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RESUMO

Desintegrinas sdo proteinas presentes no veneno de serpentes que tém
despertado interesse da indudstria farmac€utica por sua capacidade de impedir a
progressdo de células cancerigenas. Uma proteina-chave receptora chamada
integrina direciona a formagao de novos vasos sangiiineos instruindo as células do
tumor a crescerem e se espalharem. A desintegrina atua como um inibidor que
bloqueia essa interacdo. Para que quantidades substanciais de desintegrina possam
ser produzidas em escala industrial, realizou-se a expressdao da mesma em células
CHO-K1, produzidas por clonagem do ADN caracteristico retirado das glandulas
produtoras do veneno da serpente Agkistrodon contortrix laticinctus.
Normalmente as células CHO-K1 sdo cultivadas em meio contendo soro fetal
bovino. No entanto, a presenga do mesmo no meio de cultivo dificulta as etapas
de deteccdo, extracdo e purificacdo da proteina de interesse. O objetivo deste
trabalho foi estudar o crescimento de células CHO-K1 e a producdo da
desintegrina em meio livre de soro, assim como desenvolver uma metodologia
para a deteccdo e quantificacdo da desintegrina presente no meio. Os cultivos
foram realizados em garrafas de cultura de 250m2, 75cm® e 150cm?® e
posteriormente em frasco spinner com um volume de 500mL, incubados em
estufa com uma quantidade de CO, controlada em 10% v/v, pH entre 7,0 a 7,4, a
uma temperatura de 37 °C em condicdes de agitacdo brandas. As células foram
cultivadas na presenca do microcarrregador sélido Pronectin F, que possibilita a
obtencdo de uma alta concentragdo de células. Os meios de cultura DMEM e
CHO-S-SFM 1I foram utilizados nos cultivos por um processo de adaptacdo
gradual para um meio livre de soro, reduzindo-se a propor¢cao de meio com soro a
cada troca, até que fosse totalmente substituido para o meio livre de soro. As
c€lulas foram mantidas em meio 100% livre de soro durante 6 h com a retirada de
250 ml apés 3 h e o restante apds 6 h de cultivo. Para a detec¢do da desintegrina,
as amostras foram primeiramente filtradas em filtro Millipore e o filtrado
concentrado em ultrafiltro Amicon e centrifugadas em membranas Centriprep e
Centricon. A desintegrina, proteina de ~70KDa presente nas amostras tratadas, foi
detectada utilizando-se equipamento Bio Dot em membrana de nitrocelulose
incubada com anticorpos especificos. As amostras foram aplicadas em coluna de
troca i0nica e as fracdes obtidas aplicadas em membrana de nitrocelulose. Nos
cultivos realizados em meio livre de soro com o microcarregador Pronectin F foi
atingida uma concentracio celular méxima de 1,74.10° cel.ml”, a qual é
ligeiramente inferior ao valor alcancado nos cultivos em meio contendo soro
(2,7.10° cel.mL™). Entretanto no que se refere & formacdo do produto o resultado
na membrana de nitrocelulose evidencia a presenca da desintegrina no meio de
cultivo livre de soro. Cultivos realizados em meio suplementado com 1% v/v de
hemolinfa apresentaram concentracdo celular mixima de 2,6. 10° cel.mL™! em
frasco Spinner, com um volume de 200mL e utilizando microcarregador Citodex
1. O método de deteccdo desenvolvido foi efetivo na identificacdo da proteina de
interesse nas amostras retiradas do cultivo em meio contendo hemolinfa. Testes
preliminares demonstraram que a proteina pode estar degradando gradativamente
em meio de cultivo ou ficando retida na coluna de troca i6nica.



ABSTRACT

Disintegrins are proteins present in the poison of serpents that have been calling
the pharmaceutical industry attention due to their capacity to prevent the
progression of cancerous cells. A receiving key-protein called integrin addresses
the formation of new blood vessels instructing the tumor cells to increase and
spread. The disintegrin acts as an inhibitor that blocks this interaction. In order to
produce substantial amounts of disintegrin in industrial scale, its expression in
CHO-KI1 cells was carried out by cloning the characteristic DNA extracted from
the poison producing glands of the serpent Agkistrodon contortrix laticinctus.
Usually CHO-K1 cells are cultivated in medium containing bovine fetal serum.
However, its presence in the cultivation medium hinders the stages of detection,
extraction and purification of the protein of interest. The objective of this work
was to study the CHOZMD cell growth and the desintegrin production in serum
free medium, as well as to develope a methodology for the detection and
quantification of the disintegrin present in the medium. The cultivations were
carried in culture bottles of 25cm2, 75cm? and 150cm? and later in spinner flask
with a volume of 500mL, incubated with an amount of CO, controlled in 10%
v/v, pH between 7.0 to 7.4, a temperature of 37 °C, under agitation conditions.
The cells were cultivated in the presence of the microcarrrier Pronectin F which
enables the attainment of high cell concentration. The culture media DMEM and
CHO-S-SFM 1I were used in the cultivations by means of a gradual adaptation
process for a serum free medium, through the reduction of DMEM-+serum
proportion at each change, until that it was totally replaced by the serum free
medium. The cells were maintained in 100% serum free medium during 6h with
the withdrawal of 250 ml after 3 h and of the remaining volume after 6h of
cultivation. For the detection of the disintegrin, the samples were initially filtered
in Milipore filter, then concentrated in ultra filter Amicon and finally centrifuged
in membranes Centriprep and Centricon. The disintegrin, protein of ~70kDa,
present in the treated samples was detected using Bio Dot equipment with
nitrocelulose membrane incubated with specific antibodies. The samples were
applied in ion exchange column and the fractions obtained applied in nitrocelulose
membrane. In the cultivations carried out in serum free medium with the
microcarrier Pronectin F a maximum cell concentration of 1.74.10° cel.ml” was
reached, which is slightly inferior to the value reached in the cultivations in
medium containing serum (2.7.10° cel.mL"). However, concerning product
formation, the immunodetecion results revealed the presence of the disintegrin in
the cultivations carried out with serum free medium. Cultivations carried out in
spinner flask, with a volume of 200mL and using microcarrier Citodex 1 and
medium supplemented with 1% hemolymph (v/v) presented maximum cell
concentration of 2.6.10° cel.mL™. The detection method developed was effective
in the identification of the target protein in the samples from the cultivation
medium containing hemolymph. Preliminary tests demonstrated loss of protein
might be related to gradual degradation in cultivation medium or retention in ion
exchange column.
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1. INTRODUCAO

A producdo de proteinas para fins terapéuticos a partir de culturas de
células animais vem se tornando comercialmente interessante com O
desenvolvimento de tecnologia para expressao e purificagdo de proteinas em larga
escala. Além dos aspectos relacionados a producdo de proteinas, um considerdvel
esforco de pesquisa vem sendo feito para caracterizar a estrutura das mesmas, o
que possibilita a descoberta de novas estruturas e a utilizagdo deste conhecimento
para projetar drogas e desenvolver outras estratégias terapéuticas, como, por
exemplo, expressar apenas um dominio ativo de uma proteina.

A proteina a ser empregada em uma aplicacdo terapéutica pode ser obtida a
partir de sua fonte original ou a partir de organismos geneticamente modificados.
O aparecimento das chamadas “proteinas recombinantes” oferece novos meios
para o desenvolvimento de medicamentos contra doengas, entre elas o cancer.
Atualmente o cancer constitui a segunda causa morte por doenca no Brasil. Em
1994, as neoplasmas foram responsaveis por 10,8% dos 887.594 6bitos registrados
(INCA 2002). Dentre as varias estratégias que vém sendo investigadas para o
tratamento do cancer, destaca-se a possibilidade de minimizar a formacdo do
tumor por meio da redu¢do do suprimento de sangue que as células cancerigenas
necessitam para crescerem. Uma proteina-chave receptora chamada de integrina é
quem direciona a formagdo de novos vasos sangiiineos. Ligando-se a outras

proteinas, como a angiostatina e a endostatina, produzidas pelas células tumorais;
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a integrina modifica sua forma ao se ligar ao seu ligante, permitindo a ela enviar
sinais quimicos instruindo as células do tumor a crescerem e se espalharem
(SCIENCE EXPRESS, 2002).

Pelo conhecimento das interacdes moleculares entre esse receptor € seu
ligante, vem sendo estudada uma nova proteina denominada desintegrina, que
pode ser classificada como um inibidor que bloqueia essa interacdo e assim,
previne ou evita a progressao e a angiogenese do tumor que pode escapar para a
corrente sangiiinea e entrar em metdstase. Esta proteina apresenta a caracteristica
de atuar de forma a impedir a adesdao de uma célula a outra. No caso de interagir
com a integrina, a desintegrina atua na destruicdo dos componentes da matriz
extracelular. Por esse motivo a célula ndo se adere a nenhum outro componente da
matriz e, conseqiientemente nao se adere a outra célula, ndo podendo ligar-se,
evitando assim que ocorra a metastase IEMMA, 2002).

As desintegrinas inicialmente isoladas a partir de venenos de serpentes
serviram como matéria-prima para os estudos sobre suas propriedades
terapéuticas. No entanto, a producdo de desintegrina em larga escala se torna
economicamente mais promissora se a tecnologia de DNA recombinante for
empregada. Dentre os possiveis hospedeiros, a célula animal CHO-K1 (Chinese
Hamster Ovary) se destaca por ser capaz de realizar modificagdes traducionais,
além de apresentar outras caracteristicas interessantes, como um bom
desenvolvimento celular (BUTLER,1991; CARTWRIGHT, 1994; DOYLE e

GRIFFITHS, 1998). Além da modificacdo genética, sdo necessarios estudos sobre
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as condic¢des de cultivo das células CHO recombinantes (composicdo do meio de
cultivo, microcarregadores mais adequados, concentracdo de inoculo, etc) assim
como da efetiva capacidade das mesmas em expressar a proteina de interesse com
estrutura fisica e funcional idéntica a e encontrada na proteina extraida do veneno
de serpente.

Normalmente as células CHO-K1 sd@o cultivadas em meio contendo soro
fetal bovino, componente fundamental para o crescimento satisfatério de células
animais. No entanto, como o soro fetal bovino contém uma grande quantidade de
proteinas, a presenca do mesmo no meio de cultivo dificulta as etapas posteriores
de deteccdo, extracao e purificacdo da proteina de interesse. Com a inteng¢do de
minimizar a interferéncia dos componentes do meio de cultura na purificacdo da
proteina de interesse assim como reduzir seu custo de sua producao, estudos mais
recentes tém demonstrado que € possivel alcancar niveis satisfatorios de
crescimento celular empregando meios com baixo teor de proteinas, isentos de
soro fetal bovino. A utilizacdo de meios com baixo teor de proteinas para cultivos
de células animais cujo produto é incorporado em medicamentos também vem
sendo recomendada pela FDA (Food and Drug Administration), para evitar riscos
de contaminag¢des por virus ou prions que podem estar presentes no soro fetal
bovino (HANSEN, et al., 1997; CRUZ et al., 1998; WONG et al., 2002; SUNG et
al., 2003).

Para a obten¢do de desintegrina e sua utilizacdo em medicamentos também

€ necessdria a busca por métodos de separacao eficientes e de custo reduzido para
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separagdo e purificacdo da mesma, extraindo-a do meio de cultura aonde ocorre o
crescimento das células animais (HALDANKAR et al., 1999; SUNG et al., 2003).
Diversos trabalhos podem ser encontrados na literatura, apresentando métodos
elaborados para a purificacdo de desintegrina presente no veneno de serpentes. No
entanto, estudos sobre a producdo de desintegrina em culturas de célula CHO
sdo escassos. Por outro lado, embora existam varios trabalhos envolvendo
clonagem de cDNA para diversas desintegrinas de venenos de serpentes para fins
de estudos de suas caracteristicas adesivas e terapéuticas, até o presente momento,
poucos trabalhos t€ém descrito a expressdo de proteinas recombinantes em células
animais envolvendo a produciao das SVMPs (SHIMOKAWA et al., 1996; JIA et
al., 1997; IEMMA, 2002).

