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RESUMO

A producdo em larga escala de anticorpos monoclonais ¢ o campo da
Biotecnologia que tem conseguido os maiores avancos e realizaces ao longo dos ultimos 20
anos, especialmente na area de diagnostico e de aplicacGes terapéuticas. O mercado mundial
de produtos para diagnostico clinico atingiu o valor de US$ 19,0 bilhGes em 2008 e continua
crescendo a um ritmo de 5% ao ano. O desenvolvimento de bioprocessos de alta
produtividade em larga escala para producdo de anticorpos monoclonais (AMs) depende da
determinacdo e otimizacdo de varios parametros cinéticos e metabolicos dos hibridomas. A
finalidade deste trabalho foi analisar caracteristicas cinéticas e metabdlicas de hibridomas
murinos para producdo de imunoglobulinas para tipagem sanguinea pelo sistema ABO, de
grande interesse para a saude publica Brasileira. Trés linhagens de hibridomas murinos
denominadas ED7, ED9 e TAN obtidas num centro de pesquisa brasileiro para produzir os
anticorpos anti-A, anti-B e anti-AB, respectivamente, foram avaliados com essa finalidade.
Utilizando apenas as duas linhagens, ED7 e ED9, por apresentarem maior potencial e
estabilidade para producdo de AMs em larga escala foram realizados experimentos de cultivo
em batelada em frasco spinner de 500 mL e em biorreator (Bioflo-110) de 2L, utilizando
meios de cultura RPMI 1640 e Mab Quantum Yield-BD, ambos com adigéo de 10% v/v de
soro fetal bovino. O primeiro sendo meio de origem dos clones hibridos, em alguns casos teve
que ser suplementado com aminoé&cidos (GIn, Met, Cys, Ser, Lys e Pro) e, o segundo, um
meio alternativo ao qual tiveram que ser adaptados os hibridomas sem suplementos antes dos
experimentos de cultivo em regime de batelada. Os resultados mostraram a necessidade de
balanceamento nutricional adicional dos meios, especialmente do RPMIS, para satisfazer as
demandas nutricionais dos dois hibridomas. Mediante balanceamento nutricional e cultivos
em condicBes melhor controladas em biorreator conseguiu-se incrementar a taxa especifica
méxima de crescimento pmax de 0,0304+0,0014 h™* para 0,0329+0,002 h™* e a produtividade de
AM de 0,031 mg/L.h para 0,077 mg/L.h com a linhagem ED7. Com a linhagem ED9, 0 pmax
diminuiu de 0,0412+0,0024 h™* para 0,0373+0,0019 h™ mas a produtividade de AM aumentou
de 0,030 mg/L.h para 0,040 mg/L.h. Por outro lado, testes de aglutinacdo mostraram que 0sS
AMs estavam funcionais e com titulos estaveis e dentro dos limites aceitaveis. Apesar dos
ganhos em produtividade dos dois AMs, os resultados permitiram constatar um problema
tipico encontrado no cultivo in vitro de hibridomas que se caracteriza por desregulacao de seu
metabolismo na presenca de altas concentracBes de glicose e glutamina, o que provoca
producdo exacerbada dos metabdlitos lactato e aménia. Em funcdo disto, pode-se prever que o
futuro do desenvolvimento do bioprocesso de producdo de anti-A e anti-AB tenha que passar
por uma etapa de avaliacéo e otimizacdo em sistema de cultivo de batelada alimentada.



ABSTRACT

The large scale production of monoclonal antibodies is the Biotechnology field
that has achieved the biggest advances and realizations over the last 20 years, especially in the
area of diagnosis and therapeutic applications. The world market of products for clinical
diagnosis reached the value of US$ 19.0 billions in 2008 and continues to grow at a rate of 5
% per year. The development of bioprocesses of high productivity in large scale production of
monoclonal antibodies (MADbs) depends on the determination and optimization of various
kinetic and metabolic parameters of hybridomas. The aim of this study was to analyze kinetic
and metabolic characteristics of murine hybridomas for production of immunoglobulins for
blood typing by the ABO system, of great interest to the Brazilian public health. Three strains
of murine hybridomas named ED7, ED9 and TAN generated in a brazilian research center to
produce the antibodies anti-A, anti-B and anti-A,B, respectively, were evaluated for this
purpose. Using only two lineage, ED7 and ED9, because of presenting bigger potential and
stability for production of AMs in large scale, experiments of cultivation were carried out in
spinner flask of 500 mL and in biorreator (Bioflo-110) of 2L, using culture media RPMI 1640
and MAb Quantum Yield-BD, both with addition of 10 % v/v of fetal bovine serum. The first
one being the medium of origin of the hybrid clones, in some cases supplemented with amino
acids (GIn, Met, Cys, Ser, Lys and Pro), and the second, a new alternative medium to which
the hybridomas had to be adapted before the cultivation experiments. The results showed the
need for additional nutritional balance of the media, especially RPMIS, to meet the nutritional
demands of the two hybridomas. Through nutritional balance and cultivation in better
controlled conditions in the bioreactor, it was possible to raise the maximum specific growth
rate pmax from 0.0304 + 0.0014 h™ to £0.0329 0.002 h™ and the productivity of AM from
0.031 mg/L.h to 0.077 mg/L.h with the lineage ED7. With the lineage ED9 the umax decreased
from 0.0412 + 0.0024 h™ to 0.0373+ h™* but increased the productivity of AM from 0.030 mg /
L.h to 0.040 mg / L.h. On the other hand, agglutination tests showed that the antibodies were
functional and with titles stable and within normal limits. Despite the gains in productivity of
the two AMs, the results highlighted a typical problem found in vitro cultivation of
hybridomas, which is characterized by deregulation of its metabolism in the presence of high
concentrations of glucose and glutamine, conduzing to overproction of the metabolites lactate
and amonia. Because of this, one can predict that the future development of the bioprocess for
the production of anti-A and anti-AB has to go through a stage of evaluation and system
optimization in fed batch cultivation.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas os anticorpos monoclonais (AMs), devido a sua alta
seletividade, tém sido uma ferramenta valiosa como reagentes para tratamento de doencas
infecciosas e cancer, identificacdo de doencas, assim como para diagndstico em pesquisa
biomédica (Adams e Weiner, 2005; Ozturk e Wu, 2006, Saleem e Kamal, 2008) e tipagem
sanguinea ABO (Kretzmer, 2002). O mercado mundial de produtos para diagnostico clinico
atingiu o valor de US$ 19,0 bilhdes e continua crescendo a um ritmo de 5% ao ano (Saleem e
Kamal, 2008). Embora a maioria dos AMs seja produzida na atualidade por células CHO
recombinantes, a utilizacdo de hibridomas murinos ainda oferece condi¢Ges de competir por
uma boa parte desse mercado, otimismo que se renova a partir dos avan¢os conseguidos em

areas como automacdo, microarray e nanotecnologias (Chiarella e Fazio, 2008).

O diagnostico da compatibilidade sanguinea através do uso do sistema ABO é
de grande importancia na medicina moderna, pois transfusdes ou transplantes que nao
envolvem compatibilidade sanguinea podem culminar em risco a vida do paciente. O teste
baseia-se na utilizacdo de anticorpos anti-A e anti-B que aglutinam especificamente as
heméacias que possuem os antigenos A e B correspondentes. Sdo considerados 4 grupos
sanguineos neste sistema: Anti-A, anti-B, anti-A,B e anti-O. Desta forma, o sistema ABO
pode ser considerado na atualidade o sistema de classificacdo de grupos sanguineos humanos
mais importante do ponto de vista clinico. Na década dos 1980s a eficiéncia e credibilidade do
sistema ABO foi reforgada com o advento da tecnologia de fusdo de células de linfcitos com
células de mieloma, hoje mais conhecida como tecnologia de hibridomas. Descoberta uma
década antes por Kdhler e Milstein (1975) esta tecnologia possibilitou a producdo em larga
escala de anticorpos monoclonais através de cultivo de células em biorreatores (Lebherz et al.,
1985; Arathoon e Birch, 1986; Birch et al. 1987).

A producdo em larga escala de anticorpos monoclonais € um dos poucos
campos da Biotecnolgia que tem conseguido grandes avancos e padronizacdo ao longo dos
ultimos 20 anos (Birch e Racher, 2006; Jain e Kumar, 2008; Feng et al., 2010; Shukla e
Thommes, 2010; Chon e Papastoitsis, 2011). As melhoras mais importantes incluem melhores
linhagens, meios de cultura de alto desempenho, processos de cultivo otimizados, melhores
biorreatores e processos de purificagdo. O resultado dessas melhoras se refletiu num

substancial aumento da produtividade do processo e, consequentemente, na reducéo do custo



por grama dos AMs. A tecnologia utilizada no processo de cultivo e na separacdo e
purificacdo de um AM exige um alto grau de sofisticacdo, fazendo com que o produto final
atinja valor de venda da ordem de US$ 80-3000 por grama de AM (Doran, 1995). Neste
contexto, torna-se imprescindivel a procura de processos de cultivo de hibridomas e de

purificacdo de alta eficiéncia para minimizar os custos de producdo dos AMs.

A producdo de AMs em escala industrial é feita em biorreatores em condigdes
rigorosamente controladas e monitoradas (Jain e Kumar, 2008). O biorreator preferido para
producdo de AMs terapéuticos em escala laboratorial e industrial com células em suspensao
sdo os biorreatores de tanque agitado (Wurm, 2004; Ozturk e Wu, 2006, Rodrigues et al.,
2010). A versdo industrial consiste num tanque de aco inoxidavel munido de agitadores
mecanicos e de controladores automaticos de temperatura, pH e de oxigenacdo (Chu e
Robinson, 2001; Ozturk e Wu, 2006; Mel et al., 2008). A versao laboratorial, conhecida como
biorreator de vidro, bem mais simples, de menor tamanho, consiste de frasco cilindrico de
vidro com agitador de Teflon® ou vidro acionado magneticamente. O frasco é operado a
temperatura e pH razoavelmente constantes no interior de uma incubadora de CO,. A etapa de
purificacdo dos AMs, também conhecida como “downstream processing” tradicionalmente
envolve uma seqliéncia de varias etapas de filtracdo e cromatografia de coluna (Low et al.
2007). Atualmente, tanto a etapa de biorreator como a de purificacdo estdo passando por
mudangas inovadoras com a introdugdo de tecnologias alternativas, especialmente de uso
unico (single use) com o propoésito de aumentar a flexibilidade e rapidez ao mesmo tempo que

se reduz custos e tempos mortos (Shukla e Thommes, 2010; Chon e Papastoitsis, 2011).

Na América do sul, especificamente no Brasil, embora existam centros de
pesquisa e desenvolvimento assim como especialistas capacitados para gerar linhagens de
hibridomas produtoras de AMs, ha muita caréncia no que se refere a “know how” para
implementacdo da tecnologia de producao em larga escala. Um desses centros que conta com
uma equipe qualificada para obtencéo de hibridomas é o grupo do Laboratério de Engenharia
de Tecidos da UNESP, no hemocentro do Hospital das Clinicas em Botucatu-SP. O consumo
de anticorpos monoclonais na regido envolve um mercado cuja demanda é suprida
exclusivamente através de importacdo, situacdo que torna os pregos dos AMs ainda menos
acessiveis devido a taxacdo alfandegaria. A instalacdo de uma unidade industrial produtora de
varios AMs em larga escala na regido representaria uma grande economia para 0S 0rgaos

governamentais responsaveis pela satde publica.



O desenvolvimento de um processo de produgdo em larga escala de anticorpos
monoclonais é complexo é oneroso. Uma vez obtida uma linhagem estavel e produtora do
anticorpo de interesse, a formulacdo de um meio de cultura adequado passa a ser um dos
fatores prioritarios. Sua funcdo € proporcionar pH e osmolalidade apropriados para a
sobrevivéncia e multiplicacdo da célula e também fornecer todas as substancias quimicas
requeridas pela célula, as quais esta ndo é capaz de sintetizar (Moraes et al., 2007).
Informacdes sobre o metabolismo de hibridomas sdo fundamentais para a formulacdo de
novos meios de cultivo, assim como para definicdo da melhor estratégia de alimentacdo de
nutrientes (batelada, batelada alimentada e continua) e de procedimentos para a purificacao do
AM de interesse (Burgener e Butler, 2006).

Cultivar células de mamiferos em biorreatores leva a um metabolismo
diferenciado devido a altas taxas de glicélise e glutamindlise (Zhou, 1995). Amonia e lactato
sdo os principais produtos do metabolismo da glutamina e glicose, e ja foi demonstrado que
seu acumulo diminui o crescimento e afeta 0 metabolismo e produgdo de AM em células de
hibridomas (Ozturk et al., 1992). Outra peculiaridade importante desses metabolitos é a
influéncia que exercem na qualidade do produto, especialmente no que se refere a glicosilacdo
de proteinas (Gawlitzek et al., 1998).

Este trabalho foi concebido para contribuir com o desenvolvimento de uma
plataforma tecnolégica de producdo em escala comercial de anticorpos monoclonais
hemoclassificatorios anti-A e anti-AB utilizando linhagens de hibridomas produtoras obtidas
num prestigiado centro de pesquisa brasileiro. Com essa finalidade foram realizados cultivos
em duas fases, primeiro em frascos spinner de 500 mL para conhecer as caracteristicas
metabolicas chave dos clones selecionados em dois meios de cultivo e, segundo, em
biorreator de tanque agitado em escala de bancada (2L), em condi¢fes bem mais emulativas
da escala industrial para identificar e dimensionar parametros de cultivo importantes para o
escalonamento. Os resultados deste estudo permitiram identificar condi¢es de cultivo dos
hibridomas que proporcionam altas produtividades dos AMs, dados valiosos para a realizagéo
posterior de avaliagBes técnico-econdmicas do que podera ser o bioprocesso em escala

industrial.



2 OBJETIVO

O presente trabalho visou o estudo de caracteristicas metabolicas de trés
linhagens de hibridomas murinos e sua influéncia na cinética de crescimento celular e de
producdo dos respectivos anticorpos monoclonais anti-A, anti-B e anti-AB, visando a
definicdo de estratégias para 0 melhoramento da produtividade dos processos de cultivo para
producdo desses anticorpos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CELULAS ANIMAIS

3.1.1 HISTORIA

O termo cultura de células refere-se a cultivos derivados de células dispersas,
obtidas de um tecido original, de uma cultura primaria ou de uma linhagem celular.
Fundamentalmente, as células podem se desenvolver in vitro apos disseccao e disperséo total

ou parcial do tecido de origem, resultando em culturas celulares propriamente ditas.

A prética de cultivar células comecou desde o inicio do século XX com as
primeiras tentativas de se manter pedacos de tecidos em plasma ou fluidos biolégicos por

varios dias ou semanas.

O ano de 1907 é comumente relacionado como o marco do inicio dos cultivos
de células animais. Esse fato se deve a Ross Harrison (1907), o primeiro pesquisador a
reportar a manutencdo e crescimento de células nervosas em suspensdo por um periodo
superior a 30 dias, mostrando que as fung¢fes normais das células podiam ser mantidas in vitro
(Kretzmer, 2002).

Durante as quatro décadas seguintes, o progresso da cultura celular foi limitado
devido as dificuldades em se manter condicdes de esterilidade. Outro marco no cultivo de
células veio com o desenvolvimento dos antibidticos no final de 1940, pois possibilitou a

manutencg&o da esterilidade nos experimentos.

A principal descoberta em relacdo ao cultivo celular em larga escala pode ser
atribuida a Eagle (1955), que realizou uma extensiva analise dos requerimentos nutricionais
das células in vitro e desenvolveu um meio de cultura quimicamente definido — EMEM
(Eagle’s minimum essential medium) que pbde substituir os fluidos bioldgicos até entdo
utilizados. Esta descoberta, juntamente com o desenvolvimento de linhagens de células
permanentes, que podem ser sub-cultivadas indefinidamente, e que possuem a capacidade de
crescer em suspensdo, exerceu um grande impacto no cultivo em larga escala de células

animais (Kretzmer, 2002).



3.1.2 PRODUCAO INDUSTRIAL

O primeiro processo industrial de cultivo de células animais foi realizado ha
aproximadamente 50 décadas com a producéo da vacina contra poliomielite (Salk) em células
primarias de rim de macaco (Griffiths 2000). O processo era feito em maultiplas unidades uma

vez que essas células eram dependentes de ancoramento.

Em 1962, Capstick e colaboradores conseguiram cultivar células BHK (células
renais de hamster) em suspensdo. Esse sucesso, juntamente com o estabelecimento de
linhagens permanentes, significou o avanco para o uso industrial de células animais e o
desenvolvimento de processos em larga escala. Mas devido as necessidades de seguranca,
essas linhagens foram utilizadas apenas como vacina veterinaria por um longo periodo. A
vacina era contra febre aftosa em células BHK em suspensdo (Finter et al, 1987) em
biorreator agitado de 1000 L.

A substituicdo das células de rim de macaco por células mais seguras, como
por exemplo, WI-38 (pulméo de feto humano) e MRC-5 (pulmé&o de feto humano) aumentou a
producdo de vacinas para uso humano: sarampo (1963), raiva (1964), caxumba (1969) e
rubéola (1969). Todos estes processos eram realizados em batelada, onde as células cresciam

até altas densidades para entdo serem infectadas com determinado virus (Kretzmer, 2002).

Em meados de 1970, surgiu a segunda categoria de produtos industrialmente
relevantes, quando Kohler e Milstein (1975) obtiveram sucesso na fusdo de linfcitos com
células de mieloma, originando os hibridomas. Esta técnica possibilitou as companhias
farmacéuticas produzir anticorpos monoclonais (AMs) contra todos os antigenos conhecidos,
através da fusdo de linfdcitos produtores de anticorpos com células originarias de tumor —
mielomas. A expressdo de anticorpos monoclonais em hibridomas resultou em um
significativo aumento na producdo de testes para diagnosticos médicos. A alta seletividade
dos AMs permite uma vasta aplicacdo, como por exemplo, a identificacdo de virus, bactérias
ou parasitas, aumento do nivel de determinadas enzimas (doencas coronarias) e reagentes para

tipagem sanguinea ABO.

A expectativa inicial que estes anticorpos poderiam ser utilizados para terapia
em humanos causou desapontamentos devido a severa imunogenicidade dos anticorpos
murinos. Quando injetados em pacientes humanos, eventualmente geram uma resposta imune

contra as proteinas estranhas, conhecida como resposta HAMA. Essa resposta contra os



anticorpos ministrados pode culminar em sua neutralizaco ou uma forte reagéo imune (Pucca
etal, 2011).

