gréafico da Figura 20 verificamos que ndo houve esgotamento de
nenhum aminodcido. No entanto, para fins de anélise quantitativa, pode-se assumir que
0s aminoécidos consumidos ou produzidos em niveis iguais ou superiores a 80% séo
considerados aminoacidos criticos e, portanto, sdo estudados mais detalhadamente. Nesse
experimento foram considerados aminoacidos criticos a asparagina (asn), glutamina
(gln), alanina (ala), prolina (pro) e leucina (leu) e foram analisados separadamente na
Figura 21.

Figura 21: Evolucdo do consumo/producao de aminoacidos criticos durante o cultivo com
inducdo com cobre de células S2MtRBGP-H-His por 192 h em frasco Schott & 28°C e
agitacdo 100 rpm.
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Os aminoé&cidos criticos que apresentaram os menores valores foram a leucina,
apresentando 0,357 mM em 192 h de cultivo correspondente a 14,1% do valor inicial, a
prolina, apresentando 0,736 mM correspondente a 14,7% do valor inicial, a asparagina
apresentando 1,932 mM correspondente a 18,9% do valor inicial e a glutamina,
apresentando 1,893 mM correspondente a 23,5% do valor inicial. Com esses dados fica
evidente que nenhum aminoécido critico foi esgotado.

Portanto, analisando ambos os graficos se verifica que ndo houve esgotamento de

nenhum dos 19 aminoacidos analisados e que, portanto, ndo ha necessidade de

—u— Leucina
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suplementacdo com aminoacidos ao meio Sf-900 |1l para o cultivo com inducdo com
CuSOs de células S2MtRVGP-H-His durante 192 h em frasco Schott.

5.1.2 Comparacdo do metabolismo e da cinética de crescimento entre as células
recombinantes S2MtRVGP-H-His e as células S2 selvagens.

Com o intuito de realizar uma anélise comparativa do crescimento celular da
linhagem selvagem com a linhagem recombinante foram realizados experimentos em
triplicata com cada linhagem. Apesar da linhagem S2 selvagem nédo produzir a rRVGP,
mesmo com inducdo da expressdo de metalotioneina por CuSQa, foi realizado um
experimento com essa célula na presenca desse indutor para analisar seu efeito no
metabolismo da célula selvagem. O gréfico dos resultados de crescimento celular

comparativo da linhagem selvagem e da recombinante é apresentado na Figura 22.

Figura 22: Comparacdo da cinética de crescimento entre as linhagens selvagem e
recombinante em cultivos realizados em triplicata. Os cultivos 1, 2 e 3 da linhagem
S2MtRVGP-H-His e o cultivo induzido da linhagem selvagem receberam a adicdo de

CuSO4 em 72 h. Nos demais cultivos ndo houve adicao de CuSOa.
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Analisando o gréafico e as curvas de crescimento, realizou-se o calculou do pmax
de cada cultivo e os resultados sdo evidenciados na Tabela 12 a seguir:

Tabela 12: Velocidades especificas de crescimento no cultivo das linhagens
S2MtRVGP-H-His e S2- Selvagem realizado em triplicata.
Velocidade maxima especifica de
crescimento (Umax) em ht
Mmax (£ desvio padréo)

Linhagem e experimento

S2MtRVGP-H-His, cultivol 0,024 + 0,004 (R? = 0,949)
S2MtRVGP-H-His, cultivo 2 0,021 + 0,005 (R? = 0,913)
S2MtRVGP-H-His, cultivo 3 0,021 + 0,004 (R? = 0,940)
S2 — Selvagem, cultivo 1 0,028 + 0,001 (R? = 0,994)
S2- Selvagem, cultivo 2 0,029 + 0,005 (R? = 0,933)
S2- Selvagem, cultivo 3 0,029 + 0,003 (R? = 0,972)

S2 — Selvagem, cultivo com
adicdo de CuSO4
Meédia dos cultivos da linhagem
S2MtRVGP-H-His
Meédia dos cultivos da linhagem
S2- Selvagem

0,031 + 0,003 (R? = 0,976)

0,022 + 0,0041

0,028 + 0,0025

Analisando a média da velocidade méaxima especifica de crescimento celular entre
as linhagens recombinante e selvagem (Umax= 0,022 h! + 00,0041 para a S2 recombinante;
HUma= 0,028 hl + 0,0025 para a S2 selvagem), verifica-se que existe diferenca
significativa entre as velocidades especificas de crescimento (p-valor = 0,003, portanto
p<0,05 pelo Teste-t).

Além disso, analisando o grafico verifica-se que ocorrem dois comportamentos
diferentes, sendo que o primeiro ocorre no intervalo de 0 a 96 horas, no qual se percebe
uma maior semelhanca na cinética de crescimento entre as linhagens e o segundo
comportamento, que ocorre no intervalo de 96 a 192 horas correspondente a etapa pos-
inducdo, em que as cinéticas de crescimento apresentam comportamentos bem
diferenciados dentre as duas linhagens. Lemos et al. (2009) apresentaram a imagem das
celulas S2 nas 120 h de cultivo obtida por microscopia confocal, em que é possivel a
visualizagdo da membrana celular fluorescente na maioria das células S2 recombinantes
apos a indugdo com CuSOs, realizada em 72 h de cultivo, que pode ser vista na Se¢do

3.5.2. Esse fato demonstrou que ao realizar a inducdo, ocorre um periodo para que ocorra
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a estimulacdo dos promotores e as células iniciem a expressdo da rRVGP, para
posteriormente ser incorporadas na membrana celular. A demonstracdo de que a indugéo
n&o ocorre, portanto, de uma forma imediata pode justificar o comportamento das curvas
de S2 recombinante induzida com 72 h de cultivo, apds mais de 24 h, ou seja, com mais
de 96 h de cultivo ela ainda se mantém na fase exponencial e apenas apds 48 h pos-
inducdo ela comeca a apresentar um comportamento bem diferenciados em relagéo a
linhagem selvagem.

Devido a existéncia desses dois comportamentos, realizou-se uma andlise
estatistica comparativa ponto a ponto do crescimento celular no intervalo que apresentava
maior semelhanga nas curvas, 0 a 96 horas e os resultados séo evidenciados na Tabela 13

a seguir:

Tabela 13: Analise comparativa ponto a ponto dos cultivos de S2ZMtRVGP-H-His
e S2-Selvagem.

S2MtRVGP-H-His S2- Selvagem

o ) o _ Valor de p

h Meédia dos cultivos Meédia dos cultivos
Teste -t
1,2e3 (cel.mL?) 1,2 e 3 (cel.mL?)

0 5x10° 5x10°
24 5,46x10° 7,29 x10° 0,049
48 2,19x10° 1,30 x106 9,57x107°
72 5,54x10° 3,62 x10° 5,15x10*
96 8,10x10° 6,10 x10° 0,0094

Assim, analisando ponto a ponto o crescimento celular em cada dia de cultivo
evidencia-se que existem diferencas significativas de crescimento celular entre os cultivos
da S2MtRVGP-H-His e da S2-Selvagem (p<0,05- Teste-t).

Essas diferencas significativas entre as concentragdes celulares e as velocidades
especificas de crescimento nas duas linhagens séo esperadas, visto que a S2MtRVGP-H-
His sofreu uma modificacdo genética que alterou sua capacidade de crescimento em
relacdo a S2 selvagem no meio Sf-900 II1. Além disso, com a adicdo de CuSO4 em 72 h
para induzir a expressao da rRVGP ocorre uma alteragdo maior ainda pois a linhagem
recombinante passa a consumir nutrientes para crescimento e para expressao da rRVGP,

enquanto que a S2 selvagem consome substratos apenas para crescimento.
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Outro ponto importante se refere a curva de crescimento da linhagem selvagem
que recebeu a indugdo com cobre, (Umax = 0,031 + 0,0028, R? = 0,976) que n&o sofreu
grandes alteragdes na andlise comparativa com a média das curvas da mesma linhagem
(Umax = 0,028 + 0,0025). Isso é um fator positivo visto que o cobre ndo esta exercendo
fatores toxicos ou prejudiciais no cultivo, o que indica que ele apenas exerce o papel de
ativador da maquinaria de expressdo, ndo gerando efeitos adversos ao crescimento
celular.

Analisando a diferenca do comportamento do metabolismo entre a as populacdes
de S2 selvagem e S2 recombinante, os resultados de consumo de glicose e de
consumo/producdo de aminoécidos conduzem a deducgdes de grande interesse pratico. O
grafico correspondente ao consumo de glicose é mostrado na Figura 23, o de
consumo/producao de aminoacidos durante o cultivo de células S2MtRBGP-H-His na
Figura 24 e o de consumo/producdo de aminoacidos durante o cultivo de células S2-

Selvagem na Figura 25.

Figura 23: Analise comparativa do consumo de glicose durante o cultivo de células S2
selvagem e S2MtRVGP-H-His por 192 h de cultivo em frasco Schott a 28°C e agitacédo
de 100 rpm.
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Figura 24: Anélise comparativa do consumo/producdo de aminoacidos durante o cultivo
de células S2MtRBGP-H-His por 192 h de cultivo em frasco Schott a 28°C e agitacao de

100 rpm.

Figura 25: Anélise comparativa do consumo/producéo de aminoécidos durante o cultivo
de células S2 Selvagem por 192 h de cultivo em frasco Schott & 28°C e agitacdo de 100
rpm.
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Como ¢ evidenciado nas curvas de consumo de glicose e aminoacidos, as células
da S2 selvagem consomem mais esses compostos que a linhagem recombinante. Os
amino&cidos leucina e asparagina, que foram considerados aminodcidos criticos no
cultivo da S2 recombinante, restando 14,1% e 18,9% do valor inicial, respectivamente,
foram esgotados no cultivo com a S2 selvagem. Além disso, muitos outros aminoacidos
foram considerados criticos no cultivo da S2 selvagem, como: glutamina, restando 0,508
mM correspondente a 6,3% do valor inicial e cisteina, restando 0,110 mM correspondente
a 14,9% do valor inicial.

Desse modo, com a demonstracdo das diferencas significativas nas curvas de
crescimento e no maior consumo de glicose e aminoacidos pela S2 selvagem em relacao
a S2 recombinante, ficou evidente que existem diferencas na cinética celular e no
comportamento do metabolismo entre as duas linhagens. No entanto, realizando uma
analise global das triplicatas comparativas entre ambas as linhagens e essas analises
metabdlicas, evidencia-se que a modificacdo genética realizada para obtencdo da
linhagem recombinante ndo causou grande impacto na célula, pois possibilitou que a S2
recombinante apresentasse um satisfatorio crescimento celular no meio Sf-900 111, com

producdo da proteina recombinante de interesse.