Inicialmente para a producdo de desintegrina, o cDNA que codifica uma
SVMP da classe PIII, a ACLD, foi isolado e identificado por Selistre-de-Aradjo e
colaboradores em 1997, da glandula venenifera da serpente Agkistrodon
contortrix laticintus. O produto desta clonagem foi introduzido em células CHO-
K1 originando as células CHOZMD pelo trabalho de Iemma em 2002. Os estudos
efetuados com esta célula recombinante confirmaram a producdo da desintegrina e
a acdo inibidora dessa molécula na adesdo celular (IEMMA, 2002). Para o
desenvolvimento dos estudos visando o aumento do rendimento celular e
ampliacdo de escala de producdo para obten¢do de maiores quantidades de
desintegrina, foi feita uma parceria entre a Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre-

de-Araidjo do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar e o Prof. Dr.
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Claudio Alberto Torres Suazo do Departamento de Engenharia Quimica da
UFSCar, levando a implantacdo do Laboratério de Tecnologia de Cultivo Celular
no Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar. Em 2003, Swiech iniciou
os trabalhos com a célula CHOZMD, avaliando e comparando o desempenho de
uma nova técnica de cultura, o cultivo de células em microcarregadores, com o
intuito de selecionar o mais apropriado para a obtengdo de altas concentragdes
celulares. Outros estudos, abordando diferentes aspectos dos cultivos das células
CHOZMD e visando sempre a obtencao de maiores concentracdes celulares, vém
sendo desenvolvidos deste entdo, tais como a suplementa¢do do meio de cultivo
com hemolinfa (RAFFOUL, 2004) e o desenvolvimento de tecnologia para o
cultivo em biorreatores (QUERINO e SANTIAGO, 2004). Em todos os trabalhos
citados anteriormente, o crescimento e a viabilidade celular foram as principais
varidveis avaliadas. No entanto, a producdo de desintegrina, informacgao
fundamental para a comparacdo entre as alternativas de processos, ampliacdo de
escala e otimizagao das condicdes de cultivo, assim como para elucidar a cinética
de formacdo de produto em cultivos de células animais, ndo foi abordada. O
presente trabalho se insere dentro do projeto global de cultivo das células
CHOZMD, tendo como contribui¢cdo o desenvolvimento e a consolidacdo de uma
metodologia eficiente, confidvel e relativamente simples para detectar e

quantificar a desintegrina produzida ao longo do cultivo.
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1.1 OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento de metodologia
para detec¢do e quantificagdo da proteina recombinante desintegrina produzida em

cultivos de células CHOZMD em frasco spinner utilizando-se microcarregadores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogrifica apresentada a seguir aborda os assuntos
relacionados ao objetivo deste trabalho, incluindo a descricdo da estrutura e
propriedades das proteinas integrina e desintegrina, consideracdes sobre a
metodologia de cultivo celular em microcarregadores, os diferentes meios de
cultivos empregados e a apresentacdo de alternativas para os processos posteriores

de separacgdo e purificacdo da proteina em questao.

2.1. CELULA CHO-K1

As células CHO (Chinese Hamster Ovary) foram obtidas pela primeira vez
de um hamster adulto em 1957 (BUTLER, 1991). Os hamster € humanos tém
mecanismos de glicosilacdo de proteinas por serem eucariotos. Por esse fato a
células CHO, que € uma célula eucaridtica, € muito utilizada para expressar
proteinas. O sistema eucaridtico desta célula possui organelas que glicosilam
proteinas e a glicosilagdo € um passo importante para as proteinas. Além disso
esta célula apresenta um bom desenvolvimento, incluindo um baixo tempo de
duplicagdo, além de possuir a caracteristica de célula ancorante. Sendo
consideradas as mais utilizadas para expressdo de proteinas glicosiladas, as células
CHO-K1 sao capazes de produzir proteinas heter6logas, o que, aliada a sua
adaptacdo ao desenvolvimento em meio com soro facilita a secrecdo do produto
para o meio extracelular (DOYLE e GRIFFITHS, 1998). Por esse motivo foi
escolhida a célula CHO-KI1 para expressar a proteina. Alguns produtos

farmacéuticos licenciados que sdo produzidos pelas células CHO se encontram
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detalhados na Tabela 1.

Tabela 1. Exemplos de produtos farmacéuticos que sdo produzidos
comercialmente pela célula CHO (CARTWRIGHT,1994).

Produto Uso clinico Sistema de
Producao
Beta-interferon Cancer, infec¢do viral Varios
Eritropoietina Anemia Garrafas
giratdrias
Ativador tecidual plasminogénico Trombose Tanque agitado
Fator VIII Hemofilia Virios
Antigeno superficial hepatite B Vacina n.c.*
Fator estimulante da colonia de Quimioterapia Tanque agitado
granuldcitos
Antigeno hepatite B Vacina n.c*

* n.c. nada consta

2.1.1 Engenharia Genética — Tecnologia do ADN recombinante.

O processo de clonagem consiste em inserir basicamente um fragmento de
ADN num plasmideo a fim de produzir numerosas cépias do ADN (Figura 1). A
replicacdo tem normalmente lugar quando o plasmideo se introduz num
hospedeiro apropriado (ex: uma bactéria ou uma célula de levedura) e o aparelho
de sintese do ADN do hospedeiro replica o ADN inserido na célula hospedeira.
Normalmente, o ADN corresponde a uma pequena por¢cdo do genoma de uma
célula e encontra-se representado por uma ou duas cépias por célula. Antes da
extracdo do ADN, € necessério obter uma quantidade suficiente de células. Depois
de se ter obtido um ndmero suficiente de células, contendo o material genético de

interesse, as células sdo rompidas e o material genético extraido.
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Figura 1 — Representacdo esquemdtica de um procedimento tipico de
clonagem (NICHOLL, 1994).
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Primeiramente seleciona-se um plasmideo adequado (vetor) para a
insercdo de um gene determinado (ADN). Um vetor € uma molécula de ADN a
qual o ADN estranho pode ser ligado e posteriormente inserido nas células de
modo a que o ADN «recombinante» possa replicar. Existem vérios tipos de
vetores utilizados nos procedimentos de clonagem. Dentre estes, os mais
frequentes s@o os plasmideos e bacteriéfagos (virus bacterianos), uma vez que se
introduzem facilmente nas células e s3o manipulados no laboratério
independentemente do tipo (NICHOLL, 1994).

Tanto o ADN como o vetor tem seqiiéncias de ADN especificas (4 - 6
pares de bases) nas quais endonucleases de restri¢do “cortam” as cadeias do ADN.
In vitro mistura-se o fragmento de ADN contendo o gene a ser clonado e em outro
tubo, o plasmideo no qual o gene serd inserido, com a endonuclease de restricao
escolhida. A enzima escolhida deverd cortar o plasmideo num sé local. O
plasmideo cortado pode entdo receber uma por¢ao adicional de ADN. Incuba-se
os fragmentos de ADN e os plasmideos cortados e abertos, com a enzima ligase
que liga fragmentos de ADN e plasmideos. Desta ligacao resulta um plasmideo
recombinante que contém o fragmento de ADN desejado. As células que
adquiriram os plasmideos dizem-se «transformadas» e, neste caso, s@o resistentes
ao antibidtico ampicilina.

Especificamente para a producdo da desintegrina, o cDNA que codifica
uma SVMP da classe PIII, a ACLD, foi isolado e identificado por Selistre-de-
Aradjo e colaboradores em 1997, a partir da glindula venenifera da serpente
Agkistrodon contortrix laticintus. Esse cDNA foi subclonado em E. coli, a qual

passsou a expresssar a metaloprotease/desintegrina na sua forma madura e
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contendo o dominio desintegrina rico em cisteina. O produto desta clonagem
levou a obtengdo do ADN plasmidial denominado pCDNA3ZMD. Apéds a
confirmacdo da subclonagem, o ADN pCDNA3ZMD foi introduzido em células
CHO-K1 originando nas células CHOZMD. Os trabalhos efetuados com esta
célula recombinante confirmaram a produ¢do da desintegrina e a ac¢do inibidora

dessa molécula na adesdo celular IEMMA, 2002).

2.2. ESTRUTURA E PROPRIEDADES DAS PROTEINAS

INTEGRINA E DESINTEGRINA

Para se conseguir separar uma dada proteina € necessdrio o estudo das suas
propriedades fisico-quimicas. A concep¢dao do processo 6timo de separagdo tem
de explorar estas propriedades da maneira mais eficiente possivel de forma a
conseguir a desejada separacdo. A caracterizacdo de uma proteina passa
fundamentalmente pelo conhecimento da sua carga elétrica, peso molecular,

hidrofobicidade, ponto isoelétrico e interacdes bioespecificas disponiveis.

2.2.1. Desintegrinas

Os venenos sao misturas complexas de proteinas (cerca de 90 % do peso
seco), compostos organicos de baixa peso molecular e compostos inorganicos. As
SVMPs, metaloproteases multimodulares encontradas no veneno bruto, sao
divididas em quatro classes de acordo com seus dominios (HITE et al., 1994). As
SVMPs da classe P-III possuem dominio desintegrina seguido de um dominio rico

em cisteina (SHIMOKAWA et al., 1997). A classe P-III contém a seqiiéncia
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tripeptidica ECD (4cido glutamico, cisteina, dcido aspartico) que inibe a adesdo
celular ao coldgeno tipo I via integrina o231 (SOUZA et al., 2000; MOURA e
SILVA et al., 2000).

Os dominios da SVMP da classe P-III sdo mostrados na Figura 2, sendo

sucintamente descritos a seguir (RAMOS, 2001):

Peptideo Sinal
Pr6 Dominio

Metaloprotease ou Dominio Catalitico

Dominio Desintegrina
ws Dominio Rico em Cisteina

Figura 2. Dominios estruturais das SVMPs. (Extraido e modificado de STONE et
al., 1999).

a) Peptideo sinal: com a funcdo de dirigir a proteina para sua localiza¢ao

subcelular ou secre¢do (SHAH et al., 2000).
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b) Pré Dominio: regula a atividade enzimdtica com o zinco presente no
dominio catalitico (MORGUNOVA et al., 1999).

¢) Metaloprotease ou Dominio Catalitico: contém o sitio ativo enzimatico,

necessita de um metal para se ligar, normalmente o zinco.

d) Desintegrina As ADAMs ancoradas na membrana podem interagir com as
integrinas através do tripeptideo, promovendo a adesdo célula-célula. Em
contrapartida quando presentes em proteinas livres inibem a adesdo célula-
célula e célula-matriz através de competicao (JIA et al., 1996).

e) Dominio Rico em Cisteina: possui alta densidade de residuos de cisteina,

ocasionando a inibi¢do da agregacdo plaquetdria induzida por coldgeno

(JIA et al., 1999).

As desintegrinas sao peptideos desprovidos de atividade enzimadtica, que
podem ser divididas em classes de acordo com o peso molecular. As de pequena
massa molecular (entre 5 a 7 kDa) sdo as desintegrinas derivadas das SVMPs da
classe P-II, que contém seqiiéncias RGD (Arg-Gly-Asp) ou KGD (regiao
desintegrina), pelas quais elas podem se ligar as integrinas da superficie
plaquetdria (receptores de membrana) potencializando a inibi¢do da agregacao
plaquetaria (KAMIGUTI et al., 1996). Essas desintegrinas também sdo
classificadas de acordo com sua estrutura monomérica, onde todas possuem
seqiiencias RGD ou KGD na sua composicdo. As desintegrinas de maior peso
molecular, aproximadamente 30 kDa, sdo derivadas da classe P-IIT das SVMPs. O
dominio tipo desintegrina apresenta essa denominagdo para distinguir das
desintegrinas-RGD, que podem ser classificadas como desintegrinas

heterodiméricas, descobertas recentemente (IEMMA, 2002).
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As desintegrinas sio potentes inibidores da agregagao plaquetdria, por por
ligarem-se especificamente a integrina o332, receptor fibrinogénio. Sao inibidores
especificos de integrinas de subfamilias B1 e B2 incluindo o receptor fibrinogénio
GPIIb/Ila (alib/PB3), a vitronectina (awvPB3) e o receptor fibronectina (aSp1)

(GASMI et al., 2000).

