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Resumo

O cancer ¢ uma das doengas que mais causa mortes no mundo, para seu tratamento se
destacam, métodos cirurgicos, quimioterapéuticos e radioterapéuticos, os quais, nem sempre
sao eficientes, sao de alto custo, de longa duracao e podem trazer diversos efeitos adversos ao
paciente. Com o intuito buscar novas metodologias, a imunoterapia, tratamento baseado na
estimulagdo do sistema imune para o controle do cancer, tem sido uma das mais interessantes.
Um dos métodos imunoterapéuticos mais utilizados ¢ o uso anticorpos monoclonais (mAbs),
que sao glicoproteinas de alta especificidade, a qual j& apresenta resultados positivos para
doencas como esclerose multipla e cancer de mama. Este trabalho teve como objetivo a
otimizacao do cultivo de hibridomas PC-61 em biorreator do tipo spinner para a producao do
mADb anti-CD25, com meio comercial livre de soro (SFM - Serum Free Medium) e com meio
RPMI, suplementado com soro fetal bovino (SFB), utilizado como controle. Foram utilizados
dois modos de operagao: batelada e batelada alimentada, a fim de se comparar e propor uma
melhor metodologia de cultivo. Além disso, foi feito a purificagdo desses anticorpos utilizando
as técnicas de cromatografia de troca i0nica e imunoprecipitacdo com proteina G em Sepharose.
Como resultado, por meio do cultivo em batelada foi possivel identificar o comportamento das
células e estipular as melhores condi¢des para realizar o cultivo em batelada alimentada. E
assim, foi possivel prolongar a fase pré-estaciondria do cultivo onde observou-se maior
producdo de anticorpo monoclonal. O meio SFM apresentou os melhores resultados, em
comparagdao ao RPMI (com SFB), no cultivo em batelada, e verificou-se que a producao de
mAbs no SFM, foi 3 vezes maior do que no RPMI (com SFB). Além disso, através destes
cultivos, notou-se que as cé¢lulas direcionam o seu metabolismo para produzir o anticorpo
quando o nivel de nutrientes no meio de cultivo ¢ reduzido, e condigdes de estresse (sem
ocasionar a morte celular) podem levar a uma produ¢ao maior de anticorpo. Quanto a
purificacdo, a técnica de imunoprecipitagdo com proteina G se mostrou bastante eficiente,
principalmente para a separacao dos anticorpos presentes no sobrenadante do cultivo com SFM,
que possui baixo teor proteico. Portanto, a utilizacdo do meio SFM ¢ uma 6tima alternativa em
comparagdo aos meios de cultivo suplementados com SBF, uma vez que, em determinada
condig¢do, permite a obtencao de maiores quantidades de anticorpo, e garante maior facilidade

na aplicacao de técnicas de purificacao, diminuindo os custos da produgao.

Palavras-chaves: imunoterapia, anticorpo monoclonal anti-CD25, soro fetal bovino.



Abstract

Cancer is one of the deadliest diseases in the world. Its treatment includes surgical,
chemotherapeutic and radiotherapeutic methods, which, although efficient, are expensive, long
and can have several side effects to the patient. In order to seek new methodologies,
immunotherapy, a treatment based on stimulation of the immune system to control cancer, has
been one of the most interesting. One of the most used immunotherapeutic methods for this
purpose is based on the use of monoclonal antibodies (mAbs), high specificity glycoproteins
that are gaining space and arousing interest due to the positive results have already obtained for
different diseases, such as multiple sclerosis and breast cancer. The objective of this work was
to optimize the culture of PC-61 hybridomas in spinner flask for the production of the anti-
CD25 mAb, with serum free commercial medium (SFM) and with RPMI medium
supplemented with fetal bovine serum (FBS), used as control. Two modes of operation were
used: batch and fed batch, in order to compare the results and propose a better methodology of
cultivation. In addition, the purification of the antibodies was done using the techniques of ion
exchange chromatography and immunoprecipitation with protein G in Sepharose. As a result,
by batch culture, it was possible to identify the behavior of the cells and to stipulate the best
conditions to carry out batch culture. Thus, it was possible to prolong the pre-stationary phase
of the culture where a higher production of monoclonal antibody was observed. The SFM
medium presented the best results compared to RPMI (with FBS) in batch culture, it was found
that the production of mAbs in SFM was 3 times higher than in RPMI (with FBS). Furthermore,
through these cultures, cells have been noted to direct their metabolism to produce the antibody
when the nutrient level in the culture medium is reduced, and stress conditions (without causing
cell death) can lead to increased production of antibody. In relation to purification, the
immunoprecipitation technique with G protein proved to be very efficient, mainly for the
separation of the antibodies present in the supernatant of the SFM culture, which has low protein
content. Therefore, the use of the SFM medium is a great alternative to the culture media
supplemented with FBS, since, in certain conditions, it allows the obtaining of larger amounts
of antibody, and ensures greater ease in the application of purification techniques, reducing

production costs.

Key words: immunotherapy, anti-CD25 monoclonal antibody, fetal bovine serum
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte em todo o mundo, em 2015 foi
responsavel por 8,8 milhdes de mortes, ficando atras apenas das doencas cardiacas (ONUBR,
2018). O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que até o final de 2018, cerca de 600 mil
casos de cancer sejam diagnosticados no ano, sendo os canceres de prostata e mama os mais
incidentes (INCA, 2018). Estes numeros mostram que a luta contra cancer esta longe de
terminar € novas pesquisas sao de extrema importancia afim de se obter novos tratamentos que
possam beneficiar o0 maior nimero de pessoas.

Um dos tratamentos alternativos para cancer que vem se destacando ¢ a imunoterapia,
tratamento bioldgico que visa potencializar o sistema imunologico de maneira que este possa
combater infecgdes e outras doengas (DOUGAN e DRANOFF, 2009; MELLMAN et al.,
2011). A imunoterapia na ultima década tem mostrado resultados muito promissores para o
tratamento e cura de diversas doengas, como Linfoma ndo—Hodgkin e esclerose multipla
(ROLAND, 2012) e por isso vem sendo bastante noticiada nos meios de comunica¢ao nos
ultimos anos (DINE et al., 2017; OISETH et al., 2017). Entretanto, mesmo com 0s avangos em
relagdo a imunoterapia, sdo necessarios mais estudos neste campo, visto que o sistema imune ¢
muito complexo e sua compreensao ainda ¢ incompleta (DINE ez al., 2017).

As duas doencas anteriormente citadas, linfoma nao—Hodgkin e esclerose multipla,
tém o seu tratamento baseado no uso de anticorpos monoclonais (mAbs), um dos métodos da
imunoterapia mais utilizados e investigados atualmente (GRANIER et al/, 2016; REICHERT e
DHIMOLEA, 2012; SAEED et al, 2017).

Os mAbs sdo glicoproteinas, de alta especificidade e produzidos a partir de
hibridomas, células hibridas formadas pela fusdo entre células do mieloma e de linfécitos B
proveniente de um animal previamente imunizado com o antigeno de interesse. Esta técnica foi
desenvolvida por Kohler e Milstein em 1975, e permitiu o aumento e o aperfeigoamento de
diversas técnicas e aplicagdes na area biomédica (KOHLER E MILSTEIN,1975).

O surgimento dos hibridomas engrenou um grande niamero de estudos, permitindo que
os mAbs fossem colocados no mercado no inicio de 1990, e espera-se que até 2020, esteja
disponivel 70 produtos para uso, para diferentes tratamentos, entre cancer e rejeicao de
transplantes (ECKER et al., 2015; SHEPARD et al., 2017)

Um mAb que vem recebendo notédvel interesse na terapia do cancer ¢ o anti-CD25
(BIELEKOVA et al.,2011; RECH et al., 2012; WALSH et al, 2013). Este mAb apresenta um
papel importante em estudos sobre a funcdo das células T regulatorias (Treg) em imunoterapias

dirigidas para o tratamento de tumores ¢ doengas autoimunes (FLYNN e HARTLEY, 207)
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O mAb anti-CD25 se mostrou capaz de promover a regressao de diferentes tumores
por causar, in vivo, a deple¢do de células Tre CD4"CD25"Foxp3™ (HONG et al., 2010;
ONIZUKA et al., 1999; ZOU, 2006) por meio do bloqueio da porcao alfa do receptor de
interleucina - 2 (IL-2) presente na membrana plasmatica destas células (HONG et al., 2010;
ONIZUKA et al., 1999; SETIADY, et al, 2010; RECH et al., 2012).

As células Try, CD4"CD25'Foxp3™ estdo presentes em grandes quantidades em
microambientes tumorais € sdo responsaveis pela imuno homeostase, assim a auséncia destas
células provocada pelo mAb, ocasiona um desequilibrio e permite que o sistema imune
reconheca as células anormais e as ataque (BETTS et al., 2006; HUSS et al, 2016; SEATIADY,
et al, 2010). Mesmo com potencial antitumoral, o uso do mAb possibilita o aparecimento de
doencas auto-imunes, o que se faz necessarios mais estudos sobre os efeitos colaterais e como
contorné-los (ELLIS e BRALEY-MULLEN, 2017).

Mesmo com o progresso nas pesquisas com mAbs anti-CD25 em aplicagdes
imunoterapéuticas hd pouca informacdo de dominio publico disponivel sobre técnicas de
biologia molecular, cultivo de células, producdo, purificagdo e avaliacdao terapéutica desse
mADb. Nesse cenario de caréncia de informagdes surgem oportunidades de grande interesse para
pesquisadores da area académica e industrial em tematicas que vém oferecendo proeminentes
inovagodes, como: novas linhagens celulares produtoras de mAbs anti-CD25, meios de cultura
livres de soro fetal bovino (SFB), técnicas e equipamentos para cultivos celulares, técnicas de
purificacao de proteinas e novos tipos de tumores para ampliar as aplicagcdes de imunoterapias
dirigidas para CD25.

Para fins de pesquisa, a linhagem celular mais utilizada para producao do mAb murino
anti-CD25, visando estudos de seu efeito anticancerigeno, tem sido o hibridoma PC-61. No que
se refere a meios de cultura para cultivo de hibridomas, existem véarias opg¢des comerciais,
porem, ¢ recomendavel que primeiro seja feita uma triagem mediante o cultivo do hibridoma
para garantir uma escolha adequada. Os hibridomas, devido a sua natureza hibrida e
disponibilidade de grande nimero de linhagens, apresentam demandas nutricionais muito
diversas.

Com relagdo aos equipamentos disponiveis para o cultivo de hibridoma em suspensao,
sobressai-se o biorreator do tipo spinner, este ¢ o mais apropriado para a produgao padronizada
na ordem de miligramas de mAb (DUVAL et al., 1990; MARX et al., 1997, PRAMPERO,
2017; ZANNATA, 2009). Deve-se destacar que para o uso de mAbs € necessario um alto grau
de pureza e a cromatografia de afinidade tem conduzido a resultados bastante satisfatorios
(AYBAY e IMIR 2000; MANNA et al, 2015; OLIVEIRA, 2014).
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Neste trabalho, hibridomas PC-61 foram cultivados em meio livre de SFB em
biorreatores do tipo spinner com o objetivo de obter mAbs anti-CD25. O SFB ¢ bastante
utilizado em cultivos celulares por conter fatores de crescimento e outras proteinas que
favorecem a ativagao e a expansao celular, mas o seu uso vem sendo desestimulado por agéncias
reguladoras, como a FDA (Food Drugs Adminstration — USA), uma vez que este componente
pode trazer algumas desvantagens, como: alto risco de contaminacao, dificuldades na etapa de
purificacao devido a presenca de multiplas proteinas provenientes do SFB, entre outras (VAN
DER VALK et al, 2018). Por estas razdes, e por haver estudos em nosso laboratério
(Laboratério de Tecnologia de Cultivos Celulares - LATECC) em relacao ao uso, foi utilizado
o meio SFM (Serum Free Medium), meio sem SFB.

Os modos de operagao utilizados foram batelada e batelada alimentada, afim de
averiguar o comportamento das células, assim como garantir elevada producao do mAb, e
ainda, reprodutibilidade e possibilidade de ser escalonavel. Além da produgdo do anti-CD25,
foi feita a purificagdo do anti-CD25, com a proteina “G” para estipular um procedimento
eficiente e simples. A metodologia de cultivo seguida foi desenvolvida no LATECC na
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) por Prampero (2017).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer e os seus Numeros

Cancer ¢ o nome utilizado para descrever mais de 100 diferentes tipos de doengas, que
se assemelham por falhas em mecanismos que controlam o crescimento e a proliferacao celular
(LODISH, et al., 2014). A palavra “cancer”, foi primeiramente utilizado por Hipdcrates, o pai
da medicina, e vem do grego Karkinos, que significa, caranguejo (INCA, 2011).

O aparecimento e desenvolvimento do cancer acontecem em vérias etapas e deve-se a
mutacoes no genoma das células que levam a modificagdes de suas atividades. Destacam-se
duas grandes classes de genes, os protooncogenes € 0s genes supressores tumorais. Os
protoncogenes sdo responsaveis por promover o crescimento celular, mutacdes em suas
estruturas os transformam em oncogenes, que leva ao crescimento excessivo, ja 0s genes
supressores tumorais, ao contrario, tem como fun¢ao, limitar o crescimento, a sua inativacao
por alguma modificagdo leva a divisdes erradas (LOEB, 2001; WADDELL, et al., 2015;
VOGELSTEIN, et al., 2013). Ha ainda, um outro grupo de genes, que pode levar ao cancer,
trata-se dos caretakers, que tem como papel manter a integridade do genoma, garantindo o
reparo e evitando a desregulagdo do crescimento e proliferagdao celular. As mutagdes em sua
maioria, ocorrem em células somaticas e ndo em células germinativas, logo, nao transmitidas a
proxima geracdo, mas algumas mudangas hereditarias, presentes nas células germinativas,
aumentam a probabilidade de se desenvolver a doenga, em algum periodo da vida (CHAE, et
al., 2016).

A longa exposicdo e a utilizagdo a carcinogénicos (substidncia com potencial
cancerigeno), ¢ responsavel por aproximadamente 80% dos casos de cancer, como exemplo,
tém-se: tabagismo, ma-alimentacao, poluicdo ambiental, radiagdo, entre outros. (LOEB, 2001).

Em relagdao ao nimero de casos de cancer, no mundo, cerca de 14 milhdes de pessoas,
sao diagnosticadas a cada ano, no Brasil, o INCA estima que até o final de 2018, o nimero de
casos chegue a 600.000, sendo o maior numero na regido sudeste (Tabela 1), possivelmente o
grande nimero de habitantes e de pessoas com idade avangada justifiquem esses numeros. E
dentre os diferentes tipos, os canceres de mama e o de prdstata sao os mais incidentes, em todas

as regioes, como mostrado na Tabela 2 (INCA, 2018).
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Tabela 1: Estimativa dos casos novos de cancer no Brasil para 2018.

Estimativa dos Casos Novos

Reglao Masculino Feminino Total
Norte 11.590 11.770 23.360
Nordeste 58.770 58.510 117.280
Centro-Oeste 21.630 21.980 43.610
Sul 72.560 53.170 125.730
Sudeste 135.590 137.020 275.610
Brasil 300.140 282.450 582.590

Fonte: INCA, 2018.

Tabela 2: Estimativa da Incidéncia de diferentes canceres no Brasil para 2018.

Localizacao Primaria Norte Nordeste Centro- Sul Sudeste
QOeste
Prostata 2.700 15.820 5.330 14.290 30.080
Mama Feminina 1.730 11.860 4.200 11.030 30.880
Colo do Utero 2.300 6.030 1.490 2.130 4.420
Traqueia, Bronquio e
1.340 5.230 2.300 8.460 13.940
Pulmao
Colon e Reto 1.110 5.060 2.820 6.730 20.640

Fonte: INCA, 2018.
2.2 Tratamentos para o Cdancer

Atualmente, os tratamentos mais indicados e utilizados para o cancer sao os métodos
cirtrgicos, quimioterapicos e radioterapicos (INCA, 2011). A cirurgia ¢ utilizada para diversos
fins, como realizar diagnosticos, verificar o estdgio do cancer, corrigir desconfortos causados
pela doenga e também promover a remog¢ao do tumor.

O tumor pode ser tirado completamente, isso quando o tumor ¢ localizado em apenas
uma parte do corpo e sua remog¢ao nao acarreta em nenhum dano aos 6rgaos ou tecidos
proximos; ou ainda, parcialmente, neste caso, as técnicas de quimioterapia e radioterapia sao
necessarias (ACS, 2018; GUO e TSUNG, 2017).

A radioterapia ¢ um método que sao utilizadas particulas ou ondas de alta energia,
como raios-X, raios gama, feixes de elétrons ou protons, com o intuito de destruir ou danificar
células cancerosas. A radiacao provoca pequenos cortes no DNA, o que impede o crescimento
das células fazendo com que elas morram. Vale observar que a radioterapia ¢ um tratamento

local, direcionado e afeta apenas uma parte do corpo (ACS, 2018; GUO e TSUNG, 2017).
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A quimioterapia, ao contrario da cirurgia e da radioterapia, afeta todo o corpo, podendo
assim atingir células que tenham se desprendido e migrado para outras partes do corpo. O
tratamento ¢ realizado por meio de drogas e apresenta trés objetivos principais, cura, quando, a
principio, pode—se destruir todas as células cancerigenas; controle, para restringir o avanco da
doenga e paliativa, para aliviar os sintomas causados pelo cancer. E importante observar que as
drogas a serem administradas dependem do tipo de cancer do paciente, assim como a idade, o
peso, o estagio do cancer, entre outros fatores (ACS, 2018; GUO e TSUNG, 2017).

Os métodos acima mencionados apresentam eficiéncia no tratamento do cancer,
todavia podem causar diversos efeitos colaterais ao paciente, influenciando na qualidade de
vida, e ainda ser de longa duragdo e de alto custo (GUO e TSUNG, 2017). Com o intuito de
contornar essas dificuldades, novos procedimentos vém sendo pesquisados, como por exemplo

a imunoterapia.
2.3 Imunoterapia

Segundo o INCA (2011), a imunoterapia ¢ um tratamento que visa promover a
estimulagdo do sistema imunologico, através do uso de substancias modificadoras da resposta
biologica. Este tipo de tratamento vem sendo bastante pesquisado e empregado no tratamento
do cancer, uma vez que se mostrou capaz de limitar ou at¢ mesmo eliminar tumores, de forma
rapida e com menos efeitos colaterais aos pacientes (MELLMAN et al., 2011; ROCHE, 2017).
Tanto ¢ que em 2016, os resultados positivos ja obtidos permitiram que a imunoterapia fosse
eleita como o maior avango contra o cancer pela Sociedade Norte-Americana de Oncologia
Clinica (ASCO, sigla em inglés). Portanto, trata-se de um grande campo de pesquisa € com um
grande futuro (HOFF e MUNHOZ, 2016)

Historicamente, o primeiro tratamento imunoterapéutico para o tratamento de cancer
foi feito por William Coley em 1890, o qual utilizou as toxinas de dois diferentes tipos de
bactérias, Streptococcus erysipelatis ¢ Bacillus prodigious, em um jovem paciente com
sarcoma (BICKELS et al., 2002). De 14 para ca, o entendimento em relacdo aos mecanismos
do sistema imune se tornou mais claro, o que possibilitou que diversas vias imunes ser
tornassem alvos atraentes, para obtencao de respostas antitumorais em pacientes com cancer
(BORGHAEI et al., 2009).

Atualmente, diferentes métodos imunoterapéuticos ja estdo disponiveis para uso,
sendo a maioria classificados em ativo e passivo, de acordo com as substancias utilizadas e seus
mecanismos de acdo (CARVALHO et al, 2016). Na imunoterapia ativa, sdo utilizadas
substancias estimulantes e restauradoras da fun¢ao imunoldgica, com o intuito de intensificar a

resisténcia ao crescimento tumoral, por meio da criagdo de memoria imunoldgica. Tem-se como
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exemplo, vacinas de células tumorais, capazes de promover a mobilizacao de células do sistema
imunologico, assim como, a amplificacao de respostas imunes para que haja o reconhecimento
do tumor e posterior eliminacdo (AROSA et al., 2012).

Na imunoterapia passiva sdo administrados anticorpos antitumorais ou células
mononucleares exdgenas para proporcionar capacidade imunologica de combate a doenca, o
que gera uma imediata e limitada protecdo (CARVALHO et al, 2016). Como exemplo tém-se
os anticorpos monoclonais (mAbs), os quais sao produzidos de forma especifica para antigenos
expressos por células tumorais (AROSA et al., 2012), e o uso destes vem crescendo de forma
exponencial, principalmente pelos resultados satisfatorios ja obtidos (NEVES e KWOK, 2015;
SHUPTRINE et al., 2012).

2.3.1 Sistema Imune

O sistema inume tem como fungao manter a homeostase e proteger o organismo contra
agentes estranhos (também chamados de antigenos), incluindo macromoléculas, pequenas
moléculas e microrganismos, infecciosos ou ndo. A entrada destes antigenos, no organismo,
pode desencadear uma resposta imunolégica (Figura 1), esta fungao de defesa ¢ essencial contra
o desenvolvimento de infec¢des e tumores (ABBAS et al., 2015; MURPHY et al., 2010;
YATIM, K e LAKKIS, 2015)

A primeira linha de defesa recebe o nome de imunidade natural ou inata, trata-se de
uma resposta rapida e abrange um conjunto de mecanismos de defesas fisicos, celulares e
bioquimicos. Os principais componentes sdo: barreiras fisicas e quimicas (epitélio e agentes
antimicrobianos produzidos nas superficies epiteliais), células fagociticas (neutrofilos e
macrofagos), células NK (do inglés, Natural Killer), células dendriticas, consideradas as
principais células apresentadoras de antigenos, algumas células linfoide, proteinas do sangue,
incluindo mediadores de inflamacao e citocinas, responsaveis pelo controle das atividades
celulares (YATIM e LAKKIS, 2015; CRUVINEL et al., 2010). E importante considerar que
estes componentes estao presentes em todos os individuos, mesmo antes do estabelecimento de
uma infecgdo, e pode ser modulado e regulado qualitativa ou quantitativamente apds o contato
(CRUVINEL et al., 2010).

Apo6s o rompimento das barreiras epiteliais pelos microrganismos, a resposta imune se
da por meio de duas reacdes, inflamacgdo e defesa antiviral (ABBAS et al., 2015; YATIM e
LAKKIS, 2015). A inflamacao se caracteriza pelo recrutamento e ativagdo de leucocitos e
extravasamento de proteinas plasmaticas no local da infec¢do com o intuito de eliminar o agente
estranho. Este processo ocorre gragas a citocinas, moléculas sinalizadoras produzidas por

células dendriticas, macrofagos e outros tipos de cé€lulas. Os principais leucocitos recrutados
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sdo os fagdcitos, neutréfilos e mondcitos, que posteriormente desenvolvem-se em macrofagos
teciduais. Os fagocitos ingerem os microrganismos e células mortas, destruindo-os nas
vesiculas intracelulares, fenomeno conhecido como fagocitose. Ja a defesa antiviral acontece
por meio de uma reagdo mediada por citocina na qual as células adquirem resisténcia as
infeccdes virais e também pela morte das células infectadas por virus pelas células NK (ABBAS
etal.,2015; JANEWAY e MEDZHITOV, 2002).

Os microrganismos que resistem a reagdes de defesa nos tecidos podem entrar no
sangue, onde sdo reconhecidos pelas proteinas plasmaticas, sendo as proteinas do sistema
complemento as mais importantes. As proteinas do complemento, apds o contato com as
proteinas nas superficies microbianas, dao origem a produtos da quebra proteolitica que
medeiam as respostas inflamatorias, recobrem (opsonizam) os microrganismos para aumentar
a fagocitose e eliminam diretamente os microrganismos (ABBAS et al., 2015; JANEWAY e
MEDZHITOV, 2002).