5.1.3 Estudo da temperatura 6tima de cultivo para as células S2MTRVGP-H-His e
expressao da RVGP.

As células de inseto apresentam a versatilidade de crescerem facilmente a
temperaturas mais baixas que as células de mamiferos, que podem variar de 22°C a 28°C
(MORAES et al., 2008). Apesar de a maioria dos autores utilizarem temperatura proxima
de 28°C, Rossi et al. (2008) demonstraram em seus experimentos com a linhagem S2
recombinante S2AcGPC2K com promotor constitutivo que a diminuicdo da temperatura
de cultivo para 20°C favorecia a producdo da rRVGP. Devido a esses fatores, trés
experimentos foram planejados para investigar a influéncia da temperatura nas
caracteristicas cinéticas, fisiol6gicas e de capacidade de expressdo da rRVGP pelas
células recombinantes S2MtRVGP-H-His em trés diferentes temperaturas dentro dessa
faixa.

Estudos de Ventini et al. (2010, 2014) e Lemos et al. (2009) demonstraram que o
periodo mais conveniente para realizar a indugéo da expressao da rRVGP em cultivo seria
quando a densidade celular apresentasse valores na faixa de 3 a 5x10° cel.mL?, os quais

podem ser atingidos em 48 h ou 72 h, dependendo das condigdes de cultivo, e que o
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procedimento de inducdo seria padronizado em uma Unica adi¢do de CuSOa, Levando em
consideracao esses dados, os experimentos do estudo da temperatura 6tima de cultivo
obedeceram a esses critérios. Os trés experimentos seguiram o protocolo padronizado do
cultivo em frasco Schott, apresentando como Unica diferenca a temperatura do cultivo
celular. Os experimentos foram denominados da seguinte forma: Experimento 1:
Temperatura de 28°C; Experimento 2: Temperatura de 25°C; Experimento 3:
Temperatura de 22°C. O gréfico completo do Experimento 1 esta apresentado na Figura

26 a sequir.

Figura 26: Resultados do Experimento 1 do cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192
h com inducéo por CUSOa4, em frasco Schott (Virasco=100 ML;Virabaiho=20 mL), a 28°C,

com agitacdo de 100 rpm e inducdo a 72 h de cultivo indicado pela seta no gréafico.
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Verifica-se no Experimento 1 que o pH variou de 6,37 até 6,91, 0 pImax foi 0,034
h™ + 0,002, R? = 0,990 e a densidade maxima de células (Xmax) foi de 1,49x107 cel.mL™.
A inducéo com CuSO; foi realizada com 72 h de cultivo e a concentragdo maxima de
rRVGP no cultivo foi de 0,99 pg.mL™. Além disso, foram identificados 5 aminoacidos
criticos durante o cultivo: prolina; leucina; alanina; asparagina e glutamina, porém néo
houve esgotamento de nenhum deles ou de glicose, que atingiu uma concentracao de 3,53
g.L"t em 192h. A produgdo méaxima de amonia alcangou 8,4 mM e a de alanina alcangou
20,2 mM.

Apesar de a densidade celular ter aumentado entre a 168 e 192 h de cultivo, a
concentracdo da glicoproteina diminuiu. Essa queda pode ocorrer por diversas causas,
dentre as quais podem-se citar: escassez de oxigénio; liberacdo de proteases em solugéo;
perda da estabilidade de expressdo; mudancas conformacionais na estrutura proteica e
ainda, possivel desnaturacdo de uma parte da proteina.

A escassez de oxigénio estd relacionada ao fato de que conforme a densidade
celular alcanga valores elevados, diminui a disponibilidade de oxigénio dissolvido
(MORAES et al., 2008). Da mesma forma, quanto maior a velocidade de crescimento
celular, mais rapido a concentracdo de oxigénio dissolvido atinge baixos valores,
culminando com a limitag&o do crescimento celular. Além disso, esse fato pode ser uma
das razBes para explicar o comportamento das curvas de crescimento de forma oscilatéria
apos o final da fase de crescimento celular, visto que, inicialmente o oxigénio dissolvido
esta disponivel para um namero razoavel de células e a medida que a populagéo cresce,
esse valor se torna limitante e induz a morte celular de uma parcela da populagdo. Como
essas células morrem, a quantidade do oxigénio que elas utilizavam volta a ficar
disponivel no cultivo, que juntamente com nutrientes em solucdo, propiciam o aumento
da densidade celular, a qual novamente provoca a queda de oxigénio dissolvido a valores
limitantes de crescimento. No entanto, outra razdo que pode estar relacionada as
oscilagcdes nas curvas de crescimento é a formacgédo de aglomerados celulares, como foi
evidenciado na Figura 6 da se¢do 3.5 e que serd apresentada na Figura 34 da secéo 5.1.4,
gue podem dificultar as medidas de densidade celular.

A liberagdo de proteases em solucdo por células lisadas na fase estacionéria e de
declinio pode dar inicio a degradacdo das proteinas através da clivagem proteolitica,
mecanismo comum para essa classe de enzimas. (MORAES et al., 2008; ALBERTS et
al., 2004).
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A perda de estabilidade da expressdo de proteinas recombinantes em células
animais é um fator frequentemente citado na literatura (BARNES et al., 2001). Ela esta
relacionada a perda do gene recombinante da proteina de interesse pela célula e pelo
surgimento de populacbes de celulas ndo produtoras, que normalmente possuem
vantagens em relacdo as produtoras e culminam na diminuicdo global de producéo de
proteina recombinante no processo. No entanto, a linhagem recombinante desse estudo
sofreu uma pressdo seletiva recente, anteriormente ao inicio de cada experimento,
indicando assim que este fator provavelmente ndo é contribuinte para a diminuicao da
concentracdo de rRVGP obtida.

As mudancas conformacionais na estrutura proteica da glicoproteina do virus da
raiva foram propostas por Gaudin et al. (2002), sugerindo a existéncia de trés diferentes
conformacBes assumidas pela RVGP, dependentes do pH do meio circundante. A
conformacdo N, denominada estado nativo, é detectada em torno de pH 7,0 responsavel
pela ligagdo do virus com o receptor celular. A conformacdo A, denominada estado
ativado, possui antigenicidade e morfologia muito similar ao estado N, é detectada
imediatamente apds acidificacdo devido a inducdo de formacdo de agregados virais
estabilizados a baixo pH e baixa temperatura, a qual inicia o processo de fusdo virus-
membrana da célula, ndo aplicavel ao presente caso. A conformacdo |, denominada
conformacao fusional inativa, é detectada apds um periodo prolongado a baixo pH. Nessa
conformacao, o ectodominio da rRVGP ¢é maior que o encontrado na conformacdo N e
antigenicamente distinto. No entanto, diferentemente de outras glicoproteinas
fusogénicas virais, a glicoproteina do virus da raiva na conformac&o inativa (I) retorna a
conformacdo nativa (N) quando reincubada em pH acima de 7. Gaudin et al. (2002)
demonstram dessa forma, a ocorréncia do equilibrio quimico entre os diferentes estados
da rRVGP entre a faixa de pH correspondente a 6 e 7,5.

O aumento do pH de 6,3 a 6,9 durante o cultivo leva a crer que provavelmente a
glicoproteina possa ter sofrido alteragcdes conformacionais em sua estrutura. No entanto,
essa alteracdo do pH pode ser vista como favoravel, visto que o pH 6timo de crescimento
da célula S2 é em torno 6,2 (MORAES et al., 2008) e o pH étimo da glicoproteina do
virus da raiva é em torno de 7,2 (GAUDIN et al., 2002; VENTINI et al., 2014). Dessa
forma, a variacdo do pH observada nos cultivos pode ser considerada benéfica a expanséo
celular e a posterior expressdo da proteina, de modo que, quando a celula precisa se
adaptar e entrar na fase exponencial de crescimento, o pH esta favoravel ao seu

crescimento (em torno de 6,2). Por outro lado, quando a glicoproteina comeca a ser
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expressa, que corresponde ao final da fase de crescimento, o pH estd mais elevado,

chegando a valores préximos do pH 6timo 7,2 da proteina. Por essa razdo, em nenhum

experimento do presente trabalho houve preocupagdo com o controle do pH.

Os resultados do segundo Experimento, realizado a temperatura de 25°C podem ser

analisados no grafico da Figura 27 a seguir.

Figura 27: Resultados do Experimento 2 do cultivo de células S2MtRVGP-H-His por
192h com indugéo por CUSQO4, em frasco Schott (Vfrasco=100 mML; Virabaiho= 20 mL, a

25°C, com agitacdo de 100 rpm e inducdo a 72h do cultivo, indicado pela seta no gréafico.
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No Experimento 2 o pH variou de 6,38 até 6,64, 0 pmax foi de 0,034 h™ + 0,002,
R%=0,989 e Xmax foi de 1,82x107 cel.mL™. A indugdo com CuSO; foi realizada com 72
h de cultivo e a producdo maxima de rRVGP foi de 0,62 pug.mL™. Foram identificados 5
aminoéacidos criticos durante o cultivo, sendo 4 deles semelhantes aos do Experimento 1:
prolina; cisteina; alanina; arparagina e glutamina, porém ndo houve esgotamento de
nenhum aminoécido ou de glicose em 192 h de cultivo. A producdo méaxima de aménia
alcangou 15,5 mM e a de alanina alcangou 24,7mM.

As curvas de crescimento do Experimento 1 em relacdo ao Experimento 2 foram
semelhantes, porém no intervalo de 168 a 192 horas a curva do crescimento a 25°C
(Experimento 2) apresentou um melhor resultado, confirmado pela densidade méaxima
celular alcangada nos experimentos, 1,82x10 cel.mL™ no Experimento 2 em relacdo a
1,49x107 cel.mL? do Experimento 1. No entanto, apesar da maior densidade celular
apresentada pelo Experimento 2, também pode ter ocorrido degradacédo da glicoproteina.
Apesar do valor de rRVGP em 168 h (0,626 pg.mL™) ter sido semelhante ao de 192 h
(0,606 pg.mL™), essa degradacdo pode ser inferida pelo fato de que a densidade celular
aumentou de 1,19x10” cel.mL™ para 1,82x107 cel.mL™, o que seria acompanhado por um
aumento da expressao da rRVGP, sugerindo, portanto, que uma fracao da proteina pode
ter sido degradada.

O terceiro Experimento, que buscou o estudo de todo o cultivo a temperatura de
22°C pode ser analisado no grafico completo do Experimento 3 apresentado na Figura 28

a sequir.
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Figura 28: Resultados do Experimento 3 do cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192
h com inducéo por CuSOas, em frasco Schott (Vfrasco= 100 mL; Virabano= 20 mL), a 22°C,

com agitacdo de 100 rpm e indu¢do a 96 h do cultivo, indicado pela seta no gréfico.
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No Experimento 3 o pH oscilou de 6,34 até 6,59, a imax foi de 0,031 h™* + 0,002,
R% = 0,985 e a Xmax foi de 1,27x107 cel.mL2. A induco com CuSOs foi realizada com
96 h de cultivo (em 72 h de cultivo ndo havia alcangado a faixa de indugéo inicialmente
utilizada) e a produgdo méxima de glicoproteina do cultivo foi 0,47 pg.mL™?. Foi
identificado apenas 1 aminoacido critico durante o cultivo, leucina, porém ndo houve
esgotamento de nenhum aminoécido ou de glicose. A concentragdo maxima de amonia
alcangou 13,2 mM e a de alanina alcangou 17,7mM.