Outro problema é a grande quantidade de anticorpos necessaria para fins
terapéuticos e a falta de processos econdmicos de producdo em larga-escala. No entanto, as
pesquisas nesta area tém avancado de maneira rapida, e em alguns casos, os problemas
relativos a sua utilizagdo foram solucionados com a substituicdo de partes dos anticorpos
murinos por partes humanas. Dependendo do modo como esses anticorpos séo alterados, eles
podem ser chamados de anticorpos monoclonais quiméricos ou anticorpos humanizados.
Atualmente, tecnologias como Phage Display permitem a producéo de anticorpos totalmente
humanos (Ballow, 2005).

Em Junho de 2011, existiam 28 terapéuticos baseados em anticorpos
monoclonais aprovados disponiveis no mercado, dos quais seis eram quiméricos, nove

humanizados, nove totalmente humanos e quatro de origem murina (Elvin et al, 2012).

Exemplos de sucesso dessa estratégia podem ser dados por alguns produtos
licenciados para terapia humana: Daclizumab/Zenapax™, Basiliximab/Simulect™
(imunossupressao em operacdes de transplantes de 6rgdos), Rituximab/Rituxan™ (tratamento
de células B em non-Hodgkin’s linfoma), Trastuzumab/Herceptin™ (tratamento de metéstase
de mama), Infliximab/Remicade™ (tratamento da doenga de Crohn’s) (Chu e Robinson,
2001; Kretzmer, et al., 2002). A maioria desses anticorpos sdo produzidos em culturas
batelada ou batelada-alimentada em biorreatores de tanque agitado de 10.000 L ou mais
(Birch e Racher, 2006).

Em 1980, um novo tipo de produto foi introduzido & industria farmacéutica:
proteinas recombinantes. A engenharia genética progrediu ao ponto da insercdo estavel de
determinada parte de ADN em células de mamiferos ser possivel. O primeiro produto nao
nativo (os produtos produzidos pela replicacdo viral e por hibridomas sdo considerados
produtos nativos das células) produzido por células animais foi o tPA — tissue plasminogen
activator — proteina necessaria para dissolucdo de coagulos sanguineos para o tratamento de
problemas cardiacos. Os marcos na producdo de produtos industrialmente relevantes estéo

listados na Tabela 3.1.



Tabela 3.1: Marcos na producdo industrial de produtos farmacéuticos (Kretzmer, 2002)

Ano Evento

1949 Producéo do virus da poliomielite em tecidos embrionéarios humanos

1954 Vacina Salk contra pélio em células primarias de rim de macaco foi licenciada para

uso humano

1962 Vacina contra febre aftosa em células BHK para uso veterinario

1980 Interferon humano em células Namalwa

1986 Producéo de anticorpos monoclonais para diagndstico

1986 Producéo de tPA em celulas CHO modificadas geneticamente

Com o crescente numero de produtos derivados de culturas celulares, a
necessidade de desenvolvimento e otimizacdo dos processos de producdo e
separacao/purificacdo € evidente. A transferéncia da escala laboratorial para escala industrial

¢ ainda uma area desafiadora.

A importéncia do cultivo de células animais reflete-se no fato de que, entre os
mais de 500 produtos biofarmacéuticos que se encontram atualmente em ensaios clinicos,
cerca de metade é produzida por essa tecnologia. Dentre esses biofdrmacos encontramos
proteinas recombinantes, produtos baseados em acidos nucléicos e anticorpos monoclonais.

Desde 1996, os AMs dominam a linha de producéo de biofarmacos.

Hoje em dia, o setor de anticorpos monoclonais alcanga cerca de 7% do
mercado de farmacos. Se levar em consideracdo a venda total de farmacéuticos, € uma
porcentagem baixa, mas representa todo o crescimento do mercado nos ultimos quatro anos
(Pickering, 2011).

3.1.3 IMUNOGLOBULINAS E ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos sdo glicoproteinas soluveis sintetizadas e excretadas pelas
células B quando estimuladas por antigenos (proteinas estranhas ao corpo), e que circulam
livremente pelos fluidos bioldgicos do corpo. Pertencem a uma classe de proteinas conhecidas
como gama globulinas, devido a sua estrutura globular. Outro nome comum para 0S
anticorpos € imunoglobulina (lIg), que se refere a imunidade conferida pela fracdo de

gamaglobulina (Benjamini et al., 2002).



Como pode ser visto na Figura 3.1, uma molécula de anticorpo possui uma
estrutura basica simétrica composta de duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas
idénticas. Uma cadeia leve esta ligada covalentemente a uma cadeia pesada por uma ponte de
dissulfeto, enquanto as duas cadeias pesadas estdo ligadas entre si por pontes de dissulfeto
(Abbas e Lichtman, 2005).

_— Local de ligagao
/,,/ do antigeno \
[~ ~.

/\\ Cadeia /
\ pesada /
NN  Ligagbesde ,’ /
~ \ dissylfeto / /
Regido \\fv‘ 4 vy
variavel |
\ | / /
\ |
A \ o~
\.. A — Cadeia
\ leve
/JiI
Regido ‘
constante .

Figura 3.1: Estrutura basica de uma Imunoglobulina

Tanto as cadeias pesadas quanto as leves possuem uma regido aminoterminal
variavel que participa no reconhecimento dos antigenos, e de regides constantes

carboxiterminais.

As regides variaveis sdo assim denominadas porque contém regifes em que a
sequéncia de aminoacidos € variavel e distingue os anticorpos feitos por um clone de células

B dos anticorpos feitos por outros clones (Abbas e Lichtman, 2005).

As duas caracteristicas mais importantes na participacdo do anticorpo na
resposta imune sdo a especificidade e atividade bioldgica.

A especificidade é conferida pela regido variavel. Esta caracteristica permite
que o anticorpo somente se ligue aquelas substancias que contém uma estrutura antigénica
particular.

J& a atividade biologica inclui efeitos como a neutralizacdo de toxinas ou de
virus, a imobilizagdo de microrganismos, a aglutinagcdo de microrganismos ou de particulas
antigénicas entre outros. Nem todos os anticorpos s@o iguais no seu desempenho de todas

essas tarefas bioldgicas (Benjamini et al., 2002).
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As diferencas nas varias atividades bioldgicas de anticorpos dependem das suas
estruturas que definem os isétipos (classes). Cada is6tipo pode combinar com o mesmo
epitopo (regido de ligacdo com o antigeno), mas cada um vai desencadear uma resposta
diferente. Existem 5 classes de anticorpos denominadas IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. A Tabela

3.2 resume suas principais fungdes.

Tabela 3.2: Is6tipos de anticorpos dos mamiferos.

| Nome H Tipos || Descrigao || Complexos
Encontrado em &reas de mucosas, como 0s intestinos,
IgA 2 |[trato respiratorio e trato urogenital, prevenindo sua

colonizacdo por patdgenos.

Funciona principalmente como uma receptor de
IgD 1 antigeno nas células B. Suas fungBes sdo menos
Y Monomer

definidas do que as dos outros isotipos. \aD. IgE. 1g€

Se liga a alérgenos e desencadeia a liberacdo de
IgE 1 histaminas dos mastdcitos, também estando envolvido }f.{ Dimer
na alergia. Também protege contra vermes parasitas. lgA

em suas quatro formas, proporciona a principal| .1 1.
imunidade baseada em anticorpos contra os patdgenos Qk\}{/’ Pentamer
que invadem o corpo. E o dnico tipo de Ig que o bebé @;’f -'ﬁg Igh
recebe da mée. E&

[o]€] 4

Expressa na superficie das células B. Elimina
IgM 1 patdgenos nos estagios iniciais da imunidade mediada
pelas células B antes que haja IgG suficiente.

Fonte: wikipedia

A existéncia de uma vasta gama de epitopos potencialmente antigénicos tem
tornado necessaria a evolucao de um sistema que produza um repertorio de anticorpos em que
cada um € capaz de ligar-se a uma estrutura antigénica particular. Portanto, a populacéo total
de anticorpos apresenta uma diversidade muito grande quanto aos tipos de estruturas
moleculares com as quais conseguem reagir. Por outro lado, um anticorpo individual
apresenta um alto grau de especificidade, uma vez que é capaz de reagir somente com uma

determinada estrutura antigénica.

A descoberta dos mielomas, que consistem de células tumorais de linfocitos,
contribuiu fortemente para 0 avango nas pesquisas de determinacdo da estrutura e da
funcionalidade dos anticorpos (Wu e Kabat, 1970). Os anticorpos recuperados de mielomas
eram mais facilmente obtidos do que os de células normais. A descoberta do papel funcional
das moléeculas de anticorpos os tornaram moléculas de importante potencial terapéutico. No

entanto, este potencial era limitado devido a impossibilidade de serem produzidos em larga


http://pt.wikipedia.org/wiki/IgA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mucosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Intestino
http://pt.wikipedia.org/wiki/Trato_respirat%C3%B3rio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Trato_urogenital&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Mono-und-Polymere.svg
http://pt.wikipedia.org/wiki/IgD
http://pt.wikipedia.org/wiki/IgE
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Al%C3%A9rgeno&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Histamina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mast%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alergia
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Vermes_parasitas&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/IgG
http://pt.wikipedia.org/wiki/IgM
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escala. Inicialmente, pensou-se na hipdtese de usar mielomas para produzir anticorpos. No
entanto, era preciso programar as células de mieloma a produzirem anticorpos com a
especificidade de interesse. Este objetivo foi alcancado na década de 70, onde dois grandes
pesquisadores, Kohler & Milstein (1975), desenvolveram uma metodologia que resultou em
uma técnica de selecdo de anticorpos com especificidade definida em forma clonal, chamados

entdo de anticorpos monoclonais.

Anticorpos monoclonais (AMSs) sdo anticorpos produzidos por um anico clone
de um linfécito B parental, sendo, portanto, idénticos em relacdo as suas propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas. Esses AMs podem ser gerados em laboratdrio para reconhecer e se
ligar a qualquer antigeno de interesse. Tal procedimento foi descrito pela primeira vez em
1975, em artigo publicado na revista Nature pelos cientistas César Milstein e Georges Koéhler.
Por esse feito, ambos dividiram o Prémio Nobel de Medicina no ano de 1984 com o

dinamarqués Niels Kaj Jerne.

Kdohler e Milstein conseguiram obter uma célula hibrida tumoral (Hibridoma),
originaria da fusdo de um linfocito B normal com uma célula proveniente de um mieloma
maultiplo. A célula hibrida apresentava, ao mesmo tempo, o carater imortal da célula
mielomatosa e a capacidade de fabricar anticorpos com a mesma especificidade que os
fabricado pelo linfocito B normal.

Para produzir anticorpos monoclonais, linfocitos B sdo removidos do baco de
algum animal, geralmente camundongo, no qual o antigeno do anticorpo desejado tenha sido

previamente inoculado. Esses linfécitos sdo entdo fundidos com células de mieloma.

Depois de fundidos os hibridomas séo isolados das células de mieloma por
cultivo em meio de selecdo HAT. E finalmente, a populacdo de hibridomas selecionada vai
passar por identificacdo e isolamento de clones que secretam um anticorpo que interage com o
antigeno desejado. Isto geralmente é feito a partir da diluicdo da suspensdo dos hibridomas em
placas de cultura, tentando-se colocar 1 clone em cada pocgo. As células irdo se multiplicar,
obtendo-se entdo os clones que secretam determinado anticorpo monoclonal selecionados por

técnicas imunoquimicas. A Figura 3.2 apresenta um esquema do procedimento.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpos_monoclonais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3citos_B
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ba%C3%A7o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mieloma
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Rato imunizado com antigénio X,

-

> A \\
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Linfécitos B 4
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¥ Hibridomas resultantes da fusdo de
l linfécitos B com mielomas.

Desenvolvimento de hibridomas
- em meios de cultura,

Seleccdo de hibridomas
produtores de anticorpos X.
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hibridomas

Hibridomas clonados sdo mantidos
em culturas permanentes.

Isolamento de anticorpos monocionals

Figura 3.2: Esquema ilustrativo das etapas seguidas para obtencdo de hibridomas

Apdbs a descoberta da técnica de producdo de hibridomas, estudos visando
aprimoramentos do cultivo destas células tem sido objeto de pesquisa em inimeros
laborat6rios no mundo devido ao alto valor comercial do produto final (em torno de US$
10°/kg) e as inimeras aplicacdes do produto que incluem desde testes clinicos, identificagdo
de agentes infecciosos, identificacdo e quantificacdo de horménios, tratamento de céancer,
separacdo de compostos por coluna de separacdo, tipagem sanguinea dentre outras (Leist ,
1990; Rouger, 1997; Kretzmer, 2002; Pavlou e Belsey, 2005).

No contexto das transfusbes sanguineas, a partir do final dos anos 70, tanto a
Inglaterra quanto o Canadd produziram imunoglobulinas contra o sistema ABO, com
caracteristicas adequadas para a utilizacdo na classificacdo eritrocitaria. Desde entdo, os AMs
tem sido progressivamente utilizados como reativos na hemoclassificagdo em substituigdo aos
anticorpos policlonais antes utilizados para esta finalidade e estas imunoglobulinas tém sido
produzidas em escala industrial com a conseqiiente diminui¢cdo dos custos de produto final e
maior disponibilizacdo ao homem.

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

A metodologia da producdo de AMs é dispendiosa, demandando muito tempo e

é suscetivel a influéncia por fatores extrinsecos como a contaminagao por microrganismos ou
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ainda por fatores intrinsecos como respostas imunes aos antigenos produzidos pelas cobaias 0
que pode retardar a obtencdo do produto desejado. Mesmo assim o desenvolvimento da
tecnologia dos hibridomas permitiu a geracdo de proteinas que poderiam se ligar
especificamente a quase qualquer alvo.

Embora com as possibilidades clinicas imediatamente Obvias, o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais como um produto de mercado levou algum
tempo (Kozlowski e Swann, 2006). O primeiro anticorpo monoclonal terapéutico,
Muromonab-CD3, marcador de uma proteina receptora complexa em células T, foi aprovado
em 1986. O segundo anticorpo foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em
1994. Em 2004 existiam 17 novos anticorpos aprovados.

O FDA aprovou apenas 1 novo anticorpo monoclonal em cada ano em 2007 e
2008. Até o final de 2008, haviam 25 AMs em teste na fase 3, pelo menos 30 na fase 2 e 7
esperando aprovacdo pelo FDA (Maggon, 2008). Em junho de 2011, j& eram 28 AMs
aprovados no mercado (Elvin et al, 2012).

Seguindo o sucesso das proteinas recombinantes, os anticorpos monoclonais
terapéuticos representaram a segunda onda de inovacGes criadas pela industria de
biotecnologia durante os Gltimos 20 anos. Entre 2001 e 2002 o valor de mercado global de um
AM terapéutico cresceu 37% (Reichert e Pavlou, 2004).

As vendas globais de AMs em 2008 foram de 37 bilhGes de dolares,
comparados com 23 bilhdes em 2007 (Maggon, 2008). Em 2009 foram 40 bilhGes de dolares
e em 2010 chegou a 48 bilhdes.

As vendas combinadas dos top 10 do mercado foram de 45 bilhdes de dolares.
Se contar os 10 bilhdes nas vendas de AMs para diagnostico e como reagentes em pesquisa,
entdo o total no mercado chegou a 55 bilhdes de délares (Maggon, 2010).

A crescente demanda por AMs impulsiona e estimula a otimizacdo dos
processos de producdo das células. A concentracdo e evolucdo dos substratos e produtos é um
fator chave para o conhecimento da cinética da cultura dos hibridomas, assim, a obtencéo de
parametros cinéticos que descrevam o crescimento celular, o consumo de nutrientes e a
producdo do produto desejado séo de grande valor para o aperfeicoamento do bioprocesso de
cultivo destas celulas. Estes parametros poderdo ser muito utilizados para projetar e avaliar 0s

processos de producédo em larga escala (Legazpi et al., 2005).
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3.2 CRESCIMENTO CELULAR

As células animais podem ser dependentes ou ndo de suporte para crescimento.
As que dependem de suporte sdo chamadas de células aderentes. Tais células crescem em
monocamadas, apresentando inibicdo por contato e tendo geralmente seu crescimento
limitado pela superficie disponivel do suporte. Ceélulas ndo dependentes de suporte
desenvolvem-se em suspensdo sem a necessidade de estarem aderidas a uma superficie.
Mesmo as células aderentes também podem ser adaptadas a cultivos em suspensdo (Moraes et
al., 2007).

A formula assumida pela célula geralmente reflete sua origem. Células
derivadas do sangue e/ou tumorais (como as provenientes de linfomas) costumam apresentar
crescimento em suspensao, enquanto que células derivadas de tecidos sélidos (como rim e

ovario) tém crescimento na forma aderente.

Atualmente, quando de posse de escolha, cultura em suspensdao € o método
mais adequado para aumento de escala devido as caracteristicas de manipula¢do, menor custo,
demanda de menor espaco além de permitir o monitoramento do crescimento celular e a

facilidade do controle dos parametros de cultivo (Freshney, 2000).

Quando em cultura, células em diferentes fases do ciclo de crescimento
comportam-se diferentemente em relacdo a proliferacdo, atividade enzimatica, glicdlise e

respiracdo, sintese de produtos e muitas outras propriedades (Freshney, 2000).

As fases de crescimento celular podem ser dividas em fase lag, fase
exponencial ou logaritmica (log), fase estacionaria ou plat6 e fase de declinio, como mostra a

Figura 3.3.

Lag iLeg : Estacionaria i Declinio

Log n° céls

St

Tempo (Hrs)

Figura 3.3: Curva de crescimento padrdo para células animais em cultura.
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A fase lag ocorre logo em seguida & inoculagio das células. E um periodo de
adaptacdo, onde as células ndo se dividem ou o fazem em baixas taxas especificas. A duracao

dessa fase depende das condi¢des do indculo e sua concentracao inicial.

A fase exponencial € um periodo onde as células estdo plenamente adaptadas,
absorvendo os nutrientes, sintetizando seus constituintes, crescendo e se duplicando. Durante
essa fase, as células estdo em seu melhor estado fisioldgico e, portanto, ideais para os estudos

de funcéo celular.

Na fase estaciondria, os nutrientes estdo escasseando e os produtos toxicos
estdo tornando-se mais abundantes. Nesta etapa ndo ha um crescimento liquido da populagéo,
ou seja, 0 numero de células que se divide € equivalente ao niumero de células que morrem.
Pode haver aumento relativo na sintese de proteinas especializadas em vez de proteinas
estruturais, além da modificacdo da constituicdo e da carga da superficie celular (Freshney,
2005).

Apds a fase estacionaria, segue-se a fase de declinio, na qual a maioria das
células esta em processo de morte embora outras ainda estejam se dividindo. A morte celular

pode ser desencadeada por dois mecanismos distintos: necrose e apoptose.

A necrose é considerada um mecanismo de morte acidental, resultante da
exposicao a altos niveis de estresse. Quase sempre acomete um grupo de células vizinhas e, in
vivo, envolve inflamacdo. J4 a apoptose é conhecida como morte celular programada. E
resultante de niveis intermediarios de estresse e ocorre mediante a ativacdo de um programa
bioquimico caracterizado por uma série de alteracbes morfoldgicas, internamente controlado e

ndo envolve inflamacéo in vivo.