A segunda linha de defesa, resposta imune adquirida, acontece através da ativagao de
células especializadas chamadas de linfocitos, as quais sdo capazes de reconhecer e distinguir
antigenos, de forma especifica (ABBAS et al., 2015; AROSA et al.,2012). A ativagdo acontece
por meio do contato com os antigenos, intermediado por células apresentadoras de antigenos
profissionais, as quais recebem este titulo por expressarem o complexo de histocompatibilidade
do tipo IT (MHC —II), local onde proteinas do antigeno sdo “postas” e levadas até as células. O
MHC — II sdo exclusivos a APCs, ja o MHC — I ¢ expresso por todas as células e apresentam
antigenos proteicos enddgenos, originados no citoplasma, o que ajuda o sistema imunologico a
discriminar corpos exogenos (NICHOLSON, 2016).

Ha dois tipos de resposta imune adquirida, sdo elas, imunidade humoral e imunidade
mediada por célula. A imunidade humoral ¢ uma reposta mediada por moléculas no sangue e
secrecOes mucosas (anticorpos) produzidos exclusivamente pelos linfécitos B ou células B apds
sua ativagao especifica. Vale destacar que a producao de anticorpos por estas células se inicia
quando elas entram em contato com os antigenos extracelulares soliveis ou com peptideos de
agentes estranhos presentes na superficie celular de células apresentadoras de antigeno e se
diferenciam em plasmocitos secretores de anticorpos (KRAUTLER et al, 2017;
SHINNAKASU e KUROSAKI, 2017).

A imunidade mediada por célula, também denominada imunidade celular, ¢ mediada
pelos linfécitos T ou células T que reconhecem os antigenos dos microrganismos intracelulares
e auxiliam os fagocitos a destruir esses microrganismos ou matam as células infectadas. O
reconhecimento ¢ feito a partir de peptidios derivados das proteinas estranhas presentes,

também, em células dendriticas. Portanto, estes linfocitos T reconhecem e respondem apenas
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aos antigenos associados a superficie celular (MURPHY et al., 2010; PLITAS e RUDENSKY,
2017).

Os linfécitos T consistem em populagdes funcionalmente distintas, t€ém-se os linfocitos
T auxiliares e os linfocitos T citotoxicos (ou citoliticos). Em resposta a estimulagdo antigénica,
as cé¢lulas T auxiliares secretam citocinas, que estimulam a proliferacdo e diferenciacdo das
proprias células T e ativam outras células, incluindo células B, macrofagos e outros leucdcitos.
Os linfécitos T citotdoxicos matam as células que produzem antigenos estranhos, tais como
células infectadas por virus e outros microrganismos intracelulares. Ainda tem os linfécitos T
regulatérios, que atuam, principalmente, para inibir/controlar as respostas imunes (ABBAS et
al.,2015; PLITAS e RUDENSKY, 2017).

Uma por¢ao dos linfocitos B e T, ainda, se diferenciam em células de memoria, cuja
funcdo ¢ produzir imunidade de longa duracao, contra antigenos ja expostos (MUELLER et al.,
2013). Assim, as principais caracteristicas da resposta adquirida sdo: especificidade e

diversidade de reconhecimento, memoria e especializacdo de resposta (CRUVINEL et al.,
2010).

Figura 1: Linhas de defesa, inata e adaptativa, da resposta imunologica, com destaque para as células
e tempo de agéo.
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Fonte: ABBAS et al., 2015

Em relacdo as células tumorais, quando estas surgem, o sistema imune as reconhece e
a primeira linha de agdo, a resposta inata, se inicia, na qual um grupo de células do sistema
imune, principalmente as células NK, entram em agdo apds a ativacdo por citocinas
inflamatorias, liberadas pelas crescentes células tumorais e macrofagos. As células NK matam

as c¢lulas tumorais por mecanismos citotoxicos e liberam antigenos tumorais, o que da inicio a
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resposta adaptativa, através de células T auxiliares e citotoxicas, que também contribuem para
a morte celular. A maioria das células tumorais ¢ destruida nesta fase, mas algumas delas
sobrevivem e sdo capazes de alcancar o equilibrio com o sistema imunoldgico, este processo
leva a sele¢do imune de células tumorais com imunogenicidade reduzida. (CALI et al., 2017,
DUNN et al., 2002; KIM et al., 2007).

Quando o equilibrio ¢ rompido, o que pode levar anos, as células passam a driblar o
sistema imune e iniciam o processo de reprodugdo desordenado, caracteristico da doenga (CALI
et al., 2017). Um dos principais mecanismos de evasao corresponde as alteragdes ocorridas na
expressao das moléculas de MHC que promove uma falha na resposta imune mediada por
linfécitos T citotoxicos (DUNN et al., 2002; LAW et al, 2017; VINAY et al., 2015). Além
disso, ha um grupo de células responsaveis por regular a resposta imunoldgica, estas células
sdo definidas como linfécitos T CD4" CD25* Foxp3, e suprimem a ativagdo e proliferacdo de
células T por meio da produgdo de citocinas, o que permite o estabelecimento do tumor (BETTS
et al., 2006)

2.3.2 Anticorpos

Anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) sdo glicoproteinas, com alta diversidade e
especificidade, que apresentam as seguintes caracteristicas estruturais (Figura 2): duas cadeias
leves idénticas, com, aproximadamente, 24 kDa cada uma, e duas cadeias pesadas idénticas,
com cerca de 55 a 70 kDa cada uma, ligadas entre si por ligacdes dissulfeto e formando uma
estrutura globular. As cadeias pesadas sao formadas por um dominio N-terminal variavel (Fab
— do inglés, Fragment antigen-binding), diferente de molécula para molécula de anticorpo,
seguido por trés ou mais dominios constantes (Fc — do inglés, Fragment crystallizable). As
cadeias leves também sdo formadas por um dominio N-terminal variavel e por apenas um
dominio C-terminal constante (HANACK et al., 2016). O sitio de ligagdo com o antigeno
acontece nos dominios N-terminais, assim, cada mondémero de imonuglobulina possui dois
sitios combinatorios para cada antigeno especifico. As regides carboxiterminais, que nao
entram em contato com o corpo estranho estdo associadas as fungdes efetoras, como
neutralizacdo de microrganismos e ativagao do sistema complemento. Destaca-se que as regioes
carboxiterminais nas cadeias leves nao realizam fungdes efetoras, apenas as presentes nas
cadeias pesadas (ABBAS et al., 2015; AROSA et al., 2012).
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Figura 2: Estrutura basica de um anticorpo, em evidencia os dominios varaveis, na imagem VL,
referente a por¢do da cadeia leve e VH, referente a porgao de cadeia pesada, nas porgdes N-terminais
(NH3") e dominios constantes, na imagem CL, referente a por¢ao da cadeia leve e CH, referente a
porgdo de cadeia pesada, nas por¢des C-terminais (COQO") As cadeias sdo unidas por ligagdes
dissulfeto (S —S).

Fonte: Adaptado de GOLDSBY et al., 2000.

A regido variavel, que pode ser classificada em A e k, de acordo com a sequéncia de
aminoacidos na regido constante da cadeia leve, recebe esse nome por conta de a sequéncia de
aminoacidos ser diferente para os anticorpos produzidos por um clone de células B em relagdo
aos anticorpos produzidos por outros clones. Essa variedade garante as caracteristicas antes
descritas, diversidade e especificidade ao anticorpo. A diferenca entre as sequéncias acontece
em trés pequenas extensoes, as quais sao chamadas de segmentos hipervariaveis, ou ainda,
regioes determinantes de complementaridade (CDRs — do inglés Complementarity Determining
Region) e apresentam, aproximadamente, 10 aminoacidos (ABBAS et al., 2015).

Com base nas diferengas em sequéncias de aminoacidos na regido constante das
cadeias pesadas, as moléculas de imunoglobulinas podem ser classificadas em classes. As
classes, ou isétipos, sao IgA, IgD, IgE, IgG e IgM (Figura 3), e as cadeias, sdo designadas com
letras do alfabeto grego de acordo com o isotipo, logo, a, 0, €, y € W, € cada classe desempenha
uma funcao efetora diferente, como ilustrado na Tabela 3. As imunoglobulinas das classes G e
E sdo secretadas como monomeros, as moléculas IgA, como dimeros, € as moléculas IgM, como
pentameros. As moléculas IgD e IgM de membrana (IgM monomérica) nunca sdo secretadas,
elas fazem parte dos receptores de antigenos (BCR — do inglé€s, B cell receptor) do linfécito B
maduro (GUTZEIT et al., 2018; HE et al., 2015; LOUIS e GUPTA, 2014; SINGH et al., 2014
e VIDARSSON et al., 2014).
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As moléculas de IgG podem ser ainda subdivididas em subclasses, sendo denominadas
IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, a IgA, também apresenta subclasses, sendo denominadas IgAl e
IgA2. (VIDARSSON et al., 2014 e SINGH et al., 2014).

Figura 3: Classes das imunoglobulinas: IgG (mondmero), IgD (mondmero), IgE (mondémero), [gA

(dimero) e IgM (pentamero).
dobrad(;a

IgA (dimero)

dobradica

18D

Cadeia J

Fonte: Adaptado de GOLDSBY et al., 2000

Tabela 3: Caracteristicas das diferentes classes de imunoglobulinas e fun¢des.

Isotipo de Anticorpo Cadeia Funcoes
IgA a(1ou?) Imunidade mucosa
IgD 5 Receptor a antig.eno de linfocito B
naives
Defesa contra parasitas
IgE € helminticos, hipersensibilidade
imediata

Opsonizacao (aumento da
fagocitose), ativagao

IgG v(1,2,3 0ud) complemetar, citotoxidade
mediada por célula dependende
de anticorpo
IgM " Receptor de antigeno de linfocito

B naives, ativagao complementar
Fonte: Adaptado de ABBAS et al., 2015
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2.3.3 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sao proteinas produzidas por clones de células hibridas
formadas pela fusdo entre uma unica copia de linfécito B e mieloma, apresentam elevada
especificidade, uma vez que a interagao acontece com apenas um unico epitopo do antigeno.
Os anticorpos produzidos pelo sistema imune sao anticorpos policlonais, possuem varios clones
e sdo originados a partir de diferentes linfécitos B, o que implica na interagcao destes com varios

epitopos do antigeno, como € mostrado na Figura 4 (SAEED et al., 2017).

Figura 4: Ac¢ao dos anticorpos policlonais (A) e monoclonais (B). Os anticorpos monoclonais
prendem-se a um especifico antigeno, enquanto que os policlonais ligam-se a deferentes antigenos.
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Fonte: Adaptado de SAEED et al., 2017.

Com o surgimento do hibridomas em 1975, iniciou-se um grande niamero de estudos
clinicos envolvendo anticorpos monoclonais murinos, formados a partir de células de
camundongos. Todavia, o seu uso em aplicagdes terapéuticas em humanos teve de ser
restringido em decorréncia da elevada imunogenicidade que era ocasionada, o que limitou o
seu uso apenas em testes in vitro (BUTLER, 2005; CORDEIRO et al., 2014). Anticorpos
monoclonais murinos desencadeiam uma resposta do sistema imune por serem reconhecidos
como antigenos, logo sdo formados anticorpos humanos antianticorpo murino, conhecidos
como HAMA (do inglés, Human Antimouse Antibodies) para neutralizar os anticorpos de
camundongo. (CORDEIRO et al., 2014; REICHERT et al., 2005).

Com o intuito de contornar os problemas causados pela imunogenenicidade, surgiram
os anticorpos quiméricos € humanizados. Os anticorpos quiméricos sao formados pela fusdao
entre os genes codificadores das cadeias leves e pesadas das regides varidaveis (Fab) dos

anticorpos murinos com genes codificadores da regido varidvel (Fc) do anticorpo humano. Estas
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modificagdes genicas podem ser inseridas em uma célula animal, que em um sistema de cultivo
adequado ird expressar e produzir a proteina de interesse. Como resultado tem-se uma
diminui¢do da imunogenicidade, € mesmo com uma semelhanga de 70% com os anticorpos
humanos, o seu uso pode ainda gerar uma resposta imune, por meio da formag¢ao de um
antianticorpo, 0 HACA (do inglés, Human Anti-Chimeric Antibody), entretanto, a resposta ¢ de
menor propor¢ao, caracteristica que possibilitou o sucesso no tratamento de diversos tratamento
clinicos (CORDEIRO et al., 2014; REICHERT et al., 2005).

Anticorpos humanos sao obtidos a partir através de uma recombinacao genética, pela
qual as regides determinadoras de complementariedade (CDR) dos genes humanos sdo
substituidas pelo equivalente murino, procedimento que garante a especificidade do anticorpo
produzido pelo hibridoma, e preserva as propriedades do anticorpo humano, logo, uma resposta
adversa de menor intensidade (BENJOUAD, 2009).

2.3.3.1 Anticorpos Monoclonais no Mercado Mundial

Os anticorpos monoclonais, tem cada vez mais se mostrado ferramentas importantes
em diversas aplicacdes médicas, desde tratamento terapéutico até para diagndstico de doengas
(BRUCE et al., 2002; SHUPTRINE et al., 2012).

A aprovacdo do uso de anticorpos monoclonais como tratamento aconteceu em 1986,
mas s6 ganharam espago no mercado ap6s 1990, quando surgiram os anticorpos quiméricos,
seguidos pelos humanizados e totalmente humanizados. O aumento nas vendas como na
aprovagao fez com que, em 2013, a receita mundial chegasse proximo de US$ 75 bilhdes,
representando quase a metade do ntimero total de vendas de produtos bio-farmacéuticos. Na
Figura 5 ¢ mostrado um grafico com o numero de anticorpos monoclonais e produtos
relacionados aprovados, assim como os removidos do mercado até 2014 (ECKER et al., 2015).

Vale salientar que o primeiro anticorpo monoclonal aprovado para uso terapéutico foi
o Ortoclone OKT3 (IgG2a anti-CD3), sendo utilizado para evitar a rejeicdo de transplantes
cardiacos e hepaticos, mas ja foi removido do mercado por trazer diversos efeitos colaterais ao
paciente como hipertensdo arterial ¢ edema pulmonar (SANTOS et al., 2006). E o Rituxan
(rituximab) foi o primeiro a ser aprovado para o tratamento do cancer, em 1997, sendo
especifico para Linfoma nao-Hodgkin (PODHORECKA et al., 2014)

Atualmente ha 47 produtos disponiveis e aprovados para comercializacdo pelas
principais agéncias reguladoras do mundo (alguns estdo listados na Tabela 4), e este nimero
tende sO a aumentar, espera-se que até 2020, 70 produtos ja estejam no mercado, o que geraria
uma receita mundial de US$ 125 bilhdes, aproximadamente (ECKER et al., 2015, SANTOS et
al., 2006).
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Tabela 4: Anticorpos monoclonais aprovadas para uso no tratamento de diferentes doengas.

Nome comercial

Rituxan (rituximab)
Simulect (basiliximab)

Remicade (infliximab)

Herceptin (trastuzumab)

Erbitux (cetuximab)

Nplate (romiplostimab)
Removab (catumaxomab)

Actemra (tocilizumab)

Xgeva (denosumab)

Abthrax (raxibacumab)
Gazyva (obinutuzumab)
Kadcyla (ado-trastuzumab
emtansine)

Keytruda (pembrolizumab)
Cyramza (ramucirumab)

Fonte: Adaptado de SAEED et al., 2017

Ano de aprovacao

1997

1998

1998
1998

2004

2008

2009

2009

2010

2012
2013

2013

2014

2014

Tratamento
Linfoma nao-Hodgkin
Prevencao a rejeicdo de o6rgaos
transplantados
Doenga de Crohn
Cancer de mama e estobmago
Cancer metastatico colorretal, cancer
de pulmao de células nao pequenas
metastaticos, cancer de cabeca e
pescogo
Contagem baixa de plaquetas no
sangue
Ascites malignas
Moderada a severa artrite
Reumatoide
Prevengao de fraturas osseas e outras
condig¢des por conta de tumor 6sseo
Antraz por inalacao

Leucemia linfocitica cronica
Cancer de mama metastatico

Melanoma
Cancer gastrico e cancer de pulmao de

células nao pequenas
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Figura 5: Numero de anticorpos monoclonais e produtos relacionados aprovados por ano.
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Fonte: ECKER et al., 2015.
2.3.3.2 Anticorpo Monoclonal Murino Anti-CD25

Os anticorpos a serem obtidos neste trabalho sdo os anticorpos monoclonais murinos
anti-CD?25, classificado como IgG1, por meio do cultivo de hibridomas PC-61.

CD25 corresponde a unidade alfa do receptor da citocina interleucina-2 (IL-2Ra), o
qual ¢ ainda formado por outras duas cadeias: IL-2Rp e yc (Figura 6), e quando expressas juntas
formam um complexo de alta afinidade a citocina. O receptor ¢ uma proteina transmembrana
presente em células T e B ativadas, principalmente (HUSS, et al, 2016).

Este receptor esta presente em diferentes tipos celulares, inclusive nas células T
reguladoras (Treg) CD4*CD25" Foxp3, as quais sdo encontradas no sangue periférico e em
orgdos linfoides secundarios, € sdo responsaveis, por intermédio da interleucina-2, pela
manutengao da resposta-imune (imune homeostase) (ODEH e SIMECKA, 2016; WILKINSON
et al.,2017) inibindo células T auto-reativas (ABBAS et al., 2015), além disso caracterizam-se
por expressarem constitutivamente CD25 e Foxp3 (do inglés, Forkhead box p3) (LISTON e
GRAY, 2014), o qual ¢ o marcador especifico da célula e o responsavel pela atividade
reguladora (FONTENOT et al., 2005 e WILKINSON et al., 2017)
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Figura 6: Representacdo esquematica do receptor de interleucina-2 (IL-2), proteina transmembrana
presente em células especificas e formado pelas cadeias IL-2Ra (CD25), IL-2Rp e yc.
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Membrana
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Fonte: Adaptado de LIAO et al., 2011.

O fato das células Treg CD4"CD25" Foxp3 serem observadas em grandes quantidades
no tumor, sejam infiltradas ou em torno, suprimido a imunidade antitumoral (JOYCE e
FEARON, 2015; LINDAU et al., 2013), tem despertado o interesse por compostos que possam
influenciar em suas atividades e que permita que o sistema imune ataque as células tumorais,
como ¢ o caso dos anticorpos monoclonais anti-CD25 que sdao altamente especificos e ja se
mostraram capazes, in vivo, de promoverem a deplegao de células Treg CD4"CD25" Foxp3 por
meio do bloqueio da porg¢ao alfa do receptor, diminuindo a afinidade com a interleucina (HONG
et al., 2010; ONIZUKA et al., 1999; ZOU, 2006).

Um dos principais problemas abordados em alguns estudos em relagao ao uso dos
mAbs anti-CD25 para o tratamento de cancer ¢ o desenvolvimento de doengas auto-imunes
(TAGUCHI e TAKAHASHI, 1996; ELLIS e BRALEY-MULLEN, 2017) como gastrite
autoimune (BIZZARO et al., 2018) e diabete do tipo 1 (YU et al., 2018), e uma das justificativas
utilizadas ¢ que apos um periodo de tempo as Tregs CD4"CD25" Foxp3 tém sua populagido
reestabelecida, porém, com expressdo significativamente menor do gene Foxp3, mas ainda,
constando o fendtipo do gene, o que pode causar dificuldades na manutencao da homeostase, €
o aparecimento de tais doengas, como reportado por HUSS (2016), SETOGUCHI et al. (2005)
e ZHOU et al. (2009).

Atualmente, mAbs anti-CD25 para o tratamento de cancer, nao estdo disponiveis no
mercado, uma vez que sao necessarios mais investigagdes acerca de seu mecanismo de agdo e
possiveis efeitos colaterais. O tnico mAb anti-CD25 disponivel e liberado pela FDA ¢ o
Daclizumab, utilizado para o tratamento de esclerose multipla (PFENDER E MARTIN, 2014;
ROLAND, 2012), e também em pacientes que se submeteram a um transplante de rim, com o
intuito de evitar a rejei¢ao do novo 6rgao, que acontece por intermédio do bloqueio na interagdao

entre IL-2 e o receptor CD25, que inibe a expansao de células T ativadas (ROLAND, 2012).
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2.4 Cultivo Celular de Hibridomas

Em 1975, os pesquisadores Georges Kohler e Cesar Milstein desenvolveram a primeira
técnica para a producdo de anticorpos monoclonais com especificidades bem definidas. O
dominio dessa técnica rendeu a esses pesquisadores um prémio Nobel em 1984, que
revolucionou a imunologia, sendo ainda hoje muito utilizada. Este método ¢ baseado no fato de
que cada linfocito B produz anticorpos de especificidade unica, mas que ndo crescem
indefinidamente. Para contornar essa dificuldade, Kohler e Milstein, por meio de uma fusdo
celular, entre um linfocito B de um animal previamente imunizado com o antigeno de interesse,
e uma cé¢lula do mieloma, imortalizaram as células B. Essas células passaram a ser chamadas
de hibridomas (KOHLER e MILSTEIN, 1975).

O linfocito B normalmente ¢ retirado do bago ou de linfonodos de animais, como o
camundongo, ¢ as cé¢lulas do mieloma sdo criadas induzindo-se defeitos nas vias de sintese de
nucleotideos (ABBAS et al., 2015; MURPHY et al., 2010).

O fuségeno utilizado para a producdo de hibridomas ¢ o polietilenoglicol, o qual
promove a fusdo das membranas plasmaticas, produzindo uma simples célula com dois ou mais
nucleos (NRC, 1999). Apos este estagio, ocorre a fusdo das membranas nucleares e a formagao
de heterocario e, durante a mitose, o DNA ¢ entdo passado para as cé€lulas filhas. Trés diferentes
tipos celulares sdo obtidos apds tal procedimento: esplenodcitos, que morrem depois de um
tempo, células do mieloma e células hibridas. Estas ultimas, sdo selecionadas pela utilizacao do
meio HAT (Hipoxantina, Aminopterina ¢ Timidina) (HARLOW e LANE, 1988), a selecao
acontece por meio do bloqueio de uma das vias de sintese de purina nas células.

Ha duas vias de sintese, a via de novo, que usa o tetraidrofolato, e a via de salvagdo,
que ¢ mediada pela enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT), na presenca
de aminopterina, o tetraidrofolato ndo ¢ produzido, o que resulta em defeito na sintese de
nucleotideos (BENJOUAD, 2009). As células hibridas recebem a HGPRT dos esplendcitos e
do mieloma a capacidade para proliferacdo descontrolada; além disso, a hipoxantina e a
timidina permitem que essas células produzam DNA na auséncia de tetraidrofolato.
Consequentemente, somente as células hibridas sobrevivem no meio HAT (ABBAS et al.,
2015; MURPHY et al., 2010).

Para o isolamento dos clones individuais, utiliza-se a dilui¢ao limite em um cultivo em
placa 96 pogos, de forma que cada pogo receba uma unica célula hibrida. O cultivo € monitorado
por duas semanas, e finalizado quando se € obtido, cerca de, 300 células por pogo, as quais sao
entdo, transferidas para criopreservagao em nitrogénio liquido. O sobrenadante do cultivo de

cada poco ¢ utilizado em teste de quantificagdo de anticorpos monoclonais (AL-RUBEAI,
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2015; PANDEY, 2010; WINZELER, 2013). As etapas, de forma simplificada, estdo

representadas na Figura 7.

Figura 7: Esquema simplificado da produgao de hibridomas. Um animal é imunizado com um
antigeno de interesse, ¢ os linfocitos originados sdo fundidos com células de micloma, os hibridomas
sdo selecionados e cultivados para a producdo de anticorpos monoclonais de interesse.

5D

Anticorpo - B C “.6\— Células do mieloma
{‘\) \ [ .
LinfocitoB —  ~h
{ ) =
Hibrido A )\. \/)Qj O
ibrido B (_(
/ Hib;ido C

Fonte: SANTOS et al., 2006.
2.4.1. Cultivo in vivo e in vitro de Hibridomas

Os hibridomas crescem em suspensao, ou seja, nao necessitam de nenhum suporte de
ancoramento para se desenvolverem, podendo ser expandidos in vivo ou in vitro, segundo
Kohler e Milstein (1975). Para o cultivo in vivo, primeiramente, sdo injetados reagentes
estimulantes de reacdo inflamatéria, seguido pelas células hibridas diretamente na regido
peritoneal de mamiferos histocompativeis, e a obtencao dos anticorpos, ¢ feita pela retirada do
fluido ascitico (liquido peritoneal) produzido pela inflamagdo na cavidade peritoneal, sendo o
abate do animal necessario (HANACK et al., 2016). Todavia o rendimento ¢ baixo, o custo ¢
elevado, e ainda ha alto risco de contaminagdo, além da questao ética em relacdo ao uso do
animal. Mesmo que células estejam presentes em um ambiente mais favoravel ao seu
crescimento, com todos os nutrientes necessarios, as desvantagens tem tornando o cultivo in
vivo uma opgao desfavoravel (FRESHNEY, 2010; MORAES et al., 2008).