A curva de crescimento do Experimento 3 em relacdo ao Experimento 1 e
Experimento 2 apresentou valores de densidade celular inferiores, porém a célula S2
demonstrou capacidade de crescer na temperatura mais baixa do intervalo dos valores
indicados na literatura, 22°C a 28°C (MORAES et al., 2008). Além disso, embora 0s
valores de velocidades especificas de crescimento apresentem valores decrescentes
conforme diminuimos a temperatura de cultivo para 22°C, eles demonstraram valores
semelhantes: Pmax 0,034 h! + 0,002, R? = 0,990 no Experimento 1 (28°C); pmax 0,034 h'
+ 0,002, R? = 0,989 no Experimento 2 (25°C) e pmax 0,031 h't + 0,002, R? = 0,985 no
Experimento 3 (22°C).

Como a curva de crescimento do Experimento 3 demonstrou uma velocidade de
crescimento menor, a inducdo foi realizada 24 h apds que nos Experimentos 1 e 2 e 0s
valores de expressdo da glicoproteina nesse experimento foram bem inferiores que o0s
valores nas temperaturas maiores. A rRVGPmax do cultivo a 22°C apresentou 0,47
ug.mL? e a rRVGPm& do cultivo a 28°C apresentou 0,99 pg.mL™?, portanto o
Experimento 3 apresentou cerca de metade da produtividade de glicoproteina em relacdo
ao Experimento 1. Esse fato pode ser uma das razGes do cultivo a 22°C ter apresentado
apenas 1 aminoacido com concentracdes criticas, em relacdo aos 5 aminoacidos
apresentados como criticos nos Experimentos 1 e 2. Como a célula utiliza os aminoacidos
disponiveis no meio de cultura para proliferacdo e para sintetizar a glicoproteina, sua
menor velocidade de crescimento e inferior producéo de rRVGP podem ser as causas para

as concentracdes de aminoacidos disponiveis no meio permaneceram elevadas.
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Um comportamento interessante que foi observado no Experimento 3 € que no
final do cultivo (168 - 192 h) houve uma queda na expressdo da rRVGP (como ocorreu
nos Experimentos 1 e 2), porém a queda foi acompanhada da reducdo da densidade
celular, diferentemente dos Experimentos 1 e 2 em que houve aumento da densidade
celular. Dessa forma, no Experimento 3 ndo podemos afirmar que houve degradacdo da
glicoproteina nesse momento do cultivo pois a queda da densidade celular poderia
justificar a queda da expressdo da rRVGP, visto que a quantidade de glicoproteina
produzida é dependente do nimero de células vidveis no cultivo naguele momento.

A analise comparativa da cinética do crescimento celular e de producéo da rRVGP
dos Experimentos 1, 2 e 3 podem ser visualizadas na Figura 29 e a curva da expressao em

funcdo da densidade celular pode ser visualizada na Figura 30.

Figura 29: Resultados obtidos nos experimentos em frasco Schott de células S2ZMtRVGP-
H-His em diferentes temperaturas de cultivo: 28, 25 e 22°C, operado em frasco Schott

(Vfrasco= 100 mL; Virabaino= 20 mL) com agitacdo de 100 rpm.
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Figura 30: Resultados de producéo de rRVGP em frasco Schott durante o cultivo de
celulas S2MtRBGP-H-His nos Experimentos 1, 2 e 3, em funcéo da densidade celular,
operado em frasco Schott (Vrasco= 100 ML; Virabaino= 20 mL) com agitacdo de 100 rpm.
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Com base na andlise de cada experimento separadamente (Figura 26, 27 e 28),
pelos graficos do estudo comparativo dos trés experimentos (Figura 29) e pela curva de
producdo de rRVGP em funcdo da densidade celular (Figura 30) observamos que a
temperatura correspondente a 28°C apresentou os melhores resultados de producdo da
glicoproteina do virus da raiva. Com base nessa analise, definiu-se a temperatura de 28°C

Ccomo a mais apropriada para prosseguimento da pesquisa.

5.1.4 Definicéo do tempo ideal da adi¢cdo de CuSO4 para indugéo da expressdo da rRVGP

A necessidade do estudo do momento ideal da inducdo da expressédo da rRVGP
com CuSOs surgiu devido aos estudos discutidos a seguir, que foram encontrados na
literatura. De acordo com os estudos de Astray et al. (2013, 2014), Lemos et al. (2009) e
Ventini et al. (2010, 2014) quando o CuSOg ¢ adicionado em solucéo, ele atua sobre 0s
fatores de transcricdo que estimulam o promotor no genoma da célula a produzir a

metalotioneina e estimulam também, esse mesmo promotor presente no plasmideo da
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linhagem recombinante. Como o gene da rRVGP é transfectado acoplado a esse mesmo
promotor, utiliza-se, portanto, do mesmo sistema para iniciar a producdo da
metalotioneina e da rRVGP apds a exposi¢do das células ao cobre. Por outro lado,
Norgate et al. (2010), identificaram o gene de Drosophila melanogaster, denominado
Syntaxin 5, que desempenha o importante papel de regulador das concentracfes de cobre
e mostrou que apesar do cobre ser essencial para a vida anaerdbica, muitos aspectos de
sua captacdo e distribuicdo celular precisam ser completamente elucidados. Em seus
estudos foi demonstrado que o comportamento desse gene esta associado a captacao e
transporte do cobre no meio intracelular, de forma que o gene Syntaxin 5 desempenha
papel essencial na homeostase do cobre em Drosophila melanogaster, fazendo com que
concentragOes elevadas de cobre em solucdo possam ser toxicas as células.

Com base nesse cenario, adicionado ao fato dos Experimentos 1, 2 e 3 terem sido
desenvolvidos seguindo a faixa de induc&o previamente estabelecida, 3 a 5x10° cel.mL?
(VENTINI et al., 2010, 2014 e LEMOS et al., 2009) e os experimentos de analise
metabdlica entre a S2 recombinante e a S2 selvagem terem demonstrados alteragdes no
crescimento celular ap6s um periodo de inducdo, foram propostos experimentos para
identificar o melhor momento de inducéo visando uma maior producao de glicoproteina
recombinante. Esse desenvolvimento deve englobar caracteristicas que favorecam o
crescimento celular inicial e que ap6s a adicao de cobre em solugdo, as células consigam
continuar o crescimento e expressdo de rRVGP, evitando efeitos de toxicidade e de falta
de captacdo e transporte do cobre no meio intracelular, que conduziriam a falta de
ativacdo da maquinaria celular de expressao da glicoproteina.

Os quatro experimentos seguiram o protocolo padronizado do cultivo em frasco
Schott, sendo realizados a temperatura étima de 28°C tendo como Unica diferenca o dia

da adi¢do de CuSO4 para inducdo da expressédo da rRVGP.
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Os experimentos foram denominados da seguinte forma:

- Experimento 1: Inducéo a 72 h do cultivo celular (realizado na etapa anterior);
- Experimento 4: Inducédo a 0 h do cultivo celular;
- Experimento 5: Inducéo a 24 h do cultivo celular;

- Experimento 6: Inducdo a 48 h do cultivo celular.

Na Figura 31 se apresenta o grafico comparativo de crescimento celular e
producdo da rRVGP nos quatro tempos de inducéo e na Figura 32 a grafico de producao
de rRVGP em funcdo da densidade celular.

Figura 31: Andlise comparativa dos quatro tempos de inducdo (0, 24, 48 e 72 h) da
expressdo de rRVGP por CuSO4 no cultivo da célula S2MtRVGP-H-His em frasco Schott
(Virasco= 100 mL; Virabano=20 mL), a 28°C, com agitacdo de 100 rpm.
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Figura 32: Anélise comparativa da producao de rRVGP no cultivo da célula S2ZMtRVGP-
H-His em frasco Schott (Vfrasco=100 mL;Vtrabaino=20 mL), T:28°C, agita¢cdo de 100 rpm
em quatro tempos de inducdo da expressao por CuSO4 (0, 24, 48 e 72 h), em funcgéo da

densidade celular.
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Analisando os graficos das Figuras 31 e 32, juntamente com os dados dos quatro
momentos distintos de inducgdo: 0 h, 24 h, 48 h, 72 h do cultivo da célula S2ZMtRVGP-H-
His encontrados na Tabela 14 a seguir, percebe-se que conforme maior o intervalo de
tempo entre o indculo e a inducdo da rRVGP, melhor a adaptacédo das células ao cultivo,

que por sua vez culmina numa maior densidade celular no final do cultivo.

Tabela 14: Densidade celular final dos quatro tempos de adi¢do de CUSO4 (0 h,
24 h, 48 h e 72 h) no cultivo da célula S2ZMtRVGP-H-His em meio Sf-900 III,
realizados em frasco Schott.

Inducdo O h Inducdo 24 h | Inducédo48h | Indugdo 72 h
Teme® | (Expay (Exp5) (Exp6) Exp 1)
Densidade celular (cel.mL?)
0 5,00E+05 5,00E+05 5,00E+05 5,00E+05
24 4,20E+05 7,50E+05 9,58E+05 9,70E+05
48 8,68E+05 1,44E+06 1,73E+06 2,70E+06
72 1,98E+06 2,83E+06 2,60E+06 5,60E+06
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Observando a Tabela 12 é possivel perceber que no momento em que as células
estdo em periodo de adaptacdo no intervalo entre 0 e 24 h de cultivo, a densidade celular
diminui por causa de morte celular (Experimento 4: inducdo O h), enquanto que nos
experimentos com indugbes mais tardias, a densidade celular apresentou valores
crescentes com o aumento do tempo de inducdo. A adi¢do de CuSO4 na fase de adaptagédo
celular até as 48 h ndo apresentou bons resultados em termos de Xmax € pmax, COMO Se
pode verificar nos valores resumidos a seguir:

- Indugdo 0 h: Xmax 1,0x107 cel.mL™2; pumsx 0,028 h + 0,003, R? = 0,966;

- Indugo 24 h: Xmax 9,5%10° cel. mL%; pmsx 0,022 ht £ 0,002, R? = 0,962;

- Induc&o 48 h: Xmax 8,1x10° cel.mL™?; pmax 0,022 h't + 0,003, R? = 0,961;

- Indugdo 72 h: Xmax 1,5%10" cel. mL%; tmax 0,034 h + 0,002, R? = 0,990.

Dessa forma, pode-se afirmar que o crescimento celular, a producdo da
glicoproteina e a velocidade especifica de crescimento apresentaram melhores resultados
no tempo de adi¢do de CuSQO4 de 72 h. Vale ressaltar que outros horarios de inducéo mais
tardios, como 96 h ou 120 h ndo foram analisados visto que, como demonstrado acima, a
inducdo da rRVGP leva um periodo entre 24 a 48 h para ser completada, podendo levar
a uma situacdo adversa de crescimento e expressdo de rRVGP como demonstrado
anteriormente no item 5.1.3. Portanto, com base nesses resultados definiu-se que o tempo
de adicdo de CuSO4 para a indugdo de expressdao de rRVGP em 72 h seria 0 mais
apropriado para o cultivo da célula S2ZMtRVGP-H-His em meio Sf-900 I11.