A determinacdo de curva de crescimento é importante para a avaliacdo das
caracteristicas especificas de uma cultura celular. O comportamento e a bioquimica celular
alteram-se significativamente em cada fase da curva. Conhecendo-se o ciclo de crescimento
de cada linhagem celular pode se prever a concentracdo de indculo mais adequada, a duragéo
prevista dos experimentos e 0s intervalos mais apropriados para amostragem ou adi¢do de

reagentes a serem testados (Moraes et al., 2007).
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3.3 METABOLISMO DE CELULAS EM CULTURA

O conhecimento do metabolismo da célula em cultura é essencial para a
formulacdo de um novo meio de cultura, para o planejamento de estratégias de alimentagédo
em cultivos e para se obter altas produtividades tanto de células quanto de produto (Sanfeliu
et al.,, 1997). A Figura 3.4 representa de forma geral os metabolismos mais relevantes de

acucares e glutamina de células animais em cultura (Altamirano et al., 2000).

Galactose

Glicose
i

Falactose-1-fosfato

Fruilose \}
! Glicose-1-fosfato

-
Glicose-f-fosfato \
PPC
Frutose-6-fosfato
Sliceraldeido-d-fosfato
Lilanose-6-fosfato 4‘
Fosfoenolpinyvato
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' Piruvate A—b Lactato
Manose %
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== IMlembrana mitocotndrial

Liembrana plasmatica
£F—r  Hexoquinase

Figura 3.4: Viséo geral dos principais metabolismos energéticos em uma célula animal.
Adaptado de Altamirano e colaboradores (2000).

Quando células animais sdo cultivadas in vitro, alguns padrdes gerais podem

ser observados quando seu metabolismo central € analisado. As principais fontes de carbono e
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energia para as células animais sdo glicose e glutamina e seu catabolismo é chamado de

glicolise e glutamindlise, respectivamente. (Godia, 2002).

3.3.1 GLICOSE

As células, em geral, obtém sua energia de reacfes de oxirreducdo, sendo a

glicose a principal fonte para esta reagao.

Na maioria das células de mamiferos, o0 mecanismo de transporte de glicose
para o interior da célula é a difusdo facilitada. Uma vez que, normalmente, a concentracédo de
glicose livre no citosol é muito baixa, em decorréncia de sua rapida fosforilacdo por

hexoquinases, o transporte ocorre em dire¢do ao interior da célula.

Quando a glicose entra no citosol, ela é rapidamente fosforilada por
hexoquinases para produzir glicose 6-fosfato (G6P) que é logo catabolizada, principalmente
através de duas vias: glicolise e ciclo das pentoses fosfato (PPC), como se observa na Figura
3.4.

Na via principal, a glicdlise, a G6P é transformada em piruvato, gerando uma
série de outros intermediarios biossintéticos, duas moléculas de adenosina trifosfato (ATP) e
duas de nicotina adenina dinucleotideo (NADH). Através do PPC, a G6P ¢é transformada em
6-fosfogliconato e em seguida a ribose-5-fosfato (R5P). Nessa etapa, 0 PPC permite a geracao
de equivalentes de reducdo NADPH requeridos na vias anabolicas, e R5P para a sintese de

acidos nucléicos.

Reitzer e colaboradores (1979) demonstraram que para diferentes linhagens
celulares cultivadas em batelada, a velocidade especifica de consumo de glicose depende da
sua concentragdo no meio de cultivo. Para hibridomas, o valor pode flutuar entre 42 x 102
nmol. cel™ h* e 292 x 10™*? nmol. cel* h™ a 5 e 16 mM de glicose no meio de cultura,

respectivamente (Miller et al., 1988).

Outra observacdo foi feita em cultivos continuos de hibridomas variando-se a
concentracdo de glicose na alimentacdo. Demonstrou-se que a glicose era utilizada mais
eficientemente a medida que se diminua sua concentracdo, gerando menos lactato (Sanfeliu et

al ,1997; Hu et al, 1987). Esse autores determinaram em 77 x 10 nmol. cel™ h™ a minima
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velocidade especifica de consumo de glicose requerida para manter a concentracdo celular e
sua viabilidade.

Em hibridomas cultivados sob condi¢cdes de privacdo de glicose foi observado
que as células entram em apoptose (Singh et al. 1994, Simpson et al. 1998). Experimentos
realizados por Yeo e colaboradores (2006) demonstraram que células de hibridomas entram
em apoptose de 2 a 4 horas apds o término do substrato.

Tais observacbes conduzem a conclusdo de que células de mamiferos
cultivadas in vitro estdo altamente desreguladas e na presenca de concentracGes de glicose ndo
limitantes, consomem glicose a uma velocidade muito maior que a estritamente requerida para
manter o crescimento celular. Uma hipdtese para esse fato seria a formag&o de lactato a partir
do piruvato, via lactato desidrogenase (LDH), que pode ser utilizada pela célula para

equilibrar seu potencial redox (Sanfeliu et al, 1997).

3.3.2 GLUTAMINA

A glutamina é o segundo componente principal dos meios de cultivo
empregados para o cultivo de células de mamiferos e também, a principal fonte de geracdo de

amonio (Moraes, 2007).

Em condig¢des normais de cultivo a 37°C, a glutamina sofre, parcialmente, uma
decomposi¢do quimica a acido pirrolidina carboxilico e aménio, a uma velocidade entre 0,2 e
0,6 mM por dia. Além do seu importante papel como fonte de energia para a célula, através
do fornecimento ao ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCAc), ela é também um importante
bloco estrutural para o metabolismo celular, sendo requerida como fonte de nitrogénio na

sintese de pririmidinas e purinas, agucares aminados, NAD e asparagina.

O aminoécido L-Glutamina pode ser catabolizado por trés caminhos diferentes.
O primeiro € a completa oxidacdo através do TCAc. O segundo é a oxidacdo parcial até
lactato, o ultimo é outra oxidacdo parcial produzindo aspartato pela aspartase
aminotransferase ou produzindo alanina pela alanina aminotransferase. Respectivamente, 24-
27, 6-9 e 9 mols de adenosina trifosfato (ATP) séo produzidos por mol de L-Glutamina usada
(Jeong e Wang, 1995). O primeiro passo da glutamindlise é feito pela conversdo de glutamina
a glutamato catalisada pela enzima glutaminase ativada por fosfato (PAG), que se localiza no

espaco intermembrana da mitocondria ou na matriz mitocondrial.
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Similarmente ao que ocorre com a glicose na maioria das linhagens celulares
utilizadas industrialmente, a glutamina é consumida a uma elevada velocidade, associada a
alta concentracdo de glutamina que normalmente se utiliza na formulacdo do meio de cultivo.
Isto conduz ao acimulo de amonio e um ineficiente uso da glutamina. Miller et al (1989)
observaram para uma linhagem de hibridoma, um aumento continuo da velocidade especifica
de consumo de glutamina a medida que sua concentracdo aumentava na corrente de
alimentacdo de um cultivo continuo. Essas observacbes confirmam resultados anteriores

verificados em cultivos em batelada (Miller et al, 1988).

Tal fendbmeno é associado a alta atividade da PAG nas mitocondrias de
linhagens celulares imortalizadas (Matsuno et al., 1986). Reitzer et al concluiram que a
glutamina, e ndo a glicose, era a principal fonte de energia em células HeLa, mesmo na

presenca de quantidades significativas de glicose.

As linhagens celulares imortalizadas sdo sistemas energéticos eficazes,
contudo, se mostram mais ineficientes quanto a utilizacdo da energia armazenada, uma vez

que dissipam a maior parte desta, sem beneficio aparente.

Alguns autores observaram em cultivos de hibridomas que a concentracdo de
glicose no meio de cultura regula inversamente o metabolismo da glutamina. O aumento da
concentracdo de glicose reduz o consumo de glutamina e a diminui¢do da concentracdo de
glicose ou a substituicdo da glicose por outros aglcares como frutose ou galactose estimula o
consumo de glutamina. Também, altas concentracdes de glutamina aumentam a taxa de

consumo especifico deste substrato (Miller et al., 1988; Jeong e Wang, 1995).

J& foi demonstrado em cultivos de hibridomas murinos que glutamina em
concentragdes menores que 1-2 mM sdo inibidoras do crescimento celular, consequentemente
diminuindo a viabilidade celular (Jeong e Wang, 1995). Outro fator importante é que a
diminuicdo da concentracdo de glutamina no meio de cultura tem um efeito muito significante
na morte celular, assim, manter a concentracdo deste aminoacido em niveis apropriados
durante o periodo de cultura é uma importante estratégia para aumentar a viabilidade celular e

a producdo de anticorpos (Miller et al., 1988; Jeong e Wang, 1995).
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3.3.3 OUTROS AMINOACIDOS

No decorrer da evolucdo as células eucaridticas superiores perderam a
capacidade de sintetizar uma série de aminodcidos. Tais aminoacidos sdo geralmente
designados por aminoacidos essenciais, enquanto aqueles que as células possuem capacidade
de sintetizar sdo chamados de aminoacidos ndo essenciais. Entretanto, a forma como estes
aminoacidos sdo designados pode ser considerada equivocada, pois alguns aminoécidos nao
essenciais sdo, na verdade, necessarios para sintese de nucleotideos (L-Aspartato e L-
Glutamina) e também a capacidade de sintese pode ser condicional, dependendo da situacéo

nutricional, do status proliferativo e das propriedades especificas das células.

Quando as células animais sdo cultivadas in vitro, exibem diversos perfis de
consumo de aminoacidos que seguem algumas tendéncias gerais, embora se possam verificar
variacGes para cada linhagem celular em particular. O catabolismo dos vinte diferentes

amino&cidos converge a um numero reduzido de compostos intermedirios.

Um dos aminodcidos consumidos mais rapidamente € a cisteina (Sanfeliu et al,
1996). Ela tem um papel importante na conformacdo das proteinas e em sua atividade
bioldgica, unindo as cadeias peptidicas atraves de pontes dissulfeto. Singh e colaboradores
(1997) demonstraram em cultivos de hibridomas que a cisteina e metionina em baixos niveis

levam a morte celular por apoptose.

Alguns aminoacidos sdo produzidos e secretados pelas células em diversas
condicdes de cultivo e estado fisiologico celular: alanina, prolina, aspartato, asparagina e
glutamato. A alanina € produzida em grandes quantidades através da reacdo catalisada pela
alanina aminotransferase (AlaTA). Um alto metabolismo da glutamina estéa relacionado com a
producdo de alanina no cultivo, até 40% da glutamina consumida pode ser dirigida para a

formacédo de alanina como produto final (Moraes et al., 2007).

A prolina é sintetizada diretamente do acimulo intracelular do glutamato. Ela é
utilizada na formacdo de imunoglobulinas impedindo a formacao de uma estrutura globular. O
glutamato também se acumula no meio de cultivo tipicamente quando as células param seu
crescimento e o acumulo intracelular de glutamato ndo pode ser processado mediante outras
reacfes metabolicas. J& a asparagina é formada pela amidacdo do aspartato via asparagina

sintetase.
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3.3.4 OXIGENIO

Todas as culturas de células animais sdo processos aerdbicos nos quais a

necessidade de oxigénio varia entre as linhagens celulares (Spier e Griffiths, 1982).

No metabolismo celular, o oxigénio € o Ultimo elemento a aceitar elétrons na
cadeia respiratoria, sendo entdo reduzido a agua, permitindo que ocorra a reoxidacdo das
coenzimas que participam das reacdes de desidrogenacdo ao longo da glicélise e do ciclo de
Krebs, e a estocagem de energia através da transformacdo das moléculas de ADP em
moléculas de ATP, fundamentais para o funcionamento da maquina celular (manutencéo,
crescimento, sintese de produtos, transporte ativo entre outros). Portanto, desde que se
objetivem cultivos com elevadas velocidades de crescimento celular, o que significa altas
velocidades de consumo de fontes de carbono, a fim de que ocorra a abundancia de elétrons
na cadeia respiratoria e geracdo de ATP deverd haver também, necessariamente, quantidade
suficiente de oxigénio dissolvido para que estes elétrons possam ser drenados ao final da
cadeia (Bailey e Ollis, 1986). O oxigénio deve, portanto ser considerado um nutriente

semelhante a outros dissolvidos no meio de cultura tais como glicose e aminoacidos.

Para procedimentos de aumento de escala, o suprimento de oxigénio pode
afetar severamente a formacdo do produto. O suprimento adequado de oxigénio é
frequentemente necessario para producdo de energia e formacédo de constituintes celulares tais

como tirosina e colesterol (Blanch e Clark, 1996).

A Tabela 3.3 apresenta diferentes determinacfes da velocidade especifica de

respiracdo celular para células animais, presentes na literatura.
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Tabela 3.3: Valores de velocidade especifica de respiracdo celular para diversas linhagens
celulares (Ruffieux et al., 1998).

gO,x 1072 (mol O, cell=! h=7) Cell line Reference

0.15-0.36 KS1/4 (hybridoma) Backer et al., 1988

0.21-0.25 NBI (hybridoma) Boraston et al.. 1984

0.234 + 0.014 Cla (hybridoma) Dorresteijn et al., 1996

0.05 FS-4 (Human diploid cells) Fleischaker and Sinskey, 1981
0.19-0.4 AB2-143.2 (hybridoma) Miller et al., 1987, 1988a.b
0.023-0.087 167.4G5.3 (hybridoma) Ozturk and Palsson, 1990
0.33-0.37 HB-32 (hybridoma) Ramirez and Mutharasan, 1990
0.15 Hybridoma Singh. 1996

0.219-0.406 NSO (myeloma) Yoon and Konstantinov, 1994
0.46 + 0.05 MAK (hybridoma) Zhou and Hu. 1994
0.23-0.42 X-D (hybridoma) Hiller et al., 1991

Reuveny e colaboradores (1985) observaram que a producdo especifica de
anticorpo é uma funcdo da concentracdo de oxigénio dissolvido. A concentracdo Otima de
oxigénio dissolvido para formacgdo de anticorpo pode ser diferente daquela usada para

alcancar altas densidades celulares (William et al, 1987).

Miller et al (1987) relataram em cultivos continuos de hibridomas, um aumento
no namero de células viaveis e totais quando a concentragdo de oxigénio dissolvido foi
diminuida até um valor critico de 0,5% de saturacdo de ar, enquanto que a concentragao 6tima
para producdo de anticorpo foi de 50% de saturacdo de ar. Entretanto, um outro grupo
(Mizrahi, 1982) encontrou exatamente o oposto para cultivos de células linfoblastoides
humanas. Eles também mostraram a importancia de manter uma concentracdo de oxigénio

dissolvido estavel para se obter uma producédo constante de anticorpo.

O conhecimento da velocidade de consumo de oxigénio ndo é apenas Util para
aumento de escala, mas também proporciona informacgdes consideraveis sobre atividade
celular (Yamada et al, 1990) e fisiologia, tanto quanto a estimacdo do nimero de células
viaveis (Fleischaker e Sinskey, 1981).

3.3.4 SUBPRODUTQOS

Em consequéncia da desregulacdo metabolica das células de mamiferos
cultivadas in vitro, ocorre um rapido esgotamento da glicose e da glutamina, produzindo
grandes quantidades de &cido latico e ion amonio que sdo metabdlitos toxicos (substancias

indesejadas ao cultivo celular) (Sanfeliu et al., 1997).
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Dessa maneira, 0 crescimento e a viabilidade celular sdo prejudicados pelo
progressivo esgotamento dos nutrientes e também pelo efeito negativo (inibitdrio ou toxico)

do acumulo dos metabdlitos, principalmente lactato e amonio.

A acdo toxica do acimulo de lactato € devida ao efeito da diminuicdo do pH e
aumento da osmolalidade do meio de cultura. Em sistemas de cultivo sem controle de pH
requer-se 0 uso de metodologias para tentar controlar e evitar o efeito negativo. Em sistemas
com controle, concentracdes altas de lactato (20-60) mM (dependendo da linhagem de células
em estudo) se tornam indesejaveis ao cultivo por afetar as condi¢des de metabolismo e
fisiologia celular aléem da diminuicdo da viabilidade celular (Ozturk et al.,1992; Omasa et al.,
1992; Schneider et al., 1996; Patel et al, 2000; Zhang et al., 2004).

O acumulo de lactato causa efeitos de maior importancia em sistemas de
cultivo em batelada alimentada, ja que hd um aumento crescente do consumo de glicose e

consequentemente aumento do acimulo de lactato (Moraes et al., 2007).

Com relagéo a formagdo de produto em cultivos de hibridomas, um efeito de

inibicdo ja foi reportado para concentracdes de lactato acima de 20mM (Glacken et al., 1986).

A inibicdo pela amonia apresenta um papel mais importante por caracterizar
um metabdlito mais tdxico que o lactato. Concentragdes totais de amdnia e ions amonio entre
2-3 mM tem sido relatadas como prejudiciais por reduzir consideravelmente o crescimento
celular de hibridomas dependendo da linhagem celular e as condicdes de trabalho (McQueen
e Bailey, 1990; Newland, et al., 1990; Ozturk, et al., 1992; Newland, et al., 1994;
Capiaumont, et al., 1995; Schneider et al., 1996).

Mas j& foram realizados cultivos celulares com células CHO cultivadas em
quimiostato e hibridomas adaptados para crescer em condi¢cbes de amonio previamente
toxicas, em que ndo houve efeito tdxico até niveis relativamente altos (Hansen e Emborg,
1994; Miller et al, 1988). Para essas condicdes ja foi observado que as células capazes de se
adaptar a niveis mais altos de amdnio aumentam a porcentagem de glutamina metabolizada
via AlaTa, aumentando a producédo final de alanina e diminuindo a geracdo de amonio livre

em seu metabolismo.

Quanto a influéncia do aménio sobre o produto obtido nos cultivos, devem ser
considerados qualidade e quantidade. Para a quantidade, os resultados indicam que a
velocidade especifica de producéo parece ser dependente da linhagem celular. Alguns autores

verificaram diminuicdo na produtividade, outros observaram um aumento e outros néo
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detectaram nenhuma influéncia (Ozturk, 1992; Yang e Butler, 2000, Hansen e Emborg, 1994).
H& mais consenso quando se avalia o papel do aménio no padréo de glicosilagdo do produto

obtido, havendo evidéncias de efeitos adversos (Gawlitzek et al, 1998).

Sendo assim, a reducdo dos metabdlitos que se demonstram como substancias
toxicas é de fundamental importancia na otimizacdo do cultivo de células de mamiferos
(Schneider et al., 1996).