2.2.2. Integrinas

O termo integrina foi aplicado em 1987 por Hynes para descrever
uma familia de receptores presentes na superficie celular, responsdveis pela
integracdo do citoesqueleto intracelular com os componentes da matriz
extracelular, mediando a migracdo e adesao celular. Essas interagdes sdo cruciais
para diversos processos fisioldgicos tais como: diferenciagdo celular,
desenvolvimento embriondrio, transducdo de sinais, resposta imunoldgica,
manutencdo da estrutura celular, metistase tumoral etc (WAGNER e WYSS,
1994).

As integrinas s@o um grupo de moléculas de adesdao celular (CAMs)
expressas nos mais variados tipos celulares. Esses receptores na forma de
heterodimeros sdo compostos de duas subunidade, o e P, ligadas por ligagdes nao
covalentes. As combinacdes entre os vdrios tipos de subunidade é o que forma os
mais de 20 tipos de integrinas existentes e define sua alta afinidade e
especificidade pelos ligantes (ALBERTS et al, 1994). As integrinas sdo
responsdveis pela interagdo da matriz extracelular (juncdo, posi¢do, estimulo

mecanico, estimulo quimico) a célula.
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Nos mamiferos, pelo menos 22 tipos de integrinas compostas de 17 tipos
de subunidades o e 8 tipos de subunidades P sdo conhecidos. Uma simples cadeia
B pode interagir com miultiplas cadeias o, formando integrinas que unem
diferentes ligantes. A Tabela 2 apresenta algumas integrinas e seus respectivos
ligantes. Essa variedade de integrinas e seus ligantes na matriz extracelular
permitem a célula migrar para o lugar certo durante a morfogénese do tecido e

ajuda a esculpir o plano do corpo de um embrido.

Tabela 2. Algumas integrinas e seus ligantes (LODISH et al., 1999).

Subunidades Ligantes
ol Colageno, laminina
ol Colageno, laminina
o3 Fibronectina, laminina

Oly Fibronectina, VCAM-1

B Ols Fibronectina

O Laminina

oly Laminina

Qv Fibronectina, vitronectina

ol ICAM-1, ICAM-2
B2 Ol C3b, fibrogénio, fator X, ICAM-1

Olx Fibrogénio, C3b

Ol Fibrogénio, fibronectina, fator de von Willebrand,
B3 vitronectina, trombospondina

Oly Fibrogénio, fibronectina, fator de von Willebrand,

vitronectina, trombospondina, osteopontina,

colageno
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2.3. ADESAO CELULAR

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém
como caracteristica principal o crescimento desordenado (maligno) de células que
invadem os tecidos e 6rgaos, alterando a estrutura genética (ADN) das células,
podendo espalhar-se (metéstase) para outras regides do corpo, determinando a
formacdo de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas
(INCA, 2002). O que o torna tao letal é o seu crescimento invasivo, que pode
comprometer 6rgdos vitais, e a sua capacidade de metastatizacdo, a formacao de
um novo tumor a distancia do tumor original, sem continuidade com este
(GOMES, 1997). Para metastatizar, células tumorais t€ém que se desprender de sua
localizacdo original, invadir o tecido local, penetrar em um vaso sangiiineo ou
linfatico, viajar pela circulacdo até um local distante e estabelecer uma nova
colonia celular (RUOSLATHI, 1996). A Figura 3 mostra um esquema ilustrativo

da proliferacdo do cancer.

Membrana celular

Citoplasma Muclen

CANCEHHEND

@
M~ arCinogenese
Agerte
CAnCErigena ] .
le . Zelula Tecido
Célula Mormal Celula Cancerasa CANCerosa infiltrado

Figura 3. Esquema de proliferacdo de uma célula tumoral (INCA, 2002) .
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As células podem sofrer alteragdes nos genes e a partir dai o material
genético que foi alterado passa a fornecer instrucdes erradas para as atividades
celulares. As alteragcdes podem ocorrer em genes especiais, denominados
protooncogenes, que a principio sao inativos em células normais. Quando
ativados, os protooncogenes transformam-se em oncogenes, responsaveis pela
malignizacdo (cancerizacdo) das células normais. Essas células diferenciadas sao
denominadas cancerosas.

Estudos recentes t€m investigado o papel de moléculas genericamente
chamadas de Moléculas de Adesdo Celular (Cell Adhesion Molecule — CAM) na
invasdo local, um passo importante no processo de metastatizacdo. Essas
moléculas mediam a adesdo entre as células e entre estas e a matriz extracelular.
Esses estudos demonstraram que a diminuicdo da expressdo das moléculas de
adesdo nas células cancerosas, com a conseqiiente diminui¢do da coesdo entre
estas, parece exercer papel importante no processo de invasdo local, tanto ao
facilitar que as células cancerosas se desprendam do tumor, quanto ao induzir a
estas uma maior mobilidade (STEINBERG e FOTY, 1997; FOTY et al., 1998;
GRIMSTAD, 1987). A diminui¢do da adesdo celular entre células cancerosas
também parece estar relacionada com a morfologia dos tumores. Tumores
benignos geralmente apresentam uma interface nitida e regular com o tecido
normal. J4 em tumores malignos, a interface com o tecido normal € irregular e
rugosa (GOMES, 1997).

Por outro lado, sabe-se que processos bioldgicos que envolvem a
reprodugcdo celular, tais como cicatrizagdo de feridas, desenvolvimento

embriondrio e o préprio desenvolvimento tumoral, implicam na reorganizacio
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espacial das células, e que esta reorganizacdo também € dependente das CAM.
Um dos principais mecanismos de reorganizagao celular envolvendo as CAM € o
da adesao celular.

A adesao celular ¢é atracdo entre dois corpos solidos, com superficies de
contato comuns, produzida pela existéncia de forcas atrativas intermoleculares de
acdo a curta distancia. O termo adesdo celular descreve todas como formas de
comunicacdo celular devido a contato direto entre células ou entre células e a
matriz extracelular (Figura 4). O mecanismo de adesdo é um processo de
multiplos passos envolvendo quatro fases: adsor¢@o, contato, juncdo e propagacao

(GRINELL, 1978).

1. Adsorcdao. Um fator importante para a adsor¢do € a natureza quimica da
superficie, sendo que a adesdo a uma superficie sélida provoca o aumento da
viabilidade celular. O primeiro estigio de adsor¢cdo requer a presenga de
proteinas, que podem ser fornecidas pelas proprias células ou através de soro.
O fator importante € a presenca de cargas negativas. Superficies tais como
vidro e metal que tem altas energias de superficie sdo entdo convenientes para
adesdo de células.

2. Contato. As superficies de células separadas possuem microtubos
(SPRINGER et al., 1976), que estao envolvidos no proximo estigio.

3. Juncdo. Uma vez feito o contato por meio de micro-extensoes
citoplasmadticas, essas estruturas adicionais desaparecem da superficie da
célula. Eles sdo essenciais para superar as forcas eletrostaticas entre células
carregadas negativamente e a carga negativa na superficie de junc@o.

4. Propagacdo. Uma vez anexada a célula, a mesma se estende e, no primeiro
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estagio, a espalha-se. No ultimo estidgio de propagacdo, a célula se espalha,
envolvendo componentes do citoesqueleto, incluindo microfilamentos e

microtubos.

A Adesio célula-mairiz || B Adesio célula-célula || G Adesio célula-célula
& matriz

» Inte grinas = I'w

. SIIPE f; ili Ig « Caderinas .

* Sdedtinas > Superfamilias Ig
Sdectinas

® Mamriz extracelular ® Mairiz extracelular

Figura 4. Modelo de Adesdo Celular de interacdes célula-matriz e célula-célula
(LOSTER, 1999).

Finalmente, a presenca de componentes bioquimicos da célula
(glicoproteinas) determina se uma célula € dependente de ancoramento ou nao
(HYNES e ADEUS, 1974). As glicoproteinas tem um peso molecular de 2-2,5 x
10°. Outros fatores que influenciam a juncdo seriam a concentracdo de fons Ca** e
Mg**, a presenca de grupos sulfidricos e a temperatura de incubaco.

O termo ““adesdo celular” descreve todas as formas de comunicacgao celular
devido ao contato direto entre células ou entre células e a matriz extracelular. A
adesdo celular foi um elemento chave durante a evolugdo: a adesdo especifica
célula-célula foi essencial ao desenvolvimento de organismos multicelulares e
representa juntamente com a adesao célula—matriz um papel fundamental na
regulacdo da célula, embriogénese, morfologia, fisiologia do tecido e regeneracio

(DRIESCH, 1897; SPEMANN, 1906; WILSON, 1907; HOLTFRETER, 1939).
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A perda de certas moléculas de adesao em células tumorais pode levar a
migracdo das células para outros tecidos. As moléculas de adesdo conferem a
célula um tipo de endereco. Elas podem ancorar células em tecidos especificos ou
"enderecar” células migrantes a determinadas regides do corpo. As principais

moléculas de adesao sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Principais moléculas de adesao celular (CAMs).

As selectinas interagem com agucares nas glicoproteinas e na matriz.
Selectinas Promovem uma adesao fraca inicial que pode dar inicio as etapas

posteriores

Moléculas de adesdo dependentes da concentracdo de Ca*™. Sido
Caderinas importantes para adesdo das células de um mesmo tecido.

Ex. E-caderina nos epitélios. Associam-se ao citoesqueleto.

Sao moléculas importantes na adesdo das células a lamina basal e

. demais componentes da matriz extracelular, assim como na interagao
Integrinas | . ) . . . .
linfocitaria. Diferentes integrinas sdo expressas em tecidos diferentes,

que possuem matriz e tipos celulares diferentes.

InterCelular Adhesion Molecules. Pertencem a superfamilia das
ICAMs imunoglobulinas. Ex: V-CAM vascular, E-CAM endotélio, N-CAM

no tecido nervoso

2.4. CULTIVOS DE CELULAS ANIMAIS

A tecnologia envolvida na exploracdo das células animais estd de perto
associada com a utilizada em processos tradicionais da fermentacdo microbiana,
cultivos de bactérias e fungos. As caracteristicas de culturas de células animais

sdo, entretanto, significativamente diferentes de tais culturas microbianas. Em
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geral, o desenvolvimento € menor, as células sio mais frageis e os nutrientes
requeridos sdo mais complexos (BUTLER, 1991).

Uma das maiores dificuldades no manuseio de células animais é a
manutencao de culturas livres de contaminacao in vitro, necessitando de técnicas
assépticas rigidas. Apos a descoberta em 1940 de antibidticos tais como a
penicilina e estreptomicina, a incorporacdo dos mesmos ao meio de cultura de
células animais contribuiu para minimizar a ocorréncia de contaminacao.
Entretanto, um significativo avanco na habilidade para iniciar culturas de células
livres de tecido foi o uso da tripsina, também empregada posteriormente em
subculturas de células dependentes de ancoramento. Esta técnica, inicialmente
introduzida por Ross e Jones em 1916, ndao foi completamente desenvolvida até
1950, quando possibilitou o estabelecimento de populacdes de células
homogéneas. Isto encorajou um maior emprego da cultura de células em
laboratério, apds uma variedade de células mostrarem caracteristicas de 6timo
desenvolvimento in vitro (BUTLER, 1991). Os avangos técnicos e o aparecimento
de um grande ndmero de companhias comerciais que investiram no
desenvolvimento de meios, soros e uma gama de outros produtos necessarios para

linhagens celulares, fizeram do cultivo celular uma tecnologia viavel.

2.4.1. Vantagens e desvantagens do Cultivo Celular

No cultivo celular em meio liquido € possivel controlar precisamente o
ambiente e a composicdo do meio de cultivo. Em um cultivo podem ser

controlados todos os fatores fisico-quimicos (pH, temperatura, pressdo osmdtica,
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niveis de O,, CO; ), e fisioldgicos (hormonios, fatores de crescimento, densidade
celular,...).

Células animais geneticamente modificadas sdo as mais indicadas para a
producdo de proteinas complexas, originalmente secretadas por mamiferos. Para
exercerem fungdes terapé€uticas, estas proteinas necessitam passar por uma série
de modificacdes pds-traducionais, como glicosilagdo, fosforilizacao, sializago,
amidacdo, sulfatacdo e formacgdo de ligacdes de enxofre (MAINS ez al., 1987). As
células animais sdo capazes de secretar proteinas na sua forma ativa e com
modificagdes pods-traducionais corretas, tornando possivel a sintese in vitro de
produtos comercialmente interessantes.