Para comparacédo dos resultados obtidos nos experimentos de 1 a 6, o grafico da
Figura 33 mostra uma sintese da relacéo entre a concentracdo de rRVGP em funcédo da
densidade celular dos seis experimentos realizados para defini¢do da temperatura e tempo
de adicdo de adi¢do de CuSO4 mais apropriados para conseguir altos rendimentos de
rRVGP, sendo eles:

- Experimento 1: Temperatura de 28°C, indugéo 72 h;

- Experimento 2: Temperatura de 25°C, indugéo 72 h;

- Experimento 3: Temperatura de 22°C, indugéo 96 h;

- Experimento 4: Inducéo a 0 h do cultivo celular, 28°C;
- Experimento 5: Inducéo a 24 h do cultivo celular, 28°C;

- Experimento 6: Inducéo a 48 h do cultivo celular, 28°C.
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Figura 33: Resumo comparativo da producao de rRVGP em funcdo da densidade celular

nos cultivos de células S2ZMtRVGP-H-His em frasco Schott para definicdo da temperatura
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e tempo de adi¢do de CuSO4 apropriados para producdo eficiente de rRVGP.
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Sendo assim, com a analise dos experimentos de temperatura (Figuras 26, 27, 28,
29 e 30) e dos experimentos de inducdo (Figuras 31 e 32) observamos que as condic¢des
de cultivo que apresentaram os melhores resultados foram a 28°C de temperatura e 72 h
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como tempo ideal de adigdo de CuSO4 com rRVGPmx de 0,99 pg.mL™.

Dessa forma, com esses seis experimentos encerrara-se 0 estudo em pequena
escala (20 mL) das células S2ZMtRVGP-H-His e inicia-se o estudo em larga escala (650

mL), na qual serdo utilizados os parametros identificados como mais satisfatorios nesta

primeira parte dos trabalhos.

Por fim, em termos de observacGes laboratoriais de trabalho com a linhagem S2,
observou-se que imediatamente ap0s a adicdo do antibidtico aminoglicosidico

Higromicina B para selec¢do das células recombinantes, ocorria aglomeragéo das células,

que podia ser visualizada até 3 dias apds a adicdo.
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Essa agregacéo entre as células recombinantes ap6s a adi¢do do antibidtico pode
estar associada a um mecanismo de protecdo das células contra o antibidtico ou a algum
efeito fisico-quimico que ocorre no cultivo apos a adicao do farmaco, devido a sua carga
ou alguma caracteristica propria do composto. Esses aglomerados celulares podem
influenciar a homogeneidade do cultivo, podem promover algumas flutuacbes no
procedimento de contagem e podem comprometer a viabilidade celular devido a
possibilidade de ocorréncia de morte celular por caréncia nutricional no interior dos
mesmaos.

A Figura 34 demonstra esse fendbmeno através de fotografia convencional das
células aderidas ao frasco T em microscopio 6ptico convencional e a Figura 6 apresentada
na secdo 3.5 também apresentou um aglomerado celular visualizado em hematocitdmetro

durante o procedimento de contagem.

Figura 34: Formacdo de aglomerados celulares ap6s a adi¢do do antibidtico higromicina
B para selecdo de células recombinantes em microscopio Optico convencional com

aumento de 40x na lente objetiva e 10x na lente ocular.

Fonte: Fotografia das células S2MtRVGP-H-His em cultivo nos frascos T. O antibiético higromicina
(Hygromicin B) é referenciado na imagem como Hy. Acervo pessoal.
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5.2 Estudo em larga escala para maximizacao da expressao da glicoproteina rRVGP
em biorreator com agitacédo induzida por ondas (Waves).

Para facilitar as comparagdes com 0s seis experimentos executados anteriormente,
0 primeiro experimento em larga escala no biorreator com agita¢do induzida por ondas
ou simplesmente biorreator Wave foi denominado Experimento 7 e foi realizado em
fevereiro de 2016. Com o objetivo de obtermos uma duplicata do Experimento 7, foi
realizado um experimento em junho de 2016, o qual foi chamado de Experimento 8. A
Tabela 15 abaixo apresenta todos os parametros e as condigcdes experimentais no

biorreator Wave nos Experimentos 7 e 8.

Tabela 15: Condicbes experimentais utilizadas no biorreator Wave nos
Experimentos 7 e 8.

Parametros iniciais Valores
Temperatura 28°C
Agitacéo (velocidade e angulo) 20 rpm/8°
Saturacdo de ar (monitoramento) 80%
pH 6,25

5x10° cel.mL1

Densidade do indculo , .
3,3 x108 células viaveis

650 mL na bag de 1L

Volume final do biorreator de volume de trabalho

Duracéo do cultivo 120h

A duracdo do cultivo foi fixada em fungéo do fato de que a proteina recombinante
produzida no cultivo deve ser colhida na fase do cultivo em que sua concentracéo € alta
e ainda apresenta integridade e qualidade, situacdo que normalmente se apresenta no final
da fase exponencial quando os nutrientes atingem concentragdes baixas. Porém, devido a
inducdo com CuSOg a partir das 72 h o comportamento exponencial do crescimento se

torna dificil de ser identificado devido ao incremento substancial da sintese de proteinas
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por causa da modificacdo genética a que a célula foi submetida. A indugdo com CuSQO4
depois das 72 h implica no risco de se chegar em uma fase de expressao de rRVGP com
deplecdo de alguns aminoé&cidos, situacdo que conduz a uma formacdo deficiente da
glicoproteina. Trabalhos anteriores mostraram que nessas condicGes a proteina produzida
além de ficar inativa e facilmente degradada por mecanismos de controle da propria célula
(SWIECH et al. 2007, 2008). Além disso, estudos iniciais realizados no LIV do Instituto
Butantan tém demonstrado que em fases avangadas do cultivo, a rRVGP na conformacao
trimérica comeca a diminuir em solucdo e como a integridade e qualidade da proteina
produzida sdo essenciais para a purificacdo e caracterizacdo pos-cultivo, determinou-se
que o experimento fosse interrompido antes da entrada na fase estacionaria. Dessa forma,
na tentativa de garantir a coleta da proteina recombinante no final da fase de crescimento,
0 experimento foi interrompido nas 120 h de cultivo.

A escolha dos parametros de agitacdo e angulacdo do biorreator foi feita através
de levantamento de literatura e o valor exato foi particularmente escolhido devido a
semelhanca com os experimentos de Wang et al. (2012), que realizaram experimentos
para a producdo de anticorpos monoclonais com 0 mesmo biorreator e com 0 mesmo
sistema de expressdo, Drosophila melanogaster S2, também obtida pela transfeccédo
estavel.

Sendo assim, a Figura 35 apresenta os resultados do primeiro experimento em
larga escala, Experimento 7, e a Figura 36 apresenta o segundo experimento em larga

escala, Experimento 8 (replicata).
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Figura 35: Resultados do primeiro experimento de cultivo de células S2ZMtRVGP-H-His
por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag de 1 L de volume de
trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condigdes: indculo de 5x10° cel.mL?,
temperatura de 28°C, concentracdo de oxigénio dissolvido proxima de 65%, pH 6,25,

agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adicdo de CuSO4 foi de72 h.
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Figura 36: Resultados do segundo experimento de cultivo de células S2ZMtRVGP-H-His
por 120 h em biorreator Wave com volume de 650 mL em Cellbag de 1 L de volume de
trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condiges: indculo de 5x10° cel.mL?,
temperatura de 28°C, concentracdo de oxigénio dissolvido proxima de 80%, pH 6,25,

agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adicdo de CuSO4 foi de72 h.
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Os Experimentos 7 e 8 apresentaram curvas de crescimento exponencial seguido
de uma fase de desaceleracdo e de uma fase estacionaria. A saida da fase exponencial
aparentemente foi provocada pela inducao da expressao da proteina recombinante a partir
das 72 h j& que ndo se detectou esgotamento de nutrientes. O crescimento celular dos dois
experimentos ndo apresentou diferencas significativas entre si (p>0,05 - Teste-t descrito
no item 5.3). O Experimento 7 apresentou Xmax de 1,07x107 cel. ML e pmax de 0,036 h
+0,0016, R? = 0,993 e 0 Experimento 8 apresentou € Xmax de 1,04x107 cel.mL™ e pmax de
0,035 h'* + 0,0036, R? = 0,968. A producio da glicoproteina ndo apresentou diferencas
significativas entre si (p>0,05 - Teste-t descrito no item 5.3). O experimento 7 apresentou
producdo maxima da rRVGP de 942,79 ng.mL™, producio maxima especifica de
7,49x10° pg.cel™mL? e producdo total no biorreator de 0,487 mg de rRVGP. O
Experimento 8 apresentou producdo maxima da rRVGP de 770,94 ng.mL™, producéo
méaxima especifica de 7,89x10™ pg.cel*mL™ e produco total no biorreator de 0,462 mg
de rRVGP.

O pH do Experimento 7 variou de 6,25 até 6,77 e o do Experimento 8 de 6,28 até
6,70 demonstrando, portanto, comportamento semelhante aos experimentos em pequena
escala. No entanto, 24 h ap6s a inducdo com CuSO4 (72 h), o pH verificado caiu para 6,18
no Experimento 7 e 6,36 no Experimento 8 e apds 48 h da indu¢do, aumentou para 6,77
no Experimento 7 e 6,70 no Experimento 8. Essa queda e retomada observada em ambos
0s experimentos estd provavelmente relacionada ao momento da inducéo, pois ja foi
observado em outros experimentos que ocorre uma queda do pH imediatamente apds a
adicdo de CuSOg4, seguido do retorno aos valores pré-inducéo.

Nos experimentos em pequena escala também foi visto essa queda imediatamente
apos a adicdo de CuSOs4, porém quando se media o pH 24 h pds inducéo, o valor ja estava
normalizado para aquele momento do cultivo (entre 6,5 — 6,6) e por isso ndo se conseguiu
identificar essa queda nos graficos dos Experimentos 1, 2 e 3. Ja nos experimentos em
larga escala o pH levou um pouco mais de tempo para se normalizar pos-inducdo, o que
justifica a queda vista nos graficos dos Experimentos 7 e 8. No entanto o valor de pH
alcancou um valor conveniente no final de ambos os experimentos, concluindo o
Experimento 7 com 6,77 e o Experimento 8 com 6,70, valores mais préximos do valor
otimo de 7,2 da rRVGP. Vale ressaltar que apds o término de ambos 0s experimentos, as
amostras de células retiradas foram congeladas com tampé&o em pH 7,2 para preservar a

integridade estrutural da rRVGP produzida.
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A concentragdo de oxigénio dissolvido foi monitorada durante ambos os
experimentos e foi verificada que variou durante o cultivo. No Experimento 7 variou de
83,3 a 45,6% e a do Experimento 8 de 100 a 57,9%. As possiveis razdes dessa variacao
da concentracdo de oxigénio dissolvido podem ser atribuidas ao aumento da densidade
celular e a entrada de ar na Cellbag durante o procedimento de amostragem.