3.3.5 INFLUENCIA DO PH

O crescimento e metabolismo das células de mamiferos sdo extremamente
influenciados por pequenas variagcbes no pH 6timo do meio de cultura onde a producgdo de
lactato é apontada como o principal responsavel pela acidificagdo do meio de cultura devido a
perda de capacidade de tamponamento (Glacken et al., 1986). Ozturk e Palsson (1991) e
Ozturk et al. (1992) encontraram que a taxa de crescimento de hibridomas foi 6tima em pH
7.2, porém a taxa de producdo especifica de anticorpos aumentou duas vezes em valores
menores de pH. Eles também encontraram que a taxa de consumo de glicose e glutamina e a

taxa de producéo de lactato e amodnia aumentaram em elevados valores de pH.

O nivel de pH é um bom indicador de crescimento celular, uma vez que no
aumento da biomassa ha a geracdo de acido lactico abaixando o pH do meio (Hanson et al,
2007). Nos cultivos em batelada, durante a fase de crescimento, um decréscimo rapido no pH
reflete 0 aumento na biomassa total e do metabolismo celular. Monitorar o nivel de pH pode
gerar também informacdes sobre apoptose, uma vez que ja foi mostrado que a acidificacdo
esta relacionada com a morte celular em cultivos de hibridomas (Simpson et al., 1997; Perani
etal., 1998).

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

principalmente na glicosilacdo (Moraes et al., 2007).
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3.3.6 REDUCAO DE METABOLITOS TOXICOS

A evidéncia de que altas concentragdes de glicose e glutamina no meio
aumentam as velocidades especificas de consumo de ambos a niveis desnecessariamente altos
deu inicio a definicdo de estratégias de alimentacdo em sistemas que operam em batelada
alimentada ou em perfusdo, no intuito de manter baixas as concentracdes desses compostos no
meio de cultivo e proporcionar a alimentagdo necessaria para manter a atividade metabdlica

das células sem limitagdes (Xie e Wang, 1994; Zhou et al., 1995).

Outro método para tentativa de reduzir metabdlitos toxicos seria a substituicao
da glicose e/ou glutamina por compostos lentamente metabolizaveis. Em relacdo a glutamina,
uma opcao € sua substituicdo por peptideos como, glicil-L-glicil-L-glutamina, L-alanil-L-
glutamina ou glutamato (Atanassov, 1998, Christie e Butler, 1994, Altamirano et al., 2000). A
vantagem do uso de peptideos ou de glutamato € sua estabilidade térmica, permitindo
inclusive a esterilizacdo térmica dos meios, uma vantagem importante do ponto de vista de

processos.

Para o uso de glutamato é necessario certificar que a linhagem de células em
cultivo possui todo o arcabougo enzimatico necessario para 0 metabolismo na auséncia de L-
Glutamina. Por exemplo, em hibridomas nao havera crescimento pelo uso de glutamato, a

menos que as células sejam modificadas geneticamente (Hassel e Butler, 1999).

Takagi et al. (1995) observaram que o aumento da pressdo hidrostatica na
cultura de um hibridoma murino (AFP-27) ocasionou pequena variagdo no crescimento
celular e na taxa de consumo de glicose, porém observaram uma diminui¢do na taxa de
conversdo de glicose em lactato como efeito do aumento da pressdo hidrostatica na fase de
manutencdo celular. Contudo o aumento da pressdo hidrostatica proporcionou aumento da
taxa de consumo especifico de glutamina, na taxa de producdo especifica de amdnia e na taxa
de producdo especifica de anticorpos tanto na fase de crescimento celular quanto na fase de

manutencdo celular.

3.4 MEIOS DE CULTURA
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O meio de cultura é um dos fatores mais importantes no cultivo de células
animais. Sua funcéo é proporcionar pH e osmolalidade apropriados para a sobrevivéncia e
multiplicacdo da célula e também fornecer todas as substancias quimicas requeridas pela

célula, as quais esta ndo € capaz de sintetizar.

Enquanto alguns meios de cultura sdo formulados para promover a
multiplicac@o celular (meios de crescimento), outros apenas mantém a integridade estrutural e

metabolica das células, mas ndo estimulam a divisdo celular (meios de manutencéo).

Alguns meios de destaque no cultivo de linhagens continuas de células de
mamiferos sdo entre outros, o0 meio minimo essencial de Eagle MEM, o meio de Eagle
modificado por Dulbeco DMEM, o meio RPMI 1640, o meio CMRL 1066 e 0 meio F12 de

Ham, suplementados ou ndo com soro ou com proteinas.

Para a manutencdo das condi¢6es do tecido original do qual a célula é oriunda,
faz-se necessario um meio liquido que possua, entre outras substancias especificas para
determinadas linhagens celulares, sais inorganicos, acucares, aminoacidos, vitaminas,
lipideos, acidos organicos, proteinas, horménios, fontes de carbono, fontes de nitrogénio,
micronutrientes (ions organicos e minerais) e agua. Por vezes, também se requer a adicao de

antibidticos e soro (Moraes et al., 2007).

Informacdes sobre o metabolismo das células animais sdo fundamentais para a
formulacdo de novos meios de cultivo, assim como para definicdo da melhor estratégia de
alimentacdo de nutrientes (batelada, batelada alimentada e continua) e de procedimentos para

a obtencdo de bioprodutos de interesse.

Avancos no meio de cultura facilitaram o avango em tecnologia de biorreatores
nas Ultimas décadas. As concentracbes de imunoglobulinas recombinantes tiveram um

consideravel aumento de 50 mg/L para cerca de 10 g/L (Elvin et al, 2012).

3.4.1 O USO DE SORO

O soro, normalmente proveniente de bezerros e fetos bovinos, contém
aminoacidos, fatores de crescimento, vitaminas, proteinas, hormonios, lipideos e minerais,
entre outros. Também pode se empregar soro de eqliinos e mesmo soro humano, mas sdo

menos comuns.
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As principais fung¢des do soro sdo estimular o crescimento e outras atividades
celulares, aumentar a adesdo celular por proteinas especificas e fornecer proteinas para o

transporte de horménios, minerais e lipideos (Freshney, 2005).

O soro fetal bovino (SFB) é o favorito por apresentar menores concentragdes
de imunoglobulinas e elevada proporc¢éo de fatores de crescimento. Algumas desvantagens do
uso de SFB sdo: o alto custo do reagente, a falta de homogeneidade entre os lotes, a
preocupacdo com possiveis agentes contaminantes no soro como a presenca de formas
especiais de proteinas chamadas prion que sdo responsaveis pela encefalopatia espongiforme
bovina (doenga da vaca louca que provoca degeneracdo cerebral) e de Bovine Viral Diarrhea
Virus (BVDV) além da grande presenca de proteinas que dificultam a purificacdo do produto

desejado.

Nos dltimos anos houve forte recomendacdo por parte das agéncias
reguladoras, como a FDA (Food and Drug Administration, EUA) de ndo se utilizar produtos
de origem animal, como soro, na composi¢do de meios de cultura celular para a producéo de
biofarmacos e correlatos com aplicacdo terapéutica ou profilatica em humanos. Por estas
razdes o soro tem sido substituido por aditivos como sais inorganicos de ferro (Legazpi et al.,
2005).

A inclusdo de 0.1 — 0.5 mM de citrato de ferro em um meio quimicamente
definido, livre de soro, mostrou um aumento de um terco na expressao de AM em células
CHO (Bai et al, 2011).

Os problemas com o uso de meio de cultura livre se SFB surgem do néo
conhecimento total das necessidades nutricionais das células e consequentemente é
impossivel providenciar todos 0s componentes necessarios em um meio quimicamente
definido, com o inconveniente de perder o efeito de protecdo que o SFB exerce contra as

forcas de cisalhamento.

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

e a solubilidade dos reagentes garantindo assim perfeita proliferacdo da cultura.
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3.5 BIORREATORES PARA CULTIVO DE CELULA ANIMAL

Desde o inicio do cultivo de células animais in vitro, intensificaram-se 0s
estudos voltados para a definicdo do conjunto de condi¢des ambientais relevantes necessarias
para a proliferacdo celular. Essa ideia, base para o desenvolvimento de meios de cultivo
quimicamente definidos na década de 80, motivou também o estudo das condi¢des fisico-
quimicas essenciais para o cultivo celular com fins tecnolégicos. Como conseqiéncia pratica

desses estudos surgiram os biorreatores destinados ao cultivo de células animais.

Este sistema de cultivo deve garantir a esterilidade do processo e garantir o
controle e monitoramento dos principais pardmetros do processo (temperatura, pH,
concentragdo oxigénio dissolvido, agitagéo).

Para o proposito da pesquisa, frascos agitados e spinners sdo usualmente o
sistema escolhido, pois sdo de facil utilizacdo e ndo necessitam de equipamentos de alto custo,
além de serem facilmente modificados para adaptacdo de equipamentos de aeracdo. Frascos
spinner estdo disponiveis com volumes variando de 25 mL até 36 L, com 32-80% de

capacidade de volume de trabalho e agitacdo de 50 a 150 rpm.

Quando a necessidade de volume de cultura excede 1L, a producdo de
proteinas de maneira satisfatoria requer a utilizacdo de ambientes de cultura com maior
controle dos parametros do processo — biorreatores. Um biorreator usualmente possui
eletrodos ou sensores que permitem o conhecimento de determinados parametros do ambiente
onde as células estdo sendo cultivadas, permitindo o constante monitoramento, controle e

otimizacdo das condicdes de cultivo.

3.5.1 TIPOS DE BIORREATORES

Uma das formas mais Uteis para se classificar o tipo de biorreatores é de acordo
com a homogeneidade do sistema. Os biorreatores, nos quais as células se encontram
uniformemente suspensas na fase liquida sdo denominados homogéneos. Ja aqueles onde as
células permanecem aderidas a uma superficie ou imobilizadas no interior de um leito
biocompativel sdo chamados de heterogéneos (Moraes et al., 2007). A Tabela 3.4 lista

diferentes tipos de biorreatores segundo a homogeneidade do sistema.
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Tabela 3.4: Classificacao dos biorreatores segundo a homogeneidade do sistema.

Biorreatores

Homogéneos Heterogéneos
- biorreatores do tipo tanque agitado - sistemas com microcarregadores
- biorreatores do tipo air-lift - biorreatores de leito empacotado
- biorreatores de ondas (wave) - biorreatores de leito fluidizado

- biorreatores de fibras ocas
- biorreatores com crescimento sobre
superficie.

Biorreatores do tipo tanque agitado

Sdo os preferidos no aumento de escala de células em suspensdo. Os
pardmetros basicos de um processo biotecnolégico, como temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, dentre outros, sdo medidos e controlados utilizando dispositivos padrdes

disponiveis nos biorreatores tanque agitados comerciais (Kretzmer, 2002).

Os biorreatores convencionais de tanque agitado (BTA) tém sido utilizados
para cultivo de células em larga escala com volumes variando de 2 a 10.000 litros. A maior
parte dos produtos oriundos do cultivo de células animais em grande escala no mundo é

fabricada com base neste tipo de biorreator (Chu e Robinson, 2001).

Possibilitam tanto o crescimento de células em suspensdo quanto células
dependentes de ancoramento, possuem facilidade de aumento de escala, provéem um
ambiente homogéneo para o crescimento celular e possibilitam o controle da qualidade do
produto de maneira relativamente facil. Sdo portanto, ferramentas importantes na producéo de
biofarmacos (Wang et al., 2005).

Células em suspensédo produzindo anticorpos monoclonais ja foram cultivadas
em BTA com volumes na faixa de 10.000L (Chu e Robinson, 2001).

Biorreatores de ondas (wave)

Este tipo de biorreator consiste em duas partes principais: uma bolsa estéril de
plastico flexivel, na qual se cultivam as células e uma plataforma mdével sobre a qual essa

bolsa fica apoiada.
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A bolsa fornecida pelo fabricante ja vem estéril e € descartavel, portanto ndo é
necessario limpar ou esterilizar. Essas sdo caracteristicas atrativas para fins produtivos,

especialmente quando a escala de producdo ndo é muito grande.

A plataforma agitada gera ondas que asseguram a transferéncia de oxigénio, e
uma boa distribuicdo de nutrientes e suspensdo de células. Meio de cultura pode ser
adicionado progressivamente até atingir o volume final do saco que podem variar de 0,1 até
500 L.

Tang e colaboradores (2007) cultivaram com sucesso hibridomas produzindo

IgG neste tipo de biorreator com 1 L de volume.

Biorreatores do tipo Air-Lift

Esses biorreatores sdo caracterizados pela elevada razéo altura/didametro e pela
existéncia de um cilindro concéntrico em seu interior. Na regido central inferior, ha um tubo
que injeta a corrente gasosa no biorreator. O gas sob pressdo gera bolhas que resultam em
uma regido de baixa densidade no interior do tubo central. Quando essas bolhas ascendem,
fazem o liquido circular para cima pela regido interna do cilindro e regressar para baixo pela
regido anular externa, fazendo a oxigenacdo de forma efetiva pelo contato da suspensédo com
as bolhas ascendentes.

Podem funcionar em qualquer modo de operagdo, mas sua desvantagem vem
do fato de ter uma capacidade relativamente limitada de ampliacdo de escala, sendo descritos

biorreatores deste tipo de até 5.000L.

Birch e colaboradores (1985) usaram este tipo de biorreator com volume de
1,000 L para producdo de anticorpos monoclonais. Cada cultivo durou em torno de 400 dias,

com a producéo de anticorpos sendo mais alta na fase estacionaria e de declinio.

Cultivos de hibridomas ja foram reportados em biorreatores air lift com
volumes de até 2.000L (Kretzmer, 2002).

A Figura 3.5 apresenta uma representagéo dos tipos de biorreatores descritos

até agora.
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Tanque Agitado Airlift
Motor
Eletrodo OD Eletrodo pH Saida de ar
Sensor Temperatura ] Entrada acracio
Meio de cultura

Impehdor

Regifio ascendente ("riser")

Regido descendente ("downcomer")

Biorreator

EBolsa plastica inflada forma
uma camara de cultivo descartawvel

/ Onda

-

M ovimento de

Meio de halango

cultura

Ao das ondas ctia uma
superficie turbulenta para tranferéncia de Og

Movimento de Onda \ Ao das ondas
halatgo — itpralsiona as células
para citha provinindo
a decantagio

Figura 3.5: Exemplos de biorreatores homogéneos.

Biorreator de fibras ocas (hollow fiber bioreactor)

O nucleo desse tipo de biorreator consiste em um cilindro plastico que contém

centenas de membranas semipermeaveis na forma de capilares, conhecidas como fibras ocas.

As células sdo inoculadas no espago exterior as fibras e crescem nessa regido. O meio de

cultivo é bombeado através do espaco interior das fibras, conhecido como espaco intracapilar.

Sdo preferencialmente utilizados com produtos de menor demanda. Suas

dimensoes reduzidas permitem facilmente a operagéo de diversas unidades em paralelo, para a

obtencéo de diferentes produtos.

Para a producdo de anticorpos monoclonais, tais biorreatores constituem um

sistema otimizado de producgédo nos quais é possivel atingir facilmente concentracGes celulares

elevadas — 10" a 10° cel mL™ e consequentemente concentragdes de produto da ordem de 0,7
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a 2,3 g L™, valores esses similares aos obtidos com a producdo de anticorpos in vivo
(Hendriksen e Leeuw, 1998).

3.5.2 MODOS DE OPERACAO

Biorreatores podem ser operados de diferentes maneiras relacionadas ao modo
como os nutrientes sdo fornecidos para as células: cultivo descontinuo (batelada), cultivo
descontinuo alimentado (batelada alimentada), cultivo continuo e cultivo continuo com

retencédo de células também conhecido como perfusao.

Batelada

Modo de operacdo descontinuo no qual ndo ha suplemento adicional de
substrato ap6s a inoculagdo das células. Devido a baixa solubilidade do O, este dever ser
suprido continuamente e ndo como os demais nutrientes. O controle do pH é feito por adicéo

de base ou variando a concentracdo de dioxido de carbono na fase gasosa.

E o modo mais simples de ser executado, o que o torna um dos mais
empregados. De modo geral, é utilizado nos frascos de cultivo estacionarios, nos frascos
agitados e em biorreatores de pequeno e médio volume para propagacdo do indculo, mas

também em algumas indUstrias na escala de producéo.

Apesar deste tipo de cultura ser limitada devido a exaustao de nutrientes chaves
ou acumulo de subprodutos tdxicos, o cultivo em batelada, se iniciado com um meio de
cultura cuidadosamente formulado, pode resultar em 6timos rendimentos com minimo custo.
No entanto a utilizacdo de outros modos de operacdo tem se tornado mais intensa uma vez
gue a alimentacdo do biorreator com nutrientes pode reduzir a formacdo de subprodutos
toxicos e a flutuacdo nas concentragdes dos nutrientes chaves aumentando tanto o rendimento

celular quanto a produtividade da proteina recombinante (Chu e Robinson, 2001).
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Batelada alimentada

A diferenca desse modo para o de batelada reside no fato de administrar-se um

ou mais nutrientes durante o cultivo, para repor aqueles consumidos pelas células.

O uso de estratégias otimizadas, baseadas nas taxas especificas de consumo de
cada nutriente permite alcangar concentracbes de biomassa até 2,5 vezes superiores
observadas no modo batelada. O mais relevante nesse modo de operacao é que a concentragdo

de produto pode ser significativamente aumentada, quando comparada ao cultivo em batelada.

A desvantagem da batelada alimentada esta no fato do acumulo de metabolitos
toxicos que limitam a produtividade podendo inibir o crescimento e afetar a viabilidade
celular. Outra desvantagem é o longo tempo de residéncia do produto no ambiente de cultivo.
Assim uma molécula de produto secretada no inicio do processo permanece quase 0 tempo
total da corrida dentro do biorreator, na presenca de proteases e glicosidases (Goochee e
Monica, 1990).

A Tabela 3.5 mostra uma comparacdo de diferentes linhagens de hibridomas

cultivadas em batelada e batelada alimentada em diferentes meios de cultivo.

Tabela 3.5: Cultivos de hibridomas em batelada e batelada alimentada.