Em contrapartida, o cultivo celular apresenta algumas desvantagens. Em
comparacdo com os cultivos de microrganismos, o cultivo de células animais
requer o emprego de técnicas mais elaboradas e de condi¢des de assepsia mais
rigorosas, apresentando dificuldades a nivel instrumental e exigindo pessoal
qualificado para a manipulacdo. Meios de cultura complexos, fragilidade
mecanica, baixa velocidade de crescimento e necessidade de desenvolvimento
continuo de linhagens sdo caracteristicas das células animais. O custo de produgao
¢ alto. Além dos custos de meios, nutrientes, reagentes e equipamentos
necessarios para o cultivo, como a quantidade obtida da proteina de interesse €
muitas vezes pequena, os processos de extragdo e purificacdo envolvem vdrias
etapas, algumas com relativa sofisticacdo tecnoldgica, encarecendo o produto
final. Outro problema comumente encontrado em cultivos de células animais € a
instabilidade das linhagens, ocasionando variacdo na concentragdo celular e na

composi¢ao de um cultivo para outro.
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2.4.2. Frasco Spinner

Os biorreatores tipo Frasco-Spinner sdo projetados para cultivar células
animais (GRIFFITHS 1995, WANG et al., 2002). Um tipico Frasco Spinner
(Figura 5) é feito de copo de borosilicato, com um cabo conectado ao agitador que
contém o ima. As aberturas laterais podem ser usadas para inoculagdo, retirada de
amostras, adicdo ou remog¢do de meio de cultura, entrada de eletrodo de pH,
fornecimento de oxigénio ou gis carbonico etc. Outro tipo de frasco spinner é
equipado com um agitador na forma de esfera preso a tampa do frasco. O fundo é
ligeiramente convexo para ajudar na agitacdo, promovendo uma mistura suave e
homogénea em todo o conteido do frasco. Em geral, os frascos spinner sdo
utilizados em cultivos de células em suspensdo, porém, podem ser adaptados para
o cultivo de células dependentes de ancoramento. O pre¢co do equipamento € uma
das limita¢des principais quando comparado com outros dispositivos de cultura de
células (KUMAR, 2004). No entanto, a produtividade € mais alta em comparagao

com a obtida em culturas estaticas (KUMAR apud IBARRA et al., 2002).

Figura 5. Esquema ilustrativo de um Frasco Spinner (adaptado de KUMAR,
2003).
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2.4.3. Microcarregadores

As células animais dependentes de ancoramento crescem na superficie de
pequenas particulas denominadas microcarregadores (aproximadamente 100 a
250um de diametro), que sdo mantidas em suspensdo no meio de cultivo.

O emprego da tecnologia de cultura de células em microcarregadores
permite o aumento da capacidade de producdo de biomoléculas, devido a razdo
extremamente alta entre a drea da superficie e o volume disposto por
microcarregadores, possibilitando assim alto rendimento sem necessidade de
equipamentos volumosos. Outras vantagens do sistema de microcarregadores sao
facilidade de controle, reducdo do trabalho e do risco de contaminacdo. Os
microcarregadores podem ser obtidos a partir de uma grande variedade de
materiais, como vidro, silica, dextrana e plasticos. Como desvantagens desta
tecnologia, destaca-se a dificuldade em remover as células das particulas e a
ocorréncia de forgas de cisalhamento que podem prejudicar células frageis, devido

as freqiientes trocas de meio (SIGMA SOLOHILL).

2.4.4. Meios de cultivo

Em geral, para garantir um bom crescimento em cultivos de células
animais € necessdrio acrescentar ao meio: glicose como fonte de carbono e
energia, aminodcidos, soro fetal bovino (FBS), sais e antibidticos, como penicilina
e estreptomicina. O uso de antibidticos em meios para cultivo celular deve ser
considerado mais como uma medida adicional de seguran¢a, mas ndo como um

método de esterilizacdo de meio de cultura.
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A temperatura ¢ o pH sdo algumas das condigdes operacionais
acompanhadas durante o cultivo das células animais. A maioria das células
animais é cultivada a 37°C. A temperatura é fator de grande importancia para a
célula, pois influencia o metabolismo, a sintese e a degradacdo de proteinas
secretadas no produto. Dependendo da linhagem celular, a diminui¢do da
temperatura ao longo do cultivo acarreta em perdas nas taxas de sintese protéica
(MATHER et al., 1990). O pH do meio deve ser ajustado entre 7,2 e 7,4. Para
pequena escala, até 1L de cultura, bons resultados para o controle do pH podem
ser obtidos apenas agindo sobre as mudancgas de coloracdo do indicador vermelho
de fenol presente nos meios. Ele é vermelho quando o pH € 7.4; torna-se laranja
no 7,0; amarelo no 6,5; amarelo limao quando o pH esté abaixo de 6,5; rosa no pH
de 7,6 e ptrpura a 7,8.

O correto suprimento tanto de oxigénio como de gds carbdnico é
importante para a obtencdo de um alto rendimento de produto, pois estes gases
possuem funcdes metabdlicas. O CO, contribui para o controle do pH do meio e o
oxigénio € considerado nutriente chave do meio de cultura. O gas carbdnico
desempenha um papel mais complexo que o oxigénio dentro do meio de cultivo,
pelo fato de suas acOes estarem inter-relacionadas, como por exemplo, o aumento
da concentragdo de CO, diminui o pH do meio de cultivo das células.
(CARTWRIGHT, 1994).

A presenca de aminodcidos essenciais, ou seja, aqueles que ndo sdo
sintetizados pelo organismo, € fundamental para o desenvolvimento da cultura. A
concentracdo dos mesmos usualmente limita a obtencdo da concentragdo méixima

de células, podendo influenciar na sua sobrevivéncia e taxa de crescimento.
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cistina, glutamina, isoleucina e serina sdo os aminodcidos utilizados mais
rapidamente pelas células e portanto, sdo os primeiros a serem consumidos.

Além de ter importancia fundamental no metabolismo, a glutamina é
precursora da sintese de acidos nucléicos assim como uma importante fonte de
carbono e fonte primdria de nitrogénio para a célula através das reacdes de
transaminagdo utilizadas para a sintese do dcido nucléico. E um dos aminoécidos
mais instdveis e se decompde no meio de cultura formando 4cido carboxilico e
amodnia. Um adequado suprimento de glutamina € também importante por ela
participar da formacao das moléculas envolvidas na adesdo célula substrato
(BLANCH e CLARK, 1997).

Os sais contendo fons Na*, K*, Mg**, Ca**, CI', SO,*, PO, e HCOj3 sdo
os principais componentes que contribuem para a osmolaridade do meio. Os fons
Ca”*, Na*, K* e CI” regulam o potencial da membrana, enquanto que os fons SO,7,
PO43' e HCO;s; sdo precursores nutricionais de macromoléculas além de
reguladores da carga intracelular.

Para o cultivo de células CHO-K1 utiliza-se soro fetal bovino, cujas
principais caracteristicas estdo descritas na Tabela 4, devido a grande quantidade
de fatores que estimulam o crescimento presentes no soro. O soro €, usualmente,
um componente essencial para a cultura de células animais e sua auséncia pode
ocasionar um baixo crescimento de células. Ele possui duas fungdes vitais. A
primeira consiste em auxiliar a adesdo das células as superficies de cultura,
provavelmente pelo suprimento de glicoproteinas envolvidas neste processo. A
segunda € promover a proliferacdo de células devido a presenca de fatores de

crescimento e hormonios responsavel por estimular a divisdo celular.
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Tabela 4. Caracteristicas do soro fetal bovino (Adaptado Gibco).

Descricao Meio
Endotoxinas 0,356 mg/mL
pH 7,4

Proteinas Totais 3,8 g/100 mL
Albumina 2,3 g/100 mL
Insulina 10 mU / mL

2.4.4.1 Meios de cultivo com alto teor de proteina, contendo soro fetal

bovino.

Tradicionalmente, as células CHO-K1 sdo cultivadas em meios em
complexos, suplementados com soro fetal bovino. O meio DMEM (Dulbeco’s
Modified Eagles Medium) é o mais empregado. Ele consiste em uma mistura de
sais enriquecidos com aminodcidos e outros componentes essencias para o
crescimento celular. Age como uma solug@o nutritiva em cultivo celular. Destina-
se a cultura de células humanas e de tecidos ou células animais. Este meio €
fornecido na forma em p6 e liquida. Na forma em pé ele tem a vantagem de se
manter estavel por mais de 24 meses se conservado bem fechado e em geladeira.
Determinadas células crescem muito bem com esse meio, como células de pulmao
fetal, rins e linhagens celulares.

O meio de cultura deve conter uma grande reserva de nutrientes essenciais
para suportar o crescimento das células, principalmente no ciclo final da cultura,
onde usualmente mais de 10° células/mL estdo presentes. O meio DMEM € o mais
indicado quando se estd trabalhando com uma alta densidade de células,

possivelmente devido ao fato da concentracdo de certos aminodcidos essenciais €
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vitaminas ser muito superior aos dos demais meios de cultura. A composi¢ao do
meio DMEM ¢ apresentada na Tabela 5. As principais caracteristicas fisico-

quimicas do meio DMEM sao descritas abaixo.

Tabela 5. Composicao do meio DMEM (Cultilab).

Sais Inorganicos mg/LL.  L-serina 42,00
CaClLH,0O 265,00 L-treonina 95,00
Fé(NO3)3.9H,0 0,10 L-triptofano 16,00
KCL 400,00  L-tirosina 104,20
MgS0,.7H,0 200,00 L-valina 94,00
NaCL 6.400,00
NaH,PO,H,0O 125,00 VITAMINAS mg/L
NaHCO; 3.700,00 Cloreto de Colina 4,00

pz/ant.otenato de 4,00
calcio
Aminoacidos mg/L acido folico 4,00
L-arginina.HCL 84,00 Inositol 7,20
L-cistina 62,57 Nicotinamida 4,00
L-glutamina 548,00  piridoxal. HCL 4,00
Glicina 30,00 Riboflavina 0,40
L-histidina. HCL.H20 42,00  tiamina.HCL 4,00
L-isoleucina 105,00
. Outros
L-leucina 105,00 e mg/L
L-lisina. HCL 146,00  Glicose 4.500,00
L-metionina 30,00 piruvato de sédio 110,00
L-fenilanina 66,00 vermelho de fenol 15,00

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DO MEIO DMEM:
-Aspecto : P6 ou liquido réseo e homogéneo

-Tamanho das Particulas : aproximadamente 20 microns
-Solubilidade: solucdo limpida na concentragao de uso 1X

-pH a 25°C (Sem NaHCO3) : 6,3 £ 0,5

-pH a 25°C (Com NaHCO3) : 7,7+ 0,5
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-Osmolaridade (sem NaHCO3) : 234 + 5%

-Osmolaridade (com NaHCO3) : 310+ 5

2.4.4.2. Meios de cultivo isentos de soro

Embora alguns processos de cultivo industrial ainda empreguem a
suplementagdo com soro, por razdes técnicas € econdmicas, 0S Processos mais
novos estdo sendo direcionados para o uso de meios de cultura com teor de soro
reduzido ou por meios livres de soro. Apesar de sua importdncia para o
crescimento e a adesdo, a utilizacdo do soro apresenta dificuldades em fun¢do da
variabilidade entre os diferentes lotes de soro, que pode ter um impacto
significante no desempenho da cultura. Além disso, o soro € relativamente caro,
apresentando um custo de aproximadamente 200 ddlares por litro (GIBCO).
Outras desvantagens da utilizagdo do soro sdo a possibilidade de contaminagdo
por virus, bactérias, fungos e a presenca de uma grande quantidade de proteinas
que podem complicar o processo de separacdo e purificacdo do produto
(CARTWRIGHT, 1994).