O consumo de glicose durante as 120 h de cultivo em biorreator foi considerado
baixo frente a disponibilidade desse nutriente no meio de cultura Sf-900 IIl. No
Experimento 7 havia inicialmente 52,6 mmol/L de glicose dos quais foram consumidos
17,1 mmol/L, restando portanto ao final do cultivo 35,8 mmol/L. No Experimento 8 havia
inicialmente 54,5 mmol/L os quais foram consumidos 16,2 mmol/L, restando portanto ao
final do cultivo 38,3 mmol/L. Dessa forma, juntamente com a analise dos aminoacidos
modificados no meio Sf-900 Il para o Sf-900 111 evidenciados na secdo de resultados 5.1.1
concluimos que o meio Sf-900 I11 tem uma composi¢do mais equilibrada de aminoacidos,
visto que em nenhum momento do presente trabalho foi necessario suplementacdo. No
entanto, a quantidade de glicose disponivel no meio precisa ser melhorada visto o
desperdicio desse nutriente ao final do cultivo, que quando escalonamos para um processo
industrial, torna-se um grande problema devido ao custo associado a perda desse
carboidrato e aos problemas de tratamento de residuos industriais gerados pelo
bioprocesso.

Os valores de lactato produzidos nos Experimentos 7 e 8 foram muito baixos. No
Experimento 7 oscilou de 0,002 a 0,01 g/L e no Experimento 8 de 0,001 a4 0,002 g/L. Esse
fator corrobora com 0s experimentos em biorreator de Swiech et al. (2007, 2008), que
observou a producdo de lactato foi muito baixa, atingindo concentracdes maximas de
crescimento celular, o que nos permite concluir que a producéo de lactato ndo é um fator
preocupante para o cultivo de células S2 visando a producéo da rRVGP.

O consumo de glutamina foi considerado elevado em ambos os cultivos. No
experimento 7 havia inicialmente 8,2 mmol/L e ao final do cultivo havia apenas 1,2
mmol/L e no Experimento 8 havia inicialmente 7,8 mmol/L e ao final do cultivo havia
apenas 1,2 mmol/L. Esse fator esta de acordo com a evidéncia de a glutamina ser o
segundo maior componente nos meios de cultura e atuar como fonte de carbono e energia.
No entanto, como resultado do metabolismo da glutamina, hé geracéo de ions aménio no

cultivo celular. No caso de cultivos de células de inseto a produgdo de amonio é bem
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maior que a de células de mamiferos (BORASH et al., 2000). A producdo de aménia no
Experimento 7 alcangou 45,8 mmol/L e no Experimento 8 alcangou 38,7 mmol/L. No
entanto como evidenciado nos experimentos de pequena escala, a Drosophila
melanogaster é reconhecida pela elevada tolerancia a componentes toxicos, como a
amonia (BORASH et al., 2000) e os valores do presente trabalho também corroboram
com o experimento em biorreator Bioflo110 de Swiech et al. (2007, 2008), que chegou a
atingir 62 mM de aménia. Desse modo concluimos que essa elevada produgdo de amdnia
ndo é um fator preocupante para o cultivo de células S2 visando a producéo da rRVGP.

Os aminodacidos considerados criticos nos Experimentos 7 e 8, ou seja, aqueles
que alcancaram mais de 80% de consumo foram apenas a glutamina e a prolina. Este é
um aminoacido muito utilizado no metabolismo dos insetos e é considerado o principal
substrato energético muscular para o voo (SCARAFFIA et al., 2003). No Experimento
7 havia inicialmente 4,3 mmol/L de prolina e ao final do cultivo havia apenas 1,0 mmol/L.
No Experimento 8 havia inicialmente 4,1 mmol/L e ao final do cultivo havia apenas 0,98
mmol/L.

O aminoéacido alanina é frequentemente observado em quantidades elevadas em
meios de cultura que possuem concentracao elevada de glicose (BHATIA et al., 1997),
como é o caso dos meios Sf-900 1l e 111, que possuem concentracdo de 10 g/L de glicose.
Além disso, como explicado na secdo 3.5.3.4, grande parte da aménia produzida é
incorporada na alanina, o que provoca aumentos consideraveis desse aminoacido. Os
valores maximos observados nos Experimento 7 e 8 foram 18,96 mmol/L e 15,53
mmol/L, respectivamente.

Uma anélise muito interessante visando o estudo comparativo entre dois
bioprocessos desenvolvidos com a mesma linhagem e 0 mesmo meio de cultura, apenas
utilizando biorreatores diferentes é evidenciada na Tabela 16 abaixo. O trabalho

corresponde aos estudos de Ventini et al. (2014), desenvolvido no LIV-Instituto Butantan.
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Tabela 16: Dados comparativos de produc¢do da rRVGP com células S2MtRVGP-
H-His em biorreator Wave e Bioflo 110.

Ventini et al. (2014)

Presente trabalho

Célula S2 recombinante

S2MtRVGP- H- His

S2MtRVGP- H- His

Inéculo 5x10° cel.mL* 5x10° cel.mL?
Biorreator Bioflo 110 Wave 2/10
Volume de trabalho 1L 650 mL
Temperatura 28°C 28°C
20 rpm/8°C de angulo até
Agitacao 90 rpm 96h e 21 rpm/9°C de

angulo até 120h

Saturacéo de ar

Controle: 10% de ar,
Vazdo: 0,1 L/min

Monitoramento: inicial
proxima de 80% de
saturacdo de ar com

oscilacéo abaixo

Inducdo da expressao da

Acima de 5x10° cel.mL1

Acima de 6,6x10° cel.mL1

rRVGP (48h) (72h)
Densidade celular méaxima 1,8x107 cel.mL 1,1x107 cel.mL
alcangada
Produgdo maxima de
oGP 1,09 pg/mL 0,85 pg/mL

Producdo méxima
especifica (por célula)
de RVGP

6,06x1078 pg/celxmL

7,69x10°® pg/celxmL

Producéo total do reator

1mg
(1 L volume de trabalho)

0,47 mg
(650 mL de volume de
trabalho)

Fonte: VENTINI et al., 2010, 2014.

A densidade celular méxima alcancada no presente trabalho foi inferior quando
comparada com os resultados obtido nos estudos de Ventini et al. (2014), 1,1x10’
cel.mL"t (média dos Experimentos 7 e 8) e 1,8x107 cel.mL?, respectivamente. No entanto,
esse fato ndo permitiu que a produtividade de rRVGP por célula fosse menor. Calculos
realizados com os dados de Ventini et al. (2014) e do presente trabalho mostram que a
produtividade especifica foi de 6,06x10® pg.cel*.mL? para Ventini et al. (2014) e
7,69x10°8 pg.cel’r.mL™ no presente trabalho.

Fazendo uma andlise da cinética geral dos resultados obtidos neste trabalho
percebe-se que para desenvolvimento do cultivo de S2 sob inducdo da expresséo de
rRVGP, recursos celulares séo direcionados para a producdo da glicoproteina, o que afeta
a velocidade de crescimento celular. Este comportamento é coerente com o relatado na

literatura para linhagens celulares recombinantes, particularmente as linhagens

115



RESULTADOS E DISCUSSAO

transfectadas como a do presente trabalho, de forma que, se o crescimento da linhagem
celular for muito intenso, a producdo de proteina recombinante serd prejudicada
(BARNES et al., 2001; HAYTER et al., 1992). Esta constatacdo experimental sugere
uma nova perspectiva de estudo sobre a forma de operacdo do biorreator, com uma
primeira etapa em que se priorize o crescimento celular e uma segunda etapa em que,
depois da inducdo com CuSOs, se objetive preferencialmente a biossintese da rRVGP
com alimentacéo equilibrada de nutrientes em forma de batelada alimentada.

Além disso, a analise comparativa desses dos biorreatores coloca em evidéncia a
robustez das células S2 para ser utilizada em bioprocessos com diferentes equipamentos
mantendo valores dentro de uma faixa reprodutivel de producdo da rRVGP. Esta
caracteristica confirma o potencial do biorreator Wave como uma alternativa eficiente,
moderna e econémica quando comparado com modelos que representam a tecnologia
convencional, como €é o caso do biorreator tanque agitado Bioflo utilizado por Ventini et
al. (2014).

5.3 Andlise da reprodutibilidade de cultivos em larga escala e da viabilidade do
escalonamento.

Os cultivos de células animais para producdo de biofarmacos, biomoléculas ou
mesmo para producdo de células como produto, demandam extremo rigor no
monitoramento e controle de pardmetros de processo como pH, temperatura, agitacdo e
concentracéo de gases dissolvidos (O2e COz). Para garantir tal exigéncia grandes avangos
tecnoldgicos tém sido conseguidos nos ultimos 15 anos refletindo-se na implementacéao
de novos conceitos de biorreatores e da instrumentacdo auxiliar utilizada no
monitoramento e controle dos cultivos de células.

No ambito da Engenharia de Bioprocessos € muito conhecido o fato de que os
processos bioldgicos apresentam uma reprodutibilidade baixa em funcdo dos multiplos
fatores que afetam o crescimento celular e a biossintese de um produto. No presente caso,
alguns fatores adicionais podem dificultar a reproducéo dos cultivos merecendo, portanto,
alguns comentarios que deverdo auxiliar na melhor compreensdo dos experimentos no
biorreator Wave realizados com replicata. Entre os fatores mais relevantes podem-se citar:
a) quantificacdo da expressdo da rRVGP pelo teste de ELISA, que por ser uma
metodologia baseada em interacdes imunoquimicas em uma mistura extremamente

complexa de proteinas, pode apresentar erros de até 20%.
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b) A formacdo de aglomerados celulares que podem introduzir erros consideraveis no
procedimento de contagem de células, além de provocar morte celular no interior dos
mesmos.

c) A dificuldade intrinseca de extracdo da rRVGP, que por ser uma proteina
transmembrana necessita de digestdo da membrana plasmatica com detergentes fortes
para isolamento da mesma. Esse tratamento pode modificar a estrutura terciaria da
rRVGP e provocar erro na quantificacdo pelo ELISA.

d) O biorreator Wave 2/10, por ser o modelo mais basico do fabricante GE Healthcare,
ndo é fornecido com controlador de oxigénio dissolvido. Por esta razédo a realizacdo de
experimentos com replicata torna-se mais dificil, uma vez que ndo é possivel reproduzir
com exatiddo o historico da oxigenacédo do cultivo.

A Figura 37 a seguir apresenta os resultados obtidos nos experimentos em
replicata (Experimento 7 e 8) de cultivo em larga escala da rRVGP, bem como a média
calculada das densidades celulares e da concentracdo de rRVGP para anélise da
reprodutibilidade dos cultivos em biorreator Wave.

Figura 37: Resultado dos dois experimentos de cultivo em biorreator Wave para
producéo de rRVGP.
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O Experimento 7 apresentou Xmsx de 1,07x107 cel.mL™ e pma de 0,036 hi+
0,0016, R? = 0,993 e 0 Experimento 8 apresentou e Xmax de 1,04x107 cel. mL™ e pmax de
0,035 h! + 0,0036, R? = 0,968. Analisando os valores de crescimento celular de cada
experimento ponto a ponto ao longo do tempo, evidenciam-se na Tabela 17 a seguir, 0s

seguintes resultados:

Tabela 17: Anélise do crescimento celular ao longo do tempo nos Experimentos 7 e 8

118

Concentracéo celular | Concentracao celular Valor de
h Experimento 7 Experimento 8 Teste-Tp
(cel mL™?) (cel mL™1)
0 5x10° 5x10°
24 1,01x10° 9x10° 0,701
48 2,7x10° 3,01x10° 0,392
72 6,60x10° 5,50x10° 0,143
96 9,33x10° 7,73x10° 0,067
120 1,07x107 1,03x10’ 0,758

Dessa forma, analisando as concentracGes celulares ponto a ponto, 0, 24, 48, 72,
96 e 120 h evidenciam-se que ndo existem diferencas significativas de crescimento celular
entre os Experimentos 7 e 8 (p>0,05 - Teste-t).