Ja para o cultivo in vitro, as células sao cultivadas em meios de cultivo contendo soro
fetal bovino ou em meios livres de soro, mas com fatores de crescimento (PANDEY, 2010).

Sendo necessario o controle de alguns parametros, como pH e temperatura, para que seja criado
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um ambiente semelhante ao natural para a célula, como serd mostrado nos proximos topicos
(FRESHNEY, 2010).

Neste trabalho as células foram expandidas em cultivo in vitro, uma vez que ¢ um
método bastante utilizado para o cultivo celular. Além disso, ndo ¢ necessario o uso de animais
e consequentemente realizar o abate destes, e ainda ¢ possivel obter bons rendimentos, mesmo

que em condig¢oes diferentes das normais.
2.4.2. Crescimento Celular de Hibridomas

O crescimento de hibridomas deve seguir um crescimento padrao assim como a maioria
das células animais, esse crescimento apresenta diferentes fases e ¢ mostrado na Figura 8

(BUTLER, 2005).

Figura 8: Fases lag, de crescimento, estacionaria ¢ de declinio para o crescimento de células hibridas
em um grafico In da concentragdo de células viaveis versus tempo.
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Fonte: Autoria propria.

No grafico observa-se as seguintes fases: lag, de crescimento exponencial,
estaciondria, de declinio. A primeira fase, se caracteriza por um crescimento baixo ou quase
nulo das células, neste momento ocorre a sintese de fatores de crescimento, cuja concentragao
¢ determinante para o inicio do crescimento. A duracdo depende da densidade celular do
in6culo, assim como da viabilidade da célula, pH, temperatura, e outros fatores (BUTLER,
2005).

A fase de crescimento ¢ representada por uma curva exponencial, ¢ pode ser

representada pelas seguintes equacgdes:
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X=X, 2"
ou
logX = logX,+n-log2
onde, X ¢ a concentragao final de células, X,, a concentracao inicial de células e “n” o nimero
de geracdes. Nesta fase, as células comegam a se dividir cumprindo o ciclo celular, o qual ¢
dividido em Interfase e Fase Mitotica (Figura 9). A Interfase ¢ dividida em Gi, etapa em que a
c¢lula aumenta de tamanho e passa produzir componentes essenciais para a sua divisao; S, na
qual a célula faz uma copia de seu material genético e G2, na qual a célula aumenta ainda mais
de tamanho e se prepara para a proxima fase, a divisdo (BUTLER, 2005)

Na Fase Mitotica, a célula divide seu DNA, o qual foi duplicado durante a Interfase, o
nucleo e o citoplasma, para formar uma nova célula, em fenomenos conhecidos como mitose,
cariocinese e citocinese, respectivamente. A divisdo acontece em um tempo relativamente
curto, se comparado a Interfase e apresenta quatro estagios: profase (ruptura da membrana
nuclear e duplicagdo e espiralizagdo dos cromossomos), metafase (migragcdo dos cromossomos
para a placa equatorial), anafase (duplicacao dos centrdmeros, por¢ao central do cromossomo,
e migracao dos cromossomos para os polos da célula) e telofase (desespiralizagdo dos
cromossomos, formacdo da membrana nuclear e estrangulamento para a formacao de duas
células filhas), como mostrado também na Figura 9 (BUTLER, 2005).

Figura 9: Ciclo celular, constituido por Interfase, dividida em G1, G2 ¢ S, e Mitose. A mitose, etapa
de menor duragdo, é sub-dividida em profase, metafase anafase e telofase.
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Fonte: NELSON e COX, 2011.
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Na fase estacionaria, a concentragdo de células se mantem constante, uma vez que o
numero de células se multiplicando, nesta fase, ¢ igual ao numero de células morrendo, o que
pode ser justificado por diferentes razdes, como deplecao de nutrientes, acimulo de metabdlitos
(substancias toxicas para as células), entre outras (BUTLER, 2005).

E por ultimo tem-se a fase de declinio, na qual a viabilidade das células ¢ extremamente
baixa e determinada pela morte celular.

Ha dois mecanismos que promovem a morte da célula, a apoptose e a necrose (Figura
10). O primeiro, acontece quando anormalidades sdo produzidas durante a divisdao, € com o
intuito de evitar a proliferagdo, a propria célula programa a sua morte, com a produgdo de
endonucleases, cujo papel ¢ “cortar” o DNA em diversos fragmentos, seguido pelo
encolhimento da membrana, condensacao do nucleo e fragmentagdo em pequenas estruturas
chamadas de corpos apoptéticos. Este mecanismo também foi observado em situagdes de
deplecao de nutrientes em cultura de hibridomas (BUTLER, 2005; GOLDSBY et al., 2000).

Ao contrario da apoptose, que trata-se de uma condic¢ao fisioldgica normal, a necrose
acontece quando a célula € exposta a situacdes de grande estresse, € promove o rompimento da
membrana plasmatica, vazamento de seu contetdo, seguido pela ruptura (BUTLER, 2005;
GOLDSBY et al., 2000).

Figura 10: Diferencas entre os mecanismos de morte celular, apoptose ¢ necrose, em células. animais.

Durante a apoptse, a membrana sofre um encolhimento seguido por uma fragmentagio, enquanto que
durante a necrose, a célula sofre uma ruptura.
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Fonte: GOLDSBY et al., 2000.
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2.5 Meios de Cultivo

As células quando cultivadas in vitro necessitam que o ambiente possua todos os
nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento, como por exemplo, carboidratos,
aminoacidos, vitaminas e sais inorganicos. Estes componentes sdo encontrados em meios de
cultivo basais, os quais devem ser escolhidos de acordo com o interesse no cultivo das células.
Os meios de cultivo mais utilizados para o cultivo de hibridomas incluem o Meio Eagle
modificado por Dullbecco (DMEM) e RPMI 1640, os quais podem ser acrescidos de Soro Fetal
Bovino (SFB), por conta de possuir fatores de crescimento € hormonios. Costuma-se adicionar,
também, tampdes, antibioticos, antifiingicos e indicadores de pH (ALVES ¢ GUIMARAES,
2010; MORAES et al., 2008).

O soro, porcao sobrenadante de sangue coagulado, ¢ um suplemento utilizado para
promover o crescimento celular, sendo constituido por um complexo de proteinas uteis para
nutri¢ao, hormonios, inibidores, entre outros componentes; normalmente ¢ adicionado ao meio
de cultura numa concentragdo de 10% (v/v). Os soros de bovino ou equino sdo os mais
empregados, e comumente usados com o soro fetal de vitelo, devido ao alto teor de fatores de
crescimento embrionario (BUTLER, 2005).

Apesar de promover uma alta eficiéncia no cultivo de células, o uso do SFB em meios
de suplementagdo apresenta algumas desvantagens: pode ser uma fonte de contaminagdes por
parasitas, bactérias, fungos, micoplasmas, virus e prions; ¢ de alto custo, e devido a sua alta
concentragdo proteica, pode haver o comprometimento nos processos de extragdo e purificagdo
das proteinas de interesse. Além disso, tem-se a variabilidade de lote para lote, isso implica em
dificuldade na padronizacdo do meio de cultura, assim como na reprodutibilidade do cultivo
(BUTLER, 2005; FRESHNEY, 2010).

Atualmente, existe uma pressao, principalmente, por parte das agéncias reguladoras,
como a FDA (Foods and Drugs Administration, USA), pela eliminagdo do SFB e de outros
componentes de origem animal, da composi¢do de meios de cultura celular para a producao de
produtos de uso humano, devido ao risco de contaminagdo, e também por conta das questoes
éticas, ja que ¢ necessario o sacrificio de animais para sua obtencdo (MORAES et al., 2008).
Assim, varios estudos vém sendo realizados visando a eliminagao ou a reducao do uso de SFB,
por meio da utilizagdo de outros componentes de natureza quimicamente definida, ou que nao
sejam de origem animal (FRESHNEY, 2010). Os meios livres de soro podem ser quimicamente
definidos livre de proteinas, ou contendo suplementos proteicos em baixas concentracdes, €
ainda, meios quimicamente nao definidos (BUTLER, 2005; VAN DER VALK et al., 2010).

O uso de meios livre de soro apresenta como vantagens a ndo formagao de espuma pelo

baixo teor proteico e o controle sobre o crescimento celular, com a possibilidade de fazer um
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meio seletivo para um tipo celular especifico. Além disso, tem-se a facilidade de realizar a troca
de meio visando a expansao das células (MORAES, 2008).

Como desvantagem tem-se que para a confeccdo de meios livre de soro ¢ necessario a
utilizacao de reagentes com alto grau de pureza, ja que ndo hd mais proteinas séricas, as quais
sdo responsaveis pela acao protetora. E ainda, a prolifera¢ao celular em meios livres de soro ¢
mais lenta, um problema no cultivo de linhagens finitas (MORAES, 2008; VAN DER VALK
etal., 2010).

E importante observar que as vantagens superam as desvantagens, assim sendo, 0 uso
de meios livres de soro, € uma o6tima alternativa para o cultivo de células.

Para o cultivo de hibridomas diversas pesquisas foram e estao sendo feitas em relagdo
a producao de meios livres de soro para a produgdo de anticorpos monoclonais. Os principais
meios livres de soro, para o cultivo de hibridomas, atualmente disponiveis no mercado sao:

e (D Hybridoma Medium (TFS, 2018): meio quimicamente definido, sem proteina

e L-glutamina, sendo otimizado para a producdo de anticorpos monoclonais e
proteinas recombinantes.

e PFHM-II (TFS, 2018): otimizado para o crescimento de hibridomas ¢ mielomas
humanos e de ratos e para producao de anticorpos monoclonais. Nao apresenta
polipeptidios como fatores de crescimento ou de adesao.

e Ex-cell Serum-free Medium (SIGMA, 2018): meio livre de soro fetal bovino, com
baixo teor proteico (11mg/L), ndo contem L-glutamina em sua composi¢ao e
especificamente desenvolvido para o crescimento a longo prazo de hibridomas e
células capazes de expressarem anticorpos monoclonais e produtos proteicos.

e Hybridoma-SFM (TFS, 2018): apresenta concentracao proteica baixa (20 pg/mL),
e também ¢ otimizado para o crescimento de hibridomas ¢ mielomas de humanos
e ratos e a producao de anticorpos monoclonais (mAb).

Apoiando-se no estudo de Prampero (2017), no qual foram testados quatro diferentes
meios, sendo obtido um melhor resultado paro o meio SFM (Serum Free Media - Gibco), e por
isto este meio foi escolhido para este trabalho. O meio SFM mostrou capacidade de fornecer
excelentes condigdes para o crescimento de hibridomas com rendimentos melhores para a
producao de anticorpos monoclonais.

O meio SFM nao possui BSA (albumina de soro bovino), esteroides e imunoglobulina
bovina endogena, o que facilita o processo de purificacdo de mAbs especificos (TFS, 2018).
Além disso, o seu uso ¢ facil e a maioria dos hibridomas requer adaptacdo sequencial com
menos etapas (BUTLER, 2005; MORAES et al., 2008). Outra justificativa para o uso desse

meio ¢ que hd poucos trabalhos voltados na producao de anticorpos anti-CD25 em meio sem
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SFB, logo, novos dados poderdo ser fornecidos neste trabalho e assim contribuir com novas

pesquisas.
2.6. Metabolismo de Hibridomas
2.6.1 Glicose e Aminoacidos Essenciais

As células hibridas apresentam como principais fontes de carbono e energia a D-
glicose e a L-glutamina, portanto, requeridos para o crescimento celular (MORAES et al.,
2008). A glicose ¢ transportada para o interior da célula por meio da difusao facilitada, por meio
de diferentes proteinas, sendo a GLUT]1 a principal (GODIA e CAIRO, 2006; MORAES et al.,
2008).

O processo de quebra da glicose recebe o nome de glicolise e € dividida em 2 fases, a
primeira fase ¢ chamada de preparatéria, e apresenta as seguintes etapas: a glicose, uma vez
dentro da célula, ¢ fosforilada, e origina a glicose 6-fosfato (G6P), a qual ¢ rapidamente
convertida a frutose-6-fosfato (F6F) e esta também fosforilada, para produzir a frutose-1,6-
bifosfato, molécula que ¢ quebrada em outras duas de gliceraldeido-3-fosfato (G3F), sendo esta
a ultima etapa (Figura 11). Vale observar que durante esta fase ha um consumo de 2 moles de

adenosina trifosfato (ATP) por mol de glicose.

Figura 11: Primeira fase da glicélise, fase preparatdria, na qual a molécula de glicose ¢ convertida a
duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato, com o consumo de duas moléculas de ATP.
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ADP Fosfofrutocinase-1
) ] ADP
Gliceraldeido-3-fosfato ~——— )
+ Aldolase Frutose-1,6-bifosfato
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isomerase

(2) Gliceraldeido-3-fosfato

Fonte: Autoria propria.

Na segunda fase, chamada de pagamento, as duas moléculas de G3F sao oxidadas,
fosforiladas e convertidas a 2 moléculas de piruvato. Durante essa conversao sao produzidos 4
moles de ATP e 2 moles de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADH) por mol de glicose,
logo, o resultado liquido da glicélise € de 2 moles de ATPs e 2 moles de NADHs, estas etapas
sdo mostradas na Figura 12 (GODIA e CAIRO, 2006).
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Figura 12: Segunda fase da da glicélise, fase de pagamento, na qual duas moléculas de gliceraldeido-
3-fosfato, produzidas na fase preparatoria, sdo convertidas a duas moléculas de piruvato, com a
produgdo de 4 moles de ATP.
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Fonte: Autoria propria.

Apo6s o fim da glicolise, o piruvato pode entrar no ciclo do 4cido citrico (ou ciclo de
Krebs) sendo o piruvato convertido a acetilCoA, os elétrons remanescentes sao transferidos
para o oxigénio por meio de uma cadeia de proteinas transportadoras, na mitocondria, ¢ a
energia liberada durante esta transferéncia, permite a sintese de 36 moles de ATPs (MORAES
et al., 2008). O piruvato ainda pode ser metabolizado de uma forma diferente, podendo ser
convertido a lactato em ambientes de baixa ou sem oxigenagao (BUTLER, 2005).

A glutamina, ¢ a segunda fonte de carbono e energia da célula como também ¢ a
principal fonte de geracdo de amonio, a sua decomposicao se inicia fora da célula, com a
producao de acido pirrolidina carboxilico € amoénio, o restante ¢ transferido para o interior da
célula por meio de proteinas transmembranas especificas (MORAES et al., 2008). O processo
de quebra de glutamina ¢ denominado glutaminolise (Figura 13) e se inicia pela conversdao
enzimatica da glutamina a glutamato, o qual pode seguir trés caminhos, o primeiro ¢ ser
desaminado a alfa-cetoglutarato, com a liberagdo do segundo grupo amonio, seguido por
incorporagao ao ciclo do acido citrico, onde ha liberacao de metabolitos, como o oxalacetato; o
segundo ¢ ser completamente oxidado a CO», e o ultimo ¢ deixar a mitocondria na forma de
malato e ser, posteriormente, convertido em piruvato. Vale considerar que na via em que a
glutamina ¢ completamente oxidada, um mol do aminoacido resultada 27 moles de ATPs,
enquanto que quando convertida a malato e depois piruvato, hd produgao de 9 moles de ATPs.
A via a ser escolhida depende das necessidades energéticas da célula (GODIA e CAIRO, 2006;
MORAES et al., 2008).
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Figura 13: Metabolismo da glutamina, glutamindlise. A glutamina, como mostrado na imagem, pode
seguir trés caminhos, ser totalmento oxidada a gas carbonico, ou participar do cliclo de Krebs, ou sair
da mitocondria, na forma de malato, e convertida a piruvato.
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Fonte: Autoria propria.

Foi observado, por alguns autores, que a concentragao de glicose regula inversamente o
metabolismo de glutamina, entdo se houver um aumento na concentragdo de glicose no meio
de cultura, o consumo de glutamina sofre uma redugdo, do mesmo jeito, se houver uma
diminui¢do na concentracao de glicose, o consumo da glutamina, aumenta (MILLER et al.,
1988; JEONG e WANG, 1995).

E importante destacar que a diminuigdo da concentragio de L-Glutamina poder levar a
morte celular, , uma vez que € principal fonte de nitrogénio pra a sintese de nucleotideos, e ja
foi demonstrado que, em cultivos de hibridomas, concentragdes menores que 1-2 mM de
glutamina, ocorre a inibi¢do do crescimento celular (JEONG e WANG, 1995), assim, a
concentragdo deste aminoacido sempre deve ser observada e controlada, nunca deixando chegar
ao fim, com o objetivo de garantir alta viabilidade celular.

As células eucariodticas ndo apresentam a capacidade de sintetizar alguns aminoacidos
essenciais para o seu desenvolvimento, por isso, estes sao necessarios estar presentes nos meios
de cultura. Para hibridomas, a L-Cisteina, um dos aminoacidos ndo sintetizados, se mostrou
bastante importante para o seu crescimento, tanto que para algumas linhagens de hibridomas ¢
o primeiro a ser esgotado e a sua auséncia tem sido motivo para a inibicdo do crescimento
celular. A cisteina € responsavel pela conformagdo de varias proteinas, gragas a formagao de
ligacoes dissulfeto (SANFELIU et al., 1996).
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2.6.2 Oxigénio e Gas Carbonico

Além dos nutrientes ja mencionados, as células precisam de oxigénio para se
desenvolver; este elemento ¢ o receptor final de elétrons da cadeia respiratoria, e permite a
estocagem de energia por meio da formagdo de moléculas de ATP, assim como a re-oxidagdo
de coenzimas essenciais para a glicolise e Ciclo de Krebs, logo sua presenca ¢ de extrema
importancia.

Para a oxidagdo de 1 mol de glicose sao necessarios 6 moles de O», 0 que se torna um
problema, ja que a solubilidade deste componente ¢ extremante baixa, em condi¢des normais
de cultivo, chega a ser inferior a 10 mg L', logo a melhor maneira de suprir as necessidades
metabolicas da célula é possibilitar o fornecimento continuo desse gas (GODIA e CAIRO,
2006; MORAES et al., 2008).

Quanto ao gas carbonico, este apresenta grande influéncia sobre o pH e a osmolalidade
do meio, fatores que devem ser controlados para garantir a sobrevivéncia das células
(DEZENGOTITA, et al, 2002b), e também ¢ um dos maiores sub-produtos do metabolismo de
células animais, sendo que para cada mol de O> consumido, um mol de CO> ¢ liberado.

O CO2 quando dissolvido no meio, reage com a agua para formar acido carbdonico
(H2CO»), acido fraco, que se dissocia predominantemente em bicarbonato (HCO3™) em pH igual

a 7,2, reagao mostrada pela equagdo quimica abaixo (MORAES et al., 2008):

CO,+H0 ¢ H,CO; «X H'+HCO;™

Um aumento na pressao parcial do CO2 (pCO3) e/ou do pH, segundo a reacao, promove
a acidificacao do meio, assim como a do espaco intracelular, uma vez que o CO> ¢ um gas que
se difunde facilmente pela membrana celular. A diminui¢ao do pH pode afetar o crescimento
celular, a glicosilagdo e as vias de transporte de proteinas, € com o intuito de controlar a acidez,
protons sao eliminados ou HCOs™ sdo trazidos para o interior da célula (DEZENGOTITA, et
al, 1998; SCHMELZER, et al, 2001).

O controle do pH ¢ feito pela adi¢ao de base, como o NaOH, o que resulta em um
aumento de cations, assim como de HCOs™, e consequentemente no aumento da osmolalidade.
Todavia, um aumento na osmolalidade, independentemente da pCO», pode promover a
apoptose da célula, segundo DEZENGOTITA et al (2002a).

Vale destacar que com o objetivo de reduzir os danos as células por conta do aumento
da osmolalidade, existem estudos sobre a utilizagdo osmoprotetores como a glicina-betaine e a

prolina, os quais se mostraram bastante eficientes em restaurar o crescimento celular
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(DEZENGOTITA, et al, 2002b). Os osmoprotetores se acumulam dentro do células estressadas
por conta da osmolalidade, e atingem concentragdes intracelulares que parecem equilibrar em
relagdo as extracelulares (OYAAS, et al, 1995).

Oyaas et al (1994), verificaram ainda que para hibridomas sob condi¢des de estresse
por conta do aumento da osmolalidade, na presenga de osmoprotetores, podem produzir maiores
quantidades de anticorpos monoclonais. Entretanto, vale considerar que estes estudos foram
feitos para algumas linhagens celulares, logo estes resultados podem variar € novos estudos
podem ser necessarios. Antes de tudo, ¢ sempre importante ter um controle rigoroso do pH e
das condigoes de cultivo.

O pH o6timo para o crescimento de hibridomas ¢ por volta de 7,2. Entretanto, estas
células sdo capazes de manter o pH intracelular em valores controlados, mesmo quando o pH
externo esteja em valores proximos a 6,5, e caso o pH seja menor, a acidificagdo do meio
intracelular acontece e provoca a morte ou o estado de repouso das células (OZTURK et al.,
1992). O pH pode ser uma importante ferramenta para averiguar o crescimento celular, uma
vez que no aumento da biomassa hd geragao de acido lactico, € como mostrado, o pH sofre
redu¢do (HANSON et al, 2007).

2.6.3 Metabdlitos

Existem dois fatores que podem inibir o crescimento de células: auséncia de nutrientes
e acumulo de metabolitos, sendo os mais importantes a amodnia e o lactato (MORAES et al.,
2008 (OZTURK et al., 1992).

O lactato tem como origem a oxidagdo incompleta da D-glicose, assim como de outros
acucares e aminoacidos, entre eles, a L-glutamina. O actimulo de lactato provoca uma
diminui¢do no pH e um aumento na osmolalidade do meio, que podem afetar o metabolismo da
célula e diminuir a viabilidade celular. Valores entre 20-60 mM de lactato, dependendo da
linhagem celular, pode ser considerado prejudicial para a cultura (GODIA e CAIRO, 2006;
MORAES et al., 2008).

A amonia provem, principalmente, do metabolismo de aminoécidos, dentre eles a L-
glutamina, aminoacido comumente adicionado ao meio de cultivo, por conta de ser uma
excelente fonte de energia e por participar da sintese de nucleotideos. Todavia, a quebra deste
composto se inicia antes mesmo de entrar na célula, com a formagdo de acido pirrolidina
carboxilico e amodnio, apos entrar na célula, a parte restante ¢ catabolizada, e sdo produzidos 2
moles de amonia por mol de glutamina, somando-se a isso, o SFB, comumente suplementado

em meios de cultivo, apresenta em sua composi¢ao 0,5 mM NH4OH. A amonia ¢ metabolito
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mais toxico se comparado com o lactato e concentragdes entre 2 ¢ 3 mM se mostraram ser
prejudiciais para o crescimento celular (GODIA e CAIRO, 2006; NELSON e COX, 2011).
Desenvolvimento de técnicas para evitar a formagdo de metabolitos se tornam,
portanto, necessarias. Com o intuito de acompanhar o crescimento das células, neste trabalho ¢
observado o consumo dos nutrientes disponiveis, assim como a produgdo de metabdlitos, com
o intuito de controlar e fornecer as melhores condi¢des para a célula. Além disso, a ndo

utilizacao de SFB neste trabalho também contribui para a reducao de amonio no meio.
2.7. Cultivo em Escala Laboratorial

O cultivo celular laboratorial tem como intuito fornecer todas condigdes necessarias
para que a célula cresga em um ambiente diferente do seu natural, ou seja, procura simular o
modelo in vivo de onde a célula foi extraida. Mesmo que o modelo construido esteja proximo
da realidade, o processo in vitro ainda causa problemas para o desenvolvimento celular, uma
vez que as células passam a crescer em um meio que favorece o espalhamento, a migracao e a
proliferagdao, em oposi¢ao ao crescimento tridimensional in vivo. Apesar disso, o uso de cultura
celular tem suas vantagens, como controle do microambiente que circunda a célula,
homogeneidade da amostragem e baixo custo. (ALVES e GUIMARAES, 2010).