Os meios isentos de soro inicialmente consistiam em formulacdes
enriquecidas com insulina, transferina, albumina e outros materiais protéicos de
origem animal. No entanto, a preocupacdo com a possibilidade destes materiais de
origem animal levarem a contaminacdo por virus ou prions, estimulou os esfor¢os
para projetar meios mais definidos, livre de componentes derivados de animais.
Destaca-se ainda que o uso de meios com baixo teor de proteinas pode facilitar e
simplificar os processos de purificagio, contribuindo para melhorar a recuperagdo

do produto e baixar o custo de produ¢cdao (WONG et al., 2002).
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O meio CHO-S-SFM 1I (meio livre de soro), desenvolvido pela empresa
Gibco, é um dos resultados destes esfor¢os. Ele € um meio de cultura celular
complexo, livre de soro, com baixo teor de proteinas (<100 ug/mL) , aperfeicoado
para o crescimento e manutencdo de células CHO (Chinese Hamster Ovary) para
producdo de proteinas recombinantes. Schiit et al. (1997) comprovaram o
crescimento de células CHO recombinantes em cultura em monocamada
utilizando meio CHO-S-SFM 11.

Cruz et al. em 1998, cultivaram células BHK21 (Baby Hamster Kidney)
recombinantes com adaptacdo gradual para o meio livre de soro CHO-S-SFM 1I .
De acordo com os resultados reproduzidos na Tabela 6, obteve-se uma
concentracdo celular méxima de 0,9.106 cel/mL™! e uma viabilidade de 79% com a

adicao de apenas 0,5% de soro fetal bovino.

Tabela 6. Resultados obtidos em cultivos de células BHK21 recombinantes com
adaptacdo para o meio livre de soro CHO-S-SFM 1I (adaptado de CRUZ et al.,
1998).

Meio Soro Dias para Células Aderidas Células em
(%) | Confluéncia suspensao
5 3 Morfologia normal Poucas
2,5 5 Morfologia normal Algumas
CHO-S-SFM 1 6 Alguns agregados Muitos
I 0,5 7 Agregados Muitos
0 9 Agregados Muitos

Haldankar er al. em 1999, cultivaram células CHO recombinantes em
suspensdo utilizando frasco Spinner e adaptando-as para um meio livre de soro
(CHO-S-SFM) com o objetivo de produzir hormonio de crescimento humano

(hGH). Pela Figura 6 pode-se observar que a concentracdo celular mdxima obtida




Revisdo Bibliogrdfica

31

foi de aproximadamente 1,0.10° cel. mL™" e que a viabilidade celular foi de 85%

quando o cultivo foi conduzido em meio contendo 0,1% de FBS.
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Figura 6. Cultivo de células CHO recombinantes em suspensdo utilizando frasco
spinner contendo um volume de 200 mL de meio CHO-S-SFM suplementado com
diferentes proporc¢des de soro fetal bovino, sob agitagcdo de 65rpm. A legenda
indica a quantidade de meio livre de soro em relagdo ao volume total de cultivo
(Haldankar et al., 1999).

Ainda de acordo com (HALDANKAR et al.,, 1999), a adaptacao das
células CHO em meio CHO-S-SFM apresentou um efeito positivo no processo de
purificagdo do produto, facilitando a regeneracdo das colunas e a eliminac¢do dos
passos de concentracdo. O uso de um meio livre de soro mostrou ser vantajoso
para a obtengdo de um produto secretado como hormonios de crescimento,
contribuindo para diminuir o tempo e aumentar a eficiéncia do processo de
purificacio (HALDANKAR et al., 1999).

Sung et al. (2003) estudaram a producdo de uma trombopoetina e o

crescimento de células CHO em culturas em suspensiao empregando meio livre de
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soro suplementado com extrato de levedura em substituicao ao soro. O extrato de
levedura € um produto comercial de baixo custo, consistindo em misturas
indefinidas de componentes de baixo peso molecular, incluindo aminoécidos,
peptideos, vitaminas e outros elementos, que sdo freqiientemente utilizados como
aditivos em meios livre de soro (SFM) por serem necessarios como nutrientes em
cultivos celulares (DONALDSON E SHULER 1998; NYBERG et al., 1999;
HEIDEMANN et al., 2000). Os resultados obtidos nos experimentos realizados e
a composi¢do do meio SFM utilizado nos cultivos por Sung e colaboradores se
encontram resumidos na Tabela 7 e 8, respectivamente.

Tabela 7. Produgdo de trombopoetina e crescimento celular em cultivos de células
CHO empregando diferentes meios (adaptado de Sung et al., 2003).

Meio Concentracao Celular | Concentracdo Maxima
Mixima (10° cel. mL™") | de hTPO (ug mL™)
SFM + YH (5g.L’") * 1,5+0,8 40,41 £ 4,12
SFM 0,99 + 0,05 3,50 £0,03
CHO-S-SFM 11 1,10 £ 0,39 6,18 + 0,64
IMDM + 10% dFBS* 4,42 +0,36 1442 +23

* IMDM- Iscove’s modified Dulbecco’s medium.
dFBS - Soro Fetal Bovino dializado.
YH - Extrato de levedura.

Os autores verificaram um aumento de 294% na producao de ghTPO e um
prolongamento da longevidade de cultura em 2 dias para o meio suplementado
com extrato de levedura, em relacio ao meio SFM. Além disso, a viabilidade
celular no cultivo com meio SFM suplementado com extrato de levedura foi mais

alta do que com quaisquer outros meios testados, mantendo-se em 50% ao final do
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cultivo e resultando em menor liberacdo de proteases e glicosidases de células

mortas.

Tabela 8. Composicio do meio livre de soro (SFM) projetado para
producdo da trombopoetina humana (hTPO) em células de Ovario de Hamster
Chinés (rCHO), o qual foi adicionado ao meio IMDM (Iscove’s modified
Dulbecco’s medium) como suplemento.

Componente Concentracio (mg. LY

FG(NO3)3.9H20 2
Cu(Cl, 0,0025
ZHSO4.7H20 1

L- Alanina 12,5
L- Leucina 105
L-Triptofan 16
L-Lisina.HCI 146
Insulina humana recombinante 5
Citrato Férrico 2
Na,Se03.5H,0O 0,017
Etanolamina 3
Fosfatidilcolina 5
Pluronic F68 1.000
Putrescina 1

Outro aspecto importante destacado por Sung e colaboradores foi a maior
retengdo da atividade bioldgica da proteina recombinante produzida no cultivo em
meio suplementado com extrato de levedura em comparagdo com a obtida nos
cultivos com outros meios. Este fato € atribuido pelos autores a presenca de
componentes no extrato de levedura que contribuem para a diminuicdo da
degradacdo proteolitica.

A degradacdo proteolitica pode estar relacionada a presenca de proteases
no meio de cultivo. No entanto, existem poucas informacdes disponiveis na

literatura sobre proteases expressas extracelularmente por linhagens de CHO-K1

A atividade das proteases extracelulares pode ter um efeito significativo na
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producdo de proteinas recombinantes, interferindo diretamente com o rendimento
de proteina intacta. Uma identificacdo das proteases produzidas e de suas
especificidades em termos de substrato permitiria prever se uma proteina
recombinante especifica poderia ser expressa sem sofrer degradacdo proteolitica
ou ainda possibilitar o desenvolvimento de estratégias para minimizar o efeito

destas proteases (ELLIOT et al., 2003).

2.5. METODOS DE PURIFICACAO

A maior parte dos produtos bioldgicos comercializados pela industria
farmacéutica destina-se a aplicagcOes terapéuticas (Tabela 9). Grande parte destes
produtos possui uma natureza essencialmente protéica, desaconselhando-se por
isso a sua utilizacdo por via oral face as condi¢des desnaturantes associadas aos
processos de assimilagdo gastrintestinal. Embora outros sistemas possam
constituir futuramente alternativas vidveis, praticamente todas proteinas sdo
atualmente administradas por injecdo direta ou infusdo no corpo humano. Os
elevados niveis de pureza exigidos pelas agéncias reguladoras sdo entdo
plenamente justificdveis, tendo assim os processos de separacdo um papel
fundamental na obtenc¢ado destes produtos (WALSH E HEADON, 1994).

Essas proteinas podem ser obtidas a partir de sua fonte natural, como € o
caso da albumina, obtida a partir do plasma humano, ou a partir de sua produgdo
em organismos geneticamente modificados, sendo conhecidas como proteinas
recombinantes. Hoje em dia, gracas aos avangos da engenharia genética, é
possivel produzir quantidades quase ilimitadas dessas proteinas numa variedade

de hospedeiros que inclui bactérias, leveduras, células vegetais e animais. Uma
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caracteristica comum a estas proteinas € a baixa concentra¢do que apresentam no
material de origem (< 1 mg/cm”), fato que origina custos de purificacdo elevados,
que podem atingir 80 a 90 % dos custos totais de producdo. Sendo assim, é de
fundamental importancia do ponto de vista econdmico nao s6 limitar o nimero de
etapas do processo global de separacdo e purificacdo, mas também recorrer a
etapas que proporcionem rendimentos e resolucdes elevados ( DWYER, 1984).

O grande desafio do desenvolvimento de uma metodologia para separacao
e purificacdo de proteinas € o exaustivo trabalho para se encontrar as melhores
estratégias, e, se for o caso, a adequacdo da metodologia para a escala de producdo
pretendida, garantindo que o produto final tenha todas as caracteristicas
necessarias para seu uso.

A metodologia de purificagdo de uma proteina é composta por multiplas
etapas que devem ser cuidadosamente definidas e que consistem na distin¢ao das
proteinas com base na seqiiéncia de aminoécidos, no conteido de carboidratos e
de lipideos de estrutura tridimensional, na sua atividade bioldgica, entre outras
caracteristicas dessas macromoléculas.

E essencial considerar que, na maioria dos casos, as protefnas sio
macromoléculas muito frageis, ou seja, sofrem facilmente alteragbes fisico-
quimicas que levam a modificacdo ou perda de sua atividade. Até mesmo a
exposi¢do a temperaturas moderadas (como 37°C) pode causar lenta e gradativa
desnaturacdo de algumas proteinas. As proteinas também sdo sensiveis a
oxidagdo, especialmente as citoplasmaticas, que se encontram, naturalmente, em
um meio com potencial redutor relativamente alto e que possuam residuos de

cisteina passiveis de ser oxidados. Dessa forma, € razodvel minimizar as
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condi¢cdes oxidantes do meio, por exemplo, através da adi¢do de agentes
redutores, como o b-mercaptoetanol, ou, simplesmente, se evitando a formagao
excessiva de bolhas. Muitas vezes as proteinas sao instdveis quando estdo em
solu¢do muito diluidas ou muito concentradas, por exemplo, abaixo de 10mM ou

acima de 1mM, respectivamente (DEUTSCHER, 1990).

Tabela 9. - Algumas proteinas com interesse farmacéutico (adaptado de WALSH,
1994).

Proteinas Aplicagdes

Insulina Tratamento de diabetes

Interleucinas (IL-1, 2, 3 e 4) | Tratamento do cincer e SIDA

Interferons (a, b, g) Tratamento do céncer, alergias e doengas infeccionas

Anticorpos monoclonais Virias aplicacOes (desde tratamento do reumatismo a

diagndsticos varios)

Dismutase do super6xido Prevenc¢ao da toxicidade do oxigénio

Hormo6nio do crescimento Tratamento do cancer, certos tipos de ulceras e

deficiéncias de crescimento em criancas

Nao existe uma estratégia universal para a definicio de uma metodologia
de purificagdo de uma dada proteina, sendo que a obtencdo de uma proteina pura,
sem contaminantes, numa Unica operacdo € um objetivo sempre a alcancar. No
entanto, tal objetivo continua a constituir uma miragem e, em geral, trés ou quatro
passos sdo necessdrios até se atingir a pureza final requerida para uma dada

aplicacdo. Deve-se ter sempre em mente, para qualquer metodologia de
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purificacdo de proteinas, ha trés objetivos principais associados,
independentemente da origem da matéria-prima (JANSONE E RYDEN, 1993):
1. Primeiro Objetivo:
a. Separagdo das células;
b. Ruptura celular e separacdo dos restos celulares (para proteinas
intracelulares);
c. Concentracao;
2. Segundo Objetivo:
a. Tratamento primadrio;
b. Purificacdo de alta resolucao;
3. Terceiro Objetivo:
a. Polimento do produto final.