Em relacdo a producdo de rRVGP, o0 experimento 7 apresentou producao maxima
da rRVGP de 942,79 ng.mL™, producio maxima especifica de 7,49x10° pg.cel'mL? e
producdo total no biorreator de 0,48 mg de rRVGP e o Experimento 8 apresentou
producio maxima da rRVGP de 770,94 ng.mL, producio maxima especifica de
7,89%x10° pg.cel*mL™ e produgdo total no biorreator de 0,46 mg de rRVGP. Analisando
os valores produzidos nos dois experimentos, evidencia-se que ndo existem diferencas
significativas de producédo de rRVGP (p-valor = 0,7539, portanto p>0,05 - Teste t)

Dessa forma, com base nas andlises de concentracdo celular e producéo de rRVGP
verifica-se que a producdo da glicoproteina recombinante do virus da raiva em biorreator
Wave seguindo as condicOes apresentadas nesse trabalho, apresenta uma elevada
reprodutibilidade.

Por fim, com o objetivo de comparar o processo de cultivo em pequena escala e
larga escala, foi realizada uma analise dos experimentos realizados nas mesmas
condigdes: temperatura de 28°C; indugéo da expressdo em 72 h; meio de cultura Sf900-
I11; linhagem S2MtRVGP-H-His e in6culo de 5x10°cel.mL™. A (nica diferenca dentre os
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experimentos € o volume de trabalho, os quais corresponderam a 20 mL para os
experimentos de pequena escala em frascos Schott e 650 mL para os experimentos de
larga escala em biorreator Wave.

A Figura 38 apresenta os resultados dos experimentos realizados. Para sua
construcdo foi calculada uma meédia dos valores obtidos e o desvio padrdo para

experimentos realizados em triplicata para a pequena escala e em duplicata para a larga
escala.

Figura 38: Analise comparativa de crescimento celular e producdo de rRVGP nos
experimentos de cultivo de células S2ZMtRVGP-H-His em pequena (frasco Schott,
Visina=20 mL) e larga escala (biorreator Wave, Vfina=650 mL).
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A densidade celular maxima obtida na 120 h foi Xmax 1,05x107 cel.mL® no cultivo
em larga escala e Xmax 1,15%107 cel.mL™ no cultivo em pequena escala. A Tabela 18 a
seguir evidencia os resultados de analise comparativa de crescimento celular ponto a
ponto ao longo do tempo.
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Tabela 18: Anélise do crescimento celular ao longo do tempo nos experimentos de
pequena e larga escala.

120

Concentracao celular

Concentracéo celular

. 0 Valor dep
h meédia em larga escala | média em pequena escala Teste-T
(cel mL™?) (cel mL1)

0 5x10° 5x10°

24 9,55x10° 5,46x10° 0,067
48 2,86x10° 2,19x10° 0,039
72 6,05x10° 5,54x10° 0,529
96 8,53x10° 8,10x10° 0,691
120 1,05x10’ 1,15%10’ 0,267

pequena e larga escala ndo apresentaram diferengas significativas, exceto no ponto 48 h
(p>0,05 - teste-t para os pontos 24 h, 72 h, 96 h e 120 h e p<0,05 para o ponto 48 h). Com
isso, através de uma analise mais detalhada da curva de crescimento celular podemos

observar a Figura 39, que apresenta uma analise dos resultados das curvas nos intervalos

iniciais de cultivo.

Figura 39: Comparagéo do crescimento celular nas primeiras 72 horas de cultivo em

frascos Schott e biorreator Wave.
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Uma andlise da Figura 39, em especial do trecho de 0 a 48 h, mostra uma menor
semelhanca no comportamento dos cultivos em diferentes escalas. Em 24 h n&o houve
diferenca significativa (p = 0,067, portanto p>0,05 - Teste-t) provavelmente devido ao
desvio padrdo associado. No entanto, em 48 h houve diferenca significativa (p = 0,039,
portanto p<0,05 - Teste-t). Essa diferenca também foi observada durante os experimentos
em frascos Schott, de forma que as células de Drosophila melanogaster S2 por serem
semi-aderentes, podem ser facilmente adaptadas a cultivos em suspensdo. Com
frequéncia observou-se que quando as células da fase aderente em frascos T eram
passadas para a fase suspensa em frascos Schott, notava-se a existéncia de uma fase lag
no inicio do cultivo, o que ndo ocorria quando as células suspensas de frasco Schott eram
passadas para continuarem suspensas em biorreator Wave. Dessa forma, o estudo
confirmou as evidéncias laboratoriais de que a linhagens S2 apresenta uma pequena fase
lag quando é adaptada a forma suspensa a partir de sua fase aderente.

Em termos industriais essa evidéncia se reveste de grande importéncia, visto que
uma fase lag no inicio do cultivo em um processo industrial pode implicar em prejuizos
econémicos por causa de tempos mortos ou improdutivos. Esse problema pode ser
resolvido facilmente mediante o preparo de um pré-inéculo com as células S2MtRVGP-
H-His em suspensdo para que posteriormente sejam inoculadas no biorreator industrial.

Em relacdo as concentracdes de glicoproteina, a produ¢do méaxima do cultivo em
larga escala foi 856,86 ng/mL e do cultivo em pequena escala foi 984,96 ng/mL. Esses
resultados ndo apresentaram diferencas significativas (p = 0,816, portanto p>0,05 -
Teste-t).

Dessa forma, com a analise do escalonamento de uma maneira global, ficou
evidente que durante o desenvolvimento dos experimentos em pequena para a larga escala
ndo ocorreram diferencas significativas de crescimento celular e producdo de rRVGP.
Além disso, o processo ndo gerou grandes dificuldades e apresentou um aumento de

escala favoravel, gerando, portanto, uma boa perspectiva de escalonamento.

121



CONCLUSAO

6 CONCLUSAO

As conclusfes sobre a pesquisa realizada séo as seguintes:

a) A andlise da influéncia da temperatura nos valores de 22, 25 e 28 °C para producéo de
rRVGP pela linhagem S2MtRVGP-H-His cultivada em frascos Schott revelou que a mais
alta é a mais apropriada para essa finalidade.

b) O estudo da influéncia do tempo de indu¢do com CuSO4 com valores de 0, 24, 48 e 72
horas na expressdo de rRVGP acumulada no cultivo da célula S2MtRVGP-H-His

mostrou que o tempo ideal para maximizar a expressao € o de 72 horas.

c) A comparacdo das caracteristicas de crescimento celular entre a célula selvagem e a
recombinante mostrou cinéticas diferentes, mesmo na auséncia de indugdo com CuSQa.
No entanto as células S2MtRVGP-H-His, quando ativadas com CuSOas, demonstraram
satisfatorios resultados de crescimento celular e producdo de rRVGP. Esse perfil de
comportamento leva a crer que a modificagcdo genética ndo gerou alteracdes prejudiciais

a fisiologia celular da célula S2.

d) Foram encontrados poucos dados na literatura sobre a utilizacdo do meio de cultura Sf-
900 I1I, um meio de cultura desenvolvido, a principio, para cultivo de células de
Spodoptera frugiperda. No entanto, foi demonstrada neste trabalho a capacidade para ser
utilizado no cultivo de células Drosophila melanogaster S2, uma vez que foi capaz de
propiciar boas condi¢cbes para a expansdo celular e producdo da rRVGP. Porém,

percebeu-se que a concentracdo de glicose estd em niveis muito elevados.

e) Em relagéo a producgdo da rRVGP em larga escala utilizando o biorreator Wave como
alternativa moderna e econdémica com relacdo aos equipamentos convencionais, como 0
biorreator de tanque agitado, demonstrou-se a viabilidade de um processo de cultivo de

boa reprodutibilidade e com grande potencial de escalonamento.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Analisar o perfil de glicosilacdo das glicoproteinas produzidas para comparar com
outros sistemas de expresséo.

2. Realizar experimentos com controle de oxigénio dissolvido para verificar uma
possivel influéncia na eficiéncia do bioprocesso, seja em termos de rendimento,
seja em termos qualidade da rRVGP.

3. Realizar estudos de transferéncia de oxigénio em biorreator Wave.
4. Realizar experimentos no modo batelada alimentada no biorreator Wave com o
intuito e estender mais a fase de indugdo com CuSO4 e aumentar as possibilidades

de acimulo de maiores quantidades de rRVGP.

5. Dar continuidade aos estudos de escalonamento de cultivos no biorreator Wave
numa etapa de operacdo com a Cellbag de 3L.
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Apéndice A:

Crescimento celular

Apéndice A: Crescimento celular

Tabela A.1: Valores experimentais obtidos no Experimento 1. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com inducgdo por CUSO4 em frasco Schott (Vfrasco=100
ML;Virabaiho=20 ML), a 28 °C, com agitagdo de 100 rpm e inducéo a 72 h de cultivo.

Tempo Densidade de células Densidade de celulas Viabilidade celular
(h) vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)
0 5,00E+05 5,04E+04 90,84
24 9,70E+05 1,31E+05 88,10
48 2,70E+06 1,56E+05 94,54
72 5,60E+06 3,81E+05 93,63
96 8,95E+06 1,21E+06 88,09
120 1,06E+07 8,12E+05 92,88
144 1,28E+07 4,12E+05 96,88
168 1,30E+07 1,16E+06 91,81
192 1,49E+07 1,18E+06 92,66

Tabela A.2: Valores experimentais obtidos no Experimento 2. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com inducdo por CUSO4 em frasco Schott (Vfrasco=100
ML;Virabaiho=20 mL), a 25 °C, com agitacdo de 100 rpm e inducéo a 72 h de cultivo.

Densidade de células

Densidade de células

Viabilidade celular

Tempo () vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)
0 5,00E+05 1,65E+05 75,19
24 9,43E+05 2,50E+05 79,04
48 2,60E+06 - -
72 5,70E+06 4,10E+05 93,29
96 7,80E+06 2,50E+05 96,89
120 9,80E+06 1,20E+06 89,09
144 1,22E+07 1,91E+06 86,46
168 1,19E+07 1,65E+06 87,82
192 1,82E+07 2,03E+06 89,97

Tabela A.3: Valores experimentais obtidos no Experimento 3. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com inducdo por CUSO4 em frasco Schott (Vfrasco=100
ML;Virabaho=20 mL), a 22 °C, com agitacdo de 100 rpm e inducdo a 72 h de cultivo.