Os sistemas de producdo em pequena escala se caracterizam por serem simples,
baratos e pouco automatizados, o que explica o grande uso, todavia, sao pouco indicados para
a obtencdo de anticorpos em grande escala, uma vez que sdo desprovidos de um sistema de
controle de parametros fisico-quimicos e de agitagdo capaz de manter a homogeneidade do
sistema (BUTLER, 2005; MORAES, et al., 2008).

Neste trabalho, o cultivo in vitro ¢ realizado através de frascos T e principalmente, em

biorreatores, para ativagao e expansao das células, afim de se obter dados escalonaveis.
2.7.1. Cultivo em Sistema Estatico

O frasco T, mostrado na Figura 14, ¢ o sistema de cultivo, in vitro, mais utilizado. Sao
garrafas de poliestireno com tampas rosqueaveis, podendo estas apresentarem ou nao, filtros
hidrofobicos com 0,22 um de poro. Para o cultivo, estes frascos, sao mantidos dentro de uma
incubadora, na posicao horizontal, para promover o crescimento no meio de cultivo adicionado
(ZANATTA, 2009). E de extrema importancia que a manipulagio dos frascos T sejam feitas
em camara de biosseguranca com fluxo laminar para garantir a assepsia e seguranc¢a do operador
(BUTLER, 2005).
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Figura 14: Frasco T, com destaque para a tampa com filtro hidrofobico.

Fonte: Green BioResearch, 2018.

Frascos T sdo de baixo custo e de facil uso, o que justifica seu amplo uso, entretanto,
apresenta limitagdes de uso que incluem: a formacao de um ambiente heterogéneo que culmina
em gradientes de concentragdo de metabolitos e substratos (nutrientes); excessiva manipulagao,
consequentemente, alto risco de contaminacdo; auséncia de controles dos parametros

importantes para o crescimento celular (ZANATTA, 2009).
2.7.2. Cultivo em Biorreator Spinner

Biorreatores surgiram a partir de estudos que se iniciaram em 1970, com o intuito de
fornecer condigdes fisico-quimicas semelhantes as dos seres vivos para o cultivo celular. Desde
entdo uma variedade de biorreatores surgiram, e atualmente, os biorreatores disponiveis para o
cultivo de células animais podem ser classificados de diferentes formas, sendo a
homogeneidade do ambiente a caracteristica mais utilizada para tal fim. Assim, tém-se os
biorreatores homogéneos e heterogéneos, os quais sdo apresentados na Tabela 5 (MORAES et
al., 2008).

Tabela 5: Biorreatores do tipo homogéneo ¢ heterogéneo.

Classificacao Biorreator
Do tipo tanque-agitado, do tipo air-lift, de
Homogéneo
ondas.
Sistemas com microcarregadores, de leito
Heterogéneo empacotado, de leito fluidizado, de fibras

ocas; com crescimento sobre superficies.

Fonte: Moraes et al. 2008.

Os biorreatores do tipo homogéneo promovem a distribuicao uniforme de todos os

componentes (meio, células, gases dissolvidos, nutrientes € metabolitos) em todo volume de
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cultivo, para isso o meio de cultivo deve estar em constante movimento, o que nao acontece em
biorreatores heterogéneos. Nestes, as células sao dispostas em um compartimento e aderidas a
uma superficie ou imobilizadas no interior de um leito de particulas biocompativeis e o meio
de cultivo ¢ bombeado através do leito para que as células tenham acesso aos nutrientes € o
oxigénio dissolvido (MORAES et al, 2008).

Os hibridomas utilizados neste trabalho foram cultivados em biorreator homogéneo do
tipo spinner, por apresentarem um sistema de agitacdo bem semelhante aos encontrados em
biorreatores de tanque agitado, tradicionalmente utilizados para cultivo de microrganismos,
razao pela qual sdo considerados bastante apropriados para o cultivo de células animais em
suspensao (BUTLER, 2005).

O frasco do tipo spinner (Figura 15) normalmente ¢ feito de vidro borosilicato com
tampa rosquedvel que pode ou nao apresentar um filtro hidrofébico, e um eixo acoplado a esta
tampa que em sua outra extremidade, alguns podem apresentar uma barra magnética agitadora
central, ou ainda, um sistema pendular de agitagdo. No vidro, ainda, pode existir mais uma ou
duas aberturas (bragos), os quais sao também tampados e utilizados para troca de meio, retirada
de amostras, introducdo do indculo e outras fungdes (FRESHNEY, 2010). O frasco spinner,
assim como o frasco T, deve ser colocado em um incubadora para controle de umidade,
temperatura e CO> (BUTLER, 2005).

Figura 15: Esquema de um biorreator do tipo spinner utilizado no cultivo de células animais.

Tampa rosqueavel
com eixo acoplado

*
Jill]]

= ‘ . “Bragos” com tampas
rosqueavaveis

Barra magnética
para agitagdo

Fonte: BUTLER, 2005.

Como principal vantagem em relagdo ao uso de biorreatores pode se citar a utilizacdo
de um volume de cultivo maior, o que pode garantir maior produtividade em relagao a produgdo
de anticorpos monoclonais, entretanto, pode favorecer o acimulo de metabolitos e causar danos
ao cultivo. (MORAES et al, 2008).
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H4 um grande ntimero de modelos de frascos spinner no mercado, com diferentes
volumes de trabalho e sistemas de agitag¢do, na Figura 16, ¢ mostrado os biorreatores utilizados
neste trabalho, um com 100 mL de capacidade e outro com 500 mL, ambos com sistema

pendular de agitagao.

Figura 16: Biorreatores de 100 e 500 mL de capacidade, do tipo spinner com agitador pendular,
utilizados neste trabalho.

Fonte: Autoria propria

A agitagdo ¢ implementada com o objetivo de manter as cé¢lulas em suspensao e ainda
favorecer o transporte de gases e nutrientes para as c€lulas, e garantir a remocao, de forma mais
eficiente, de gas carbonico. Num sistema agitado, a energia mecanica promovida pela agitacdao
¢ transferida para o liquido e entdo dissipada na forma de energia térmica, o que pode causar
um estresse hidrodindmico na célula e causar a sua morte por necrose. O estresse hidrodinamico
pode ser de maior ou menor intensidade de acordo com alguns fatores como idade da cultura,
taxa de crescimento celular, composicao do meio de cultivo entre outros. Por conta disso,
algumas substancias sao adicionadas ao meio de cultivo, como € o caso do SFB e de surfactantes
(BUTLER, 2005; MORAES, 2008)

Dentre os modos de operacao para o biorreator se destacam: cultivo descontinuo
(batelada ou batch), cultivo descontinuo alimentado (batelada alimentada ou fed-batch) e
cultivo continuo (MORAES et al, 2008). O cultivo em batelada se caracteriza por ter volume
constante ¢ nao haver suplementacdo adicional de meio de cultura, assim o substrato ¢
metabolizado e convertido a metabolitos e produtos até o fim do cultivo, enquanto as células
crescem. Trata-se do modo de operacao mais simples e também o mais utilizado em frascos de
cultivo estacionario e biorreatores de pequena escala, apresenta baixo risco de contaminagado e
tem como ponto negativo a baixa produtividade (FENGE e LULLAU, 2006).

Uma possibilidade para aumentar a produtividade ¢ adicionar ao reator os nutrientes

mais consumidos pelas células, de forma gradual, a medida que sao consumidos pela célula,
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neste caso o modo de operagao recebe o nome de batelada alimentada. Este modo de operagao,
inicia-se como uma batelada com o volume de trabalho reduzido, a alimentagao inicia-se com
o inicio da fase exponencial, na qual o consumo de nutrientes ¢ grande, o que possibilita o
prolongamento das fases exponencial e estacionaria do processo, €, consequentemente, a
obtenc¢do de maiores concentracdes de células viaveis e de concentracdes de produto superiores
em relacdo a batelada (WLASCHIN e HU, 2006). A adicao pode ser por pulso, segundo perfis
escalonados ou ainda segundo um perfil de vazao exponencial. A produtividade ¢ maior em
relagdo ao modo de batelada, mas também apresenta desvantagens como risco de contaminagao
moderado e tempo de permanéncia no frasco elevado, o que pode promover em alguns casos o
acumulo de metabolitos secundarios téxicos e inibir o crescimento celular. (FENGE e
LULLAU, 2006; MORAES et al, 2008).

Finalmente, no cultivo continuo ha continua adi¢cao de meio de cultivo novo ¢ remog¢ao
de meio de cultivo contendo células na mesma vazdo, afim de se manter o volume constante e
prolongar o cultivo por longos periodos de tempo. Ha dois tipos: cultivo em quimiostato € em
perfusdo, no primeiro as células sdo retiradas numa taxa igual a de crescimento, mantendo a
concentragdo celular constante no biorreator. No segundo, as células na corrente de saida do
meio de cultura com teor reduzido de nutrientes sao quase totalmente removidas e
realimentadas ao biorreator por meio de técnicas e dispositivos especificos (FENGE e
LULLAU, 2006; MORAES et al, 2008), atingindo altos valores de concentragdo de células e
de produto.

A perfusdo surgiu como uma solugdo para aumentar a produtividade volumétrica do
quimiostato. A continua renovagdo do meio somada a remog¢ao pequena e controlada de células,
gera um ambiente estavel as células, garantindo o fornecimento de produtos com alta
produtividade e baixa variabilidade (BETTINARDI, 2016).

Os dispositivos utilizados para retengao das células sao baseados em separagdo por
centrifugacao ou filtracao, e dependentes do tamanho e densidade da célula. Estes dispositivos
estdo suscetiveis ao entupimento por acumulo de célula e/ou adesdo celular, por isto sdo
utilizados sistemas de refrigeragdo que induzem a formagdo de agregados celulares, para
facilitar a sedimentagcdo das células e estruturas pulsantes, que previnem a adesao celular
(CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

Na Figura 17, sdo apresentados os modos de operacao descritos anteriormente.
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Figura 17: Modos de operagdo de biorreatores, da esquerda para a direita, batelada, batelada
alimentada, cultivo continuo simples e tipo perfusdo. Com exce¢do do modo de operagdo em batelada,
¢ feito a alimentagdo, ¢ apenas no cultivo continuo ha remogao de volume, sendo feita na mesma razao

que a alimentagdo. No cultivo continuo de perfusdo, ha ainda, separacgdo das células.

Alimentagio Remogdo de Alimentagdo
Alimentagio continua  volume continua continua

Perfundido

° o) ° ) ° o)
o o (o}
& & &
Batelada Batelada Alimentada Cultivo Continuo Cultivo Continuo
Simples (quimiostato) Perfusdo

Fonte: Autoria propria.

Neste trabalho, os modos de operagao utilizados foram batelada e batelada alimentada
uma vez que sao simples, apresentam baixo risco de contaminagdo e com custo baixo de

utilizagao.

2.8 Detecgdo, Quantificagdo e Purificagdo de Anticorpos Monoclonais para Testes

Antitumorais

Apo6s a obtengao dos anticorpos torna-se necessario a sua deteccao e quantificagdo, a
qual pode ser feita por meio do ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) e purificagao,

a qual pode ser realizada através da cromatografia, como a de troca idnica e a de afinidade.
2.8.1 ELISA

O ELISA ¢ um ensaio imunoenzimatico, ¢ baseia-se na interagdo antigeno-anticorpo, a
qual ¢ identificada através de reagdes enzimaticas. Este ensaio caracteriza-se por apresentar
grande sensibilidade e especificidade, e ¢ tido como ideal para realizar a quantificacdo da
concentragdo de antigenos e anticorpos (ABBAS et al., 2015).

Nesse método, uma enzima ¢ covalentemente ligada a um anticorpo especifico e este
entdo, reconhece o antigeno alvo, se este estiver presente. Com o reconhecimento, a enzima ira
reagir com um substrato incolor, chamado substrato cromogénico e ird dar origem a um produto
colorido. H4 um grande numero de enzimas que pode ser utilizado, incluindo fosfatase alcalina,
peroxidase de rabano e B-galactosidase. O ensaio ¢ realizado em uma placa de pogos ¢ a
quantificagdo do produto colorido lido em um equipamento especializado, por exemplo, um

espectrofotometro, como mostrado na Figura 18 (GOLDSBY et al., 2000).
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Figura 18: Componentes importantes na analise de ELISA: Placa de pogo (A) e Espectrofotémetro

(B).

A B |

Fonte: INDIANMART, 2018.

Trata-se de um método eficiente, pois permite detectar quantidades de proteina da
ordem de nanogramas (10 g), além disso é seguro, de simples uso e de baixo custo, em
comparagao com outras técnicas (GIL et al., 1999).

Os principais tipos de ELISA sdo: indireto, sanduiche e competitivo (GOLDSBY et al.,

2000), e sao descritos nas Figuras 19, 20 e 21, respectivamente.

Figura 19: ELISA tipo Indireto.

lavagem lavagem
Antigenos Anticorpos primarios Anticorpos secundarios Adicao de )
revestem o pogo especificos sao adicionados, e com enzimas_ ligam-se substratos que liga-
ao reconhecerem os aos anticorpos primarios se as enzimas €
antigenos, ligam-se a eles sé&o convertidos a

um composto que
confere cor na
solugao

Fonte: GOLDSBY et al., 2000.
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Figura 20: ELISA tipo Sanduiche.
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Anticorpos Adigao de antigenos que Adicao de anticorpos Adigao de substratos que
revestem o poco ligam-se aos anticorpos secundarios com ligam-se as enzimas e sao
primarios, apos o enzimas, que ligam-s€ convertidos a um
reconhecimento aos antigenos ligados composto que confere cor
também aos anticorpos na solugao
primarios

Fonte: GOLDSBY et al., 2000

Figura 21: ELISA tipo Competitivo

/
Q Q9 <
Anticorpo incubado lavagem ?‘5 lavagem
especifico a um antigeno °
e anticorpo incubado - T - T
para andlise Poco revestido com Adigao de anticorpos Adicao do substrato,
antigenos, no qual sdo secundarios com enzimas, que é convertido
adicionados os anticorpos para ligarem-se aos pela enzima a uma
incubados, que irdo competir  anticorpos primarios que ja determinada cor
pela ligagédo com os estdo ligados aos
antigenos antigenos

Fonte: GOLDSBY et al., 2000.
2.8.2. Purificag¢do de Anticorpos Monoclonais

Para o uso clinico de biomoléculas ¢ de extrema importancia a obtencao de um elevado
grau de pureza, sendo necessario uma variedade de técnicas para se obter o grau desejado
(GANGNON, 2012).

Para os anticorpos monoclonais, ¢ feito uma pré-purificagao seguida pela purificagdo
propriamente dita. Tais compostos sdo recuperados de meios complexos (grandes quantidades
de proteinas e células), o que faz necessario o uso de processos de clarificagao, filtragao e/ou
ainda, a centrifugacdo (GANGNON, 2012).

Para a purificagdo, existem diferentes técnicas, como a cromatografia de troca idnica,
uma das primeiras técnicas a serem utilizadas para esse fim (KARLSSON et al., 1998), e a qual
permite a separacao de proteinas baseado nas diferencgas entre as cargas liquidas das proteinas.
As proteinas apresentam uma carga em sua superficie que interage com a carga oposta presente

no meio cromatografico. A carga superficial das proteinas pode ser alterada por meio de
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alteragdes no pH, de acordo com o ponto isoelétrico (pH em que a carga liquida da proteina ¢
igual a zero). Se a proteina estd presente em um ambiente cujo pH ¢ superior ao de seu ponto
1soelétrico (pl), sua carga ¢ negativa, o que permite a utilizagcdo de resinas de troca anionicas,
caso o pH do ambiente seja inferior ao de seu pl, a carga sera positiva e a resina sera de troca
cationica (GAGNON, 2012).

Um outro tipo de cromatografia que se costuma utilizar sdo as que se baseiam nas
caracteristicas hidrofobicas dos componentes. Os mAbs apresentam uma grande quantidade de
aminoacidos em sua composi¢do, e muitos desses apresentam tais caracteristicas. Para este tipo
de cromatografia normalmente utiliza-se um sal, como o sulfato de amoénio, para remover a
camada de solvatacdo e expor os grupos hidrofobicos, o que permite entdo realizar o
procedimento em uma coluna adequada, na qual proteinas menos hidrofobicas tendem a eluir
primeiro (GAGNON, 2012).

Tem-se ainda a cromatografia por afinidade, um método, altamente seletivo, que
explora a interacdo reversivel entre a proteina alvo e um ligante imobilizado a matriz
cromatografica. Neste caso, existe a possibilidade de utilizar duas estratégias, a primeira ¢
relacionada com a regido Fab do anticorpo, que apresentam especificidade na ligacdo com
antigenos, e a segunda, explora as partes constantes, a regido Fc do anticorpo, regides que
apresentam interacao com diversas proteinas, aminoacidos e outras moléculas especificas. Os
ligantes de afinidade podem ser classificados em bioespecificos e pseudoespecificos.
(GAGNON, 2012; LOW et al.,2007)

Os ligantes bioespecificos interagem com a proteina através dos seus sitios de ligagao,
esta interacao ¢ muito forte e especifica, o que confere elevado grau de pureza. Quando se
utiliza antigenos ou anticorpos como ligantes, obtém-se Otimos valores em relagdo a
purificacdo, todavia ha algumas limitacdes, dentre as quais se destacam a grande quantidade de
ligantes purificados a serem acoplados a matriz e um grande numero de elui¢des, por conta das
fortes interacdes, o que pode diminuir a vida util das colunas (ROQUE et al., 2007). Uma
alternativa a esses desafios, vem sendo utilizar as proteinas “A”, “G” ou “L” como ligantes para
a purificacdo de anticorpos. A proteina “A” ¢ secretada por linhagens de bactérias
Staphylococcus aureus e apresenta alta afinidade com a regido Fc das imunoglobulinas,
caracteristica que permite o seu uso em técnicas de purificacdo de proteinas com fins
terapéuticos e testes clinicos. A proteina “G”, também apresenta afinidade pela regido Fc,
isolada de linhagens de Streptococcal, e difere da proteina A, na intensidade das ligacdes. Ja a
proteina “L”, isolada da bactéria Peptostreptococcus magnus, apresenta afinidade pelas cadeias
leves do tipo k das imunoglobulinas. Mesmo apresentando melhores resultados, hd algumas

dificuldades em utilizar estas proteinas, como o desprendimento das proteinas da coluna por
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conta das repeticoes do procedimento que pode levar a contaminagdo e também a alto custo
(LOW et al., 2007).

Os ligantes pseudobioespecificos, por outro lado, ndo possuem interagdo biologica, as
interacdes que ocorrem sao do tipo hidrofobicas, eletrostaticas ou de ligagdes de coordenagdo
com as proteinas, logo apresentam afinidade estrutural. Vale considerar que estes ligantes
podem ser de origem bioldgica ou nao, e ainda podem gerar 6timos resultados (LOW et al.,
2007).

Dentro da cromatografia de afinidade, ainda se enquadra a IMAC (Immobilized Metal
Ion Affinity Chromatography), que ¢ feita pela interagdo reversivel entre proteinas e ions
metalicos por meio de ligagdes de coordenagdo, sendo utilizada na purificacao de proteinas,
como aniticorpos de diversas fontes, entre elas hibridomas (GAGNON, 2012).

Hé poucos dados especificos na literatura para os mAbs anti-CD25 a respeito do
melhor método, mas para alguns mAbs, ha estudos que utilizam cromatografia de troca i6nica,
ou ainda, cromatografia de afinidade com proteinas “A”, “G” ou “L”, ou com ions metalicos.
A cromatografia de afinidade esta sendo bastante utilizada por conta dos altos valores de
recuperagdo que estdo sendo obtidos, acima de 95% (AYBAY e IMIR 2000; OLIVEIRA,
2014), todavia ¢ um método ainda caro, e tem como outras desvantagens, o alto numero de
elui¢cdes necessarias, por conta das fortes interagdes, a necessidade de ligantes com alto grau de

pureza e ainda, o desprendimento de metal, no caso da IMAC.
2.9. Justificativa

A busca por tratamentos alternativos para o cancer vem crescendo nos ultimos anos,
com o objetivo de fornecer tratamentos menos agressivos, de menor duracao e mais baratos, o
uso de anticorpos monoclonais vem ganhando bastante espago neste campo, uma vez que ja se
mostraram capazes de auxiliar o tratamento de alguns tumores, como o trastuzumab
(Herceptin®), utilizado para o cancer de mama.

Em relagdo ao anticorpo anti-CD25, o seu uso ja ¢ aprovado no tratamento de esclerose
multipla, e atualmente ¢ estudado acerca de sua acao contra tumores. Sabe-se que este promove,
in vivo, a deplecdo de células T regulatorias CD4+CD25+Foxp3, responsaveis pela imune
homeostase, cuja auséncia permite que o sistema imune reconheca as células anormais e as
elimine. Visando conhecer o seu potencial no tratamento de cancer, a otimizagdo de sua
producao ¢ de extrema importancia, logo logo, este trabalho tem como intuito otimizar o cultivo
de hibridomas PC-61 para obter anticorpos anti-CD25 em biorreatores do tipo spinner, obtendo
grandes quantidades, utilizando-se um volume menor de meio de cultivo, e ainda, sem soro

fetal bovino, que ¢ um composto com inumeras desvantagens.
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Na literatura ha um grande niamero de trabalho mostrando a ag¢ao deste anticorpo, mas
quase nenhum indicando as condig¢des de cultivo, metabolismo, métodos de purificacao, assim

este trabalho busca preencher esta lacuna e fornecer novos dados para novos estudos.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos, a otimizag¢ao do cultivo de hibridomas PC-61 em
biorreator do tipo spinner em meio livre de Soro Fetal Bovino (SFB) para a obtencdo de
anticorpos monoclonais (mAb) anti-CD25 (IgGl) e a realizagdo da purificacdo destes
anticorpos.

Os objetivos especificos foram:

e Realizar o cultivo dos hibridomas em meio de cultivo com e sem SFB, afim de
se comparar o crescimento celular e a produgdo de mAbs anti-CD25;

e Definir as melhores condigdes para o cultivo do hibridoma PC-61 em meio de
cultura livre de SFB e em biorreator do tipo spinner nos modos de operagao
batelada e batelada alimentada, visando a produ¢ao do mAb anti-CD25 em
escala laboratorial (escalondvel para garantir produtibilidade em larga escala);

e Estabelecer um protocolo simples e eficiente para a purificagdo dos mAbs anti-

CD25 utilizando proteinas bioespecificas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagem Celular e Preservagdo

Para o inicio dos estudos sobre anticorpos mAbs anti-CD25, classificados como IgGl,
foi utilizado a linhagem de hibridoma PC-61, cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Jodo Santana
da Silva, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (Universidade de Sao Paulo - USP).

Prampero (2017), em seu trabalho, ativou e expandiu uma por¢ao destas células em
meio RPMI-1640 contendo 10% (v/v) de SFB, e entdo, congelou-as em SFB e DMSO
(Dimetilsulfoxido — meio de congelamento Sigma, n° D2650), na propor¢ao 9:1 (v/v) e as
manteve em criotubos de 1 mL em vaso Dewar contendo nitrogénio liquido a -196 °C. Num
outro momento, outra por¢ao foi ativada em meio RPMI-1640 com SFB, todavia, durante a
expansao, as células foram adaptadas ao meio SFM (Serum Free Medium — meio livre de soro)
de maneira sequencial, adicionando-se este meio ao cultivo de forma gradual até total exclusao
do meio RPMI. As células foram, entao, congeladas em criotubos com SFM e DMSO (9:1, v/v)
e mantidas em nitrogénio liquido.