O primeiro objetivo consiste na obtencdo de uma solugdo clarificada e
concentrada de proteina. Muitas técnicas podem nao resolver o problema de
clarificacdo da amostra, trazendo uma série de transtornos como a obtencao de
uma solucdo contendo ainda material em suspensdo, entupimento das membranas
de filtracdo, manipulacio de um grande volume num tempo excessivamente
longo, custo elevado, entre outros. Na maioria das vezes, utilizam-se técnicas de
precipitacao por centrifugacdo ou de filtracao (ASENJO, 1990).

Para atingir o segundo objetivo, tém-se utilizado alguns passos
intermedidrios de purificacdo, normalmente cromatograficos, onde a maior parte
dos contaminantes € removida (cromatografia de afinidade, de interagcdo
hidrofébica e troca idnica sdo exemplos). O uso de cromatografia de adsor¢ao tem

sido a técnica mais comum de purificacdo de proteinas. A cromatografia em
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coluna de gel, filtracdo ou adsorcio (DEUTSCHER, 1990) sdo os sistemas mais
utilizados para a separagao de proteinas. Apesar de existir uma légica no emprego
desses métodos, geralmente a otimizacdo de um protocolo de purificagao envolve
muita experimentacdo do tipo tentativa e erro, especialmente pelo fato de que
mesmo quando se conhece as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas a serem
purificadas, ¢ muitas vezes imprevisivel o comportamento delas no decorrer do
processo de purificagdo. Nesse caso, durante a purificacdo, ndo raramente ocorrem
mudancas na estrutura das proteinas, que podem provocar desde pequenas
alteracOes nas suas caracteristicas fisico-quimicas até modificacao ou perda de sua
atividade biologica.

O passo de polimento final € freqiientemente necessario para obter
elevados indices de pureza, dependendo da aplicag¢do final do produto. Se mais
nenhuma propriedade do produto final pode ser explorada, uma filtracdo em gel
devera ser usada de modo a conseguir a separacao de dimeros do produto (devido
a fendmenos de agregacao) ou produtos de hidrélise (devido a a¢do de proteases),
baseada em diferentes pesos moleculares.

Sendo assim o planejamento da estratégia de purificagdo deverd
considerar:

1. As necessidades regulamentadoras: especificagdes determinadas pela
farmacopéia de referéncia, Ministério da Saude e 6rgaos reguladores.

2. Aplicacao final do produto: humano, veterindrio, diagndstico.

3. Fase de desenvolvimento do projeto.

4. Escala de manufatura para atender a demanda do produto.

5. Viabilidade econdmica.
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6. Existéncia de facilidades de produ¢do ou ndo, devendo ser considerada,

inclusive, a terceirizagdo da producao, etc.

As técnicas mais utilizadas para a separacdo em larga escala estdo

relacionadas na Tabela 10.

Tabela 10. Técnicas de

(WHEELWRIGHT, 1987 e GARCIA, 1993).

Técnicas

Centrifugacao

Ultrafiltragao

Cromatografia de Troca I6nica

Cromatografia de Afinidade

Cromatografia de

Hidrofobica

Interacdo

Filtragdo em Gel

Focagem Isoelétrica

Eletroforese

Dialise

separacdo mais usadas em larga
Propriedades Aplicacoes
Densidade Virus, Proteinas
Tamanho Concentragdo
Carga eléctrica Proteinas
Ligacdo especifica Anticorpos
Hidrofobicidade Proteinas
Volume hidrodindmico | Remocdo de

(tamanho e forma)

Ponto isoelétrico

Tamanho e mobilidade

elétrica

Tamanho

polimento final

Proteinas

Proteinas

Troca de solvente

escala.

sais

Uma descri¢do sucinta dos principais métodos utilizados nas diferentes

etapas de separacdo € apresentada a seguir.
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2.5.1. Ultracentrifugagao Zonal

A solug¢do contendo as macromoléculas é separada de acordo com a
densidade. Durante a centrifugacdo, cada espécie de macromolécula se move
através do gradiente, de acordo com seu coeficiente de sedimentacdo. Apds a

centrifugacdo, as zonas individuais sdo recolhidas com auxilio de uma seringa.

2.5.2. Centrifugagao Diferencial

O fracionamento celular de tecidos homogeneizados € feito por este
método. O homogeneizado € centrifugado sob a forca de vérias gravidades por um
determinado periodo de tempo, quantas vezes forem necessarias, de modo que

diferentes classes de células sejam depositadas.

2.5.3. Didlise

E uma técnica ttil para separar macromoléculas de componentes de baixo
peso molecular presentes numa amostra. A solucdo contendo a macromolécula é
colocada no interior do saco de didlise como mostrado na Figura 7, que € imerso
em um grande volume de solvente. Apds vérias horas chega-se ao equilibrio entre
as concentragdes dos dois meios, sendo que as macromoléculas continuam no

interior do saco de didlise e as outras moléculas passam para o exterior.
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Figura 7. Esquema da separa¢do de macromoléculas por didlise.

2.5.4. Eletroforese em Gel ou PAGE - Polyacrylamide Gel Eletrophoresis

Este método separa as proteinas em funcdo da mobilidade eletroforética. A

O

polimerizacdo do gel de acrilamida € feita em tampao adequado. A amostra

(N

dissolvida em glicerol ou sacarose (para ndo se misturar com o tampio) e
aplicada no topo do gel em locais apropriados como mostra a Figura 8. A corrente
¢ aplicada e as proteinas migram em dire¢ao aos polos de carga oposta. Decorrido
o tempo necessdrio, o gel € removido e é feita a revelagcdo utilizando-se azul de
Coomassie ou prata. A aplicacdo mais comum desta técnica é na determinacao do
peso molecular de proteinas, através de prévia desnaturagdo por fervura na
presenca de b -mercaptoetanol e separacdo no gel que contém SDS, dodecil
sulfato de so6dio, um detergente i6nico. O peso molecular da proteina

desconhecida € avaliado em func¢do da mobilidade de padroes.
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Figura 8. Cuba de eletroforese em gel poliacrilamida.

2.5.5. Métodos cromatograficos para a purificacdo de proteinas

A selecdo dos processos cromatograficos € baseada na eficiéncia das
diferentes técnicas cromatograficas para separar a proteina de interesse dos demais
componentes da mistura. Diferentes técnicas exploram diferentes propriedades nas
proteinas. Com a cromatografia de troca idnica consegue-se obter uma elevada
resolucdo mesmo com pequenas diferencas das interacdes eletrostaticas, sendo
uma operagdo considerada extremamente eficiente para separar proteinas. A
cromatografia de afinidade € também uma técnica com elevada resolucdo,
normalmente com uma alta especificidade para uma proteina particular ou um
pequeno grupo de proteinas, o que permite elegé-la como uma técnica quase-ideal
para reduzir o nimero de passos de separacdo. Um dos inconvenientes da

cromatografia de troca idnica sdo os elevados custos de investimento e de
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manutencdo, mesmo tendo em conta que o suporte podera ser reutilizado varias
vezes. A cromatografia de interacdo hidrofébica permite, em geral, uma boa
resolucdo mas nem sempre muito elevada uma vez que a distribui¢do de residuos
hidrofébicos a superficie das proteinas nem sempre ¢ suficientemente
discriminadora. A filtracdo em gel ndo € normalmente usada para o fracionamento

de proteinas com alta resolucdo devido, fundamentalmente, a baixa eficiéncia em

explorar as diferencas na peso molecular (KNIGHT, 1989).

a) Cromatografia de Filtracdo em Gel

Este método ¢é utilizado para a determinacdo do peso molecular de
diferentes proteinas (geralmente desnaturadas, para que suas formas sejam as mais
semelhantes possiveis). Apds o empacotamento da coluna, aplica-se a amostra e é
feita a elui¢do. As moléculas maiores, que nao sdo capazes de penetrar nos poros

do gel, serdo eluidas antes das moléculas menores.

b) Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Pode ser conceituada como um método fisico-quimico de separag@o, no
qual os constituintes da amostra a serem separados sdo divididos entre duas fases,
uma estaciondria, geralmente de grande drea e a outra, um fluido insoldvel na fase
estaciondria que escoa na mesma. A cromatografia liquida € hoje um dos

principais e mais eficientes métodos de separacdo existentes. De maneira geral, a
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técnica tem como base o principio da adsorcdo seletiva. A cromatografia em
coluna emprega uma grande variedade de adsorventes sélidos, incluindo silica,
alumina e silica gel.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC do inglés High
Performance Liquid Chromatography), uma varidvel desta técnica que hoje tem
uso bastante comum, promove a adsorcao de liquidos em particulas extremamente
pequenas e uniformes, alcancando uma alta sensibilidade. E uma técnica
cromatografica que se baseia na separagdo quimica de componentes de uma
amostra em coluna na qual a fase estaciondria € um enchimento sélido de
particulas de reduzidas dimensdes (5-10 micra), uma fase mével liquida que é
bombeada através da coluna e sistemas de detec¢do continua do eluato.
Dependendo do sistema e tipo de coluna empregado pode ter cromatografia de
adsorc¢do, de particao, de troca idnica e cromatografia em gel (GPC).

A HPLC ¢é empregada nas separagdes de elementos ao nivel de tragos em
matrizes complexas, fornecendo resultados rapidos, exatos e precisos. Além disso,
permite andlises multielementares em uma tUnica inje¢do com alta resolucdo,

sensibilidade e seletividade, necessitando de apenas alguns microlitros de amostra

¢) Cromatografia por Troca I6nica

Na cromatografia por troca idnica, a fase estaciondria € uma matriz sélida
porosa contendo grupos quimicos funcionais ionizados, a qual estdo ligados os
grupos i6nicos. O material dessa matriz pode ter como base o poliestireno

(resinas), a celulose ou mesmo substancias geleiformes do tipo das que sao usadas
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em cromatografia de exclusdo. Nos trocadores anidnicos, os grupos funcionais
tém carga positiva sendo o contra-ion (com carga oposta) um anion, cOmo por
exemplo o fon cloreto. A amostra com carga oposta € atraida pela fase estaciondria
e as iguais caminham pela fase mével. Sao exemplos deste tipo de trocadores a
dietilaminoetil-celulose (DEAE-celulose; celulose) ou a resina de poliestireno
contendo grupos funcionais, que pode ser deslocado pelos fons da fase mével de
carga similar a ele. Nos trocadores catidnicos os grupos funcionais t€m carga
negativa sendo o contra-ion um cdtion como por exemplo o sédio. Sdo exemplos
deste tipo de trocadores a carboximetil-celulose ou a resina de poliestireno
sulfonada (Dowex 50).

Durante a separacdo cromatografica ocorre, numa primeira etapa
(introdugdo da amostra e inicio da eluicdo), ligagdo por interagdes eletrostaticas
entre substancias da amostra aplicada e os grupos funcionais ionizados da matriz:
o contra-ion € substituido (trocado) pelas substiancias da amostra com carga do
mesmo sinal que o contra-ion.

Nesta etapa substiancias com carga do mesmo sinal que a matriz ou com
fraca ligacdo a matriz podem ser eluidas. Numa segunda etapa as substancias
ligadas ao trocador podem ser seletivamente separadas da matriz usando outros
eluentes como solucdes salinas com mais altas concentragdes do contra-ion ou
solucdes amortecedoras que provocam modificagdo do valor do pH de tal forma
que as ligagdes que mantém as substancias unidas a matriz sejam enfraquecidas. A
fase mével € assim uma solugdo salina ou em distintas fases do processo distintas

solucdes salinas sdo empregadas.
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d) Cromatografia de Afinidade

Andlises de dados obtidos na literatura revelam que o método de
cromatografia de afinidade € a segunda técnica de purificacdo mais utilizada,
sendo mais efetiva do que outras técnicas cromatograficas (BONNERJEA et al.,
1986). O processo de adsorcao por afinidade foi desenvolvido entre as décadas de
60 e 70. E uma técnica que incorpora o mecanismo de interacdo entre moléculas
bioldgicas e ligantes complementares, como enzima-substrato ou antigeno-
anticorpo (LOWE et al., 1992).