B ) . Xviaveis Proteina o
Operagao Células Meio Reator Referéncia
(cel/mL) (mg/L)
hibridoma murino produzindo . .
Batelada o ) IMDM Tanque Agitado 0,36.10 9 Shibuya et al.,
anti-fibronectin
) 2008
Bat. alimentada 3.10° 400
Hibridoma RPMI Tanque agitado 4.8.10° 420
Batelada o Mel et al., 2008
RC1 13,5% SFB Miniperm 7,6.10° 370
hibridoma murino produzindofDMEM + F12 + .
Batelada . [Tanque Agitado 1,37.10° 136
contra tissue factor complementos Gong et al., 2006
Bat. alimentada 7,04.10° 707
Batelada NSO CNM3 Tanque Agitado 2,32.10° 214 Dempsey et al.,
Bat. alimentada |Glicose 2,46.10° 241 2003
human embryonic kidney cell .
Batelada ) DMEM + F12 Tanque Agitado 1,51.10° n.d.
line Lee etal., 1999
Bat. alimentada 4,11.10°
hibridoma murino produzindo . Jang e Barford,
Batelada 4G DMEM + RPMI  |Tanque Agitado 104,4.10 34,2 2000
g
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Bat. alimentada 312,8.10’ 73,3
Batelada BHK produzindo 1gG DMEM [Tanque Agitado 1,1.10° 1
Cruz et al., 2000
Bat. alimentada 2,5.10° 16
Hibridoma murino produzindo . . Cherlet e Mard]
Batelada o DMEM [Tanque Agitado 2,5.10 1
IGg contra ant CD3 linfdcito 2000
. . Frasco T 42
Batelada Hibridoma murino RPMI + 10%SFB . Stoll et al.,1997
Tanque agitado 2.10° 150

Cultivos continuos com retencdo de biomassa

Também conhecido como perfusdo, € o modo de cultivo mais produtivo e ao
mesmo tempo o0 mais complexo. As células sdo retidas dentro do biorreator empregando-se
um dispositivo de retencdo celular. Assim é possivel resolver a maior limitagcdo do sistema

continuo que ¢ a reduzida produtividade decorrente da perda de células na saida do biorreator.

As principais caracteristicas desse modo de operacao sdo: maior produtividade
volumeétrica, tempo de residéncia curto, ideal para a producdo de moléculas labeis, mas maior
risco de contaminacdo microbiana, por consistir em um sistema aberto que opera por longos

periodos.

Cultivos em perfusdo de hibridomas ja foram relatados na literatura. Rodrigues
e colaboradores (1999) cultivando hibridomas em biorreatores de fibra oca de 3L operando
em perfusdo alimentada conseguiu 300% mais células viaveis e 10 vezes mais produtos do
gue uma perfusdo normal. Feng et al (2006) comparando batelada com perfusdo, conseguiu 6
vezes mais células viaveis e 3 vezes mais concentracao de produto em cultivos de hibridomas

em volume de 5L, produzindo 1gG contra carcinomas.

3.5.3 AERACAO E AGITACAO

Um dos maiores obstaculos no aumento de escala de biorreatores é satisfazer a
alta demanda de oxigénio de culturas com altas concentracdes celulares em culturas em larga
escala. Devido a baixa solubilidade do oxigénio e baixa area interfacial liquido-gas, a aeracédo
superficial ndo pode suprir a demanda de transferéncia de oxigénio nestas culturas. Este tipo
de problema pode ser resolvido através da utilizacdo de uma aspersao direta de ar ao meio de

cultura ou altas velocidades de agitagdo. No entanto, a combinacéo da aspersdo e da agitacdo
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do biorreator gera forgas fluido-mecénicas de uma magnitude capaz de danificar as células.
Apesar do consideravel progresso na caracterizacdo das forcas que causam danos as células,

seu efeito na fisiologia e viabilidade da célula ainda é pouco conhecido (Kioukia et al., 1996).

A dimenséo do cisalhamento no desenvolvimento de uma bioprocesso tem sido
motivo de um grande nimero de pesquisas com o objetivo de identificar os determinantes dos

danos celulares e a maneira de minimiza-los (Kioukia et al., 1996).

Os danos celulares provocados pela aspersdo de gases sao considerados como a
principal barreira para a producdo em larga escala de bioldgicos recombinantes em cultura de
celulas animais e de inseto em suspensdo. Estes danos estdo associados & interagdo da célula
com as bolhas que se rompem na superficie liquido-gas. Quando uma bolha se rompe, a
liberacdo repentina de sua energia superficial resulta na rapida desintegracdo do filme da
bolha e do fluxo do fluido abaixo da bolha. A alta velocidade de fluido resultante deste
rompimento da bolha gera intenso estresse hidrodindmico e causa sérios danos celulares na

regido ao redor da bolha.

A interacdo agitacdo mecanica/borbulhamento também foi estudada por
Michaels e colaboradores (1996) demonstrando que, sem a presenca de borbulhamento, a
agitacdo mecanica sob condicBes de cultura tipicas ndo danifica células livres em suspenséo.
Isto também foi verificado por Chisti (2001) que estudou especificamente a hidrodindmica de
danos ndo relacionados ao borbulhamento. Chisti (2000) afirma que os danos associados ao
borbulhamento podem ser aumentados pela agitacdo com impelidores, especialmente se o

impelidor divide as bolhas distribuidas pelo aspersor

Uma alternativa para minimizar os danos as células animais causados pelo
cisalhamento € a utilizacdo de aditivos para 0 meio de cultura, dentre eles o soro fetal bovino
(SFB), metilcelulose (MC), Pluronic F-68 (0 mais usado e estudado) e polietilenoglicol
(PEG). Chisti (2000) pesquisou e comparou estes aditivos concluindo que efetivamente

protegem a célula contra os danos causados pelo borbulhamento

Apesar dos beneficios causados pela adicdo de surfactantes, estes agentes
podem causar complicagdes nas etapas de separacdo e purificagdo. Existe, portanto, uma
necessidade de uma forma alternativa de aeracdo que origine tensdes de cisalhamento
minimas no biorreator. A utilizacdo de membranas tubulares para aeracdo de biorreatores em
cultivos de células de mamiferos oferece um suprimento de oxigénio adequado com minimo

estresse. Estas membranas tubulares sdo feitas de materiais como silicone e Teflon, que
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possuem altas permeabilidades de gés, possibilitando altas velocidades de transferéncia de gas
entre a membrana e o meio contido no biorreator. Células de mamiferos tem sido cultivadas

com sucesso em biorreatores de membrana (Ducommun et al., 2000; Schneider, et al. 1995).

3.6 COMENTARIOS GERAIS SOBRE A REVISAO BIBLIOGRAFICA

Fazendo uma avaliagdo da literatura mostrada sobre AMs produzidos por
hibridomas pode-se dizer que ha muita informacéo sobre esse assunto, abrangendo aspectos
que véo desde biologia molecular até a producdo e purificacdo dessas glicoproteinas. No
ambito da Biotecnologia, a producdo de AMs é a area que mostrou maiores avangos e
realizacbes. Uma grande diversidade de anticorpos monoclonais produzidos por hibridomas
tem sido objeto de estudo em diversas areas da ciéncia e outro tanto tem sido objeto de
interesse para comercializacdo. No entanto, como cada linhagem de hibridoma possui seu
préprio elenco de caracteristicas fisiologicas, estudos especificos de cada linhagem se tornam
imprescindiveis quando se pretende desenvolver um bioprocesso para producdo em larga
escala de um AM. A identificacdo dessas caracteristicas para os trés hibridomas que se
pretende utilizar neste estudo sera de crucial importancia para a otimizacdo do processo de

cultivo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Células de hibridomas

Obtencéo das linhagens de hibridomas:

As fusdes celulares para a producdo dos AMs foram realizadas utilizando:
NS/1 (mieloma multiplo) e linfécitos B de camundongo BALB/c imunizados, provenientes da

extracdo do baco desses animais.

Os camundongos da linhagem isogénica BALB/c eram provenientes do
biotério de Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de Moléstias Infecciosas
da Faculdade de Medicina da UNESP — Campus de Botucatu. As células utilizadas como
parceiros de fusdo celular foram células de mieloma mdltiplo murino da linhagem NS/1,
obtidos por Kohler e Milstein, provenientes de doacdo do Laboratoire de Genie D’Institute
National de Transfusion Sanguine de Paris (INTS), integrante da Agence Francaise du Sang,

mantidas em nitrogénio liquido.

As células foram ressuspensas em meio RPMI enriquecido em aminoacidos
essenciais (GIBCO™) e ndo essenciais (GIBCO™) contendo 20% de soro fetal bovino (SFB).
A relacdo linfocito/NS; foi de 1/10, tendo como agente fusionante o polietilenoglicol PM
4000 (MERKF). Esta suspensdo, ap6s delicada homogeneizagdo, foi distribuida em
microplacas de cultura celular de 96 pocos.

Apbs a realizacdo da fusdo celular com a distribuicdo das células nas placas, o
meio seletivo HAT (GIBCO™) (hipoxantina, aminopterina e timidina) foi adicionado &

cultura.

As células receberam, a partir da fus&o, os seguintes meios: HAT (hipoxantina-
aminopterina-timidina) nos primeiros quinze dias; HT (GIBCO™) (hipoxantina-timidina)
durante os quinze dias seguintes e, a partir do trigésimo dia p6s-fusdo, meio RPMI 1640
(GIBCO™) completo.
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A partir da primeira semana pos-fusdo, as placas foram observadas diariamente
para a verificagdo do desenvolvimento dos hibridos. Nos pocos onde se verificou o
crescimento de hibridos, o sobrenadante de cultura foi aspirado para a realizacdo do screening
(selecéo dos hibridos obtidos). O método utilizado para screening foi a hemaglutinacao direta
onde se utilizou como antigeno as hemacias Al e como anticorpo os sobrenadantes de cultura

provenientes da fusdo.

A expansdo dos hibridos em cultura foi realizada apds a verificacao de hibridos
positivos resultantes da fusdo celular. Seu crescimento foi acompanhado e, a medida que as
células preencheram os espacos na microplaca de 96 pocos, foram repicadas para placas de
pocos maiores (24 pocos por placa) e, em seguida, para frascos de 80cm?®. Nesta fase foram
congeladas quatro ampolas contendo células dos hibridos selecionados como positivos para

assegurar sua COﬂSEI’V&(}éO.

A partir da obtencdo e congelamento dos hibridos, foi descongelada,
inicialmente, uma ampola de cada hibrido, a fim de verificar-se 0 comportamento das células

em meio de cultura.

A clonagem foi realizada pelo método de diluicdo limitante (Catty e
Rayundalia, 1988).

Apos a selecdo dos clones obtidos, foi realizado novo screening pelo método
de hemaglutinacéo direta, obtendo-se assim as linhagens celulares.

Linhagens de hibridomas utilizadas:

Foram utilizadas trés linhagens de hibridomas murinos produtoras de
imunoglobulinas (IgG-k) com especificidade a antigenos eritrocitarios do sistema sanguineo
ABO:

1 — Hibridoma murino ED7 183 A12, ou simplesmente ED-7, produtora de imunoglobulina

com especificidade a antigenos eritrocitarios A (anti-A);

2 — Hibridoma murino ED9 355 A18, ou ED9, produtora de imunoglobulina com

especificidade a antigenos eritrocitarios AB (anti-AB);
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3 — Hibridoma murino TAN 112 A18, ou TAN, produtora de imunoglobulina com
especificidade a antigenos eritrocitarios B (anti-B).

As linhagens dos hibridomas em estudo foram disponibilizadas pela Dra.
Elenice Deffune e sua equipe do Hemocentro de Botucatu do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade Estadual de S&o Paulo (UNESP).

4.1.2 Meio de Cultura

Foram utilizados dois meios de cultura:

1. Mab Quantum Yield-BD, suplementado com Soro Fetal bovino (SFB) 10%
viv (GIBCO™). Para simplificar este meio sera chamado de MQYS.

2. RPMI 1640 (GIBCO™) com adicdo de 10 % v/v de SFB e outros
componentes importantes para os cultivos dos hibridomas murinos. A Tabela 4.1 apresenta de

forma detalhada a composicdo deste meio. Doravante este meio sera chamado de RPMIS.

Seguindo as recomendacdes do fabricante (GIBCO™) o pH do meio de cultura
foi ajustado para ficar entre os valores 7,2 e 7,4, mediante o uso de solucéo de HCI 1M.

Tabela 4.1: Composicéo basica do meio de cultura utilizado nos cultivos dos hibridomas.

Componente Quantidade
Meio RPMI 1640 em pd (GIBCO T 10,4 g
Agua Milli-Q gep 1000 ml
Solucdo de Clicose 30%piv 12,0 1l
Firuwvato de Sddio 10,0 ml
Clutamax (GIBCO ™ 19,726 ml
Antibiotico-Antimicético (GIBCO ™ 10,0 1l
Arido Oxalacético 10,0 ml
Insulina 100071 2.0 ml
Ilercapto etanal 1,0 1l
Solucio de Aminodddos Essenciais(GIBCO T 10,0 ml
Solucin de Aminodcidos no Essencias (GIBCO ™) 5,0l
Bicarbonato de Sodio (P.AD 20g
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4.1.3 Corantes

Foi utilizada uma solucdo aquosa de 0,4% azul de Tripan (Trypan Blue, Sigma

T-6146), como corante para 0 método de exclusdo por corantes (Freshney, 2000).

4.1.4 Reagentes para ELISA

Para a analise de concentracdo de Imunoglobulinas pelo método de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), foram utilizados os seguintes materiais, anticorpos e
tampdes.

Placa de 96 pogos (Greiner-Bio One)
Anticorpo de captura (coat):

Imunoglobulinas polivalentes anti-mouse produzida em cabra (M6149 -

Sigma). Para sua utilizacdo nas placas foi diluido em um tamp&o carbonato/bicarbonato

(descrito mais adiante) na concentragdo de 40 pg/mL.

Anticorpos para a curva padrao:

Imunoglobulinas de mieloma murino purificadas (M 9269, SIGMA). Para a
diluicdo e armazenamento em aliquotas utilizou-se um tampéao TRIS em pH 8.0 diluido em
agua duplamente destilada, contendo: 0,15M de NaCl; 0,02 M TRIS e 0,02% NaN3. Na
diluicdo das aliquotas para uso na analise utilizou-se o préprio meio de cultivo. A curva

padrdo consistiu de concentracdes de IgG variando de 0 a 400 ng/mL.

Anticorpo de deteccéo (detect)

Imunoglobulinas anti-mouse 1gG conjugadas com fosfatase alcalina,
produzidas em cabra (A 3562, SIGMA). Antes do uso foram feitas previamente aliquotas
usando como tampdo diluente uma solu¢cdo em 0,056M TRIS, contendo 50% glicerol
(neutralizado com NaOH), 1% de BSA, 1mM de MgCl, e 15mM de NaNs. Para uso nas
placas de leitura, as aliquotas foram diluidas 500X em uma solucdo TBS (descrita a seguir)

com 2% de leite desnatado em po.
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Tampéao TBS (Tris buffered saline)

Este tampédo era utilizado na diluicdo da solucdo de bloqueio dos sitios feita
com 5% de leite desnatado, na diluicdo dos anticorpos de deteccdo (como ja mencionado) e
também nas etapas de lavagem da placa. O tampdo consistia de uma solu¢éo 0,15M de NaCl
contendo 0,02M de TRIS em pH 8.0. Para a etapa de lavagem da placa adicionava-se a esta
solucéo 0,05% de Tween 20.

Tampao carbonato/bicarbonato de sédio (carb/bicarb).
Preparavam-se 2 solucdes de 0,1M de cada um. Com as 2 solugdes prontas,
adicionava-se a solucdo de carbonato na solucdo de bicarbonato de sodio medindo

simultaneamente o pH até atingir 9,5 (pode ser entre 9,2 e 9,5).

4.2 EQUIPAMENTOS

4.2.1 Camara asséptica

Foi utilizada cadmara asséptica de fluxo laminar (Biological Safety Cabinet
Baker Company (USA) Steril GARD®III Advance®, model SG403/SG603 — Class Il bilogical
Safety Cabinet) contendo lampada germicida UV, em todas as etapas nas quais foram

manipuladas as células.

4.2.2 Incubadora

Durante os experimentos foi usada a incubadora de CO, Thermo Forma,

modelo 311 com controle de % de CO, na atmosfera e de temperatura

4.2.3 Centrifuga

Nos métodos de centrifugagdo foi utilizada Centrifuga Excelsa Baby | marca
FANEM®, modelo 206.
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4.2.4 Microscopio

Para utilizacdo dos métodos de determinacdo de concentracdo e de viabilidade

celular foi utilizado um microscopio da marca Olympus, modelo BX51.

4.2.5 Sistema de filtracdo de meio de cultura

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

de didmetro, branca, lisa.

4.2.6 Frascos de cultura e vidrarias

Foram utilizadas frascos de cultura celular (frascos T) de 25 cm? e 75 cm? da
marca TPP de poliestireno com superficie tratada e estéril, frascos de vidro (marca BOECO,
250 mL, Alemanha), frascos spinner (marca WHEATON, 500 mL).

O biorreator utilizado foi do tipo tanque agitado de 2L (Bioflo 110 - New
Brunswick Scientific, NJ, USA) equipado com eletrodos de pH e oxigénio dissolvido (Mettler
Toledo); agitacdo por hélice marinha (3 pas); e adaptacdo do sistema de aeracdo por

membrana de silicone (comprimento da mangueira 7,84m).

4.2.7 Espectrofotdmetro de multiplacas

Para a leitura das absorbancias das amostras pelo método de Elisa, utilizou-se a

leitora de microplacas Multiskan FC da Thermo Scientific com filtro de 492 nm.

4.3 METODOS

4.3.1 Determinacdo da concentracdo e viabilidade celular
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O acompanhamento da concentracéo e da viabilidade celular durante o cultivo
foi realizado através do método de exclusdo de corante utilizando solu¢do aquosa de 0,4% de

azul de trypan (Freshney, 2000).

A concentracdo de celulas foi determinada pela contagem em cémara de
Neubauer. Para tal foram retiradas amostra do cultivo de 20uL que em seguida foram
misturadas com 20 pL da solucdo de corante. Com ajuda de uma micropipeta coloca-se uma
aliquota de 10 pL da amostra corada numa camara de Neubauer previamente montada e fez-se
a contagem no microscopio optico com magnificacdo de 20 vezes. As células ndo coradas
foram classificadas como células viéveis, ja as células coradas com azul de tripan, foram
classificadas como células inviaveis. A concentracdo celular foi calculada com o nimero de
células totais de acordo com a equacdo 1. Ja a viabilidade celular foi calculada pela razédo
entre 0 numero de células viaveis e o numero de células totais no meio, de acordo com a

equacéo 2.

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

ny, : NN ~
— x 100 =Y % (Células Viaveis) Equacao 2
N,

Onde:

N: = mimero de células totais

ny = nimero de células viaveis

X1 é o mimero de células totais por mL

Y € o valor em porcentagem da viabilidade celular

D = fator de dilui¢do para hibridomas: D=2

4.3.2 Andlise de substratos, metabdlitos e produto

Para andlise de carboidratos utilizou-se cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), com coluna de resina Aminex HPX-87H (Bio-rad), fase mével H,SO,
5mM, temperatura de 65°C e fluxo de 0,6 mL.min™ em cromatégrafo Waters com detecgéo
através do indice de refracdo (W410, Waters) para carboidratos e UV 210 nm para acido

lactico. A concentracdo de aminoacidos foi determinada também em HPLC, pelo sistema
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Pico-tag utilizando coluna de fase reversa (Waters), deteccdo por UV 254 nm, de acordo com
Cohen et al. (1989).