Neste trabalho, os criotubos preparados por Prampero (2017) foram retirados do
nitrogénio liquido, e as células presentes, foram descongeladas e expandidas para a formagao
de um novo banco, o qual foi utilizado como lote de trabalho. As células congeladas com o
meio SFM e DMSO, foram expandidas e novamente congeladas com o meio SFM, e as células
congeladas com SFB, foram expandidas com o meio RPMI-1640 (10% SFB) e congeladas com
SFB e DMSO.

4.2 Meios de Cultivo
4.2.1 Meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) - 1640

Trata-se de um meio basico, produzido por Gibco® Life Technology (n° 23400-021)
com altas concentragdes de vitaminas, como biotina, vitamina B12, assim como de
L- glutamina, vermelho de fenol ¢ HEPES (composto organico que funciona como agente
tamponante, quando na forma de zwitterionica). E suplementado com bicarbonato de sédio,
para ajuste do pH, e SFB. E disponibilizado nas formas de liquido ou po, apresenta validade de
12 meses e deve ser armazenado em temperatura entre 2°C e 8°C.

O meio RPMI — 1640 suplementado com SFB e bicarbonato de sodio ¢ abreviado como
RPMIS neste trabalho.
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4.2.2 Meio Hybridoma Serum Free Medium (SFM)

Meio livre de soro, produzido por Gibco® Life Technology (n° 12045-076), com baixo
teor proteico, cerca de 20 pg mL!, e que possui em sua composi¢do, L-glutamina, insulina,
transferrina, vermelho de fenol (indicador colorido de pH) e surfactantes, compostos que tem
como fungdo proteger a célula contra possiveis danos causados pela agitacao e evitar a formagao
de espuma. E disponibilizado, também, nas formas de liquido ou po, e deve ser armazenado em

temperatura entre 2°C e 8°C.
4.3. Cultivo celular

Os cultivos celulares feitos neste trabalho foram desenvolvidos no Laboratério de
Tecnologia de Cultivo Celular (LATECC), o qual ¢ localizado no Departamento de Engenharia
Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar — Campus Sao Carlos). Os
experimentos de cultivo do hibridoma PC-61 feitos neste trabalho seguiram procedimentos

listados a seguir.
4.3.1 Descongelamento dos Hibridomas PC-61

As células de hibridomas foram descongeladas, sempre que necessario, da seguinte
maneira: um criotubo, com SFM, foi retirado do tanque de nitrogénio liquido, e colocado em
um banho termoestatico a 37 °C. Apds rapido descongelamento, seu conteudo foi transferido
para um tubo conico (Corning, USA) de 15 mL, contendo 9 mL de meio SFM, e submetido a
centrifugacdo a 1150 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado,
ressuspendido em 5 mL de meio SFM. A suspensdo celular formada, foi transferida para um
frasco T de 75 cm? (Corning, USA), e este colocado em uma incubadora (Thermofisher
Scientific, USA) a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO; para expansao celular. O mesmo

procedimento foi feito para o meio RPMIS, sendo utilizado um criotubo com SFB.
4.3.2. Expansdo Celular em Frascos T

Apo6s o descongelamento, as células foram cultivadas em frascos de cultivo do tipo
T 75cm? e mantidos em uma incubadora a 37°C e atmosfera imida de 5% de CO».

A transferéncia de células de um frasco para outro para aumentar a densidade celular,
etapa conhecida como passagem, foi realizada da seguinte forma: o contetido de um frasco foi
transferido para um tubo conico de 15 mL, com o auxilio de pipetas ¢ de um “rodinho”
(Corning, EUA), o qual foi utilizado para remover as células que estavam semi-aderidas na base
inferior do frasco. O tubo foi submetido a centrifugacao a 1150 rpm por 5 minutos, em seguida,

o sobrenadante formado foi descartado e o pellet ressuspendido em, aproximadamente, 3 mL
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meio de cultivo fresco, esta suspensao foi entdao utilizada como indculo para novos frascos T
75 cm?. As quantidades de células a serem inoculadas eram calculadas a fim de garantir sempre
uma concentragdo inicial de indculo igual a 2x10° células mL! em cada frasco T para cada
passagem. Este procedimento fora repetido, tanto para os frascos com SFM assim como para
os com RPMIS.

As passagens foram feitas a cada 48 horas, para evitar o acaimulo de metabdlitos e
diminui¢do do pH e assim possibilitar a inoculacao do biorreator com os hibridoma PC-61 no

meio da fase exponencial.
4.3.3. Expansdo Celular em Biorreator do Tipo Spinner em Batelada

As células dos hibridomas PC-61 apds serem descongeladas e expandidas em frascos
T foram utilizadas para preparar dois biorreatores do tipo spinner (Bellco, USA) em de 500 mL
de capacidade em operacao batelada, sendo um com o meio SFM, e outro com o meio RPMIS
(experimento controle). O indculo feito em cada biorreator foi de 2x10° cel mL™! € o volume de
trabalho igual a 200 mL.

Os biorreatores foram mantidos, durante 96 horas, em uma incubadora (Thermofisher
Scientific, USA) com agitagdo magnética a 70 rpm, 37 °C e atmosfera imida de 2 - 5% de CO-
para o biorreator com RPMIS e 3 - 5% de CO2 para o biorreator com SFM. A diferenca no nivel
CO» para cada biorreator foi feita para o controle de pH. A cada 12 horas, foram retiradas
pequenas aliquotas para andlises bioquimicas.

No final dos cultivos, o contetido de cada biorreator foi centrifugado (1150 rpm por 5
min), € o sobrenadante transferido para tubos conicos (Corning, USA) de 50 mL e congelados
a-80 °C.

As condig¢des de cultivo seguiram as ja utilizadas em nosso laboratorio (LATECC) e
que tiveram resultados positivos (FERREIRA, 2007; PRAMPERO, 2017). O procedimento ¢

ilustrado na Figura 22.
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Figura 22: Esquema do procedimento de ativacdo ¢ expansdo do hibridoma PC-61 em frascos T de 75
cm? para realizar um indculo de 2x10° cel mL™! em biorreatores do tipo spinner com os meios de
cultivo RPMIS e SFM, com o volume de trabalho igual a 200 mL ¢ operados em batelada. Para
monitorar a evolugdo dos cultivos, a cada 12 horas eram retiradas amostras para fazer analises
bioquimicas.

Cultivo do hibridoma em
Ativagao dos hibridomas e preparo do indculo no biorreator biorreator em batelada
I

inoculo
e
2x1075 cél/mL

Spinner

Descongelamento e expansdo das células em frascos T m:I:

Fonte: Autoria propria.

4.3.4. Expansdo Celular em Biorreator do Tipo Spinner em Batelada

Alimentada

Foram preparados dois biorreatores spinner, de 100 mL de capacidade, para cada meio
de cultivo RPMIS e SFM, com indculo de 2x10° cel mL-! e volume de trabalho igual & 50 mL.
Neste caso, os biorreatores foram mantidos, durante 144 horas, em uma incubadora com
agitacdo magnética a 70 rpm, 37 °C e atmosfera imida de, 1,5-5% de CO; para o biorreator
com RPMIS e 3-5% de CO2 para o biorreator com SFM. Mesmas condi¢des utilizadas para o
modo de operagao em batelada.

Os biorreatores foram operados em batelada por aproximadamente 55 horas, e entdo

alimentados manualmente com meio de cultivo fresco a cada 8 horas.

O crescimento celular em um biorreator em batelada alimentada segue a Equacao 1:

dX
ar = (max = D)~ X Equagao 1

onde X ¢ a concentragio celular (células mL™"), t, tempo (h), pmax, taxa maxima de crescimento
celular especifico na fase exponencial (h") e D a taxa de dilui¢do, definida como a razio entre
a vazao volumétrica adicionada de meio de cultivo fresco (F) em mL e o volume total (VT) no

biorreator em mL, como mostrado na Equagao 2:
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v, Equacdo 2

No estado pré-estacionério, ou seja, quando a concentragdo celular tende a ficar
constante, pela Equacao 1, = 0, logo umax = D, e a Equacdo 2, pode ser reescrita da seguinte

maneira:

F=na Vi Equacgdo 3

Empregando-se a Equacao 3, foi possivel determinar o volume de meio de cultivo
fresco a ser adicionado em cada momento, até o final do cultivo. Vale observar que para evitar
que o volume no biorreator superasse sua capacidade durante o cultivo foram retirados dos
biorreatores volumes de 50 mL (volume do tubo de armazenamento), armazenados em tubos
conicos e congelados a -80 °C.

O procedimento de cultivo em biorreator operado em batelada alimentada ¢ ilustrado

na Figura 23.

Figura 23: Esquema do procedimento de ativacdo ¢ expansdo do hibridoma PC-61 em frascos T de 75
cm? para realizar um indculo de 2x10° cel mL™! em biorreatores do tipo spinner com os meios de
cultivo RPMIS e SFM, com o volume de trabalho igual a 50 mL e operados em batelada alimentada.
Antes das células entrarem na fase estacionaria, meio de cultivo fresco era adicionado € o excesso de
volume retirado. E a cada 12 horas eram retiradas amostras para fazer analises bioquimicas.

Ativagao dos hibridomas e preparo do indéculo no biorreator | | Cultivo do hibridoma em biorreator operado em batelada alimentada

ST 7T N T T T N

B L e [ ¥ |
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Descongelamento e expansdo das células em frascos T

& LB | N
Adigdo de meio de
’ cultivo fresco
Remogao de volume
, em excesso ‘ > |:> [ >

Fonte: Autoria propria.

4.4. Purificagdo dos Anticorpos Monoclonais

Para a purificagdo dos anticorpos obtidos pelo cultivo dos hibridomas nos meios
RPMIS e SFM, foram utilizadas a técnicas de cromatografia de troca-idnica e de

imunoprecipitacao.



MATERIAL E METODOS 47

4.4.1. Cromatografia de Troca Ionica

O procedimento de cromatografia de troca-ionica foi realizado no Laboratério de
Imunologia e Citologia dos Fluidos Bioldgicos na Faculdade de Farmacia da Universidade de
Sao Paulo em Ribeirdo Preto, com a supervisao da Professora Dra. Cleni M. M. Machado.

Para esta etapa foi utilizado o sobrenadante obtido por Prampero (2017) em seu
trabalho. As amostras de cada meio foram concentradas, e entdo, adicionado (gota a gota)
sulfato de amonio até corresponder a 40% do volume final da solucdo com o intuito de
promover a precipitacao das proteinas.

As suspensdes foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o precipitado
resultante foi ressuspenso em uma solugdo de sulfato de amonio 40% saturada. Novamente, as
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. O precipitado foi, entdo,
ressuspenso em tampao fosfato de sodio 0,2 M, e pH 7,2, e dialisado por 3 dias com o mesmo
tampao.

Apo6s a didlise, o material foi colocado em uma coluna CM-sepharose de 3 cm de
didmetro por 10,5 cm de altura, o fluxo foi ajustado para 1 mL min'. Tubos de coleta foram
preenchidos com 3 mL, e entdo submetidos a leitura em um espectrofotometro UV/vis, a 280

nm.
4.4.2. Imunoprecipitagdo com Proteina G em Sepharose

O procedimento de imunoprecipitacao foi realizado no Laboratorio de Bioquimica
Celular do Departamento de Genética e Evolugdo da Universidade Federal de Sao Carlos, sob
supervisao do Professor Dr. Felipe Roberti Teixeira.

Para a purificagao, foram utilizados os sobrenadantes obtidos pelo cultivo em batelada
em ambos os meios de cultivo deste trabalho. Além disso, por conta da dificuldade de se
encontrar uma coluna com a proteina empacotada, foi utilizada a técnica de imunoprecipitagao,
na qual o mAb anti-CD25 (IgG1) se liga a proteina G presente no gel de Sepharose (escolhida
por apresentar melhor interagdo com o anticorpo de interesse) e precipita, como € descrito a
seguir.

Uma aliquota do sobrenadante de cada meio de cultivo (13 mL para o meio RPMIS e
4,3 mL para o meio SFM, a diferenga nos volumes foi feita para equiparar as quantidades de
anticorpo, como ¢ mostrado no topico 5.4.2) foi separada e transferida para um tubo conico de
15 mL. Entdo, para realizar o ajuste de pH, em cada tubo, foi adicionado tris-HCI 100 mM pH
8,0, sendo o volume de tris-HCI colocado igual a 1/10 do volume da aliquota do sobrenadante

separada.
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Nos tubos foram adicionados 50 pL da resina de proteina G em Sepharose, em seguida,
estes foram postos em um equipamento de rotacdo, para promover a interagao entre a proteina
e o mAb. Os tubos ficaram sob baixa rotagdo (15 rpm) durante 2 horas a 4°C em um

equipamento (Phoenix Luferco) como mostra a Figura 24.

Figura 24: Equipamento de baixa rotagdo para promover interagdo entre resina e anticorpos.

Fonte: Autoria Propria.

Logo apos este passo, os tubos foram centrifugados (ThermoFisher, USA) a 2500 rpm
por 1 min, a resina de cada meio de cultivo, foi separada e armazenada em microtubos de 1,5
mL e o sobrenadante armazenado para analises futuras. Depois disso, foi iniciada a etapa de
lavagem, procedimento repetido 7 vezes, e seguiu-se a seguinte ordem: adicionou-se 400 pL de
fosfato de sodio 100 mM pH 8,5 aos tubos com a resina de proteina, e entdo, ressupendeu-se a
resina, e colocou-se o tubo para centrifugagdo (Eppendorf, Alemanha) a 1150 rpm por 30 s, o
sobrenadante foi separado e armazenado.

Apos realizar as lavagens, foi feita a eluicdo com uma solucao de 50 mM de glicina
(pH 2,3): em cada tubo adicionou-se 50 uL da solugdo eluente, e entdo, ressupendeu-se a resina,
e colocou-se o tubo para centrifugagdo a 1150 rpm por 30 s, o sobrenadante foi separado e
transferida para tubos contendo 6 pL de Tris-HCL 1 M pH 8, para neutralizagdo, este
procedimento foi repetido 7 vezes. Todos os tubos, entdo, foram submetidos a leitura um

espectrofotometro Nanovue® GE (USA) em 280 nm.
4.4.2.1 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Com o intuito de verificar a eficiéncia da purificagdo foi realizado eletroforese em gel
de poliacrilamida, contendo Dodecil sulfato de Sédio (SDS-PAGE-Sodium Dodecylsulfate
Polyacrylamide Gel Eletroforesis), utilizando-se gel de resolucdo de 10% de acrilamida e gel

de empacotamento de 5% de acrilamida. A eletroforese foi conduzida em equipamento
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MiniProtean II (BioRad, USA), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. A corrente foi
ajustada para 25 mA e a corrida foi realizada em cerca de duas horas. Como referéncia, foi
utilizado um padrao (ThermoFisher Scientific Unstained Protein Molecular Weight) contendo
as proteinas: B-galactosidade (116 kDa), soro albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), lactato
desidrogenase (35 kDa), REase Bsp98I (25 kDa) e B-lactoglobulina (18 kDA). As amostras
foram diluidas (v/v) com tampao de amostra 2x (1 mM EDTA, 2% (m/v) de SDS, 50% (v/v)
glicerol, 50 mM DTT, 30 mM NaCl, ImM NaN3, 0,001% azul de bromofenol e 62,5 mM Tris-
HCl1pH6,8 - ThermoFisher), e entdo, aquecidas, para desnaturar as proteinas, durante 5 minutos
a 95°C e aplicadas no gel. Os géis foram corados com uma solu¢do de Comassie Blue por 30
min, e descorados em solugdo aquosa de etanol 12,5% (v/v) e acido acético 12,5% (v/v) até a

completa visibilidade das bandas.
4.4.2.2 Método de Bradford

As concentragdes proteicas nas diferentes amostras foram determinadas através do
método de Bradford (1976), utilizando-se como padrao uma curva de 10 a 100 pg/mL de
albumina do soro bovino (BSA). As leituras das amostras foram feitas em espectrofotometro a
595 nm, utilizando-se como branco a solu¢ao de PBS 0,02M pH 7,2. As amostras foram
corridas em triplicata e os resultados das concentragdes calculadas a partir da regressao linear

da curva padrao.
4.5 Métodos Analiticos Utilizados neste Trabalho

Para a caracterizagdo dos cultivos quanto ao crescimento celular, quantificacdo de
aminoacidos, deteccdo de mAbs e controle de pH, foram retiradas aliquotas de 3 mL dos
cultivos a cada 12 horas, sendo estas centrifugadas, e o sobrenadante separado em microtubos

de 1,5 mL, e entdo, congelado e armazenado a -80 °C.
4.5.1 Densidade Celular e Viabilidade

A densidade e a viabilidade celular foram determinadas pelo método de exclusao do
corante azul de Tripan, através da contagem em hematocitometro (camara de Neubauer), um
instrumento de analise que possui duas grades de contagem com quatro quadrantes com 1 mm?

de area, cada um, como mostrado na Figura 25.
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Figura 25: Camara de Neubauer para contagem de células, com destaque para uma grade de
contagem.

Fonte: Autoria propria.

Para realizar a contagem dos hibridomas nos cultivos, 20 u L de amostra de cultivo

foi retirada e em seguida, misturada com 20 1 L de uma solu¢@o aquosa 0,4 % de Trypan Blue.

Com o auxilio de uma micropipeta, uma aliquota da amostra corada foi colocada numa camara
de Neubauer, previamente montada, ¢ a contagem feita por meio de um microscépio 6tico
(Olympus, Japao). As células eram classificadas como vidveis, quando ndo coradas, e inviaveis
quando coradas.

A partir da contagem, a concentragdao celular foi determinada pela Equagao 4, e a

viabilidade, pela Equagdo 5:

C=n,-D-V, Equacdo 4
nv ~
V=———-100 Equacgdo 5
n, +ngy

onde, C ¢ a concentracdo celular (células mL™"), ny é o nimero de células vidveis, n4, nimero
de células inviaveis, D, fator de diluicao, Vo, o volume do quadrante e V, a viabilidade celular
(%). O volume do quadrante no hemacitometro utilizado para a contagem de células foi de
10 mL, e o fator de dilui¢do igual a 2.

As contagens foram feitas em triplicata, e os resultados obtidos sdo apresentados da

seguinte forma: média dos valores para C e V £ desvio padrao.
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4.5.2 Taxa Maxima de Crescimento Celular Especifica (Umdx)

Com os dados obtidos nos cultivos dos hibridomas, foram construidos graficos de
logaritmo neperiano da concentragao celular versus tempo para determinar a taxa de
crescimento celular especifica, p.

O valor de p pode ser definido pela Equagao 6:
= —— Equacdo 6
T X

onde, X ¢é a concentragio de células viaveis (em células mL") e t (em horas) é tempo de cultivo.
Na regidao onde o crescimento celular ocorre de forma exponencial, o valor de p ¢

constante e maximo, logo:

1 dX ~
i cte = Wiy Equacao 7
Integrando-se a Equagdo 7, obtém-se a Equacao 8, a qual permite calcular o valor de

Wmax por regressao linear:
InX = InXy + Ppax - t Equacgdo 8

onde, Xo ¢ o numero de células viaveis no inicio da fase exponencial de crescimento celular.
Com o valor de pmax foi possivel determinar o tempo de duplicacdo (Tq), visto que

quando X = 2. Xy, t = T4, € a Equacao 8 pode ser substituida pela Equagao 9:

_ In2

T, = Equacdo 9

Mmax
4.5.3. Analise de Glicose e Lactato

A concentracao de glicose e lactato foi determinada por meio do analisador enzimatico
YSI 7100 MBS (Multiparameter Bionanalytical System, Yellow Springs Instruments, EUA) do
LATECC.

Para a determinagdo da concentracao de glicose, o equipamento possui um biossensor
contendo a enzima glicose oxidase. A reacao enzimatica gera peroxido de hidrogénio, o qual ¢

detectado em um eletrodo de platina, sendo proporcional a concentracao de glicose na amostra.
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Ja para a determinagdo da concentragdo de lactato, ha um biossensor contendo a
enzima lactato oxidase. A reagdao enzimatica gera peroxido de hidrogénio, da mesma maneira,
¢ detectado em um eletrodo de platina, sendo proporcional a concentragao de lactato na amostra.

A concentracgdo para glicose e lactato foram lidas em unica vez no equipamento, € por
1sso0, no resultado ndo ¢ apresentado o erro das medidas.

O consumo de glicose pelas células por unidade de tempo, foi calculado a partir da

Equacao 10.

B 1 AS
dgii = _—m At Equacdo 10

onde, qgi € a taxa especifica de consumo por célula, X, a concentracdo celular no tempo t (em
células mL™"), X1, a concentragdo celular no tempo t-1 (em células mL"), AS, a variagdo de

consumo de glicose (em mol) e At, a variacao de tempo (em h).
4.5.4. Quantifica¢do de Aminodacidos em Cultivo

As andlises de aminoacidos foram executadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, HPLC (High-Performance Liquid Chromatography).

Para realizar a cromatografia, utilizou-se uma coluna picotag 60 A, 4 pm, 3,9 mm x
300 mm (Waters, Irlanda) empacotada com silica, além de duas fases moveis: a primeira, fase
A, foi preparada com agua ultrapura tipo 1, acetonitrila (Panreac, Espanha) trietilamina (Sigma,
USA) e acetato de sodio tri-hidratado (Synth, Brasil) e, a segunda, fase B, foi preparada com
agua ultrapura tipo 1 e acetonitrila (Panreac, Espanha). Para averiguar o funcionamento da
coluna utilizou-se o padrao de aminoacidos Waters (WATO088122), e além disso, foi preparado
manualmente curvas de calibragao dos aminoacidos prolina (Sigma, USA), arginina (Sigma,
USA), asparagina (Sigma, USA) e glutamina (Sigma, USA).

O preparo das solucdes para serem injetadas na coluna foi feito na seguinte ordem:
para cada amostra, uma aliquota de 200 pL foi retirada e transferida para um filtro Amicon®
Ultra-0.5 3K, disposto em um microtubo de 2 mL. O tubo, com o filtro, foi centrifugado a 10000
rpm por 10 minutos, e logo apds, 15 pL do filtrado foi separado e transferido para um pequeno
tubo cilindrico de vidro com tampa. O material foi colocado para secar, durante 15 minutos,
sendo utilizado o gas nitrogénio, o qual ¢ inerte, para o procedimento. Em seguida, foi
adicionado ao tubo 10 ul da solugdo de hidratacdo (solugdo preparada a partir de etanol, agua
ultrapura tipo 1 e trietilamnina), e a amostra foi colocada para secar, novamente, por mais 15

minutos. Apos a segunda secagem, foi adicionado 20 pl da solug¢dao de derivatagdo (solugao
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preparada a partir de dgua ultrapura tipo 1, trietilamina e isotiocianato de fenilo - PITC), e
esperou-se por 20 minutos para completar a reacao e poder realizar uma nova secagem. Apos a
amostra estar seca, foi adicionado a solugdo diluente Pico-Tag Sample Diluent to Amino Acid
analysis (Waters, Irlanda), e por fim a amostra foi injetada no cromatografo (Waters, Irlanda).

A concentracao de aminoacidos foi determinada apenas uma vez, e por isso, 0 erro nao

¢ apresentado junto ao resultado.
4.5.5. Método ELISA para Detec¢do de Anticorpos Monoclonais

Para verificar a produgao de mAbs foi realizado o teste de ELISA Indireto: uma placa
de alta afinidade com 96 pogos (Costar 3590) foi sensibilizada com a propria amostra, nao
diluida, de sobrenadante, adicionando-se, 100 pL/poco da amostra. A placa foi incubada por 16
horas a 4 °C, e entdo, logo apos a incubagdo, foi feito um ciclo de 3 lavagens automaticas
(ThermoPlate — TP-Washer), com 300 pL/poco de PBS pH 7,2-Tween-20 0,05% (PBS-Tw),
com o objetivo de eliminar os anticorpos nao aderidos ao suporte solido. Em seguida, foram
adicionados 200 pL/poco de solugdo bloqueadora contendo Albumina 1% em PBS por 1h, a
temperatura ambiente (TA), para impedir a ligacao inespecifica, e mais um ciclo de 3 lavagens
automaticas (PBS-Tw) foi realizada, seguida pela adigdo de 100 pL/poco do anticorpo
secundario Goat Anti-mouse IgG1 conjugado com a enzima HRP (Bethyl Laboratories, USA),
previamente diluido em solugdo de PBS —Albumina 1%, na propor¢dao 1:10000. As placas
foram mantidas a TA por 1 hora e meia, € novamente, um novo ciclo de lavagens foi realizado,
sendo feito 4 ao invés de 3, como recomenda o fabricante. Logo apos, foram adicionados 100
uL/pogo da solucdo reveladora contendo 3,3'.5,5'- tetrametilbenzidina (TMB-B&D) na
proporcao 1:1, e a placa foi incubada no escuro e em TA por 20 minutos. Para parar a reagao e
realizar a leitura no espectrofotometro (ThermoPlate), em cada pogo foi adicionado 50uL de
acido sulfurico 2 N. A absorbancia utilizada na leitura foi de 450 nm.