Um ligante reage com o complexo, formando uma ligagao covalente. A
amostra € aplicada e a proteina que possui afinidade pelo ligante se liga a ele
enquanto as demais sdo eluidas da coluna. A proteina de interesse € entdo liberada
da coluna, com o uso de uma substancia que tenha mais afinidade pela proteina do
que o ligante ou que altere as condi¢des de ligacdo entre ligante e proteina, livre
de impurezas. Os principios envolvidos na separacdo estdo ilustrados na Figura 9,
a qual representa as fases de adsorcdo, eluicdo e dessor¢do da proteina de
interesse. A fase estaciondria consiste geralmente de agarose ligada a brometo de
cianogénio, formando uma liga¢do covalente.

Na pratica, a cromatografia de afinidade consiste no preparo de uma matriz
na qual a proteina de interesse, e preferencialmente somente esta proteina, se
ligard reversivelmente. A matriz tem que satisfazer as seguintes caracteristicas:
deve ser uma polimero poroso, hidrofilico e deve possuir dimensdes convenientes,
de forma a permitir o acesso da macromolécula no interior dos poros. Pode ser

utilizada agarose (Sepharose ou BioGel UM), poliacrilamida (BioGel P), dextrana
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de ligacao cruzada (Sephacryl) (BOOT, 1999), silica, etc. (CHASE, 1984), na qual
um ligante se prende covalentemente. A natureza quimica do ligante ¢é

determinada pela especificidade bioldgica da proteina a ser purificada.

Uﬁpﬁf’
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. > )
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Figura 9. Principio da cromatografia de afinidade (ASENJO e CLONIS, 1990).

A etapa de eluicdo ou dessor¢dao também tem que ser prevista para o
sucesso da recuperagdo da proteina desejada. Uma enzima pode ser
especificamente dessorvida pela adicdo de uma alta concentra¢ao de substrato ou
inibidor competitivo, ou mudando o pH e/ou forca i6nica para romper a ligacdo

enzima-ligante (BOOTH, 1999).
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De forma geral os principais requerimentos para o sucesso de uma
adsorc¢do de afinidade sao (SCOPES, 1987):

i.  tanto a ligacdo do ligante a matriz como a ligacdo da proteina ao ligante
nao devem ser seriamente perturbadas;

ii.  interacdes ndo especificas (contaminantes) ndo devem ser muito grandes,
ou seja, nao haver outras ligacdes que niao aquelas com a proteina de
interesse,

iii.  as ligagdes devem ser estdveis as provaveis condicdes a serem usadas
durante o processo, incluindo a regeneracdo do adsorvente.

A adsorcao bioespecifica pode ser dividida em 2 principais grupos (ARVE

e LIAPIS, 1987) como segue:

- Adsor¢ao de um tnico componente

Neste caso, o ligante usado possui um alto reconhecimento bioespecifico
de somente uma espécie. Portanto, o ligante removeria somente um componente
de uma mistura complexa. Adsor¢do de um Unico componente pode também
ocorrer quando um grupo especifico ou geral de ligantes sdo usados e a
composi¢ao da solucdo de alimentacao € tal que somente uma espécie € adsorvida

pelo ligante.

- Adsor¢dao multicompontente
Ocorre quando um grupo especifico de ligantes sdo usados e diversos
compostos afins podem interagir com o ligante. Adsorventes menos especificos

sdo obtidos quando ligantes mais gerais sdo empregados.
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Os contaminantes por outro lado, podem ser divididos em 4 grupos de
acordo com suas interacdes com o adsorvente:

1. contaminante que nao se difunde no interior do adsorvente, como partes de
células dilaceradas;

2. espécies que simplesmente se difundem no fluido retido, mas que nao sao
adsorvidas nem por adsorcdo bioespecifica e nem por adsor¢do nao
especifica;

3. contaminantes que se difundem no interior da particula e sdo adsorvidos
nao-especificamente pela matriz sélida do suporte;

4. espécies que se difundem no interior da particula e competem com os
solutos de interesse pelos ligantes.

Contaminantes pertencentes ao primeiro grupo podem ser separados das
particulas adsorventes por centrifugacdo e filtracdo ou por extracdo num sistema
aquoso bindrio. Remog¢ao de contaminantes que pertencem ao segundo grupo €
conseguido por suspensao das particulas adsorventes numa solucao tampao fraca,
a qual permite ao contaminante se difundir pelas particulas porosas para dentro da
solucdo circundante. Se a quantidade total de contaminantes presentes no interior
dos poros das particulas adsorventes € grande e um produto de alta pureza é
requerido, entdo mais que uma lavagem pode ser necessdria para reduzir a
concentracdo dos contaminantes a baixos niveis. Para a remocdo dos
contaminantes que pertencem ao terceiro ou quarto grupo, lavagens com uma
solucdo tampao fraca pode ndo ser suficiente e métodos mais efetivos devem ser
empregados, os quais podem ser equivalentes a uma eluicdo branda.

Na Tabela 11 a classificacdo das técnicas de cromatografia liquida de
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acordo com as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas exploradas ¢é
apresentada. A condig¢do inicial necessdria para a realizacdo da técnica, os eluentes
mais comuns e as condi¢cdes em que a solugdo de proteina ficard apds sua elui¢do
da coluna sao citados. O custo geral do processo € classificado levando-se em
conta os valores aproximados das colunas e dos acessorios geralmente
empregados em cada técnica (OGAWA et al., 2000).

Em escala laboratorial, os primeiros passos de purificacdo geralmente sao
aqueles que possuem um menor poder de resolucdo, porém que permitem o
tratamento de grande quantidade de material como a diélise ou a precipitagcdo com
grande concentracao de etanol, acetona, sais inorganicos, etc. O sulfato de amonio
¢ um dos agentes precipitantes amplamente usados nessa etapa. Apresenta como
caracteristicas a capacidade de precipitar irreversivelmente as proteinas sem
aumento considerdvel de temperatura. Além disso, a solu¢do final ndo apresenta
alta densidade, facilitando a obten¢ao do precipitado protéico apds centrifugacao.
Esse primeiro passo na purificacdo de proteinas tem como vantagem aumentar a
concentracdo de proteina na amostra e/ou preparar a amostra para ser aplicada em
uma cromatografia.

Na segunda fase, a mais eficiente da purificacio de proteinas, sdo
exploradas diferentes caracteristicas fisico-quimicas das proteinas. Muito
freqiientemente compreende o uso de diferentes técnicas de cromatografia em
coluna que sao classificadas de acordo com a caracteristica protéica selecionada
(Tabela 11). A filtragdo em gel consiste na passagem de uma solugdo protéica em
uma coluna preenchida com uma resina (o tipo de resina especifica a resolugao, a

velocidade do processo e, principalmente, a faixa de peso molecular a ser
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separado) que apresenta poros de uma determinada faixa de tamanho. Moléculas

com diametro molecular menor do que o do poro serdo capazes de penetrar na

resina, percorrendo entdo um caminho mais sinuoso e maior do que as moléculas

que apresentam didmetro molecular superior ao do poro, que ndo seriam retidas.

Tabela 11. Classificagdo das técnicas de cromatografia liquida.(adaptado de
OGAWA et al. , 2000).

Tipo de

Cromatografia

Gel filtragdo

Troca Ionica

Interacdo

Hidrofébica

Fase Reversa

Afinidade

Caracteristica da

Proteina

Volume Molecular

Carga

Hidrofobicidade

Hidrofobicidade

Especificidade a

ligantes

Condicao
Inicial da
Amostra
Volume da
amostra < 5%
do volume da

coluna

Baixa
concentragao

iOnica

Alta
concentracdo de

sal

Nao pode
conter altas
concentracoes
de sais
Condi¢des
especificas para

ligacao

Eluentes

Qualquer
solugcdo

aquosa

Solugdes

Condicao Final Custo

da Amostra

Amostra diluida

em eluente

Amostra

salinas ou com concentrada em

pHs distintos
da condig¢do
inicial
Solugdes com
baixa
concentragdo

salina

Solvente

inorgénico

Alta

concentragao

solucao salina

Amostra
concentrada em

solucgdo salina

Amostra sem
sais em
solventes

volateis

Amostra

concentrada

de ligantes ou contendo ou ndo

sais

ligante

+

++

++

+++

+++

As colunas de adsor¢do possuem, em suas matrizes, grupamentos quimicos

responsaveis pela interacdo com a proteina. Incluem-se nesse caso as matrizes que
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possuem grupamentos ionizados (carregados positivamente ou negativamente) nas
cromatografias de troca i0nica; que apresentam grupamentos hidrofébicos
(geralmente hidrocarbonetos lineares) nas cromatografias de fase reversa ou
interacdo hidrofébica e que possuem ligantes especificos (como Ni*?, heparina,
glutationa) nas chamadas cromatografias de afinidade. As proteinas retidas na
coluna sdo eluidas gradualmente e, o que € mais importante, seletivamente,
através da passagem de um gradiente de concentracio de uma substancia que
compete pela ligacdo da proteina com os grupamentos quimicos da resina (por
exemplo: sais para as resinas de troca idnica, solventes organicos para fase reversa
e solucdo contendo ligante especifico para as de afinidade).

A fase final inclui, geralmente, um unico passo, que retira quaisquer
contaminantes que porventura ainda estejam presentes na amostra. Pode ser uma
liofilizacdo que permita a retirada de contaminantes volateis sob baixas pressdes
(em torno de 15 bar); uma didlise para excluir sais ou outras moléculas nao
volateis da solugdo protéica, ultrafiltragdo, que possui 0 mesmo propdsito que a
didlise, porém tem como principio a filtracio da solucdo de proteina por uma
membrana com poros de pequeno didmetro (por exemplo, 20 A), forcada por
pressao, entre outras técnicas ja citadas.

Durante a fase de purificacdo, deve-se levar em conta os seguintes itens: 1
— para uma purificagcdo mais eficiente € aconselhdvel a escolha de técnicas que
explorem seqiiencialmente diferentes propriedades fisico-quimicas das proteinas;
2 — a atividade bioldgica da proteina deve ser acompanhada em todos os passos de
purificagdo, assim como a quantidade total de proteina, uma vez que esses

parametros, em conjunto, sdo cruciais para a avaliagdo da eficiéncia da
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purificagdo. A atividade da proteina deve ser verificada pelo método mais simples
e sensivel possivel. A quantificagdo protéica pode ser estimada pela absorcdo de
luz na faixa do ultravioleta (209-295 nm) ou através do uso de substancias que ou
se ligam a proteinas (como o corante Azul de Coomassie) ou reagem com essas,
resultando em um produto colorido (como o sulfato de cobre II presente no
Reagente de Lowry). Essas duas dltimas sdo técnicas mais especificas, porém
mais trabalhosas; 3 — a purificagdo também pode ser acompanhada usando-se
anticorpos especificos, tanto por “Dot Blotting” como por “Western Blotting”;
especialmente no caso de proteinas cuja atividade ndo seja conhecida, 4 — o
conteido protéico de todas as etapas deve ser avaliado por -eletroforese
unidimensional ou bidimensional em gel de poliacrilamida. Através dessas
andlises é possivel verificar se a amostra se encontra no grau de pureza desejado,
ou se novos passos de purificacdo serdo necessarios; 5 - € comum sacrificar
razoavelmente a recuperacdo da proteina em prol de um grande enriquecimento;
desse modo, uma boa prética € iniciar a purificagdo com passos simples e com
menor resolucdo, que geralmente sdo baratos e de maior capacidade, e, no
decorrer do processo, ir aumentando a seletividade e a resolucdo dos passos de
purificagcdo, que sdo mais caros e possuem menor capacidade; 6 — procurar manter
o processo de purificacdo o mais simples possivel, de maneira a diminuir o custo
do processo, além de aumentar a recuperacdo da proteina em questdo

(DEUTSCHER, 1990).
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2.6. PROCEDIMENTOS EMPREGADOS PARA A

PURIFICACAO DA PROTEINA DESINTEGRINA

A metodologia a ser desenvolvida para quantificacio da proteina
desintegrina e para que a mesma possa ser extraida do meio de cultura das células
CHOZMD empregard uma série de etapas compostas por diferentes tratamentos.
Os procedimentos encontrados na literatura sdo descritos a seguir, indicando as
principais etapas do tratamento.