A analise da concentracdo de aménia foi feita através de um eletrodo seletivo,
modelo ORION 710A (Thermo Scientific).

A quantidade de 1gG-k total produzida foi quantificada usando um ELISA
sanduiche de acordo com o protocolo geral da SIGMA, envolvendo anti-mouse 1gG
polivalente (M 6149, SIGMA) como coating, Anti-mouse IgG conjugado com fosfatase
alcalina (A 3562, SIGMA) como anticorpo para deteccdo e Fosfatase alcalina amarela (pNPP)
(P 7998, SIGMA) como substrato. O ensaio foi calibrado usando uma IgG1-kappa de mieloma
murino (M 9269, SIGMA) como padrdo. Cada amostra de sobrenadante foi diluida
adequadamente e analisada duas vezes. Os dados de dilui¢bes e tampdes ja foram descritos

previamente. A absorbancia foi medida a 492 nm.
A hemaglutinacéo e titulacdo (maxima diluicdo em que ocorre aglutinacéo) dos
anticorpos foi realizada pelo laboratério do hemocentro da Faculdade de Medicina de

Botucatu — UNESP. A titulacdo foi realizada pelo método direto com diluicdo seriada
(Messeter et al., 1984).

4.3.3 Procedimento experimental utilizado nos experimentos

Durante as etapas do trabalho, foi realizado o procedimento experimental para

os cultivos dos hibridomas, representado na Figura 4.1.

- amr® b" VA iy
Criotubo  Fraseo T 25ent Fraseo T 75om Spivmer de 500w Binmreator de 2L
(5mL] [15mL) (Vol. trabalho = 200mL) (Val. trabalho = 850ml)

Figura 4.1: Representacdo esquematica dos procedimentos de cultivo dos hibridomas murinos para
experimentos em Spinner e Biorreator (Bioflo 110).
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As células mantidas em nitrogénio liquido foram descongeladas em frascos de
cultura celular de 25cm? e mantidas em incubadora Gimida a 37°C com concentracdo de 5% de
gas CO,. ApoOs recuperar sua viabilidade as células foram inoculadas em frasco de cultura
celular de 75 cm? na concentracdo de inoculo de 2x10° cel/mL. Conforme as células foram
crescendo e a viabilidade se mantendo, foram entfo transferidas assepticamente para um
frasco Spinner de 500 mL (Wheaton) com 200 mL de meio de cultura e concentracdo de
indculo de 2x10° cel/ml. O meio foi aerado apés 24 h de cultivo através de um sistema de
aeracdo por membranas de silicone adaptado ao frasco. Atingindo a concentracdo celular
adequada e viabilidade acima de 95%, as células entdo foram inoculadas em um biorreator
tipo tanque agitado de 2L (Bioflo 110 - New Brunswick Scientific, NJ, USA) com volume de
trabalho de 850mL e 700mL (dependendo da linhagem analisada) e concentracdo do inoculo
também de 2x10° cel/ml. Os experimentos E1, E2, E4, E5, seguiram as etapas até o frasco

spinner e os E3 e E6 seguiram até o biorreator.

Ao longo de cada experimento em batelada foram retiradas aproximadamente

12 amostras para determinacéo de:
a) concentracéo celular e viabilidade
b) aminodcidos livres no meio de cultura

c) glicose, acido lactico e am6nio no meio de cultura

4.3.4 Tratamento dos resultados

Caracterizacdo do crescimento

O parametro utilizado para quantificar o crescimento celular foi a velocidade
especifica maxima de crescimento pmax. O valor para cada experimento de cultivo foi
calculado a partir da relacdo linear na regido exponencial do grafico de logaritmo da
densidade celular (InCy) em fun¢édo do tempo. Utilizou-se o método de regresséo linear para
calcular o coeficiente angular representando o pmax € 0 €rro da regressdo como estimativa do
erro padréo. Os calculos foram feitos com o programa Origin® .

O valor da concentracdo celular maxima Cymax foi determinado fazendo a

leitura diretamente na curva de concentragéo celular em funcéo do tempo.
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Calculo da produtividade de AM

A produtividade do de cada AM foi calculada pela relacdo da diferenca de
concentracdo final no ponto méximo do gréfico de concentra¢do de produto em funcéo do
tempo menos a inicial de AM dividida pelo tempo, assim:

P
Produtividade =

f
Onde:
P; = Concentracdo méaxima de AM , mg.L™
Pi= Concentracdo de AM no momento da inoculagdo do cultivo, mg.L™

tr = tempo para se atingir o valor de P partir de P;, h
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESQUEMA EXPERIMENTAL GERAL DA PESQUISA

Como argumentado anteriormente, o conhecimento da cinética de crescimento
celular e metabolismo é muito importante para um melhor entendimento da fisiologia e
otimizagdo do processo de cultivo in vitro quando se tem como alvo a producdo de uma
proteina. Para a obtencdo de dados cinéticos e metabdlicos confidveis é conveniente levar em
consideracdo que os padrbes metabdlicos de células de mamiferos sdo alterados
substancialmente quando passam de um tecido de um organismo pluricelular para um
dispositivo artificial de cultivo monocelular in vitro (Godia e Cairo, 2006).

Os experimentos ES1, ES2 e ES3 foram realizados com a linhagem ED7 e 0s
experimentos ES5, ES6 e ES7 com a linhagem ED9 em frascos spinner para conhecer em
primeira aproximacédo as caracteristicas cinéticas e metabdlicas dos hibridomas num cultivo
em suspensdo em dois meios de cultura basais suplementados com 10% v/v de soro fetal
bovino. Esses meios foram escolhidos porque as células foram adaptadas a meios parecidos
desde a fase de fusdo celular para geracdo dos clones hibridos. O meio que se mostrou mais
apropriado para cada linhagem foi utilizado para os cultivos em biorreator Bioflo 110 (EB4 e

EB8). A Tabela 5.1 apresenta as condicdes em que os experimentos foram realizados.
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Tabela 5.1: Programacdo geral dos experimentos de cultivo.

Experimentos

Objetivo

Descricao

ES1

Conhecer caracteristicas cinéticas e metabolicas
e determinar meio de cultura mais adequado
para uma melhor producdo de AM da linhagem
ED7.

Experimento em frasco Spinner de 500mL com
200 mL de volume de trabalho, meio RPMIS
com solu¢do GIn = 8mM, temperatura: 37°C,
agitacdo: 75 rpm.

ES2

Conhecer caracteristicas cinéticas e metabolicas
e determinar meio de cultura mais adequado
para uma melhor produgdo de AM da linhagem
ED7.

Experimento em frasco Spinner de 500mL com
200 mL de volume de trabalho, meio RPMIS
suplementado com Ser, GIn, Met, Lys e Cys,
temperatura: 37°C, agitagdo: 75 rpm.

ES3

Conhecer caracteristicas cinéticas e metabolicas
e determinar meio de cultura mais adequado
para uma melhor producdo de AM da linhagem
ED7.

Experimento em frasco Spinner de 500mL com
200 mL de volume de trabalho, meio MQYS,
temperatura: 37°C, agitacdo: 75 rpm.

EB4

Avaliagdo da producdo de AM da linhagem ED7
em biorreator com 0 meio que se mostrou mais
adequado.

Experimento em biorreator de 2L com 650 mL
de volume de trabalho, meio RPMIS
suplementado com Ser, GIn, Met, Lys e Cys,
temperatura: 37°C, agitacdo: 100 rpm, oxigénio
dissolvido em 40% da saturagdo com ar..

ES5

Conhecer caracteristicas cinéticas e metabdlicas
e determinar meio de cultura mais adequado
para uma melhor produgdo de AM da linhagem
ED9.

Experimento em frasco Spinner de 500mL com
200 mL de volume de trabalho, meio RPMIS,
temperatura: 37°C, agitagdo: 75 rpm.

ES6

Conhecer caracteristicas cinéticas e metabolicas
e determinar meio de cultura mais adequado
para uma melhor producdo de AM da linhagem
ED9.

Experimento em frasco Spinner de 500mL com
200 mL de volume de trabalho, meio RPMIS
suplementado com GIn, Pro e Cys, temperatura:
37°C, agitagdo: 75 rpm.

ES7

Conhecer caracteristicas cinéticas e metabolicas
e determinar meio de cultura mais adequado
para uma melhor produgdo de AM da linhagem
ED9.

Experimento em frasco Spinner de 500mL com
200 mL de volume de trabalho, meio MQYS,
temperatura: 37°C, agitagdo: 75 rpm.

EB8

Avaliacéo da producéo de AM da linhagem ED9
em biorreator com 0 meio que se mostrou mais
adequado

Experimento em biorreator de 2L com 650 mL
de volume de trabalho, meio MQYS,
temperatura: 37°C, agitacdo: 80 rpm, oxigénio
dissolvido em 40% da saturagdo com ar..

5.2 Cultivo em batelada da linhagem ED7 em frasco spinner

Para o conhecimento do crescimento e identificacdo de nutrientes limitantes foi

realizado um cultivo (ES1) em pesquisas que procederam o presente trabalho (Ferreira, 2007).

No cultivo utilizou-se 0 meio RPMIS com uma solucdo de Glutamina (8 mM) ao invés de

Glutamax (GIBCO™). O resultado est4 apresentado na Figura 5.1.
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Figura 5.1: Resultados de crescimento celular e aminodcidos mais consumidos e produzidos do
experimento realizado em spinner de 500mL com volume de trabalho de 200mL, a temperatura de
37°C, agitacdo 75rpm. Adaptado de Ferreira, 2007.

Observa-se pela Figura 5.1 que alguns aminoacidos (AA) foram consumidos
rapidamente e praticamente se esgotaram no meio de cultura. Sendo assim, 0 experimento
ES2 foi realizado suplementando-se o meio de cultivo com os aminoacidos consumidos em
mais de 90% do valor inicial (Ser, GIn, Met, Lys e Cys).

Por outro lado, no ES3 utilizou-se meio de cultura MQYS. Para poder fazer
este experimento foi necessario fazer uma adaptagdo previa do hibridoma ED7 a este novo
meio. Essa adaptacdo foi feita partindo-se da linhagem originalmente adaptada ao meio

RPMIS. Gradativamente adicionava-se meio MQYS e diminuia-se a concentragcdo de meio
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RPMIS, com o objetivo de se manter a viabilidade celular em valores elevados. A Figura 5.2
mostra o histérico da viabilidade celular durante o processo de adaptagéo.
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Figura 5.2: Comportamento do hibridoma ED7 ao ser adaptado a concentracdes crescentes do meio
de cultura MQYS

Observa-se pela Figura 5.2 que durante todo o processo de adaptacdo 0s
valores de viabilidade celular ficaram acima de 90%. SO apds essa etapa, foi realizado o
experimento ES3 para a avaliacdo do comportamento do hibridoma ED7 no meio de cultivo
MQYS.

A Figura 5.3 mostra os resultados dos dois experimentos com o hibridoma
ED7; no ES2 com o meio RPMIS e no ES3, ja adaptado, com 0 MQYS. Nessa figura sao
apresentados os dados de crescimento celular, bem como o consumo de glicose, 0s

aminoacidos mais consumidos e produzidos.

Observa-se na Figura 5.3 que nos dois experimentos as células conseguiram
crescer com velocidades maximas especificas de crescimento tipicas e semelhantes, Pmax =
0,0304 + 0,0014 h™ para ES2 e pmax = 0,0294 + 0,0010 h™* para ES3, e com viabilidades
proximas de 100 % . No experimento ES2 a concentracdo maxima de células viaveis foi de
2,00x10° células.mL™, enquanto que no ES3 atingiu 1,76x10° células.mL™. No ES2 o
crescimento foi interrompido devido a deplecdo dos aminoacidos Cys, Met e Gln a partir das

80 horas de cultivo.
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Figura 5.3: Resultados de crescimento celular, glicose, aminoacidos mais consumidos e produzidos,
pH e concentracdo de anticorpo monoclonal dos experimentos realizados em spinner de 500mL com
volume de trabalho de 200mL, a temperatura de 37°C, agitacdo 75rpm. A) ES2 com meio de cultura
RPMIS suplementado com 3,525 mg/L de Ser, 2,255 mg/L de Met, 7,7 mg/L de Cys, 3,812 mg/l de

Lys e 15 mg/L de GIn e B) ES3 com meio de cultura MQYS.

No caso do ES3, com um meio notoriamente melhor balanceado e com alguns
aminoéacidos variando pouco (Met e Cys), sendo mostrados apenas para comparagdo com 0s
do ES2, o crescimento exponencial foi substituido a partir das 75 horas de cultivo por intensa
morte celular. A causa disto foi possivelmente a limitacdo cinética de Gln ao atingir
concentragfes de aproximadamente 1 mM; seguindo um comportamento semelhante ao
observado e caracterizado por Jeong e Wang (1995). Sendo a GIn um importante precursor na
sintese de &cidos nucléicos (Butler, 2004), sua escassez exerce uma forte limitacdo da

biossintese. O aumento da taxa de consumo de glicose que se observa na Figura 5.3 ao

Concentragiio de AM (mg. L)/ pH
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comegar a limitagdo por GIn ndo deve suprir as necessidades de nitrogénio que estavam sendo
preenchidas por esse aminoacido.

O aumento inicial da concentracdo de GIn no experimento ES2 deve-se a
libera¢do gradual pelo GlutaMAX™ (dipeptideo de L-Alanina e L-Glutamina) da glutamina
pela acdo de aminopeptidases provenientes das prdprias células. Isto também explica o
acumulo acentuado de Ala no meio de cultura. Somando a Ala produzida pelo GlutaMAX™
com a produzida pela reacdo de Glu com piruvato comumente presente em celulas de
mamiferos (Godia e Cairo, 2006) consegue-se justificar a alta producdo de Ala no
experimento ES2 em comparagdo com o ES3. O outro aminodcido bastante produzido pelo
hibridoma ED7 foi o Glu, assemelhando-se assim ao perfil de producdo desses dois
aminoéacidos do hibridoma KB-26.5 estudado por Sanfeliu et al, 1996.

As concentra¢fes maximas de ion amdnio ultrapassaram nos dois experimentos
o valor de 5mM que é considerado inibitorio de crescimento celular (Newland et al, 1994). No
ES3 isto aconteceu mais cedo e com concentragdes maiores que o ES2, podendo ter causado
inibicdo do crescimento celular antes da GIn atingir o valor de 1 mM apontado como
estequiometricamente limitante por Jeong e Wang (1995). As concentracbes maximas de
lactato atingidas, 30 mM no ES2 e 17 mM no ES3, ndo devem ter afetado o crescimento
celular uma vez que foram inferiores a 40 mM, valor reconhecido como inibitério em
condigdes de pH razoavelmente controlado (Ozturk et al, 1992). Neste caso o controle foi
realizado através do CO, da incubadora na faixa de 7.2 — 7.4.

Quanto a producdo de anticorpo monoclonal pode-se observar na figura que a
producdo de anti-A acompanha o crescimento celular nos dois experimentos, tendo seu valor
maximo de produtividade de 0,031 mg/L.h em ES3 e 0,027 mg/L.h em ES2.

O cultivo em frasco spinner tem a desvantagem de ndo ter um controle preciso
dos parametros de cultura como pH e oxigénio dissolvido, necessarios para um melhor
entendimento do estado fisiol6gico da célula para otimizacdo da producdo de anticorpos
(Kretzmer, 2002). Por essa razdo procurou-se um ambiente de cultura que além de ser mais
homogéneo e controlado se aproxima da realidade de um processo industrial. Para tal fim
utilizou-se o biorreator tipo tanque agitado com o meio de cultivo que deu maior

produtividade em frasco spinner (RPMIS).
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5.3 Cultivo em batelada da linhagem ED7 em biorreator

Na Figura 5.4 sdo apresentados os resultados obtidos para o cultivo em
biorreator (EB4). O crescimento celular foi melhor que no frasco spinner, uma vez que se
atingiu uma concentracio celular de 1,80x10° células viaveis/mL. O valor da velocidade

méxima especifica de crescimento foi pms = 0,0329 h™.
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Figura 5.4: Resultados de crescimento celular, glicose, aminoacidos mais produzidos e consumidos,
concentragdo de anticorpo monoclonal obtidos no EB4, cultivo em biorreator de 2L com volume de
trabalho de 650 ml, a 37°C, agitagdo de 100 rpm, meio controlado em pH 7,2, com meio RPMIS,
suplementado com 3,525 mg/L de Ser, 2,255 mg/L de Met, 7,7 mg/L de Cys, 3,812 mg/L de Lys e 15
mg/L de GIn. O oxigénio dissolvido foi controlado em 40% da saturagdo com ar
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Nota-se pela Figura 5.4 que, por volta de 70 horas de cultivo, a viabilidade caiu
drasticamente coincidindo com o esgotamento da GIn, aminoécido essencial para o
crescimento celular. Outros aminoacidos, como a Cys e a Met também foram bastante
consumidos, os baixos niveis de concentracdo destes aminoacidos, também devem ter
contribuido com a diminuic¢éo da viabilidade, uma vez que ja foi demonstrado que a privacédo
de qualquer um deles resulta na inducdo da morte celular por apoptose (Singh et al., 1997). O
consumo de glicose se manteve baixo, tendo sobrado uma quantidade aprecidvel deste
substrato no final do experimento. A producdo de lactato pela linhagem ED7 em meio
RPMIS, a semelhanca do cultivo em frasco spinner, ndo deve ter afetado o crescimento
celular, j& que, como anteriormente mencionado, a concentragdo ndo atingiu valores

considerados inibitérios em cultivos com pH controlado (Ozturk et al., 1992).

A producéo de anti-A acompanhou o crescimento celular, tendo atingido seu
valor maximo de produtividade 0,077 mg/L.h, no final da fase exponencial. A partir de entéo,
a concentracao do anticorpo comegou a decair, possivelmente pela acdo de proteases liberadas
no meio pela lise celular. Apesar da suplementacdo de aminoécidos houve esgotamento de
GIn as 70 horas de cultivo, fato que deu origem a interrupcdo do crescimento celular e da
producdo de anticorpo monoclonal. A Cys também foi muito consumida, chegando quase a
exaustdo com 20 horas de cultivo. A partir deste instante, a Cys sendo um aminoacido nao
essencial, passou a ser suprida pela Met através de reacdo também encontrada no
metabolismo de outros hibridomas (Jo et al., 1990; Sanfeliu, et al., 1996).

A Tabela 5.2 apresenta um resumo dos valores de pmax, concentragdo maxima

de células viaveis (Xmsx) € produtividade encontrados nos experimentos para a linhagem ED7.

Tabela 5.2: Valores de pmax, concentracdo maxima de células viaveis e produtividade
encontrados nos experimentos ES2, ES3 e EBA4.