As amostras foram lidas em duplicata, e os resultados obtidos sdo apresentados da

seguinte forma: média dos valores para DOmap £ desvio padrao.
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4.6 Delineamento Experimental de Pesquisa

Na Tabela 6 sao apresentados os experimentos realizados com o propdsito de atingir

os objetivos deste trabalho.
Tabela 6: Descricdo dos experimentos realizados neste trabalho para atingir os objetivos propostos.

Experimento Finalidade Condig¢oes experimentais

Cultivo em meio RPMIS e SFM em biorreator Spinner em batelada

Foi feito o cultivo de hibridomas
em biorreator Spinner por 96 horas
com retirada de aliquotas a cada 12

horas. O indculo no biorreator foi

de 2x10° células mL' e o volume
de trabalho utilizado no biorreator
foi de 200 mL.

ERB: Experimento Caracterizar a cinética de
com meio de cultivo  crescimento dos hibridomas
com soro, RPMIS, em PC-61 e a producao de anti-
biorreator operado em  CD25 no meio de cultivo
batelada controle, RPMIS.

Foi feito o cultivo de hibridomas
em biorreator Spinner por 96 horas
com retirada de aliquotas a cada 12

horas. O indculo no biorreator foi

de 2x10° células mL' e o volume
de trabalho utilizado no biorreator
foi de 200 mL.

Caracterizar cinética de
crescimento da célula PC-61
e de producao de anti-CD25

em meio de cultivo livre de
soro, SFM.

ESB: Experimento
com meio livre de
soro, SFM, em
biorreator operado em
batelada.

Cultivos em meio RPMIS e SFM em biorreator Spinner em batelada alimentada

Foi feito o cultivo de hibridomas
em biorreator Spinner por 144

horas com retirada de aliquotas a
cada 12 horas e adi¢ao de meio

fresco a cada 8 horas, apos as
c€lulas entrarem em estado pré-
estacionario. O inoculo no

biorreator foi de 2x10° cél mL!. O

volume de trabalho utilizado no
biorreator foi de 50 mL.

) Aumentar a produtividade
ERBA: Experimento .
; P i do anti-CD25 baseado nas
com meio de cultivo caracteristicas cinéticas
com soro, RPMIS, em ) )
) determinadas no biorreator
biorreator operado em .
batelada alimentada em batelada com o meio de
' cultivo RPMIS



ESBA: Experimento
com meio livre de
soro, SFM, em
biorreator operado em
batelada alimentada.

EPR: Experimento de
purificagao do
sobrenadante do
cultivo celular com o
meio de cultivo
RPMIS.

EPS: Experimento de
purificagao do
sobrenadante do
cultivo celular com o
meio de cultivo SFM.

Aumentar a produtividade
do anti-CD25 baseado nas
caracteristicas cinéticas
determinadas no biorreator
em batelada com o meio
SFM, para averiguar as
vantagens hipotéticas sobre
0 meio com soro RPMIS.
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Foi feito o cultivo de hibridomas
em biorreator Spinner por 144
horas com retirada de aliquotas a
cada 12 horas e adi¢ao de meio
fresco a cada 8 horas, apos as
células entrarem em estado pré-
estacionario. O inoculo no
biorreator foi de 2x10° cél mL'. O
volume de trabalho utilizado no
biorreator foi de 50 mL.

Purificagdo do mAb

Avaliar a eficicia das
técnicas de cromatografia de
troca i0nica e
imunoprecipitacao para
purificar o mAb anti CD-25
presente no sobrenadante do
cultivo com o meio RPMIS.

Avaliar a eficicia das
técnicas e cromatografia de
troca i0nica e
imunoprecipitacao para
purificar o mAb anti CD-25
presente no sobrenadante do
cultivo com o meio SFM.

Para a cromatografia de troca
10nica, o sobrenadante foi dialisado
e passado em uma coluna CM —
celulose. Na imunoprecipitagdo, foi
adicionado ao sobrenadante a
proteina G em Sepharose para
promover a interagdo com o
anticorpo.

Para a cromatografia de troca
16nica, o sobrenadante foi dialisado
e passado por uma coluna CM —
celulose. Na imunoprecipitagdo, foi
adicionado ao sobrenadante a
proteina G em Sepharose para
promover a interagdo com o
anticorpo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cultivo de Hibridomas em Modo de Operagdo do Tipo Batelada

Esta etapa teve como intuito averiguar e caracterizar o crescimento dos hibridomas em
biorreatores do tipo spinner operados em batelada, com dois meios de cultivos (SFM e RPMIS),
assim como a producdo de mAbs. O indculo de 2x10° cel mL-! para um volume de trabalho de
200 mL, assim como agitagdo de 70 rpm foram reproduzidas por conta dos bons resultados

obtidos em nosso Laboratério (LATECC) por Ferreira (2007) e Prampero (2017).
5.1.1. Cultivo em Meio RPMIS (ERB)

No Apéndice A - Parte 1 estdo disponiveis todos os dados obtidos durante este cultivo.
Para o cultivo com o meio RPMIS, foram construidos dois graficos (Figura 26) a partir
da contagem das células, realizada como descrita em 4.3.4.1 a cada 12 horas. O grafico A mostra
a concentragdo de células viaveis (células mL!) e a viabilidade (%) por unidade de tempo (h),

enquanto que o grafico B, mostra o nimero total de células vidveis e o pH vs. tempo.

Figura 26: Graficos para o cultivo celular em meio RPMIS: A) Concentragdo de células viaveis e
viabilidade vs. tempo. B) Numero total de células viaveis ¢ pH vs. tempo.
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O maior valor obtido para a concentragdo celular foi cerca de 1,59 + 0,02x10°
cel mL!, 72 horas ap6s o indculo, em seguida a este periodo os valores para a concentragdo

celular se mantiveram proximos ao do pico, indicando, possivelmente, que as células estavam

na fase estacionaria.
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A maior quantidade de células viaveis foi obtida apos 72 horas, e foi cerca de
2,70 £ 0,03x108 células. Nas horas seguintes, os valores diminuiram, sendo que na ultima hora,
o nuimero total de células era de 2,53 + 0,12x10".

A viabilidade ficou acima de 97% até as 72 horas quando os valores comecaram a
diminuir, ficando igual a 93,48% as 96 horas.

Tanto a queda no numero total de células viaveis, como na da viabilidade indiciam o
aumento no numero de morte de células, o suficiente para ocasionar uma mudanga na
concentragdo, que provavelmente, se o cultivo se prolongasse, entraria em declinio.

Em relacao ao pH do sobrenadante, o valor sofreu redugdo com o aumento de células,
possivelmente por conta da produgdo de lactato. Para evitar que o meio de cultivo ficasse acido
e impedisse o crescimento celular, a concentragao de CO» foi restringida do ambiente de forma
gradual, ficando proximo do 2% no final do cultivo.

Nas ultimas 48 horas do cultivo, provavelmente, por conta da morte das células, o pH
comecgou a aumentar, de forma lenta. O valor mais baixo para o pH medido foi de 6,727, as 72
horas. Butler (2005) verificou que as células de hibridoma tem um crescimento 6timo em pH
igual a 7,2, mas Godia e Cairo (2006) mostraram que hibridomas podem crescer em ambientes
cujo pH seja proximo de 6,5, logo, o pH medido pode ndo ter atrapalhado o crescimento, mas
um controle mais efetivo do parametro, poderia acarretar em uma melhoria no crescimento
celular.

A diminui¢do no crescimento celular observada pode ter sido ocasionada,
principalmente, pelo acimulo de metabolitos e deple¢ao de nutrientes, portanto com o intuito
de averiguar o metabolismo das células foram feitas analises para construir o perfil de consumo
dos principais nutrientes, ¢ da produgao de lactato. Na Figura 27, tem-se um grafico mostrando
o consumo de glicose e glutamina, principais fontes de energia e carbono e a producao de lactato

por unidade de tempo (h).
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Figura 27: Grafico de consumo de glicose e glutamina e producdo de lactato por unidade de tempo
pelas células PC-61 no meio de cultivo RPMIS.
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Como ¢ observado na Figura 27, a glutamina ¢ totalmente exaurida do cultivo celular
a partir das 72 horas, o que pode explicar a diminui¢do na quantidade de células viaveis. A
glutamina como ja investigado (MERCILLE e MASSIE, 1994) ¢ um aminoacido essencial para
o crescimento e sua auséncia implica em morte celular.

A concentracao de lactato aumentou de forma gradual até as 36 horas, e entao ficou
quase que constante por, aproximadamente, 48 horas, em seguida, comegou a diminuir.
Possivelmente, com a morte das células e a retirada de aliquotas para analises pode ter
ocasionado esta redugdo, assim como erros durante a leitura pode ter contribuido.

Em relacdo ao consumo dos outros aminoacidos, os Unicos que se percebeu uma
diminui¢do na concentragdo foram a isoleucina e a lisina, caracteristico para cé¢lulas animais
(BUTLER, 2005).

A taxa maxima de crescimento celular especifica (umax) foi obtida através da regressao
linear da fase de crescimento exponencial (FCE) no grafico de logaritmo neperiano da
concentragdo de células viaveis por tempo (h), mostrado na Figura 28. O valor de pmax foi igual

20,0299 £ 0,0013 h'' (R? = 0,9905) e o tempo de duplica¢io foi de 23,2 h.
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Figura 28: Grafico In (concentragdo de células viaveis) vs. tempo para o crescimento das células no
meio de cultivo RPMIS. As abreviagdes FCE corresponde a Fase de Crescimento Exponencial ¢ FE,
Fase Estaciondria. A linha (—) corresponde a regressdo linear para o calculo de pmax, em evidéncia. O
traco (---) determina o inicio da FE.
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No intervalo entre 72 e 96 horas, verifica-se que a umax ficou proxima de zero,
confirmando que as células estavam no estado estacionaria (FE) a partir das 72 horas.

E por ultimo, foi feito o ELISA para a deteccdo dos mAbs anti-CD25, os valores foram
obtidos em densidade otica (DOmab). E para conferir em qual fase houve maior producao de
anticorpos, foi construido um grafico In (concentracao de células viaveis) € DOmab vs. tempo

(h), o qual ¢ mostrado na Figura 29.

Figura 29: Grafico In (concentracio de células viaveis) e Densidade Otica vs. tempo para o cultivo
com o meio de cultivo RPMIS. As abreviagdes FCE corresponde a Fase de Crescimento Exponencial e
FE, Fase Estacionaria. O trago (---) determina o inicio da FE.
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Pela Figura 29, a maior produgdao de mAb anti-CD25 aconteceu durante a fase
estaciondria, sendo o maior valor de DOmap obtido igual a 0,399, as 96 horas.

Prampero (2017) em seu trabalho, cuja condi¢des de cultivo e linhagem celular foram
as mesmas que este, obteve a maior concentracao celular para o meio RPMI-1640 (10% SFB)
as 96 horas, que foi de, aproximadamente, 5,7x10° cel mL"!. Prampero (2017) ndo observou o
esgotamento de nenhum aminodcido durante o cultivo o que deve ter contribuido para o
prolongamento do crescimento das células, e a um maior nimero de células viaveis nas ultimas
horas.

Em um outro trabalho, Duval e colaboradores (1990), cultivaram hibridomas V0208
em RPMI (10% SFB) e em batelada em biorreator do tipo spinner durante 6 dias. O inoculo foi
igual ao utilizado neste trabalho e por Prampero (2017), todavia com agitacao menor, 40 rpm,
e o volume trabalho igual a 250 mL. A maior concentracao celular foi obtida apds 70 horas de
cultivo, e foi igual a 1,8x10° cel mL™!, em seguida, as células entraram na fase estaciondria, e
rapidamente passaram para a fase de declinio. Duval e colaboradores, assim como neste
trabalho, observou que as células entraram na fase estacionaria, no momento em que a
glutamina foi exaurida do meio. Além disso, a maior concentracao de anticorpo monoclonal foi
observada, também, nas ultimas horas do cultivo.

E Zannata (2009) realizou o cultivo dos hibridomas anti-dengue 2 em biorreatores
spinners, com o0 meio DMEM suplementado com 10% SFB durante 9 dias sob agitagdo de 50
rpm. O indculo foi de 2x10° cel mL! ¢ o volume de trabalho igual a 300 mL. A maior
concentracdo celular foi 2x10% cel mL-!, 72 horas apds o indculo, apoOs este periodo, a
concentragdo diminui, indicando as fases estacionaria e de declinio, mesmo momento em que
nao havia mais glutamina no meio. A maior produgdo de anticorpo aconteceu ainda durante a
fase de crescimento, a utilizacdo do meio DMEM (10% SFB) pode ter contribuido para isto.

Com excecao do trabalho de Prampero (2017), o cultivo realizado, neste trabalho foi
semelhante aos outros dois, mostrando que as condi¢des e os procedimentos adotados foram

satisfatorios.
5.1.2. Cultivo em Meio SFM (ESB)

No Apéndice B - Parte 1 estao disponiveis todos os dados obtidos durante este cultivo.
Assim como anteriormente, para o cultivo com o meio SFM, foram construidos dois
graficos a partir da contagem das células a cada 12 horas, os quais sdao apresentados na Figura
30. O grafico A mostra a concentragdo de células viaveis (células mL™") e a viabilidade (%) por
unidade de tempo (h), enquanto que o grafico B, mostra o nimero total de células viaveis e o

pH vs. tempo
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Figura 30: Graficos para o cultivo celular em meio SFM: A) Concentragdo de células viaveis e
viabilidade vs. tempo. B) Numero total de células viaveis e pH vs. tempo.
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No grafico A da Figura 30, observou-se que a partir das 72 horas as células
provavelmente estavam na fase estaciondria, e a partir das 84 horas, na fase de declinio.

O maior valor obtido para a concentracao de células viaveis foi de, aproximadamente,
2,44 £ 0,08x10° cel mL-!, 72 horas apds o indculo. A partir deste momento, os valores para a
concentracdo diminuiram, por conta do aumento na morte das células, possivelmente, por
apoptose. O que também ¢ identificado pelos valores obtidos para a viabilidade celular, na
ultima hora (96 horas) o valor ficou préximo de 75%.

A maior quantidade de células viaveis foi obtida apds as 72 horas, e foi de,
aproximadamente, 4,14 + 0,15x108 células. Nas horas seguintes, como ja observado, houve um
aumento na morte das c€lulas e consequentemente uma diminui¢do no nimero total de células
vidveis, na tltima hora de cultivo (96 horas), o valor era cerca de 3,13 + 0,26x108.

Em relacao ao pH do sobrenadante, o valor sofreu redu¢do com o aumento de células,
e para evitar que o meio de cultivo ficasse acido, a concentragdo de CO> foi restringida do
ambiente de forma gradual, ficando proximo de 3% no final do cultivo. O valor mais baixo para
o pH medido foi de 6,732 as 84 horas.

A morte celular pode ter sido consequéncia do acimulo de metabolitos e deple¢ao de
nutrientes no meio, assim como no cultivo com RPMIS, foram feitas analises para construir o
perfil de consumo dos principais nutrientes, € da producao de lactato. Na Figura 31, ¢

apresentado um grafico mostrando o consumo de glicose e glutamina e a produgado de lactato.

pH
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Figura 31: Grafico de consumo de glicose e glutamina e produgéo de lactato por unidade de tempo
pelas células PC-61 no meio SFM.
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A quantidade de cada componente no meio SFM ¢ desconhecida por sua composi¢cao
ser protegida por patentes, entretanto pelas andlises feitas, verificou-se que, a concentragao de
glicose, glutamina e lactato é de, respectivamente, 16,5; 3,754 ¢ 0 mmol L', concentragdes
maiores, quando comparadas com as do meio de cultivo RPMIS. As 96 horas, as concentragdes
de glicose, glutamina e lactato eram 3,26; 10,5 ¢ 0,301 mmol L', respectivamente. A glutamina
foi quase que totalmente consumida, e este ¢ aminoacido ¢ de grande importancia para o cultivo,
e sua auséncia pode ter contribuido para a interrupgao do crescimento das células.

Nao foi identificado a exaustdo ou o consumo de outros aminoacidos.

A taxa maxima de crescimento celular especifica (umax) foi obtida através da regressao
linear da fase de crescimento exponencial (FCE) no grafico de logaritmo neperiano da
concentragdo de células viaveis por tempo (h), mostrado na Figura 32. O valor de pmax foi igual
a0,0401 £ 0,0024 h'' (R? = 0,9885) ¢ o tempo de duplicagio foi de 18,87 h.

Por meio da Figura 32 também foi possivel confirmar, pelos valores de p, que as
células estavam na fase estacionaria (i = 0) a partir das 72 horas, e na fase de declinio (u < 0)

a partir das 84 horas.
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Figura 32: Grafico In (concentragdo de células viaveis) vs. tempo para o crescimento das células no
meio de cultivo SFM. As abreviagdes FCE corresponde a Fase de Crescimento Exponencial, FE, Fase
Estacionaria e FD, Fase de Declinio. A linha (—) corresponde a regressdo linear para o calculo de
Umax, €m evidéncia. O primeiro trago (---) determina o inicio da FE as 72 horas, ¢ o segundo traco (---),

In (conc. de células viavéis)

o possivel da FD as 84 horas.
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E por ultimo, foi feito o ELISA para a detec¢cdo dos mAbs anti-CD25, os valores foram

obtidos em densidade otica (DOmab). E para conferir em qual fase houve maior producao de

anticorpos, foi construido um grafico In (concentracao de células viaveis) € DOmab vs. tempo

(h), o qual ¢ mostrado na Figura 33.

Figura 33: Grafico In (concentragdo de células viaveis) € DOmab vs. tempo para o cultivo com o meio
de cultivo SFM. As abreviagdes FCE corresponde a Fase de Crescimento Exponencial, FE, Fase
Estacionaria e FD, Fase de Declinio. O primeiro trago (---) determina o inicio da FE as 72 horas, ¢ o
segundo traco (---), o inicio da FD as 84 horas.
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Pela Figura 33, a maior detec¢do de mAb anti-CD25 foi observada nas fases
estaciondria e de declinio, sendo que o maior valor de DOmapb obtido foi 1,139 £ 0,142, as 96
horas.

Prampero (2017) e Zanata (2009) em seus trabalhos também utilizaram meios de
cultivo sem SFB, enquanto que a primeira utilizou o SFM, a segunda, utilizou o Ex-cell. As
condig¢des de cultivo utilizadas nesta etapa foram semelhantes as de Prampero (2017): indculo
de 2x10° cel mL"! e agitacdo de 70 rpm (células nio foram adaptadas a agita¢do). Ja no cultivo
realizado por Zanata (2009), o indculo foi de 2x10° cel mL! e agitagdo de 50 rpm (células antes
de serem inoculadas no biorreator, foram adaptadas a agitacdo por meio da utilizagdo de
garrafas roller com agitacao de 40 rpm). A maior concentragao celular para Prampero (2017)
foi de 9,12x10°¢ cel mL™!, Zanata (2009) obteve 2x10° cel mL"!' e neste trabalho foi obtido
2,44x10% cel mL-!. A diferenca com Prampero (2017) deve-se, novamente, a ndo observagio de

deplecao de nutrientes essenciais, o que possibilita um maior crescimento.
5.1.3. Comparagdo Entre os Cultivos em Batelada em Meio RPMIS e SFM

Comparando-se os dois cultivos, fica evidente, que a maior concentragao celular, foi
obtida no meio SFM, assim como os maiores valores de taxa maxima de crescimento especifico
(umax) € densidade otica para a deteccao dos mAbs anti-CD25. Isso mostra que a auséncia do
SFB no cultivo nao traz desvantagens, ainda que seja uma fonte de fatores e proteinas de
crescimento. Meios sem SFB sdo dotados de componentes que podem garantir um 6timo e até
melhor crescimento celular em detrimento aos meios suplementados com soro, como ja foi
observado por Merten e colaboradores (1994).

As células utilizadas no cultivo com o meio SFM, nao foram congeladas com o SFB,
como ¢ mostrado na literatura (BUTLER, 2005, MORAES et al., 2008), e sim com o proprio
meio de cultivo, o meio SFM, o que gerou um excelente resultado. Apos o descongelamento a
média entre os valores de viabilidade obtidos foi de, aproximadamente, 95%.

Nao foram encontrados dados na literatura a respeito do congelamento com o proprio
meio de cultivo, o que se torna uma boa alternativa quando se deseja a total eliminagdo do SFB.

Na Figura 34 sdo reapresentados os graficos de In das concentracdes celular € DOmab

vs. tempo (h) para os meios de cultivo RPMIS e SFM.
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Figura 34: Gréafico In (concentragdo de células viaveis) e DOmap vs. tempo para os cultivos com os
meios: RPMIS (A) e SFM (B). As abreviagdes FCE corresponde a Fase de Crescimento Exponencial,
FE, Fase Estacionaria e FD, Fase de Declinio. O primeiro trago (---), da esquerda para a direita em (A)

¢ (B) determina o inicio da FE, e o segundo trago (---), da esquerda para a direita, em (B), o inicio da
FD.
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O valor de DOmap para o meio SFM foi quase 3 vezes maior que a do RPMIS.

Acosta e colaboradores (2007) constataram que em baixos niveis de nutrientes as taxas
de captacdo, principalmente, de glicose pelos hibridomas sao marcadamente reduzidas, levando
a uma utiliza¢dao mais efetiva desses nutrientes para o metabolismo energético e a biossintese.

Considerando-se isso, uma sugestdo para o motivo da deteccao de mAbs anti-CD25
acontecer ap6s pelo menos 2 dias do in6culo em ambos os cultivos, ¢ que o rapido crescimento
celular provoca uma diminui¢ao na concentracdo dos nutrientes presentes no meio, € com o
intuito de manter suas atividades, as células limitam a capta¢dao de nutrientes alterando o seu
metabolismo focando na necessidade energética e producao do mAb anti-CD25.

Este comportamento ¢ observado neste experimento, no qual a partir das 48 horas,
tanto no cultivo com o meio RPMIS quanto no cultivo com o meio SFM, verifica-se que os
valores da taxa especifica de consumo de glicose (Tabela 7) sofrem redu¢ao, mesmo momento
em que se tem o inicio da deteccdo de mAbs anti-CD25 nos cultivos. As taxas especificas de
consumo de glicose (qgii), obtidas a cada 24 h, para os cultivos com os meios RPMIS e SFM
foram calculadas por meio da Equagao 10.

Para melhor ilustrar a situacdo citada, para cada meio de cultivo, foi construido um
grafico do tipo barra com os valores da taxa especifica de consumo de glicose
(qeii= pmol cel' h™!) para cada intervalo de tempo (h). O grafico para o cultivo em meio RPMIS

¢ apresentado na Figura 35, enquanto que o grafico para o meio SFM, na Figura 36.