Tempo (h) Dens_idade de células | Densidade de células Viabilidade celular
vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)

0 5,00E+05 1,34E+05 78,86
24 5,75E+05 1,87E+05 75,46
48 1,28E+06 2,50E+05 83,66
72 2,19E+06 2,93E+05 88,20
96 5,60E+06 1,15E+06 82,96
120 7,75E+06 7,25E+05 91,45
144 9,56E+06 7,81E+05 92,45
168 1,27E+07 9,50E+05 93,04
192 8,10E+06 5,33E+06 60,31
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Apéndice A: Crescimento celular

Tabela A.4: Valores experimentais obtidos no Experimento 4. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com indugéo por CUSO4 em frasco Schott (Vrasco= 100 mL;
Virabalho=20 mL), a 28°C, com agitacdo de 100 rpm e inducdo a 0 h de cultivo.

Tempo (h) Dens_idade de células | Densidade de células Viabilidade celular
vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)

0 5,00E+05 8,40E+04 85,62
24 3,94E+05 3,56E+05 52,50
48 8,69E+05 3,44E+05 71,65
72 1,99E+06 4,69E+05 80,92
96 2,91E+06 5,31E+05 84,57
120 4, 93E+06 3,31E+05 93,71
144 8,01E+06 3,81E+05 95,45
168 8,98E+06 4, 50E+05 95,23
192 1,01E+07 7,88E+05 92,76

Tabela A.5: Valores experimentais obtidos no Experimento 5. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com indugdo por CUSO4 em frasco Schott (Virasco= 100 mL;
Virabalho=20 mL), a 28°C, com agitagdo de 100 rpm e inducdo a 24 h de cultivo.

Tempo (h) Dens_idade de células | Densidade de células | Viabilidade celular
vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)

0 5,00E+05 8,26E+04 85,82
24 7,00E+05 3,56E+05 66,27
48 1,44E+06 2,31E+05 86,16
72 2,83E+06 4,81E+05 85,47
96 3,69E+06 5,94E+05 86,14
120 5,89E+06 4,06E+05 93,55
144 7,45E+06 4,81E+05 93,93
168 8,28E+06 6,31E+05 92,92
192 9,04E+06 6,63E+05 93,17

Tabela A.6: Valores experimentais obtidos no Experimento 6. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com indugdo por CUSO4 em frasco Schott (Virasco= 100 mL;
Virabaiho=20 mL), a 28°C, com agitagdo de 100 rpm e inducdo a 48 h de cultivo.

Tempo (h) Dens_idade de células | Densidade de células | Viabilidade celular
vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)

0 5,00E+05 1,18E+05 80,96
24 1,10E+06 2,00E+05 84,62
48 1,73E+06 2,25E+05 88,49
72 2,60E+06 1,13E+05 95,85
96 3,24E+06 6,19E+05 83,97
120 4,69E+06 3,25E+05 93,52
144 6,43E+06 4 50E+05 93,46
168 6,45E+06 6,69E+05 90,61
192 7,21E+06 6,50E+05 91,73
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Apéndice A: Crescimento celular

Tabela A.7. Valores experimentais obtidos no Experimento 7. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag
de 1 L de volume de trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condi¢des: indculo
de 5x10° cel.mL™?, temperatura de 28°, concentragdo de oxigénio dissolvido proxima de
65%, pH 6,25, agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSOg foi de72 h.

Tempo (h) Dens_idade de células | Densidade de células | Viabilidade celular
vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)

0 5,00E+05 8,69E+04 85,19

24 1,01E+06 4,31E+05 70,13

48 2,79E+06 7,31E+05 79,22

72 6,6 7TE+06 4,25E+05 94,01

96 9,34E+06 5,50E+05 94,44
120 1,07E+07 5,69E+05 94,95

Tabela A.8. Valores experimentais obtidos no Experimento 8. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag
de 1L de volume de trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condic¢des: indculo
de 5x10° cel.mL?, temperatura de 28°, concentragdo de oxigénio dissolvido proxima de
65%, pH 6,25, agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSO4 foi de72 h.

Tempo (h) Dens_idade de células | Densidade de células | Viabilidade celular
vivas (cel/mL) mortas (cel/mL) (%)

0 5,00E+05 4,62E+03 95,24

24 9,00E+05 2,50E+04 97,30

48 3,01E+06 3,75E+04 98,77

72 5,51E+06 6,88E+04 98,77

96 7,74E+06 8,75E+04 98,88
120 1,04E+07 1,38E+05 98,69
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Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Tabela B.1: Valores experimentais de producdo de rRVGP obtidos no Experimento 1.
Cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192 h com inducdo por CUSO4 em frasco
Schott (Mfrasco=100 mML;Virabaiho=20 mL), a 28 °C, com agitacdo de 100 rpm e inducdo a

72 h de cultivo.

Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Valores de densidade 6ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

Temoo DO Desvio Valor obtido de | Concentracdo de
(h)p DO1|DO?2 média | Padrio rRVGP (ng/mL) | rRVGP no cultivo
em 10E+06 células (ng/mL)
72 ]0,012|0,011| 0,012 | 0,001 6,011 33,656
96 |0,060|0,063| 0,062 | 0,002 25,644 229,478
120 |0,104|0,114| 0,109 | 0,007 47,217 500,532
144 10,135|0,137| 0,136 | 0,001 60,638 776,192
168 ]0,169|0,161| 0,165 | 0,006 75,911 986,830
192 |0,122]0,111| 0,117 | 0,008 50,865 757,814
Curva Padréo do Teste de Elisa — quantifica¢cdo da rRVGP
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500 Y= -447,03x3 + 712,42x% + 342,71x + 1,9767
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Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Tabela B.2: Valores experimentais de producdo de rRVGP obtidos no Experimento 2.
Cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192 h com induc¢do por CUSO4 em frasco
Schott (Virasco=100 mL;Virabano=20 mL), a 25 °C, com agitagdo de 100 rpm e indugéo a
72 h de cultivo.

Valores de densidade 6ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

DO | Desvio Valor obtido de Concentracéo
Tempo (h)| DO1 |DO2 média | Padrio rRVGP (ng/mL) em | de rRVGP no
10E+06 células | cultivo (ng/mL)

72 0,007 |0,005| 0,006 | 0,001 2,878 16,416
96 0,042 10,033| 0,038 | 0,006 24,232 188,994
120 0,053 |0,034| 0,044 | 0,013 28,263 293,904
144 0,056 |0,037| 0,047 | 0,013 30,275 369,294
168 0,101 |0,059| 0,080 | 0,030 52,607 626,059
192 0,049 |0,053| 0,051 | 0,003 33,288 605,878

Curva Padrao do Teste de Elisa — quantificacdo da rRVGP
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Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Tabela B.3.: Valores experimentais de producdo de rRVGP obtidos no Experimento 3.
Cultivo de células S2MtRVGP-H-His por 192 h com induc¢do por CUSO4 em frasco
Schott (Virasco=100 mL;Virabano=20 mL), a 22 °C, com agitagdo de 100 rpm e indugéo a
96 h de cultivo.

Valores de densidade 6ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

Desvio Valor obtido de | Concentracao
Tempo (h) | DO 1 | DO 2 | DO média Padrio rRVGP (ng/mL) | derRVGP no
em 10E+06 células | cultivo (ng/mL)
96 0,006 | 0,004 | 0,005 0,001 2,910 16,294
120 0,015(0,018| 0,008 0,002 3,959 30,686
144 0,009 | 0,006 | 0,092 0,001 39,539 377,988
168 0,092 10,091| 0,087 0,012 37,401 474,997
192 0,026 | 0,024 | 0,025 0,001 11,321 91,697
Curva Padrao do Teste de Elisa — quantificacdo da rRVGP
600
¥ 83.263x3 + 33,649x2 + 419,47x + 0,8115 .
Rz=1
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Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Tabela B.4: Valores experimentais obtidos no Experimento 4. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com indugdo por CUSO4em frasco Schott (Vrasco= 100 mL;
Virabaiho=20 mL), a 28°C, com agitagédo de 100 rpm e inducdo a 0 h de cultivo.

Valores de densidade ¢ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

| Desvio Valor obtido de | Concentragdo
Tempo (h) | DO 1 | DO 2 | DO média Padrio rRVGP (ng/mL) | derRVGP no
em 10E+06 células | cultivo (ng/mL)
0 - - - - - -
24 - - - - - -
48 0,032 (0,054 | 0,043 0,015 10,650 9,244
72 0,019 /0,017 | 0,018 0,001 5119 10,136
96 0,023 0,023| 0,023 0 5,119 10,136
120 0,069 | 0,067 | 0,068 0,001 16,187 79,801
144 0,013 /0,015| 0,014 0,001 4,235 33,878
168 0,057 10,049 | 0,053 0,005 12,864 115,390
192 0,065 | 0,068 | 0,066 0,002 15,854 158,544

Curva Padrao do Teste de Elisa — quantificacdo da rRVGP
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Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Tabela B.5: Valores experimentais obtidos no Experimento 5. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com indugdo por CUSO4em frasco Schott (Vrasco= 100 mL;
Virabalho=20 mL), a 28°C, com agitacdo de 100 rpm e inducdo a 24 h de cultivo.

Valores de densidade ¢ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

| Desvio Valor obtido de | Concentragdo

Tempo (h) | DO 1 | DO 2 | DO média Padrio rRVGP (ng/mL) | derRVGP no

em 10E+06 células | cultivo (ng/mL)
24 0,033 0,037| 0,035 0,003 8,880 6,660
48 0,048 | 0,076 | 0,062 0,020 14,857 21,395
72 0,033 0,032 | 0,0325 0,001 8,327 23,565
96 0,063 | 0,07 | 0,0665 0,005 15,854 58,503
120 0,072 0,071 | 0,0715 0,001 16,963 99,910
144 0,026 | 0,024 | 0,025 0,001 6,668 49,675
168 0,023 0,026 | 0,024 0,002 6,447 54,293
192 0,051 |0,051| 0,051 0 12,421 112,228

Curva Padréo do Teste de Elisa — quantificagcdo da rRVGP
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Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Tabela B.6: Valores experimentais obtidos no Experimento 6. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 192 h com indugdo por CUSO4em frasco Schott (Vrasco= 100 mL;
Virabalho=20 mL), a 28°C, com agitacdo de 100 rpm e inducdo a 48 h de cultivo.

Valores de densidade ¢ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

| Desvio Valor obtido de | Concentragdo

Tempo (h) | DO 1 | DO 2 | DO média Padrio rRVGP (ng/mL) | derRVGP no

em 10E+06 células | cultivo (ng/mL)
48 0,020 | 0,018| 0,019 0,001 5,341 9,239
72 0,029 |10,031| 0,03 0,001 7,774 20,212
96 0,022 10,029 | 0,0255 0,005 6,779 21,962
120 0,034 10,033 | 0,0335 0,001 8,548 40,091
144 0,020 | 0,020 | 0,020 0 5,562 35,762
168 0,019 |0,013| 0,016 0,004 4,677 30,167
192 0,041 /0,040 | 0,040 0,001 10,097 72,800

Curva Padrao do Teste de Elisa — quantificacdo da rRVGP
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Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Tabela B.7. Valores experimentais obtidos no Experimento 7. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag
de 1L de volume de trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condig¢des: indculo
de 5x10° cel.mL™?, temperatura de 28°, concentragdo de oxigénio dissolvido proxima de
65%, pH 6,25, agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSOg4 foi de72 h.