Experimentos Hmax (W) Xmax (cel/m/l) Produtividade (mg/L.h)
ES2 0,0304 =+ 0,0014 2,00 x 10° 0,027
ES3 0,0294 + 0,0010 1,76 x 10° 0,031
EB4 0,0329 + 0,0011 1,80 x 10° 0,077




5.4 Cultivo em batelada da linhagem ED9 em frasco spinner

Da mesma maneira que para a outra linhagem celular, para este clone realizou-
se um experimento controle (ES5) para o conhecimento do comportamento celular em

cultivos em suspensdo. O experimento foi realizado em frasco spinner, utilizando o meio de

cultura RPMIS. Os resultados estéo apresentados na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Resultados de crescimento celular, glicose, aminoécidos mais consumidos e produzidos
em ES5, realizado em spinner de 500ml com volume de trabalho de 200mL, a temperatura de 37°C,

agitacdo 75rpm e meio de cultura RPMIS
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Como ja visto com a outra linhagem, com este clone o meio de cultura também
ndo esta balanceado, tendo aminoécidos consumidos rapidamente até quase se esgotarem. Um
outro experimento (ES6) foi realizado entdo suplementando o meio de cultivo com o0s

aminoéacidos consumidos mais de 90% ( GIn, Pro e Cys).

Ja em ES7 utilizou-se meio de cultura MQY'S sendo antes necessario fazer uma
adaptacdo do hibridoma ED9 a este meio em concentragdes crescentes, da mesma forma
como foi feito com a linhagem ED7. A Figura 5.6 mostra 0 comportamento da viabilidade

celular durante o processo de adaptacéo.
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Figura 5.6: Comportamento do hibridoma ED9 ao ser adaptado a concentragdes crescentes do meio
de cultura MQYS.

SO apds a adaptacdo foi realizado o experimento ES7 para a avaliacdo do
comportamento do hibridoma ED9 no meio de cultivo MQYS. A Figura 5.7 mostra 0s
resultados dos dois experimentos com o hibridoma ED9; no ES6 com o meio RPMIS e no
ES7 com 0 MQYS. Nessa figura sdo apresentados os dados de crescimento celular, bem como
a evolucdo de glicose, de aminoacidos mais consumidos e produzidos e a produgdo com o

meio RPMIS e com 0 meio MQYS com o hibridoma ED9 de anti-AB ao longo do cultivo.



S7

>

=)
=

-]
=

—0— GIn
0,12 I Ala

Met 7
6 —&— Cys

4
@

1
Concentragiio de Gln/ Ala (mM)
=
|
=
=
Concentragiio de Met/ Cys (mM)

——GIn 0. 10
Ala
Met
fal —&— Cys

0,06
L —0.04

—0.08

=
1

)
I

Concentragio de Gln/ Ala (mM)
Concentragiio de Mt/ Cys (mM)

i

204

Concentragiio de Aménia (mM)

Congentragio de Amdnia (mM)

2
—o— Glicose
—a— Lactato
—+%— Amonia
0 0-— T T T T 0

—o— Glicose
—&— Lactato
—+%— Aménia

Concentragio de Glicose / Lactate (mM)

=) =
1 L 1 L
L \

Concentragio de Glicose / Lactato (mM)

3100 100
—' 1.8 - 154 18
= g —— Células totais e -
~ ] 416 — = o Cd Lo 1187,
= 129 —o— células totais 80 T 8 14 a C;nl;l.;sd\;a\ms 5
- —o— Celulas vigveis — {14 7 = Viabilidade =4 2
= o e = — —&— AM = =
- £~ Viabilidade S = = 42 o
=10 0o 12 = = 0212 =
] b =} 2 =
£ K] = | ©
= < J10 =% = 1.0 g,qﬂ‘ﬁ
3 = >3 = .
S 0.8+ = @ s
2 s 2 2] 08
4 2 J08 z 440 i
z§ w0 8 g 0o = E’
Eos- Tos E’ £ 0 B
5 = S 06 S
D =4 . 2
2 d20  Joa & £ J20 fos 8
504+ S O g4l
Jo2 @ ' 02
0.2+ - T T T T T T T 0 -0.0 0.2 — T T T T 0 400
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 5.7: Resultados de crescimento celular, glicose, aminoacidos mais consumidos e produzidos e
concentracdo de anticorpo monoclonal dos experimentos feitos em spinner de 500ml com volume de
trabalho de 200mL, a temperatura de 37°C, agitacdo 75rpm. A) ES6 com meio de cultura RPMIS
suplementado com 2,575 mg/L de Pro, 7,7 mg/L de Cys e 15 mg/L de GIn e B) ES7 com meio de
cultura MQYS.

Os valores de velocidade especifica maxima de crescimento celular obtidos
foram de 0,0272 + 0,0014 h™ para ES6, enquanto que para o ensaio ES7 foi de 0,0412 +
0,0024 h™* e com viabilidades préximas de 100 %. No experimento ES6 a concentracio
méxima de células viaveis foi de 0,98x10° células.mL™, menor que o do ES7 que atingiu
1,50x10° células.mL™. No ES6 o crescimento foi interrompido devido & escassez da Cys a
partir das 60 horas de cultivo. Neste caso a taxa de conversdo de Met para Cys ndo foi
suficiente para compensar o alto consumo de Cys para exercer suas duas funcdes principais na
célula, sintese de biomassa e de proteina livre. No caso do ES7, com um meio melhor

balanceado, a fase exponencial foi interrompida as 55 horas de cultivo, devido a limitagdo de
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GlIn que apresentava niveis bem baixos, de aproximadamente 0,7 mM. Com o hibridoma ED9
ndo houve aumento da taxa de consumo de glicose que se observou com o ED7 ao comecar a

limitacdo por GlIn.

O hibridoma ED9 também mostrou um aumento inicial da concentracdo de Gln
no experimento ES6 atribuido a liberagdo gradual da Gln pelo GlutaMAX™, De forma
semelhante ao ED7, o ED9 apresentou um actimulo acentuado de Ala no meio de cultura
como produto da liberacdo pelo GlutaMAX™ e da sintese pela propria célula. O outro
aminoacido bastante produzido pelo hibridoma ED9 foi o Glu, assemelhando-se também ao

perfil de producéo de amino&cidos do hibridoma KB-26.5 (Sanfeliu et al, 1996).

As concentra¢fes maximas de ion amonio ultrapassaram nos dois experimentos
valores de 5mM que sdo considerados inibitorios de crescimento celular (Newland et al,
1994). No ES6 isto aconteceu com concentragdes maiores que o0 ES7, podendo ter causado em
ambos experimentos inibicdo do crescimento celular antes da GlIn atingir o valor de 1 mM
apontado como estequiometricamente limitante (Jeong e Wang, 1995). As concentracOes
méaximas de lactato atingidas, 30 mM no ES6 e 22 mM no ES7, ndo devem ter afetado o
crescimento celular uma vez que ficaram distante do valor de 40 mM reconhecido como
inibitorio (Ozturk et al, 1992) em condig¢des de pH controlado através do CO, da incubadora
na faixade 7.2 - 7.4.

No que se refere a producgdo de anticorpo monoclonal, pode-se observar que a
producdo de anti-AB acompanha o crescimento celular nos dois experimentos, tendo seu valor
méaximo de produtividade de 0,008 mg/L.h em ES6 e 0,030 mg/L.h em ES7. Como a
producdo de anticorpo monoclonal foi 5 vezes maior em ES7 com relacdo ao ES6, realizou-se

um experimento em biorreator, utilizando-se meio de cultivo MQYS.

5.5 Cultivo em batelada da linhagem ED9 em biorreator

Realizou-se um cultivo em biorreator tipo tanque agitado (EB8) com o meio
MQYS. Na Figura 5.8 séo apresentados os resultados obtidos. O crescimento celular foi 33 %
maior que no frasco spinner no ES7, uma vez que se atingiu uma concentracdo celular de
2,00x10° células viaveis/mL. A velocidade especifica maxima de crescimento celular foi de
Hmax = 0,0373 +0,0019 h.
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Nota-se pela Figura 5.8 que a partir das 57 horas de cultivo, a viabilidade caiu
drasticamente. A morte celular que se observa coincide com o esgotamento da Gln, como ja
apontado, um aminoacido de crucial importancia para o crescimento celular. O consumo de
glicose se manteve baixo, tendo sobrado uma quantidade substancial deste substrato no final
do experimento. A producdo de lactato pela linhagem ED9 em meio MQYS, a semelhanca do
cultivo em frasco spinner, ndo deve ter afetado o crescimento celular, ja que a concentracéo

ndo atingiu valor considerado inibitério (40 mM).
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Figura 5.8: Resultados de crescimento celular, glicose e aminodcidos mais consumidos e produzidos e
concentracdo de anticorpo monoclonal anti-AB no experimento EBS8, cultivo em biorreator de 2L com
volume de trabalho de 650 ml, a 37°C, agitacdo de 80 rpm, meio MQYS, controlado em pH 7,2 e
oxigénio dissolvido controlado em 40% da saturagdo com ar
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A producdo de anti-AB pelo hibridoma ED9 acompanhou o crescimento
celular, tendo atingido seu valor maximo de produtividade 0,040 mg/L.h. A partir de entdo, a
concentracdo do anticorpo comecou a decair, possivelmente como consequéncia da acdo de
proteases liberadas pela lise celular. Apesar da suplementacdo de aminoacidos houve
esgotamento de GlIn as 70 horas de cultivo, dando origem a interrup¢do do crescimento celular
e da producéo de anticorpo monoclonal anti-AB. Os outros aminoécidos ndo atingiram niveis

limitantes, evidenciando um meio de cultura melhor balanceado que o RPMIS.

O valor obtido para a velocidade especifica maxima de crescimento celular foi
de pmax = 0,0373 + 0,0019 h™. A concentracdo maxima de células viaveis chegou a 33%
maior que o cultivo no spinner (ES7). O instante em que a concentracdo de células viaveis
comeca a decair, coincide com valores de concentracdo de glutamina causadores de morte

celular (< 1 mM) apontados por Jeong e Wang (1995).

A Tabela 5.3 apresenta um resumo dos valores de pmax, concentragdo maxima

de células viaveis (Xmsx) € produtividade encontrados nos experimentos para a linhagem ED9.

Tabela 5.3: Valores de pmsx, concentracdo méaxima de células viaveis e produtividade
encontrados nos experimentos ES6, ES7 e EBS.

Experimentos Hmax () Xmax (cel/m/l) Produtividade (mg/L.h)
ES6 0,0272 + 0,0014 0,98 x 10° 0,008
ES7 0,0412 + 0,0024 1,50 x 10° 0,030
EBS 0,0373 + 0,0019 2,00 x 10° 0,040

5.6 Testes de hemaglutinagéo

Para determinar se o anticorpo produzido continuava com sua especificidade e
seletividade, foi realizado no laboratério do hemocentro da Faculdade de Medicina de
Botucatu o teste de hemaglutinacdo com a determinacdo do titulo das imunoglobulinas em

amostras retiradas dos experimentos.

Para a linhagem ED7, os resultados mostraram que independente do meio de
cultura utilizado, os anticorpos produzidos estdo ativos e mantinham sua especificidade com o
antigeno eritrocitario testado. Os testes de hemaglutinacdo tiveram valores de +3 e +4 e 0
titulo obtido foi de 1:32. O titulo foi mantido mesmo depois das amostras ficarem congeladas

por mais de 3 meses.
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Para a linhagem ED9, os anticorpos analisados também estavam ativos e
mantendo sua especificidade contra os antigenos eritrocitrarios, com valores de
hemaglutinacdo 4+. O titulo obtido foi de 1:32.

5.7 Cultivo em batelada da linhagem TAN em spinner

As células foram descongeladas e ativadas em meio RPMIS suplementado com
20% v/v de SFB. Apds o descongelamento, visualmente as células apresentavam-se normais e
sem contaminagoes.

Depois de um periodo de 48h, retirava-se a primeira amostra para conferir
guantidade, viabilidade e dar manutencdo na cultura. A primeira contagem apresentava-se
normal, com viabilidades proximas a 95%. Mas nas proximas amostras retiradas, observava-
se que ndo havia crescimento celular e a viabilidade diminuia com o tempo. A Figura 5.9

apresenta uma das diversas tentativas de ativacao da linhagem TAN em frasco T.

Foram realizadas tentativas de suplementar o meio de cultivo com glutamina e
glicose, sem sucesso.

Também realizou-se o descongelamento da linhagem utilizando meio RPMI
com 90% de SFB, mas as células ndo conseguiam se manter. O uso de outros meios de cultura

também nao foi eficiente para se conseguir um crescimento da cultura.
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Figura 5.9: Resultados de concentracdo celular total e vidvel e viabilidade para a ativacdo apos

descongelamento da linhagem TAN em meio de cultura RPMI com adicéo de 20% de SFB em cultura
em frasco T.
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5.8 Sobre a producéo de anticorpos monoclonais pelos hibridomas

Fazendo um resumo dos resultados de producdo de AMs pelos hibridomas ED7
e ED9 nos 6 experimentos realizados pode-se perceber através da Figura 5.10 que os dois
experimentos em biorreator permitiram a obtencdo dos maiores valores de concentragéo e
produtividade de anti-A pelo hibridoma ED7 e anti-AB pelo hibridoma ED9. Podem-se
apontar como fatores mais determinantes na obtencdo desse resultado a suplementagédo
nutricional e as condi¢des de processamento mais controladas, especialmente pH e oxigénio
dissolvido. O aumento da produtividade de anti-A no biorreator com relacéo ao spinner foi de
2,4 vezes. No caso do anti-AB esse aumento foi de 5 vezes com relagdo ao ES6 e 1,3 vezes

maior que ES7.
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Figura 5.10: Resultados de producdo de anticorpos monoclonais produzidos nos 6 experimentos de
cultivo realizados neste trabalho com os meios de cultivo suplementados RPMIS e MQYS. A) AM
anti-A produzido pelo hibridoma ED7 e B) AM anti-AB produzido pelo hibridoma ED9.
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5.9 Analise geral dos resultados deste trabalho

Fazendo uma andlise geral dos resultados pode-se dizer que os hibridomas
utilizados no presente estudo e num estudo precedente (Ferreira, 2007), a longo de quase 6
anos se mostraram bastante estaveis, com pouca variacdo no crescimento e no metabolismo
no meio RPMIS. A terceira linhagem de hibridoma estudada, produtora de anti-AB, foi
descartada por causa da instabilidade apresentada depois de 3 anos de ter iniciado este
trabalho devido a perda de capacidade de crescimento no mesmo meio de cultivo como foi

mostrado no item 5.7.

Os resultados obtidos neste trabalho com os hibridomas ED7 e ED9 permitem
perceber que a estratégia de balanceamento nutricional dos meios de cultura, pode levar a uma
melhora dos cultivos em batelada no que diz respeito a capacidade de crescimento das células
e a sintese dos anticorpos anti-A e anti-AB. Porém, é importante lembrar que o aumento da
concentracdo de GIn em presenca de altas concentracGes de glicose, acabam causando
desregulacdo do metabolismo de células de mamiferos (Gddia e Cairo, 2006), como ja
comprovado por varios pesquisadores (Miller et al, 1988; Glacken et al, 1986; Butler e Spier,
1984; Jeong e Wang, 1995). Essa desregulacdo € caracterizada por uma exagerada producao

de lactato e amonio em adi¢do a um ineficiente uso dessas fontes de carbono e energia.

Uma solucéo conveniente a ser adotada para amenizar esse problema com ED7
e ED9 serd mediante o uso da forma de cultivo em biorreator de batelada alimentada. Neste
sistema o0s nutrientes limitantes como Gln e a glicose serdo adicionadas de forma modulada
durante o curso do cultivo para manter suas concentracdes baixas e, por consequéncia, um
metabolismo eficiente com alto rendimento celular, baixa producdo de metabdlitos tdxicos

(lactato e amodnia) e maior concentragdo de anticorpo monoclonal.

Finalmente, uma continuacdo do estudo aqui iniciado devera passar pela
avaliacdo de meios de cultura livres de soro, ndo sé para verificar se a relacdo custo—beneficio
dos dois hibridomas € suficientemente atrativa, como também para poder contar com a
anuéncia de orgdos reguladores para licenciar o uso de uma tecnologia de producdo mais
confidvel em termos de biosseguranca. Testes preliminares realizados em nossos laboratorios
com o meio BD-Serum Free mostraram uma adaptacdo bastante dificil dos hibridomas.

Estudos mais aprofundados serdo necessarios para se obter resultados mais conclusivos.
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6 CONCLUSOES

1. As duas linhagens de hibridomas ED7 e ED9 se mostraram bastante estaveis no que se
refere as caracteristicas metabolicas e de crescimento celular ao longo da execucdo da
pesquisa. Por outro lado, a linhagem TAN perdeu totalmente sua capacidade de
crescimento ap6s 3 anos de armazenamento em nitrogénio liquido, fato que impossibilitou
uma andlise mais completa de seu potencial para producdo de AM como foi feita para as

outras duas linhagens.

2. De forma geral os resultados obtidos mostram que os meios basicos RPMIS e MQYS,
ambos contendo 10% v/v de soro fetal bovino, precisam de suplementagéo de alguns
aminoacidos para atender as demandas nutricionais dos dois hibridomas de forma mais
balanceada. O meio MQYS precisou de menor suplementacdo por ser um meio desenhado

com uma formulagdo mais especifica para hibridomas.

3. Para a linhagem ED7, o cultivo em frasco spinner apresentou uma produtividade 12%
maior de anti-A utilizando o meio MQY'S se comparado ao meio RPMIS, apesar de ter
atingido 14% a menos de células viaveis. Por outro lado, o cultivo numa escala maior em
biorreator, com as condic¢des de cultivo melhor controladas, alcangou-se uma produtividade

2,4 vezes maior que o cultivo em spinner utilizando o meio RPMIS.

4. J& para a linhagem ED9, o uso do meio MQYS possibilitou uma concentracdo de células
viaveis 50% maior e uma produtividade de anti-AB 5 vezes maior que a do RPMIS em
cultivos em frascos spinner. Para o cultivo em biorreator utilizando o meio MQY'S, obteve-
se 33% mais células viaveis e uma produtividade de anti-AB 1,3 vezes maior que no frasco

spinner.

5. As suplementagdes com aminoacidos, apesar de terem mostrado melhoras no crescimento
celular e na produgdo de AMs nos cultivos em batelada analisados nesta pesquisa,
colocaram em evidéncia uma limitacdo desse sistema de cultivo, a qual tem sido bastante

debatida na bibliografia especializada sobre tecnologia de cultivo de hibridomas. Essa
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limitacdo, caracterizada pela desregulagdo do metabolismo dos hibridomas quando em
presenca de altas concentragdes de glicose e glutamina se reflete em baixo crescimento e

baixa sintese de AM, devera ser contornada num sistema de cultivo de batelada alimentada.