Tabela 7: Valores de taxa especifica de consumo de glicose (qgi) para o cultivo com os meios RPMIS
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e SFM a cada 24 h.
At (h) qgi (pmol cel h'!) qgi (pmol cel h™)
RPMIS SFM
0-24 0,295 0,206
24-48 0,115 0,285
48-72 0,012 0,085
72-96 -0,002 0,008

Figura 35: Grafico do tipo barra da taxa especifica de consumo de glicose (qgi) por intervalo de
tempo, onde 1 representa o intervalo entre 0 € 24 h, 2,24 ¢ 48 h, 3,48 ¢ 72 h e 4, 72 ¢ 96 h. Dados
para o cultivo com o meio RPMIS.
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Figura 36: Grafico do tipo barra da taxa especifica de consumo de glicose (qgi) por intervalo de
tempo, onde 1 representa o intervalo entre 0 € 24 h, 2,24 ¢ 48 h, 3,48 ¢ 72 h e 4, 72 ¢ 96 h. Dados
para o cultivo com o meio SFM.
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Quanto a maior producao de mAbs ser no meio SFM, uma possivel explicacdo para
1sso pode estar relacionada com a concentracdo de lactato. Ozturk e colaboradores (1992)
verificaram uma maior produgao especifica de anticorpo quando a concentragdo do metabdlito
era maior no meio. Porém, isto foi verificado em um procedimento considerando-se todas as
células, vidveis e nao viaveis, portanto tem-se a possibilidade de isso nao ser uma realidade
quando considerado apenas as células vidveis. Mas mesmo com esta possibilidade, neste
trabalho, as células no meio SFM apresentaram um maior consumo de glicose e produgao de
lactato, a concentragio deste componente chegou proximo de 15 mmol L', enquanto que para
o meio RPMIS, ficou proximo de 5 mmol L', podendo assim ser uma forma para explicar a
diferenca na detec¢do de anticorpo nos diferentes meios de cultivo.

Deve-se ainda considerar que no meio SFM devem haver componentes que auxiliam
na biossintese do anticorpo. Todavia, como ja citado, a composicao deste meio de cultivo ¢

protegida por patentes, o que dificulta a validagao.
5.2. Cultivo de Hibridomas em Modo de Operag¢do do Tipo Batelada Alimentada

Como foi observado pelo cultivo em batelada, a maior produgdo de mAbs aconteceu
nas ultimas horas, no termino da fase de crescimento e durante a fase estacionaria, para ambos
os meios de cultivo, portanto, com o intuito de prolongar este periodo, utilizou-se 0 modo de
operagdo batelada alimentada. Este modo de operacdo permite manter a concentracdo de
nutrientes necessaria no meio para que as células direcionem o seu metabolismo e sintetizem
0s anticorpos.

Logo, assim como a etapa anterior, esta etapa teve como objetivo averiguar e
caracterizar o crescimento dos hibridomas em biorreatores do tipo spinner, mas dessa vez,
operados em batelada alimentada, assim como a produ¢do de mAbs. As condi¢des de cultivo
foram as mesmas utilizadas para a batelada, a unica diferenca ¢ o volume de trabalho, neste

caso, foram utilizados 50 mL.
5.2.1. Cultivo em Meio RPMIS (ERBA)

No Apéndice A - Parte 2 estdo disponiveis todos os dados obtidos durante este cultivo.

Foram preparados dois biorreatores, os quais foram chamados de Srl e Sr2, de 100
mL de capacidade e com 50 mL de volume de trabalho, cada um. Os dois cultivos foram feitos
ao mesmo tempo, mantidos nas mesmas condi¢des e durou 144 horas (6 dias).

Com o objetivo de verificar o crescimento celular, foram construidos dois graficos, a

partir da contagem celular, feitas a cada 12 horas (Figura 37). O primeiro grafico representa a
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concentragio celular (células mL™") e a viabilidade (%) vs. tempo (h) e o segundo, o logaritmo

neperiano da concentragdo de células vs. tempo (h).

Figura 37: Grafico concentragdo de células vidveis e viabilidade vs. tempo (A) e In (concentragdo de
células viaveis) vs. tempo (B) para os biorreatores Srl ¢ Sr2 com o meio de cultivo RPMIS.
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A viabilidade durante todo o cultivo foi acima de 95% para ambos os cultivos.

Com o objetivo de fazer com que as células crescessem durante a fase pré-estacionaria
e ndo na fase estaciondria, a qual deveria ocorrer entre 60 ¢ 70 horas (como observado no cultivo
em batelada) iniciou-se a alimentacao a partir das 48 horas, sendo feita a cada 8 horas (indicado
pela seta T, em ambos os graficos) seguindo a Equagdo 3. A fase pré-estacionaria foi escolhida
pelo motivo que na fase estacionaria as células ja poderiam estar sofrendo apoptose, € o
prolongamento poderia nao trazer resultados positivos. Pelos graficos, verifica-se que o
objetivo desta etapa foi atingido, com resultados positivos.

Durante a alimentagao, para evitar que o volume no biorreator atingisse sua capacidade
maxima, aliquotas de 50 mL eram retiradas, o que ¢ representado por RSr1 e RSr2 na Figura
37. Observa-se que antes de realizar a remog¢ao do excesso de volume a concentracao de células
vidveis estavam diminuindo, mas apoOs efetuar a remocgdo, a concentracdo volta a crescer,
indicando que tal procedimento faz com que o volume que resta no biorreator atue com um
novo inoculo (BUTLER, 2005).

A taxa méxima de crescimento especifico (Umax), durante a fase de crescimento, para

o Srl foi de 0,03483 + 0,00253 (R? = 0,9844) com tempo de duplica¢do igual a 19,9 h, e para
0 Sr2, foi de 0,04042 + 0,00323 (R? = 0,9812) com tempo de duplicagio igual a 17,1 h.
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Como observa-se a taxa de crescimento para o Sr2 foi maior, o que pode explicar a
diferenca na concentragdao celular e niumero total de células viaveis em comparagdo ao Srl
durante a fase de crescimento: a concentracao celular para o Srl, ap6s o inicio da alimentagao,
ficou entre, 1,05x10° ¢ 1,2x10° cel mL!, enquanto que o maior niimero de células vidveis foi
obtido em dois momentos, 84 ap0s o inicio de cultivo, sendo proximo de 9,83 +0,72x107 células
e as 144 horas, momento em que o nimero total era de, aproximadamente, 9,90 + 0,05x107. J4
para o Sr2, a concentragdo celular apds o inicio da alimentagdo ficou entre 8,5x10° ¢ 1,1x10°
cel mL!, e a maior quantidade de células vidveis foi observada as 144 horas do inicio do cultivo,
que foi cerca de 8,24 + 0,18x107 células.

O répido crescimento em Sr2 pode ter levado a uma diminui¢ao na concentragao dos
nutrientes, € consequentemente a um maior nimero de morte celular em comparagdo ao Srl,
assim, apos o inicio da alimentagdo, a concentracao celular em Sr2 ficou abaixo de Srl.

A Figura 38 mostra o nimero total de c€lulas vidveis e pH vs. tempo (h) para os dois

biorreatores.

Figura 38: Grafico niimero total de células viaveis e pH do sobrenadante vs. tempo para os
biorreatores Srl e Sr2 como o meio de cultivo RPMIS.
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Quanto ao pH do sobrenadante, até as 48 horas, sofreu uma redugado, de 7,4 para 6,6
tanto em Srl, quanto em Sr2, e apos a alimentacgdo, ficou entre 6,7 ¢ 6,8. Sendo necessario
diminuir a porcentagem de CO> em ambos os cultivos para evitar a acidez do meio de cultivo e

consequentemente a interrup¢ao do crescimento.
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Em relacdao ao consumo de nutrientes, foi feito um grafico para o consumo de glicose

e glutamina, e producdo de lactato, o qual ¢ mostrado na Figura 39.

Figura 39: Grafico de consumo de glicose e glutamina e produgéo de lactato por unidade de tempo
pelas células nos biorreatores Srl e Sr2 com o meio de cultivo RPMIS.
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O consumo de glicose, para o Sr2 foi maior do que no Srl nas primeiras 48 horas do
cultivo, mas apds a alimentacao, o consumo, com pequena diferenca, foi maior no Srl, o que ja
era esperado, visto que a concentracdo celular para este biorreator, neste momento, era maior.
A concentragdo de lactato foi maior no Srl, sendo o valor maximo igual a 7,33 mmol L' as 144
horas, € 4,92 mmol L"! para o Sr2, também, as 144 horas. Em ambos os biorreatores, os valores
de concentracdo de lactato ndo ficaram proximos dos valores considerados inibitorios
(OZTURK et al., 1992).

A concentragdo de glutamina proxima das 48 horas ja estava proxima de zero em Srl
e Sr2, sendo o consumo igual em ambos os biorreatores, mas apos a alimentagdo, o consumo
foi ligeiramente maior para o Srl, no qual a concentragio ficou entre 0,26 ¢ 0,06 mmol L'! € no
Sr2, variou entre 0,50 ¢ 0,55 mmol L. Jeong ¢ Wang (1995) constataram que concentragdes
entre 1 ¢ 2 mM de glutamina sdo limitantes para o crescimento de hibridomas, todavia nos
cultivos realizados, mesmo a concentracao deste aminoacido ser consideravelmente menor, a
viabilidade foi elevada, indicando a utilizacdo deste aminoacido, pelas células, de forma

eficiente, ndo o deixando exaurir.
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Nao foi identificado a exaustdo ou o consumo de outro aminoécido.

E por ultimo, foi feito o ELISA para detectar os anticorpos produzidos pelas células
durante o cultivo. Afim de acompanhar o crescimento celular com a producao dos mAbs, foi
feito um grafico In da concentracao de células viaveis e densidade 6tica (DOmab) vs. tempo (h),

o qual ¢ mostrado na Figura 40.

Figura 40: Grafico In (concentragdo de células viaveis) € DOmap vs. tempo para os biorreatores Srl e
Sr2 com o meio de cultivo RPMIS.
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Os mAbs foram detectadas a partir das 48 horas em Srl e Sr2. Para o Srl, maior valor
foi de 0,166 + 0,001 as 108 horas, e para o Sr2, o maior valor foi de 0,186 £ 0,005, também as
108 horas.

Como ja observado, uma sugestao para a producao de mAbs pelas células ¢ que uma
diminui¢do na concentragdo de nutrientes do ambiente provocada pelo crescimento celular, faz
com que a taxa de captacao dos nutrientes (qgii) pelas células, sofra consideravel reducao, o que
altera o metabolismo destas, para a biossintese do anticorpo. E assim como nos biorreatores
operados em batelada, isto também foi observado em Srl e Sr2, a partir dos valores de qgii
mostrados na Tabela 8 e apresentados na forma de graficos do tipo barra (Figura 41). Verifica-
se que a partir das 48 horas quando os valores de qgii ficam proximos de zero, tem-se o inicio

da detecgao dos anticorpos.
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Tabela 8: Valores de taxa especifica de consumo de glicose (qgi) para o cultivo com os meios RPMIS

e SFM a cada 24 h.
; -1 . -1
At (h) el (P“;‘;'lcel hY) g (pn;«;l2 cel h')
0-24 0,318 0,456

24-48 0,148 0,052

48-72 -0,052 -0,008

72-96 -0,053 0,0
96-120 0,0 -0,010
120-144 -0,001 0,023

Figura 41: Grafico do tipo barra da taxa especifica de consumo de glicose (qgi) para Srl (A) e Sr2
(B), por intervalo de tempo, onde 1 representa o intervalo entre 0 ¢ 24 h, 2,24 ¢ 48 h, 3,48 ¢ 72 h, 4,
72¢96h,5,96¢ 120 h e 6, 120 ¢ 144 h. Dados para o cultivo com o meio RPMIS.
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5.2.2. Cultivo em Meio SFM (ESBA)

No Apéndice B - Parte 2 estao disponiveis todos os dados obtidos durante este cultivo.

Assim, como anteriormente, foram preparados dois biorreatores, os quais foram
chamados de S1 e S2, de 100 mL de capacidade e com 50 mL de volume de trabalho, cada um.
Os dois cultivos foram feitos separados, mas cultivados nas mesmas condig¢oes. O cultivo durou
144 h (6 dias).

Com o objetivo de verificar o crescimento celular, foram construidos dois graficos, a
partir da contagem celular, feitas a cada 12 horas. O primeiro grafico representa a concentracao
celular (células mL™!) e a viabilidade (%) vs. tempo (h) e o segundo, o logaritmo neperiano da

concentragdo de células viaveis vs. tempo (h) (Figura 42).
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Figura 42: Grafico concentragdo de células vidveis e viabilidade vs. tempo (A) ¢ In (concentragdo de
células viaveis) vs. tempo (B) para os biorreatores S1 ¢ S2 com o meio de cultivo SFM.
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Até as 36 horas de cultivo, o crescimento em ambos os biorreatores foi similar, mas
depois de um periodo, verificou-se que as células em S1 pararam de crescer, sendo necessario
iniciar a alimenta¢io apos 56 horas (indicado na Figura 42, pela seta T), 12 horas antes do
planejado, ja para o S2, a alimentagao foi feita como planejada e iniciou-se a partir das 64 horas
(indicado na Figura 42, pela seta ). Vale ressaltar que o inicio da alimentacao foi diferente
para Srl e Sr2, pois nao foi estabelecido um padrao, apenas estipulado que deveria iniciar antes
das 70 horas.

A viabilidade para S1 ficou entre 90 e 80% e para o S2, entre 90 € 95%. O que mostra
que as células em S1, nas Gltimas 24 horas, mesmo com a alimentagao de meio de cultivo fresco,
as c¢lulas estavam morrendo. Possivelmente, pelo fato de as células ja estarem no estado
estaciondrio em S1 quando alimentagdo iniciou-se, o prolongamento da fase nao foi efetivo.

Pelo grafico B da Figura 42, foram calculadas as taxas de crescimento para cada
biorreator durante a fase de crescimento, e os valores ficaram préximos, sendo 0,03155 +
0,00206 (R? = 0,9957), com tempo de duplicagdo igual a 22 h, para o S1 e 0,0327 + 0,00112
(R? = 0,9962), com tempo de duplicagdo igual a 21,2 h, para o S2. Com esses valores foi
possivel iniciar a alimentagdo, utilizando a Equacao 3.

Assim como nos biorreatores preparados com o meio RPMIS, nestes cultivos, quando
o volume do sobrenadante superava a capacidade dos biorreatores, o excesso era retirado. Os
momentos de remogado para S1 e S2 estdo representados por RS1 e RS2, respectivamente, na
Figura 42. E novamente, observa-se que apds a remog¢ao, a concentragao celular aumenta, como

se iniciasse um novo cultivo.
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A concentragdo para o S1, apds a alimentagdo ficou entre 5,2x10° € 6,6x10°, € apds as
células entrarem na fase de declinio, as 120 horas, a concentragdo ficou entre 4,8x10° ¢ 3,5x10°
cel mL-!. Esta reduc¢do na concentracdo indica a paraliza¢do do crescimento associada a morte
celular, mesmo com a adi¢do de meio de cultivo fresco. Para o S2, a concentragao celular, apos
o inicio da alimentacdo, ficou entre 1,1x0° e 1,5x10° cel mL!. A diferenca nos valores das
concentragdes indicam um crescimento pouco satisfatério em S1, quando comparado com S2.

A maior quantidade de células vidveis para S1 foi de, aproximadamente,
4,91 + 0,02x107 as 84 horas, € para o S2, foi de, aproximadamente, 1,09 + 0,01x108, as 144
horas. O nimero total de células vidveis a cada intervalo de tempo do cultivo ¢ mostrado na

Figura 43, assim como o pH.

Figura 43: Grafico niimero total de células viaveis e pH do sobrenadante vs. tempo para os
biorreatores S1 e S2 com o meio de cultivo SFM.
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Em relagdao ao pH, em ambos os biorreatores, antes do inicio da alimentacao houve
uma reducdo, mas apds a alimentacao os valores ficaram entre 7,0 e 7,3, valores considerados
como Otimos para o crescimento das células. Sendo este parametro, portanto, nao inibitorio no
crescimento para S1.

A andlise do metabolismo ¢ essencial para tentar entender o comportamento das
células durante um cultivo, assim foi feito um grafico de consumo de glicose e glutamina e de

producao de lactato vs. tempo (h), o qual ¢ mostrado na Figura 44.
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Figura 44: Grafico de consumo de glicose e glutamina e produgéo de lactato por unidade de tempo
para os biorreatores S1 e S2 com o meio de cultivo SFM.
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Como ¢ mostrado no grafico da Figura 44, o consumo de glicose ¢ maior em S2 do
que em S1 em todo o cultivo, durante a alimentagdo a concentracdo do agtcar ficou entre 11,1
e 11,2 mmol L para o S1 e entre 8,9 € 9,5 mmol L! para o S2. A maior concentracio de lactato
em S1 foi as 48 horas, sendo igual a 4,89 mmol L, j4 para o S2, o maior valor para a
concentracdo de lactato foi de 13 mmol L' as 60 horas.

Quanto a glutamina, este aminoacido teve um maior consumo em S2, a concentracao
variou entre 2,0 € 2,1 mmol L !. J4 para o S1, a concentra¢io ficou entre 2,2 ¢ 2,8 mmol L,
sendo o maior valor obtido as 144 horas, momento em que a maior parte das células ja deviam
estar mortas.

Nao foi identificado a exaustdo ou o consumo de outro aminoacido.

E por ultimo, foi feito o ELISA para detectar os anticorpos produzidos pelas células
durante o cultivo. Afim de acompanhar o crescimento celular com a producao dos mAbs, foi
feito um grafico In da concentracao de células viaveis e densidade 6tica (DOmab) vs. tempo (h),

o qual ¢ mostrado na Figura 45.
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Figura 45: Grafico In (concentragio de células viaveis) e Densidade Otica vs. tempo para os
biorreatores S1 e S2 com o meio de cultivo SFM.
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E novamente, nesta etapa deste trabalho, foi possivel observar que a reducao nos

valores da taxa de captacdo de nutrientes (qgii) pelas células, direcionam estas, provavelmente,

a produzir os mAbs. Os valores para qgi calculados a cada 24 h para os biorretadores S1 e S2

sao apresentados na Tabela 9, e além disso, para melhor elucidagao foi construido um grafico

do tipo barra para os valores de qgii (pmol cel! h'!) por unidade de tempo (h) para cada biorreator

(Figura 46). Observa-se que a partir das 24 horas hd uma reducdo nos valores de qgji para S1 e

S2, o que coincide com o inicio da deteccao de mAbs.

Tabela 9: Valores de taxa especifica de consumo de glicose (qgi) para o cultivo com os meios RPMIS

At (h)

0-24
24-48
48-72
72-96

96-120
120-144

e SFM a cada 24 h.
qgi (pmol cel h'!) qgi (pmol cel h™)
Sr1 Sr2

0,275 0,553
0,190 0,256
0,050 0,074
-0,007 -0,017
-0,062 0,009
-0,010 -0,009
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Figura 46: Grafico do tipo barra da taxa especifica de consumo de glicose (qgii) para S1 (A) e S2 (B),
por intervalo de tempo, onde 1 representa o intervalo entre 0 e 24 h, 2,24 ¢48 h,3,48¢72h,4,72 ¢
96 h,5,96¢ 120 he 6, 120 ¢ 144 h. Dados para o cultivo com o meio SFM.
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Na Figura 47, dois graficos (In (concentragdo de células viaveis) e Densidade Otica vs.

tempo) sdo reapresentados, o primeiro ¢ referente ao cultivo em batelada alimentada com o

meio RPMIS e o segundo, ao cultivo em batelada alimentada com o meio SFM.

Figura 47: Grafico In (concentragdo de células viaveis) e Densidade Otica vs. tempo para o meio
RPMIS (A) e meio SFM (B).
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Estes graficos ilustram, como ja observado também por Acosta (2007), que a producdo
de anticorpo monoclonal ndo esta relacionada com a concentragdo celular ou pmax. O
crescimento celular em Srl, Sr2 e S2 foram semelhantes, ja no S1, a concentracao celular obtida
foi menor, entretanto a produg¢ao de mAbs foi maior do que em Srl e Sr2.

A glutamina no cultivo em batelada quando exaurida provocou uma diminui¢cao no
crescimento, seguida pela morte das células, entretanto para o cultivo em bateladla alimentada,
mesmo que em baixas concentragdes, garantiu alta viabilidade celular. A adicao de meio fresco
permite que as células tenham acesso ao aminoacido, mesmo que em niveis menores, € garante
a continuidade do crescimento celular.

No tdpico 5.1.3 foi sugerido que a alta produgdo de anticorpo no meio SFM ¢ devido
a alta concentragao de lactato. Isto ¢ observado em S2, ja no S1, os valores de DOmab foram
maiores quando comparados aos de Srl e Sr2, contudo a concentracao de lactato ficou abaixo
de 5 mmol L.;, o que propde que o lactato ndo seja o fator determinante para uma maior
producdo de mAb, e sim situagdes que levam as cé€lulas ao estresse (sem ocasionar a morte).
Glacken (1987) mostrou que a osmolalidade quando nao regulada, promove uma maior
producdo de mAb pelas células, o que pode reforgcar a observagao feita nos cultivos deste
trabalho.

Portanto a diminuicao no nivel de nutriente no meio de cultivo direciona as células a
iniciar a biossintese do mAb e condigdes de estresse, leva a uma maior producdo. Deve reiterar-
se que isto € uma suposicao a partir das observagoes realizadas neste trabalho a um especifico
grupo celular, novos testes e estudos devem ser feitos para uma melhor elucidagao.

O procedimento foi feito em duplicata, mas vale destacar que para trazer mais
confiancgas aos resultados, o ideal seria uma triplicata, entretanto por conta das dificuldades com
os biorreatores, € de conseguir o meio de cultivo SFM, nao sobrou tempo habil para mais uma
repeticao.

O modo de operacao batelada alimentada, quando operado de forma correta, traz bons
resultados. Para a continuidade deste trabalho deve-se considerar a necessidade de padronizagao
na remog¢ao de volumes e no inicio de alimentacdo, para a obtencao de concentragdes com
menor discrepancia durante o cultivo

E mais uma vez o soro se mostrou passivel de ser eliminado de cultivos celulares por
meio da utilizagdo de meios livres de soro, o meio SFM trouxe os melhores resultados de

cultivo, assim como no cultivo em batelada.
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5.3. Comparagdo Entre os Cultivos em Batelada e Batelada Alimentada

O cultivo em batelada, como ja mostrado por Butler (2005) e Moraes (2008) tem como
vantagens ser simples, logo de facil operacao, ser de baixo-custo e ainda apresenta baixo risco
de contaminacdo. Por conta desses motivos este modo de operagao ¢ amplamente utilizado,
principalmente em escala laboratorial. Entretanto o seu uso também traz desvantagens, como o
acumulo de metabolitos e a acidificagao no meio de cultivo, o que pode levar a condi¢des de
estresse para a célula, implicando na morte e em muitos casos na degradacao da proteina de
interesse (FENGE e LULLAU, 2006).

Assim, a batelada alimentada torna-se uma boa alternativa quando deseja-se prolongar
uma fase, como ¢ o caso desta segunda parte deste trabalho. Neste modo de operacao os
nutrientes sao adicionados de acordo com a necessidade da célula, e a adicao de meio de cultivo
e aremogao de volumes, promove um controle maior do pH, e contribui para a ndo acumulagdo
de metabolitos. A soma destes fatores contribui para um melhor crescimento € por um maior
periodo de tempo. Por conta do grande nimero de manipulagdes, o risco de contaminacao se
torna maior, € por isso, a automagdao ¢ um Otimo caminho para garantir bons resultados
(BUTLER, 2005; FRESHNEY, 2010; FENGE e LULLAU, 2006).

Vale destacar que no cultivo em batelada alimentada, a adicdo de meio de cultivo
fresco contribui para a diluicao do produtos de interesse, sendo necessario, mais etapas para
realizar a purificagcdo do produto, o que pode ser um problema, uma vez que um maior nimero
de etapas para a purificacdo pode fazer com que as proteinas percam a viabilidade.

Portanto, o cultivo em batelada alimentada, tem varios pontos positivos, € foi uma
Otima escolha para este trabalho, uma vez que garantiu as condi¢des para o crescimento celular
e a produgdo de mAbs, e mostrou que o cultivo pode ser escalondvel, mas fica evidente a

necessidade de melhorias para a continuagdo de seu uso.
5.4. Purificagdao (EPR e EPS)

Foram utilizados dois métodos para a purificacao dos mAbs anti-CD25 (IgG1) afim se

obter uma metodologia simples e eficiente.
5.4.1 Cromatografia de Troca Ionica

Os anticorpos utilizados nesta etapa foram obtidos por Prampero (2017), em seu
trabalho, a partir de cultivo em batelada com os mesmos meios de cultivo.