Valores de densidade 6ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

Valor obtido de | Concentracao

Tempo (h) | DO 1 | DO 2 | DO média Eaeg;’a'g rRVGP (ng/mL) | de rRVGP no
em 10E+06 células | cultivo (ng/mL)
72 |0,121|0,085| 0,103 | 0,025 42,770 192,29
96 | 0,064|0,094| 0,079 | 0,021 24,426 336,28
120 |0,189/0,151]| 0,170 | 0,027 88,11 942,79

Curva Padrao do Teste de Elisa — quantificacdo da rRVGP
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Tabela B.8. Valores experimentais obtidos no Experimento 8. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag
de 1L de volume de trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condig¢des: indculo
de 5x10° cel.mL™?, temperatura de 28°, concentragdo de oxigénio dissolvido proxima de
65%, pH 6,25, agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSOg foi de72 h.

Apéndice B: Quantificacdo de rRVGP

Valores de densidade 6ptica (DO) associadas a cada valor de rRVGP.

| Desvio Valor obtido de | Concentracao

Tempo (h) | DO 1 | DO 2 | DO média Padrio rRVGP (ng/mL) | derRVGP no

em 10E+06 células | cultivo (ng/mL)
72 0,019 |1 0,023| 0,021 0,003 10,891 59,968
96 0,034 (0,204 | 0,119 0,120 17,663 136,670
120 0,070 (0,187 | 1,129 0,083 74,218 770,940

Curva Padrao do Teste de Elisa — quantificacdo da rRVGP
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Apéndice C: Consumo de substratos e formacéo de produtos

Tabela C.1: Valores experimentais de consumo de substratos e formagdo de produtos
obtidos no Experimento 1. Cultivo de células S2ZMtRVGP-H-His por 192h com indugéo
por CUSO4 em frasco Schott (Vrasco=100 mML;Virabaino=20 mL), & 28 °C, com agitacdo de
100 rpm e inducédo a 72 h de cultivo.

Substratos/ Tempo (h)

Produtos (MM) | 0h 48 h 96 h 144 h 192 h
asp 6,516 6,416 5,891 6,234 4,76

glu 7,145 7,362 6,184 5,36 3,502
asn 10,22 10,725 7,896 4,543 1,932

ser 3,154 3,513 2,665 2,258 1,495

gln 8,047 6,651 3,659 2,477 1,893

gli 2,781 3,159 2,752 2,56 2,151

his 1,431 1,646 1,505 1,557 1,485

arg 4,576 5,228 4,836 5,035 4,603

thr 2,174 2,241 1,684 1,514 1,24

ala 0,86 6,564 13,638 19,797 20,253

pro 5,009 5,13 3,025 1,608 0,736

tyr 1,286 1,423 1,265 1,215 1,027

val 4,934 5,461 4,674 4,023 3,075
met 6,808 7,975 7,516 7,495 7,059
cys 0,738 0,609 0,43 0,389 0,163

ile 5,925 6,49 4,843 3,288 1,764

leu 2,537 2,748 1,979 1,107 0,357
phe 6,089 7,115 6,737 6,95 6,701

lis 3,166 3,53 3,085 2,762 2,368
glicose 54,9 52,8 46,0 35,7 19,6
lactato 0,14 0,118 0,14 0,16 0,16
amonia (mg/L) 1,66 2,08 3,52 5,48 6,42




Tabela C.2: Valores experimentais de consumo de substratos e formacdo de produtos
obtidos no Experimento 2. Cultivo de células S2ZMtRVGP-H-His por 192h com indugéo
por CUSO4 em frasco Schott (Vrasco=100 mML;Virabaino=20 mL), & 25 °C, com agitacdo de

Apéndice C: Consumo de substratos e formacao de produtos

100 rpm e inducdo a 72 h de cultivo.

Substratos/ Tempo (h)

Produtos (mM) | Oh 48 h 96 h 144 h 192 h
asp 7,44 7,45 7,47 7,48 7,49

glu 8,5 7,24 6,98 5,41 6,79
asn 11,71 9,52 7,60 2,89 0,81

ser 4,36 3,3 2,98 2,05 1,47

gin 10,56 7,05 4,42 2,33 1,68

gli 4,25 4,17 3,95 2,98 2,69

his 2,14 1,75 1,79 1,46 1,39

arg 6,07 4,88 5,10 4,42 4,66

thr 3,32 3,08 2,29 1,52 1,2
ala 1,29 5,45 16,15 20,15 24,73

pro 6,46 4,02 3,13 1,12 0,42

tyr 1,97 1,78 1,60 1,26 1,35

val 7,31 6,38 5,82 4,5 3,94
met 9,69 8,6 9,06 7,12 7,58
Ccys 0,67 0,46 0,29 0,17 0,07

ile 8,68 7,35 4,64 3,71 2,96

leu 3,8 3,04 2,27 1,17 0,84
phe 9,36 8,28 8,11 7,3 7,92

lis 4,89 4,14 3,64 3,31 2,99

trp 0,7 0,61 0,57 0,51 0,85
glicose 52,0 49,3 45,3 36,4 20,2
lactato 0,11 0,15 0,14 0,16 0,29
amonia (mg/L) | 2,21 3,71 6,96 11,2 13,2
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Tabela C.3: Valores experimentais de consumo de substratos e formacéo de produtos
obtidos no Experimento 3. Cultivo de células S2ZMtRVGP-H-His por 192h com indugéo
por CUSO4 em frasco Schott (Vrasco=100 mML;Virabaino=20 mL), & 22 °C, com agitacdo de
100 rpm e inducédo a 96 h de cultivo.

Substratos/ Tempo (h)

Produtos (mM) Oh 48 h 96 h 144 h 192 h
asp 5,929 5,543 5,026 5,19 5,501
glu 6,564 5,921 5,258 4,578 4,02
asn 9,964 8,983 7,811 5,659 3,083
ser 2,816 2,915 2,587 2,215 1,513
gln 8,317 6,558 4,449 3,128 2,517
gly 3,695 3,55 3,178 2,939 2,519
his 1,656 1,625 1,529 1,484 1,391
arg 4,567 4,44 4,258 4,282 4,198
thr 2,077 1,992 1,716 1,493 1,168
ala 1,046 4,512 9,152 15,039 17,685
pro 5,553 5,077 3,957 2,618 1,525
tyr 1,652 1,624 1,488 1,416 1,195
val 6,18 5,941 5,346 4,679 3,409
met 7,871 7,669 7,36 7,201 6,579
cys 0,461 0,4 0,264 0,201 0,119
ile 7,296 6,859 5,731 4,142 2,156
leu 3,063 2,797 2,257 1,493 0,591
phe 7,559 7,43 7,172 7,183 6,729
trp 0,649 0,632 0,623 0,622 0,556
lis 3,442 3,199 3,02 2,809 2,418

glicose 50,1 48,15 45,6 41,15 31,75
lactato 0,17 0,24 0,21 0,18 0,16
amonia (mg/L) 2,37 3,25 4,76 7,46 11,2




Apéndice C: Consumo de substratos e formacao de produtos

Tabela C.4: Valores experimentais obtidos no Experimento 7. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag
de 1L de volume de trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condig¢des: indculo
de 5x10° cel.mL™?, temperatura de 28°, concentragdo de oxigénio dissolvido proxima de
65%, pH 6,25, agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSOg4 foi de72 h.

Substratos/ Tempo (h)
Produtos

(mM) 0 24 48 72 96 120
asp 5,675 5,775 6,122 6,365 6,089 5,168
glu 6,014 6,044 6,152 5,785 5,052 3,959
asn 13,429 12,855 12,655 11,162 8,33 3,602
ser 2,443 2,273 2,921 2,278 2,337 1,742
gln 8,22 6,93 6,714 4,477 2,674 1,209
gly 3,1 2,936 3,053 2,788 2,717 2,377
his 1,357 1,367 1,437 1,34 1,352 1,224
arg 3,769 3,796 3,996 3,922 3,865 3,847
thr 1,535 1,435 1,457 1,377 1,332 0,955
ala 0,881 2,632 - 9,28 13,769 18,966
pro 4,364 3,971 4,924 2,635 1,765 1,057
tyr 1,189 1,202 1,247 1,204 1,061 1,072
val 3,926 3,817 3,835 3,609 3,23 2,982
met 5,8 5,645 5,954 577 0,471 5,478
cys 0,329 0,332 0,314 0,214 0,197 0,218
ile 5,272 4,917 4,758 4,231 3,457 2,879
leu 2,127 2,015 1,919 1,614 1,22 0,953
phe 5,281 5,18 5,378 5,312 5,148 0,062
lis 2,1 2,087 2,043 2,049 1,902 1,947

glicose 52,6 51,2 46,2 42,2 439 35,8

lactato 0,02 0,03 0,02 0,02 0,05 0,19

amonia

(mg/L) 7,9 14 17 24 30 39
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Apéndice C: Consumo de substratos e formacao de produtos

Tabela C.5: Valores experimentais obtidos no Experimento 8. Cultivo de células
S2MtRVGP-H-His por 120 h em biorreator Wave, com volume de 650 mL em Cellbag
de 1L de volume de trabalho. O biorreator foi iniciado nas seguintes condig¢des: indculo
de 5x10° cel.mL™?, temperatura de 28°, concentragdo de oxigénio dissolvido proxima de
65%, pH 6,25, agitacdo 20 rpm e angulo de 8°. O tempo da adi¢do de CuSOg foi de72 h.

Substratos/ Tempo (h)
Produtos
(mM) 0 24 48 72 96 120
asp 5,597 4,416 4,010 5,052 4,589 3,421
glu 6,386 5,569 4,951 5,551 4,689 3,272
asn 11,099 11,040 9,793 9,401 7,323 3,415
ser 3,021 3,161 2,881 2,582 2,321 1,561
gin 7,867 7,060 5,598 4,282 2,900 1,234
gly 2,873 3,125 2,962 2,832 2,669 2,030
his 1,310 1,412 1,342 1,346 1,321 1,024
arg 4,151 4,441 3,992 4,021 3,982 3,192
thr 2,161 2,681 2,931 2,781 3,210 2,019
ala 0,947 3,239 5,490 8,983 14,289 15,535
pro 4,132 4,237 3,766 2,735 2,109 0,986
tyr 0,230 0,210 0,276 1,419 1,389 1,107
val 1,157 1,167 1,164 4,789 4,731 3,534
met 7,691 7,612 7,761 7,006 7,221 5,751
Cys 0,389 0,300 0,315 0,264 0,283 0,218
ile 6,534 6,599 6,329 5,418 5,013 3,475
leu 2,730 2,543 2,522 2,018 1,793 1,136
phe 6,749 6,772 6,861 6,319 6,583 5,414
lis 2,341 2,341 2,295 2,358 2,267 2,097
glicose 54,5 52,9 51,6 49,2 454 38,3
lactato 0,018 0,015 0,014 0,016 0,017 0,014
amonia 11,7 15,3 16,4 223 28,2 38,8
(mg/L)
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