6. Ambas linhagens de hibridomas, ED7 e ED9, produziram anticorpos ativos sem perder a

especificidade a seus respectivos antigenos.
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7 RECOMENDAGCOES PARA FUTUROS TRABALHOS

1. Testar a adaptacdo dos hibridomas ED7 e ED9 a meios livres de soro e de componente
animal visando maior crescimento celular, maior producdo de Mas e maior aceitabilidade

dos orgéos reguladores.

2. Desenvolver estratégias de cultivo em biorreator de tanque agitado funcionando em regime

de batelada alimentada e posteriormente em sistemas de perfusao.
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ANEXO A

Tabelas A.1 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, pH,
carboidratos e aminoacidos do experimento ES1 produzido com a linhagem ED7 183 A12 em
frasco spinner de 500mL com volume de trabalho de 200mL a temperatura de 37°C, agitacéo
de 75 rpm, meio de cultura RPMIS. Adaptado de Ferreira, 2007.

A — Crescimento celular

Tempo Células Totais Viabilidade pH
(horas) (Cel/mL) (%)
0 2,59E+05 91,13 7,36
8 3,66E+05 92,21 7,25
16 4,91E+05 93,20 7,23
24 7,58E+05 92,74 7,05
32 1,03E+06 93,72 7,18
40 1,31E+06 92,14 6,70
48 1,83E+06 89,67 6,50
56 2,05E+06 81,52 6,59
64 2,35E+06 69,79 6,47
80 1,90E+06 37,63 6,28
88 2,10E+06 23,35 6,45
104 1,95E+06 0,19 6,84

B — Consumo/Producdo de aminodcidos e carboidratos
Tempo | Glin Ala Met Cys Glu | Glicose | Lactato | Amdnia
(horas) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
0 5624 | 0,469 | 0,298 | 0,064 | 0,197 | 29,31 2,97 7,37
8 5051 | 0,785 | 0,302 | 0,064 | 0,265 | 28,25 5,23 7,51
16 4,126 | 1,149 | 0,289 | 0,065 | 0,318 26,2 8,8 7,76
24 3,297 | 1512 | 0,242 | 0,059 | 0,367 | 24,07 12,7 8
32 2,665 | 2,041 | 0,188 | 0,052 0,44 20,68 | 18,33 8,43
40 2,263 2,78 0,242 | 0,047 | 0541 | 16,89 | 24,62 8,62
48 1814 | 3,278 | 0,154 | 0,034 | 0,593 | 13,93 27,3 9,02
56 1,301 | 3,919 | 0,136 | 0,028 | 0,634 | 11,57 | 27,82 9,36
64 1,047 | 4,144 | 0,111 0,23 0,684 9,31 27,6 9,79
80 0,542 | 4,299 | 0,091 | 0,021 | 0,735 4,8 26,27 | 10,79
88 0,412 | 4,464 | 0,086 | 0,018 | 0,777 2,05 25,75 | 11,28
104 0,263 | 4,271 | 0,089 0,02 0,777 0,95 22,42 | 12,15
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Tabelas A.2 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, pH, AM,
carboidratos e aminoacidos do experimento ES2 produzido em frasco spinner de 500mL com
volume de trabalho de 200mL a temperatura de 37°C, agitacdo de 75 rpm, meio de cultura
RPMIS suplementado com Ser, Met, Cys, Lys, GIn.

A — Crescimento celular e produgdo de AM anti-A

Tempo Células Totais Viabilidade pH AM
(horas) (Cel/mL) (%) (mg/L)
0 2,06E+05 97,00 7,45 0,021
9,75 3,02E+05 99,07 7,38 --
18,75 4,29E+05 96,60 7,38 0,30
26,50 4,75E+05 98,42 7,30 --
34,00 6,88E+05 95,93 7,60 0,61
51,00 1,15E+06 95,56 7,20 1,30
58,00 1,34E+06 95,24 7,10 --
67,50 1,69E+06 93,13 7,20 2,03
74,50 2,02E+06 92,38 7,15 --
82,00 2,27TE+06 88,39 7,10 2,09
91,25 1,85E+06 51,45 7,20 --
98,00 1,40E+06 25,91 7,30 1,55
B — Consumo/Producao de aminoacidos e carboidratos
Tempo | Gln Ala Met Cys Glu | Glicose | Lactato | Amonia
(horas) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mMM)
0 1,40 0,31 0,15 0,10 0,13 26,94 2,05 3,96
9,75 1,59 0,99 0,13 0,10 0,18 27,22 3,61 3,16
18,75 2,20 2,05 0,14 0,12 0,28 27,78 577 4,09
26,50 2,50 2,90 0,12 0,09 0,41 25,28 7,22 3,33
34,00 2,77 3,95 0,12 0,08 0,39 25,00 9,44 3,72
42,75 2,75 4,15 0,10 0,07 0,31 23,61 | 12,62 3,81
51,00 2,25 4,68 0,08 0,06 0,52 20,56 | 17,95 3,81
58,00 1,75 4,61 0,06 0,05 0,54 16,67 | 18,77 4,72
67,50 1,27 5,50 0,04 0,04 0,56 17,78 | 26,78 4,96
74,50 0,66 4,62 0,02 0,02 0,53 15,56 | 26,30 5,49
82,00 0,38 5,49 0,01 0,01 0,66 15,28 | 31,36 5,84
91,25 0,11 5,69 0,01 0,00 0,80 12,78 | 28,31 --
98,00 0,08 5,89 0,01 0,00 0,76 13,06 | 29,42 5,36




79

Tabelas A.3 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, AM,
carboidratos e aminoécidos do experimento ES3 produzido com a linhagem ED7 183 A12 em
frasco spinner de 500mL com volume de trabalho de 200mL a temperatura de 37°C, agitacédo
de 75 rpm, meio de cultura MQYS.

A — Crescimento celular e produgdo de AM anti-A

Tempo Células Totais Viabilidade pH AM
(horas) (Cel/mL) (%) (mg/L)
0 2,25E+05 97,77 7,37 0,054
8,50 2,74E+05 98,47 - -
20,50 3,92E+05 97,70 7,17 0,25
31,75 5,35E+05 98,60 7,15 0,42
44,00 8,23E+05 98,27 7,12 0,63
52,50 1,19E+06 98,95 7,10 0,85
67,50 1,59E+06 94,01 7,05 1,33
76,50 1,95E+06 90,21 7,00 2,11
92,00 2,16E+06 54,68 7,05 --
118,50 1,54E+06 37,78 7,00 2,30
B — Consumo/Producao de aminoacidos e carboidratos
Tempo Gln Ala Met Cys Glu Glicose | Lactato | Amodnio
(s) (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
0 5,90 1,00 1,42 0,28 0,58 40,83 3,85 3,29
20,50 4,60 0,32 -- 0,20 0,36 40,00 6,06 --
31,75 4,62 0,68 1,28 0,26 0,54 37,50 9,91 5,39
44,00 4,16 1,14 1,24 0,26 0,62 37,78 13,77 5,86
52,50 3,24 1,42 1,20 0,26 0,58 34,17 15,42 5,12
67,50 1,80 1,86 1,02 0,20 0,52 32,78 16,52 --
76,50 1,56 2,44 1,10 0,24 0,62 32,22 17,62 6,69
92,00 0,52 2,76 1,02 0,22 0,54 26,11 15,97 8,05
118,50 0,00 3,30 1,02 0,20 0,66 0,00 11,56 5,17
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Tabelas A.4 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, AM,
carboidratos e aminoacidos do experimento EB4 produzido com a linhagem ED7 183 A12 em
biorreator de 2L com volume de trabalho de 850 mL a 37°C, agitacdo de 100 rpm, meio de
cultura RPMIS, oxigénio dissolvido em 40% da saturagdo com ar, suplementado com 3,525
mg/L de Ser, 2,255 mg/L de Met, 7,700 mg/L de Cys, 3,812 mg/L de Lys, 15 mg/L de GIn.

Crescimento celular e producdo de AM anti-A

Tempo Células Totais Viabilidade 1gG
(horas) (Cel/mL) (%) (mg/L)
0 2,06E+05 98,78 0,15
6,25 3,08E+05 99,49 --
14,75 3,73E+05 99,61 1,40
21,75 4,95E+05 98,14 --
29,50 5,87E+05 97,82 2,28
39,25 8,21E+05 97,44 2,66
45,75 1,17E+06 97,65 3,39
53,50 1,41E+06 96,28 4,06
63,25 1,64E+06 94,86 --
71,75 2,03E+06 93,10 4,39
87,00 2,15E+06 48,53 4,34
94,00 2,41E+06 29,95 3,51
112,50 1,67E+06 10,61 1,43
Consumo/Produgdo de amino&cidos e carboidratos
Tempo | Gln Ala Met Cys Glu | Glicose | Lactato | Aménio
(horas) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
0 2,32 0,28 0,14 0,06 0,20 42,50 1,67 3,49
6,25 2,36 0,57 0,14 0,05 0,35 40,00 2,78 3,23
14,75 2,04 0,84 0,12 0,02 0,50 40,83 5,00 3,83
21,75 2,08 1,30 0,12 0,01 0,71 38,89 7,22 4,55
29,50 1,81 1,73 0,10 0,01 0,88 38,33 9,99 3,40
39,25 1,81 1,73 0,10 0,01 1,29 37,78 | 13,32 5,46
45,75 1,92 3,67 0,08 0,01 1,65 30,83 | 1554 5,46
63,25 0,25 4,54 0,04 0,01 2,36 26,67 | 24,42 6,61
71,75 0,00 4,49 0,02 0,01 2,30 24,44 | 27,20 7,20
87,00 0,00 4,98 0,02 0,01 2,38 23,89 | 27,20 6,91
94,00 0,00 4,99 0,02 0,01 2,42 22,50 | 25,53 5,97
112,50 | 0,00 5,18 0,02 0,01 2,52 24,17 | 27,75 7,17
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Tabelas A5 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, 1gG,
carboidratos e aminoécidos do experimento ES5 produzido com a linhagem ED9 355 A18 em
frasco spinner de 500mL com volume de trabalho de 200mL a temperatura de 37°C, agitacdo
de 75 rpm, meio de cultura RPMIS.

A — Crescimento celular e producdo de AM anti-AB

Tempo Células Totais Viabilidade pH
(horas) (Cel/mL) (%)
0 1,96E+05 99,36 7,53
8,50 2,56E+05 97,89 7,38
17,50 2,87E+05 97,70 7,43
23,50 2,78E+05 97,41 7,45
33,50 3,56E+05 99,04 7,43
46,75 4,70E+05 98,39 7,42
56,75 7,53E+05 96,97 7,35
63,50 8,24E+05 97,42 7,43
71,75 9,08E+05 95,13 7,31
80,50 9,54E+05 88,03 7,16
105,25 1,14E+06 74,31 6,95
113,50 1,13E+06 56,00 6,97
128,75 1,06E+06 29,04 6,90

B — Consumo/Producédo de aminoacidos e carboidratos

Tempo Gln Ala Met Cys Pro Glicose | Lactato | AmoOnio
(horas) | (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
0 1,31 0,29 0,09 0,03 2,57 35,69 1,38 4,65

17,50 2,05 1,69 0,09 0,03 1,93 37,64 2,75 4,23

23,50 2,15 2,17 0,10 0,02 1,71 35,42 3,30 3,69

33,50 2,94 3,20 0,10 0,03 1,45 36,53 4,41 3,98

46,75 3,04 4,01 0,08 0,01 0,85 35,56 6,33 4,30

56,75 3,50 5,32 0,09 0,01 0,55 34,17 9,09 4,98

63,50 2,83 5,28 0,07 0,02 0,37 31,25 10,46 3,97

71,75 3,09 5,96 0,07 0,02 0,37 30,83 13,49 5,31

80,50 2,76 6,24 0,06 0,02 0,38 29,72 15,97 5,78

95,00 2,30 6,50 0,06 0,02 0,41 30,42 21,20 6,10

105,25 1,58 5,88 0,04 0,01 0,38 27,50 21,75 6,45

113,50 1,75 7,39 0,05 0,02 0,50 24,44 20,37 6,83

128,75 1,40 7,36 0,04 0,01 0,53 22,92 16,80 6,88
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Tabelas A.6 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, 1gG,
carboidratos e aminodcidos do experimento ES6 produzido com a linhagem ED9 355 A18
em frasco spinner de 500mL com volume de trabalho de 200mL a temperatura de 37°C,
agitacdo de 75 rpm, meio de cultura RPMIS suplementado com 2,575 mg/L Pro, 7,7 mg/L de
Cys, 15 mg/L de GlIn.

A — Crescimento celular e producdo de AM anti-AB

Tempo Células Totais Viabilidade pH AM
(horas) (Cel/mL) (%) (mg/L)
0 2,06E+05 98,18 7,52 0,52
6,50 2,55E+05 97,95 7,30 -
19,50 2,75E+05 98,18 7,29 0,30
26,25 3,48E+05 98,73 7,33 -
33,50 4,37E+05 99,22 7,38 0,33
43,00 5,26E+05 98,29 7,27 -
53,50 7,15E+05 97,90 7,30 0,48
67,50 8,36E+05 95,80 7,24 0,49
74,50 9,59E+05 94,16 7,24 0,52
91,50 1,08E+06 90,70 7,10 0,61
102,50 1,16E+06 84,11 7,28 0,69
117,50 1,26E+06 73,83 6,90 -
125,00 1,26E+06 64,95 6,95 0,56
142,50 1,23E+06 25,05 6,85 0,60

B — Consumo/Producédo de aminoacidos e carboidratos

Tempo Gln Ala Met Cys Pro Glicose | Lactato | Amonio
(horas) | (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
0 2,09 0,27 0,11 0,05 2,37 27,22 0,58 2,71

19,50 3,15 1,83 0,13 0,04 1,75 30,42 3,11 4,23

33,50 3,28 2,56 0,09 0,01 1,06 33,00 7,43 --

53,50 4,22 4,54 0,10 0,00 0,36 35,42 10,19 4,30

74,50 3,05 5,27 0,06 0,00 0,37 32,22 15,22 4,92

91,50 2,12 6,16 0,05 0,00 0,44 33,33 | 22,59 5,85

102,50 | 1,36 6,20 0,03 0,00 0,51 26,33 | 22,51 6,27

125,00 | 0,29 6,87 0,02 0,00 0,57 29,58 34,69 7,29

142,50 | 0,00 7,63 0,02 0,00 0,80 21,11 28,14 6,25
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Tabelas A.7 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, 1gG,
carboidratos e aminoécidos do experimento ES7 produzido com a linhagem ED9 355 A18 em
frasco spinner de 500mL com volume de trabalho de 200mL a temperatura de 37°C, agitacédo
de 75 rpm, meio de cultura MQYS.

A — Crescimento celular e producdo de AM anti-AB

Tempo Células Totais Viabilidade pH AM
(horas) (Cel/mL) (%) (mg/L)
0 2,12E+05 99,34 7,42 0,051
11,50 4,09E+05 98,69 7,21 --
21,50 6,14E+05 99,84 7,17 0,33
30,00 8,25E+05 99,54 7,12 0,67
37,00 1,12E+06 99,62 7,10 0,76
45,50 1,40E+06 97,06 7,12 1,37
54,50 1,57E+06 95,67 7,12 1,37
60,00 1,42E+06 86,97 7,05 1,50
79,00 1,42E+06 32,04 6,89 --
96,00 1,40E+06 17,43 6,87 0,91
B — Consumo/Producao de aminoacidos e carboidratos
Tempo Gln Ala Met Cys Pro Glicose | Lactato | Amonio
(horas) | (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
0 4,14 0,29 0,50 0,30 0,82 31,39 2,75 5,27
11,50 4,72 0,72 0,53 0,33 0,87 31,94 4,96 5,05
21,50 -- 0,65 -- -- -- 29,44 7,71 5,01
30,00 2,98 1,78 0,54 0,36 0,89 29,72 | 11,01 5,15
37,00 2,64 2,12 0,48 0,35 0,80 28,06 | 14,87 5,39
45,50 1,52 2,88 0,49 0,36 0,83 26,11 19,27 6,28
54,50 0,66 3,54 0,46 0,37 0,86 26,67 | 21,48 5,88
60,00 0,81 3,21 0,44 0,33 0,78 25,00 20,37 --
68,00 0,47 3,63 0,45 0,34 0,82 21,67 | 16,52 5,91
96,00 0,30 3,89 0,44 0,33 0,84 24,17 22,03 5,67
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Tabelas A8 A e B: Valores experimentais de concentracdo celular, viabilidade, 1gG,
carboidratos e aminoacidos do experimento EB8 produzido com a linhagem ED9 355 A18 em
biorreator de 2L com volume de trabalho de 650 mL a 37°C, agitacdo de 80 rpm, meio de

cultura MQY'S, oxigénio dissolvido em 40% da saturacdo com ar.

A — Crescimento celular e producdo de AM

Tempo Células Totais Viabilidade pH AM
(horas) (Cel/mL) (%) (mg/L)
0 2,30E+05 98,17 7,31 0,033
8,00 3,97E+05 99,04 7,45 --
16,00 5,47E+05 99,05 7,07 0,38
23,00 6,88E+05 99,70 7,29 0,68
32,00 9,48E+05 98,69 7,23 1,28
39,50 1,25E+06 97,80 7,15 1,42
48,00 1,60E+06 97,66 6,95 1,64
56,50 2,09E+06 95,46 7,10 2,09
63,00 2,05E+06 85,43 7,07 2,36
70,50 2,18E+06 75,24 7,00 2,05
81,50 2,28E+06 57,77 7,00 2,26
87,50 2,16E+06 44,27 7,00 --
105,00 2,00E+06 16,04 7,00 1,16
B — Consumo/Producédo de aminoacidos e carboidratos
Tempo Gln Ala Met Cys Pro Glicose | Lactato | Amonio
(horas) | (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
0 12,06 0,92 1,28 0,56 2,44 24,17 2,53 4,00
8,00 9,79 1,36 1,02 0,49 1,98 24,33 3,74 4,50
16,00 12,27 2,59 1,42 0,70 2,65 24,22 5,07 5,07
23,00 9,51 3,26 1,22 0,53 2,53 25,67 7,27 5,64
32,00 8,19 5,15 1,15 0,52 2,33 22,00 10,13 6,78
39,50 5,63 6,59 1,09 0,54 2,41 19,67 | 13,88 7,85
48,00 3,61 8,64 0,97 0,55 2,25 18,11 16,41 8,57
56,50 1,62 12,46 1,07 0,63 2,85 17,33 18,17 9,99
63,00 0,52 11,07 0,91 0,54 2,65 16,28 | 19,05 9,99
70,50 0,00 11,37 0,79 0,45 2,47 16,22 20,70 9,99
81,50 0,00 13,11 0,86 0,48 2,77 15,72 | 21,37 10,71
105,00 0,00 14,46 0,92 0,51 2,99 15,56 21,81 10,71