Apos a leitura em um espectrofotometro a 280 nm das amostras eluidas pela coluna de
CM-sepharose, foram construidos dois graficos, um para o RPMIS (Figura 48 — A) e outro pra

o SFM, (Figura 48 — B) de absorbancia vs. nimero de tubos de amostras eluidas.
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Figura 48: Grafico de absorbancia (280 nm) vs. nimero de tubo de coleta para o meio RPMIS (A) e
para o meio SFM (B) .
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Como ¢ observado nos graficos acima a quantidade de anticorpo em ambos os casos ¢
quase indetectavel, para o RPMIS observa-se um pico de 0,04 no tubo de nimero 15, enquanto
que para o SFM, um “pico” também proximo do valor de 0,04. Estes valores mostram que o
procedimento nao gerou um resultado satisfatorio, possivelmente a dialise realizada, pode ter
ocasionado esses valores, ou ainda, pelo fato destes anticorpos estarem armazenados ha mais
de um ano.

Logo, para os anticorpos monoclonais obtidos neste projeto foi utilizado uma técnica

diferente, a de imunoprecipitacdo de com a proteina G.
5.4.2. Imunoprecipitagdo com Proteina G em Gel de Sepharose

Os anticorpos utilizados nesta etapa foram obtidos a partir do cultivo em batelada de
hibridomas deste trabalho. E como o anticorpo ¢ classificado IgG1, foi utilizado a proteina G,
a qual possui melhor interagao.

A partir do resultado de ELISA do sobrenadante (coletado as 96 horas do cultivo em
batelada) verificou-se que a DOmab para o meio de cultivo SFM foi 3 vezes maior do que a do
RPMIS, entdo, para se obter aproximadamente, a mesma quantidade de anticorpo e poder
comparar igualmente, foi separado uma aliquota de 13 mL do sobrenadante obtido através do
cultivo em RPMIS, e 4,3 mL do sobrenadante do cultivo com SFM.

Apo6s as amostras, em tubos conicos de 15 mL, ficarem em rotacdo, foi realizado a
centrifugacao destes tubos e a resina de meio de cultivo separada e transferida para microtubos
de 1,5 mL, e nestes forma feitas as lavagens com tampao e a eluicdo. Amostras de cada etapa
foram colocadas em tubos de coleta e em cada um foi feita a leitura em um espectrofotdometro
UV-vis. O resultado ¢ mostrado nos graficos abaixo (Figura 49) nos quais sdo mostrados os

valores de absorbancia (280 nm) para cada tubo.
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Figura 49: Grafico de absorbancia (280 nm) vs. nimero de tubos de coleta para o meio RPMIS (A) e
para o meio SFM (B). O tubo 0 corresponde ao sobrenadante, dos tubos 1 ao 7, as solugdes de
lavagem e dos tubos 8 ao 14, as amostras eluidas.
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Verifica-se que as lavagens foram feitas de forma eficiente, visto que a absorbancia
foi proxima ou igual a zero nos tubos contendo as solugdes de lavagem. Os tubos contendo as
amostras eluidas com maior valor de absorbancia foram os de nimeros 9, 10 e 11 para ambos
os meios de cultivo (Tabela 10). Os maiores valores para o meio RPMIS implica no maior

conteudo proteico presente no meio de cultivo por conta do SFB.

Tabela 10: Maiores valores de absorbancia para os tubos de amostras eluidas dos meios RPMIS ¢

SFM.
Tubo Ab§0rbﬁncia AbsQrbﬁncia
(meio RPMIS) (meio SFM)
9 1,75 0,65
10 1,76 0,98
11 1,13 0,83

Para averiguar a eficiéncia da purificacdo e a producao de mAbs anti-CD25 pelas
células, para cada meio de cultivo foi realizado a eletroforese em gel de poliacrilamidada 10%.
O gel para cada meio de cultivo ¢ apresentado na Figura 50.

Em cada gel foram feitas canaletas ¢ enumeradas de 1 a 10. Na canaleta de numero 1
foi aplicado o padrao da ThermoFisher, no de numero 2, o sobrenadante do cultivo, no de

numero 3, a ultima soluc¢ao de lavagem obtida e nas canaletas de 4 a 10, as solugdes de eluigao.
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Figura 50: Gel de poliacrilamida (10%) obtido a partir da eletroforese com as amostras em meio
RPMIS (A) e em meio SFM (B) obtidas apo6s a purificagdo. As numeragdes abaixo da figura
correspondem, para ambos os meios de cultivo a: 1, padrdo ThermoFisher, 2, sobrenadante, 3, solugéo
de lavagem e 4 — 10, fragdes das elui¢cdes. No lado esquerdo da Figura (A) estdo disponiveis as massas
moleculares das proteinas presentes na solu¢do padrao em kDa.
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Antes das amostras serem inseridas no gel, elas passaram por um processo de
desnaturacdo, o que fez com que os anticorpos presentes se dividissem em duas cadeias (cadeia
leve e pesada) pelo rompimento das ligagdes dissulfeto, o que ocasionou a formagao das bandas
referentes ao peso de cada cadeia, sendo 24 kDa para o de cadeia leve e 55 kDa para a cadeia
pesada (ABBAS et al., 2015). A largura da banda indica a quantidade polipeptidios.

As bandas marcadas no gel, assim, confirmaram a produg@o de anticorpo monoclonal
pelas células em ambos os meios de cultivo.

Fica claro que no gel com o meio SFM, o nivel de contaminantes (moléculas diferentes
do anticorpo) ¢ extremamente baixa, e que foi possivel separar e concentrar
predominantemente, o mAb. Outro caso a se ressaltar ¢ que mesmo no sobrenadante o nivel de
contaminantes ¢ pequena, o que torna o meio SFM, uma excelente opgao para a obtengdo de
anticorpos com alto grau de pureza, sem a necessidade de muitas etapas de purificagdo, o que

poderia comprometer a viabilidade do anticorpo. Nos tubos de nimeros 5, 6 ¢ 7, obteve-se 0s
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maiores valores de absorbancia, o que ¢ mostrado pelas marcagdes mais intensas em ambos 0s
géis, implicando em alto teor de anticorpo.

No gel para o meio RPMIS, as bandas caracteristicas de anticorpo, ficaram um pouco
mascaradas por conta da presenca de contaminantes, mas observa-se que a albumina bovina,
presente em grande quantidade no SFB, foi eliminada. Este gel mostra a necessidade de mais
etapas para a purificagdao do anticorpo com este meio de cultivo.

Manna e colaboradores (2015) utilizaram a cromatografia de afinidade para a
purificacao de mAbs, com a proteina “A”. O cultivo das células foi feito nos meios Nutridoma
SP e Excell, meios de cultivo sem SFB, e DMEM, meio de cultivo com SFB (10% v/v). O
padrao observado no gel, foi o mesmo observado neste trabalho, indicando um resultado
positivo para a técnica utilizada.

Com o objetivo de investigar a viabilidade dos anticorpos apos a purificacdo, foi
realizado o ELISA, para isso foram utilizadas as amostras presentes nos tubos de nimeros 5, 6
e 7, de cada meio. As amostras por estarem concentradas antes de serem aplicadas na placa
foram diluidas. As dilui¢des feitas para cada tubo do meio de cultivo RPMIS foram 1:100,
1:400, 1:800 e 1:1600. As dilui¢des para o meio SFM foram 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000 e

1:16000. Os valores de DOmab, para cada diluicao e meio de cultivo sdo mostrados Figura 51.

Figura 51: Graficos de Densidade otica vs. diluigdo para o meio RPMIS(A) e meio SFM (B). No
grafico A, 1 corresponde a :100; 2 a 1:400; 3 a 1:800 ¢ 4 a 1:1600. No grafico B, 1 corresponde a
1:1000, 2 a 1:2000, 3 a 1:4000, 4 a 1:8000 ¢ 5 a 1:16000.
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A partir da Figura 51 € possivel observar que os anticorpos continuam vidveis apos o

procedimento de purificagao.
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Por meio do método de Bradford foi feito a quantificagdo de proteina nos tubos com
bandas mais intensas, ou seja, para os tubos de numeros 5, 6 ¢ 7. Os valores estao disponiveis
na Tabela 11.

Tabela 11: Valores de concentragdo proteina em amostras purificadas para os meios RPMIS ¢ SFM.

Meio Tubo 5 (ug pL) Tubo 6 (ug nL") Tubo 7 (ug nL")
RPMIS 0,32 0,55 0,43
SFM 0,49 0,34 0,37

Verifica-se que a diferenca entre os valores ¢ pequena, o que era esperado, visto que
os volumes foram acertados, afim de tentar equiparar as quantidades de anticorpo. A pequena
discrepancia entre os valores pode ser explicada pela presenca das proteinas do SFB ainda
presentes nas amostras de RPMIS.

Logo, estes resultados comprovam que a quantidade de anticorpo produzida pelo
cultivo com o meio SFM ¢ maior, aproximadamente, 3 vezes mais.

Nao foram encontrados dados na literatura em relagdo a métodos de purificagdo para
mAbs anti-CD25, mas os trabalhos consultados com outros mAbs e proteinas especificas, com
excelentes resultados também (AYBAY e IMIR, 2000), todavia s6 ¢ utilizada para pequenas
quantidades de volume, quando deseja-se realizar o procedimento para maiores volumes, €
utilizado a cromatografia de afinidade IMAC, que utiliza ions metalicos para promover a
separacao dos componentes (OLIVEIRA, 2014). Isto ¢ devido pelo alto custo da proteina, que

limita o seu uso.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem inferir:

O cultivo do hibridoma PC-61 em meio SFM, sem SBF ¢ cerca de 3 vezes mais eficiente
para a producdo de mAb anti-CD25, que o meio convencional contendo SBF;
O cultivo em batelada permitiu analisar o comportamento do hibridoma PC-61, como o
metabolismo e producao de mAbs, e identificar a fase de crescimento com maior producao
de mAbs e prolonga-la realizando a substituicdo da operagdo batelada por batelada
alimentada;

A utilizagao do meio SFM ¢ uma 6tima alternativa em comparacao aos meios de cultivo
suplementados com SBF, uma vez que, em determinada condigdo, permite a obtengao de
maiores quantidades de anticorpo, e garante maior facilidade na aplicacdo de técnicas de

purificacao, diminuindo os custos da producao.
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Parte 1 — Cultivo em Batelada

APENDICE A — Cultivo em RPMIS

APENDICE 95

Tabela A-1: Dados obtidos por meio do cultivo em batelada com o meio RPMIS.

Tempo

(h)
0
10
22
34
46
58
70
82
94

pH
sobren.

7,133
7,001
6,91
6,817
6,746
6,715
6,727
6,755
6,781

Concent.
(x10° cel
mL")

0,20
0,26 £ 0,01
0,40 = 0,02
0,67 £0,01
0,84 = 0,06
1,20 £ 0,05
1,59 £ 0,02
1,57+ 0,13
1,58 £ 0,08

Numero
Total de cél.
(x108 cel)

0,40
0,50 £ 0,01
0,74 + 0,04
1,24 £ 0,02
1,51 £0,10
2,10+ 0,09
2,70 £ 0,04
2,60 £ 0,22
2,53+0,12

Viabilidade

(“o0)
95,43 £ 0,41
96,23 £ 1,41
95,93 +1,03
98,13 £ 0,83
97,44 £ 0,29
97,02 +£0,71
97,44 £ 0,42
95,35 £ 0,56
93,48 £ 0,22

DO

0,031
0,017
0,028
0,017
0,083
0,064
0,179
0,399

Tabela A-2: Analise do consumo de glicose e glutamina e producédo de lactato do cultivo em batelada

Tempo

(h)

0
12
24
36
48
60
72
84
96

com o meio RPMIS.
Glicose Lactato
(mmol L") (mmol L)
9,50 1,64
7,59 1,96
7,41 3,01
7,53 4,25
5,71 3,87
5,11 3,79
5,37 4,01
5,68 3,47
6,05 1,92

Glutamina
(mmol L)

1,671

1,085

0,757

0,04



Parte 2 - Cultivo em Batelada Alimentada

Biorreator 1 — Srl

APENDICE 96

Tabela A-3: Dados obtidos por meio do cultivo em batelada alimentada para o Srl co o meio de

Tempo

(h)
0
12
24
36
48
60
72
84
96
108
120
132
144

pH
sobren.

7,418
7,052
6,972
6,923
6,685
6,728
6,759
6,830
6,754
6,792
6,820
6,744

Volume
Biorreator
(mL)

50,0
47,0
44,0
41,0
38,0
48,0
70,0
90,2
52,7
70,8
98,3
64,9
82,7

cultivo RPMIS.
Concent. Numero
(x10°cel  Total de cél.
mL") (x107 cel)
0,2 1,00
0,30 £ 0,02 1,42 £0,09
0,51+£0,01 2,24+0,03
0,79+£0,08 3,22+0,31
0,97+£0,01  3,69+0,02
1,05+0,08 5,05+0,36
1,03+£0,05 7,26+0,35
1,09+£0,08 9,83+0,72
1,08 £0,04 5,70 £ 0,20
1,01 £0,06 7,14 £0,40
1,18 £0,04 11,6 £ 0,40
1,14 £0,01 7,38 £ 0,05
1,20 £0,06 9,90 £ 0,54

Viabilidade
(%)

98,32 £0,48
98,79 £0,33
98,79 £ 0,26
98,52 £0,78
98,10 £0,13
98,85 +£0,38
98,16 £ 1,15
99,09 £ 0,07
97,96 £ 0,07
97,95 £ 0,24
97,23 £0,41
97,43 £0,23
97,95 +0,11

0,012 £ 0,003
0,059 £ 0,004
0,084 £ 0,011
0,100 £ 0,003
0,130 + 0,006
0,152 + 0,002
0,166 £ 0,001
0,108 + 0,003
0,112 + 0,009
0,099 + 0,022



APENDICE 97

Tabela A-4: Analise do consumo de glicose e glutamina e producédo de lactato do cultivo em batelada
alimentada para o Sr1 com o meio de cultivo RPMIS.

Tempo Glicose Sr1  Lactato (Sr1) Glutamina (Sr1)

(h) (mmol L) (mmol L) (mmol L)
0 9,75 1,32 1,769
12 8,81 3,02 -
24 7,04 5,04 1,075
36 5,35 5,36 -
48 4,47 5,4 0,096
60 4,97 5,45 -
72 5,74 5,52 0,257
84 4,7 6,65 -
96 5,18 6,2 0,207
108 4,29 6,48 0,093
120 5,19 6,44 0,217
132 4,21 6,84 0,07

144 4,53 7,33 0,065



Biorreator 2 — Sr2

APENDICE 98§

Tabela A-5: Dados obtidos por meio do cultivo em batelada alimentada para o Sr2 com o meio de

Tempo

(h)
0
12
24
36
48
60
72
84
96
108
120
132
144

pH

sobren.

7,384
7,023
6,913
6,837
6,636
6,721
6,759
6,823
6,760
6,835
6,797
6,746

Volume
Biorretor
(mL)

50,0
47,0
44,0
41,0
38,0
50,4
79,9
39,6
55,4
77,9
54,3
73,3
97,1

cultivo RPMIS.
Numero
(xlg;) 2§lelli1tL'I) “g;‘oﬂ*;gf;‘-
0,20 1,00
0,26 £ 0,05 1,25+£0,22
0,54 £ 0,01 2,40 £ 0,01
0,90+ 0,03 3,66 £ 0,11
1,24 £ 0,01 4,69 £ 0,04
1,16 £ 0,01 5,84 £ 0,07
8,51 £0,02 6,80 £ 0,20
1,13 £0,06 4,48 £0,22
0,90 £ 0,04 4,93 £ 0,21
0,85 £ 0,06 6,65 £ 0,48
0,87 £0,03 4,72 £ 0,15
0,76 £ 0,06 5,54 £ 0,45
0,85 £ 0,02 8,24+ 0,18

Viabilidade
(%)

98,32 £0,48
95,36 £0,79
98,20 £ 0,45
98,35 £0,22
98,41 £0,18
97,29 £0,79
97,15 £0,20
97,47 £0,93
98,64 £ 0,49
98,53 £0,39
97,74 £2,26
98,02 £0,48
97,13 £0,62

DO

0

0,007 + 0,002
0,124 £ 0,003
0,149 + 0,002
0,161 £0,013
0,169 + 0,002
0,145 £ 0,008
0,186 £0,005
0,118 £ 0,002
0,119 +£0,012
0,128 £ 0,004



APENDICE 99

Tabela A-6: Analise do consumo de glicose e glutamina e producdo de lactato do cultivo em batelada
alimentada para o Sr2 com o meio de cultivo RPMIS.

Tempo Glicose Sr2 Lactato (Sr2) Glutamina (Sr2)

(h) (mmol L) (mmol L) (mmol L)
0 9,75 1,32 1,769
12 7,99 2.9 -
24 5,7 4,19 1,042
36 5,72 5,44 ]
48 4,58 4,69 0,189
60 5,39 4 -
72 5,54 3,22 0,559
84 5,09 421 ]
96 5,63 3,67 0,547
108 4,86 3,92 0,447
120 5,84 4,13 0,607
132 5,41 4,75 0,534

144 5,36 4,92 0,498



APENDICE B — Cultivo em SFM

Parte 1 — Cultivo em Batelada

APENDICE 100

Tabela B-1: Dados obtidos por meio do cultivo em batelada com o meio de cultivo SFM.

Tempo

(h)
0
12
24
36
48
60
72
84
96

pH

sobren.

7,279
7,547
7,297
7,087
6,886
6,821
6,785
6,732
6,745

Concent.
(x10° cel
mL")

0,20
0,31 +£0,02
0,49 +£ 0,04
0,90 = 0,04
1,57 £ 0,09
1,94 +£ 0,01
2,44+ 0,09
2,38+ 0,02
1,95+0,02

Numero
Total de cél.
(x108 cel)

0,40
0,60 + 0,04
0,93 + 0,07
1,68 £ 0,08
2,82+0,17
3,40 £ 0,02
4,14+ 0,01
3,92+0,43
3,13£0,26

Viabilidade
(%)

95,78 £ 0,57
95,19 £2,29
96,91 + 1,46
98,29 £ 0,85
98,59 £ 0,07
97,30 £ 0,56
95,56 £ 0,36
88,96 + 0,39
75,98 £ 0,71

DO

0,000
0,090 £ 0,005
0,044 £ 0,002
0,085 +£0,014
0,294 £ 0,011
0,530 £0,018
0,860 £ 0,036
1,037 £ 0,041
1,139 £ 0,142

Tabela B-2: Analise do consumo de glicose e glutamina e produgao de lactato do cultivo em batelada
com o meio de cultivo SFM.

Tempo

(h)

0
24
36
48
60
72
84
96

Glicose

(mmol L)

16,50
14,80
11,60
7,76
5,43
3,70
3,52
3,26

Lactato
(mmol L)

0

7,3

12,7
14,6
12,7
12,2
11,4
10,5

Glutamina
(mmol L)

3,754

2,86
1,767
1,035
0,575
0,301



Parte 2 - Cultivo em Batelada Alimentada

Biorreator 1 — S1

APENDICE 101

Tabela B-3: Dados obtidos por meio do cultivo em batelada alimentada para o S1 com o meio de
cultivo SFM.

Tempo

(h)
0
24
36
48
60
72
84
96
108
120
132
144

pH
sobren.

7,239
7,139
7,029
7,094
7,063
7,185
7,163
7,207
7,176
7,274
7,229

Volume
Biorretor
(mL)

50,0
44,0
41,0
38,0
35,0
54,2
86,0
46,4
55,9
41,1
48,7
58,1

Concent.
(x103 cel
mL™")

2,00
4,04 £ 0,04
6,33 £ 0,55
6,89 £ 0,01
6,63 = 0,10
6,45+ 0,30
5,55+0,02
5,98 £0,30
5,24 £ 0,08
4,81 +0,36

4,65
3,51 £0,01

Nuamero
total de cél.
(x107 cel)

1,00
1,90 £ 0,02
2,78+ 0,24
2,82+ 0,01
3,21 £0,06
3,73+0,17
4,91 0,02
3,39+0,17
3,58 £ 0,06
2,34+0,17

2,26
2,04 £ 0,01

Viabilidade
(%)

90,00 £ 0,57
86,83 + 0,81
89,41 £0,12
85,09 £2,26
86,34 £ 0,62
83,60 £ 0,77
86,75 £ 1,75
87,17 £2,47
83,81 £0,28
82,33 £2,15
79,72
78,94 £0,61

DO

0
0,281 £0,011
0,452 +£0,014
0,488 £0,018
0,555 £ 0,001
0,614 £ 0,026
0,658 £ 0,052
0,659 £ 0,035
0,533 £ 0,056
0,546=x 0,065



APENDICE 102

Tabela B-4: Analise do consumo de glicose ¢ glutamina e produgao de lactato do cultivo em batelada
alimentada para o S1 com o meio de cultivo SFM.

Tempo Glicose S1 Lactato S1  Glutamina S1

(h) (mmol L)  (mmol L) (mmol L)
0 16,5 0 3,754
12 - - -
24 14,5 3,36 3,189
36 13,3 4,02 ]
48 12 4,84 2,297
60 11,8 3,97 -
72 11,2 4,08 2,254
84 12,1 2,91 -
96 11,3 2,83 2,4
108 12,2 2,33 2,699
120 12,1 2,19 2,598
132 12,1 1,42 2,871

144 12,2 1,01 2,8



Biorreator 2 — S2

APENDICE 103

Tabela B-5: Dados obtidos por meio do cultivo em batelada alimentada para o S2 com o meio de
cultivo SFM.

Tempo

(h)
0
12
24
36
48
60
72
84
96
108
120
132
144

pH
sobren.

7,605
7,496
7,400
7,245
7,049
7,030
7,124
7,080
7,145
7,052
7,084
7,039

Volume
Biorretor
(mL)

50,0
47,0
44,0
41,0
38,0
46,1
54,4
65,6
37,5
44,4
69,8
75,9
97,8

Concent.
(x106 cel
mL™")

0,2
0,31 £0,01
0,42 £ 0,02
0,62 +0,10
0,95+ 0,04
1,47+ 0,16
1,31 £ 0,01
1,12+ 0,03
1,17+ 0,03
1,36 £ 0,03
1,32 +£ 0,07
1,21 £ 0,02
1,12+ 0,01

Numero
total de cél.
(x107 cel)

1,00
1,46 £ 0,04
1,84 £ 0,07
2,53 +£0,40
3,61 0,14
6,78 £ 0,73
7,14 £ 0,05
7,34 +£0,19
4,39+ 0,10
6,02 +0,14
9,21 £0,50
9,19+0,14
10,9 £ 0,01

Viabilidade
(%)

90,00
93,67
90,98 £ 1,09
91,68 £0,85
93,83
94,02 £ 0,07
93,50 £0,20
93,93 £ 0,64
94,09 £0,72
92,96 £ 0,64
93,05 £0,22
93,45 £0,45
94,61 £ 0,65

0,025 £ 0,04
0,292 + 0,032
0,585+ 0,010
0,676 + 0,019
0,753 £ 0,088
0,827 £0,015
0,723 £ 0,033
0,870 £ 0,041
0,753 £ 0,008
0,767 £ 0,038



APENDICE 104

Tabela B-6: Analise do consumo de glicose ¢ glutamina e produgao de lactato do cultivo em batelada
alimentada para o S2 com o meio de cultivo SFM.

Tempo Glicose S2  Lactato S2  Glutamina S2

(h) (mmol L")  (mmol L) (mmol L)
0 18,9 0 3,754
12 16,6 1,75 -

24 14,8 3,91 3,143
36 13,4 5,82 -

48 10,6 8,99 2,178
60 8,91 13 -

72 8,58 12,8 1,156
84 9,97 11 -

96 9,1 11,5 1,678

108 9,79 10,5 2,013

120 8,84 12 1,836

132 9,41 11,2 1,953

144 9,12 12 2,02