Shimokawa e colaboradores em 1996 expressaram o zimogénio
recombinante de uma pré-atrolisina E (~ 51,7 kDa) de uma serpente Crotalux
atrox secretado em meio de cultura DMEM (Gibco) livre de soro utilizando
células HEK 293 ( human embryonic kidney). O procedimento empregado estd
esquematizado na Figura 10. A partir de um volume inicial de 500 mL de meio de
cultura, foi feita uma didlise contra 2 mM TrisHCI pH 8,0. Foram utilizados dois
passos de cromatografia de afinidade. com o mesmo tampao, a proteina foi lavada
da coluna e dialisada novamente com 20mM Tris-HCI pH 7,1, 2 mM CaCl,,
100mM NaCl. A fracdo dialisada foi entdo aplicada posteriormente em coluna
Affi-Gel blue (Bio-Rad Laboratories) equilibrada com o mesmo tampao,
removendo desta forma colagenases endogenas e albumina, respectivamente, do
meio. Posteriormente foi utilizada uma cromatografia de troca idnica coluna
DEAE-celulose (DE-52) (Whatman) e em seguida uma coluna Mono-Q HRS5/5
(Pharmacia). Todas as fracdes foram aplicadas em SDS-PAGE 10%. O
rendimento da proteina pura a partir de 500mL de meio de cultura variou em torno

de 50 a 100ug e o SDS-PAGE 10% indicou a presenca de pro-atrolisina E
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homogénea, observada em coloracdo de Coomassie Blue. Todas as fracdes foram

monitoradas por andlise de Western blot e SDS-PAGE.

500 ml contendo a Pré-atrolysin E expressa
em células HEK-293, cultivada no meio

D !
Dialise 2mM Tris-HCI, pH 8,0, 2mM
l CaCl,, 100 mM NaCl.
A s Cromatografia de afinidad
HCl, pH 8,0, romatograria ae armdade R - de ]
—p| coluna Gelatin-Sepharose 4B emogao colagenases
2111]1(\)/[0 Cn?l\(/jllz, P endbgenas e albumina
NaCl.
4
Dialise 20mM Tris-HCl, pH 7,2,
2mM CaCl,, 100 mM NaCl.
A 4
Remogio de Cromatografia de afinidade 20mM Tris-HCl, pH
colagenases coluna Affi-Blue «—— 7.2, 2mM CaCly,
endigenase ] 100 mM NaCl.
albumina l Fragdes ativas
Dialise <10 mM Tri-HCI , pH 8,0
¢ 2mM CaCl,
Coluna de troca iGnica i . & 0
DEAE-celulose (DE-52)  |q— &radiente linear de 0 a
500mM de NaCl no tampao
l Fragdes ativas
20 mM Tri-HCI , .
pH8,02mM CaCl, — | Didlise
l Fracdes ativas O rendimento da
gradiente linear de . proteina pura a
100 a 400 mM de Coluna de troca i6nica L, SDS-PAGE ~ partir de 500 ml de
NaCl no tampio Mono-Q HR 5/5 10% ~56KDa meio de cultura
vaiou em torno de
50 a 100 pg.

Figura 10. Fluxograma do processo de purificacdo de uma metaloprotease
recombinante pro-atrolisina E, origindria do veneno de serpente da Crotalus atrox,
expressa em células HEK-293 (SHIMOKAWA et al.,1996).
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Primeiramente em coluna gelatin-Sepharose 4B (Phamacia) equilibrada
Jia et al. em 1997 expressaram o dominio em desintegrina € dominio rico em
cisteina recombinante da Atrolisina A, uma metaloprotease hemorrigica da
Crotalux atrox da classe P-III das SVMPs, utilizando células de inseto Sf9
(Spodoptera frugiperda). As células foram cultivadas em suspensdo com meio
FMNH suplementado com 10% de soro fetal bovino. A partir de 1 L de cultura de
células transfectadas (2 x 10%mL) o rendimento da proteina pura obtida dos
fragmentos celulares foi de 600 pg. A proteina produzida intracelularmente foi
purificada por cromatografia de troca i6nica e filtragdo em gel, utilizando coluna
DEAE-celulose € Mono Q 5/5 (Pharmacia), respectivamente. As fracdes foram
concentradas por Centricon-30 (Amicon) e adicionadas a uma coluna Sephacryl
S200 (Pharmacia). Os resultados mostraram um rendimento de 1 mg de proteina
pura obtida a partir das células lisadas presentes em 1 litro de cultura de células
transfectadas (2 x 10% mL).

Em Jia et al. (1999) o processo de cultivo da proteina foi o0 mesmo citado
no artigo de 1997, porém a metodologia de purificagdo utilizada foi diferente
(Figura 11). Como a proteina foi produzida intracelularmente foi necessario lisar
as células. A suspensao resultante foi centrifugada por 30 min a 4°C a 15.000 g. O
sobrenadante foi dialisado contra tampao 20mM fosfato, pH 7,8, 500mM NaCl
seguido por centrifugacdo a 15.000g por 30min. O sobrenadante foi adicionado a
uma coluna de cromatografia de afinidade, carregado em coluna de niquel-
chelation (Pharmacia), equilibrada pelo mesmo tampdo. A coluna foi
exaustivamente lavada com o tampao e eluida em 20mM fosfato, pH 6,3, S00mM

NaCl. As fragdes carregadas foram dialisadas com o tampao de 20mM Tris-HClI,
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pH 8,0, e aplicadas em coluna de troca idnica Mono Q 5/5 (Pharmacia)
equilibrada com o mesmo tampao. Um passo final de cromatografia em fase
reversa HPLC em coluna C-8 Aquapore (Applied Biosystems) foi necessario para
purificar a proteina recombinante homogénea. Em SDS-PAGE com 16% de
poliacrilamida foi estimado um peso molecular de ~22 kDa.

2 x 10°/ml células SF9 cultivadas em 1 L de meio

FMNH com 10% de soro fetal bovino (proteina
produzida intracelularmente)

l

Lisar as — Tampado 10mM Tris-HCI, pH 8,0,
células 1mM EDTA, 0,2 mM PMSF

suspensao

A

Centrifugagdo 15.000g
por 30min a 4°C.

sobrenadante

A

Dialise Tampao 20mM fosfato, pH 7,8,
l 500mN NaCl.

Centrifugagdo 15.000g

por 30min a 4°C.
sobrenadante
A
Eluida com 20mM_> Cromatografia de afinidade Tampao 20mM fosfato, pH 7,8,
fosfato, pH 6,3, Coluna de niquel 500mN NaCl.
500 mM NaCl, - .
0.3 M imidazol. Fracdes ativas

A

Dialise [¢—— Tampao 20mM Tris-HC]I, pH 8,0
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Cromatografia de Fase
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600 g de proteina Atrolysin A

Figura 11. Fluxograma do processo de purificacdo de uma proteina

recombinante origindria do veneno de serpente Crotalux atrox expressa em células
S19 (JIA et al., 1997).
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Iemma et al.. em 2002 subclonaram a ACLD e a expressaram em E. coli,
buscando obter uma proteina solivel na forma de zimogénio para a produgao da
ACLD. A expressao foi realizada em células CHOZMD, contendo a seqiiéncia
completa do ADN da ACLD. As células CHOZMD foram cultivadas em garrafas
de cultura de 75 cm? o que ocasionou um aumento da drea de superficie de adesdo,
conseqiientemente aumentando o ndmero de células aderidas. Foi empregado o
meio de cultura DMEM, suplementado com soro. Apds a confluéncia, o meio com
soro foi removido e as células foram incubadas por 48 h em meio sem soro. A
proteina recombinante foi purificada pelo método de precipitacdo por sulfato de
amonio, de forma a separar a sorobumina (Figura 12). A proteina foi detectada por
imunodeteccdo, sendo que alguma quantidade de sorobumina foi observada. Sabe-
se que o promotor do vetor pCADN3 ¢ induzivel pelos fatores de crescimento
contidos no soro fetal bovino que suplementa o meio de cultura.

Foi utilizado um volume de 60mL de meio de cultura, o qual foi
concentrado pelo sistema Amicon até 4mL e em seguida por Centricon até um
volume de ImL. A amostra concentrada assim obtida foi dialisada contra TrisHCI
10mM pH 8,6 e submetida ao fracionamento por cromatografia de troca idnica
utilizando uma coluna Mono-Q (Pharmacia) no sistema HPLC (Shimadzu).
Obteve-se um perfil cromatografico com boa resolucdo, onde se detectou a
proteina de interesse em um Unico pico contendo contaminantes. Apds a
purificagdo a amostra foi submetida a imunodetecdo, onde foi confirmada a
presenca da proteina no meio, a qual também indicou que, em funcdo da

intensidade de colora¢do da banda, o nivel de rendimento foi relativamente baixo
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(IEMMA, 2002). A purificacdo nao foi concluida devido aos baixos niveis de

expressao e a interferéncia das substancias presentes no soro.

Proteina recombinante em
meio DMEM sem soro

v

75% da solugdo Purificacdo por precipitacio
. . —P A
precipitante por sulfato de amonio

—» Albumina

l 60 ml de meio

Amicon
(Ultrafiltragao)

l 4 ml de concentrado

Concentragdo
(Centricon)

1 ml de concentrado

Tampdo 10mM Tris- Diélise
HCl pH 8,6 l

Cromatografia de troca
i6nica coluna Mono-Q no
sistema HPLC

A purificagdo resultou apenas em um unico
pico, porém contendo alguns contaminantes.
Pela andlise por eletroforese em gel
poliacrilamida o rendimento da expressdo de

acordo com a intensidade da banda foi
extremamente baixo.

Figura 12. Fluxograma do processo de purificagio da proteina
recombinante do veneno de serpente da Agkistrodon contortrix lacticintus,
expressa em células CHOZMD cultivadas em meio DMEM (IEMMA et al.,
2002).
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Para realizacdo do presente trabalho procurou-se utilizar a metodologia
referente ao trabalho de Iemma (2002), visto ser a tUnica referéncia bibliografica
encontrada em relacio ao cultivo em garrafas de cultura da célula CHOZMD em

meio DMEM contendo soro.

2.7 CONSIDERA COES FINAIS

De acordo com as informagdes apresentadas na Revisdo Bibliogréfica,
pode-se observar que devido as dificuldades de se obter uma grande quantidade da
proteina de interesse a partir do veneno de serpentes, a tecnologia da clonagem e
expressdao destas proteinas em diversos organismos tem sido um instrumento
empregado com freqiiéncia para se obter quantidades substanciais da proteina de
interesse. O isolamento e a caracterizacdo destes compostos ao nivel de proteina
fornece informacdes de fundamental importincia para a compreensdo dos
processos fisiologicos.

Pode-se perceber pelo desenvolvimento do trabalho de Shimokawa e
colaboradores (1996), que foram enfrentadas dificuldades na purificacao devido a
presenca da albumina encontrada no soro adicionado ao meio de cultivo. O
mesmo ocorreu no trabalho de Iemma (2002) com o cultivo das células
CHOZMD. Em ambos os estudos, primeiramente se fez uso de métodos para
retirar a albumina presente no soro, para posteriormente dar continuidade os
procedimentos de detec¢do e purificacao da proteina de interesse.

Nas pesquisas envolvendo o cultivo de células animais em meios isentos

de soro (HALDANKAR er al.,1999; SUNG et al., 2003), foi verificada a
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diminui¢do da interferéncia na metodologia de deteccdo e purificagdo. A presenca
de soro no meio torna mais complexos os procedimentos de detecgdo,
quantificacao e purificac@o da desintegrina, contribuindo para aumentar o custo do
processo. Além disso, a utilizagdo de meios com baixo teor de proteinas é
recomendada para a produ¢cao de medicamentos para uso humano de acordo com
as normas da U. S. FDA (Food and Drug Administration).

O cultivo adaptado a um meio livre de soro pode ser considerado como
uma técnica recente e em constante aperfeicoamento, principalmente no que se
refere ao desenvolvimento de novos meios que proporcionem um maior
desenvolvimento celular e uma maior produtividade.

Outros estudos (SUNG et al., 2003; HANSEN et al., 1997) indicaram que
as proteinas produzidas em meio de cultivo sdo extremamente instaveis, podendo
se degradar facilmente, requerendo desta forma, manipulagdo a baixas
temperaturas, em um curto tempo de processamento, ou a utilizagao de inibidores
de proteases para preservar a atividade da proteina recombinante. Todos estes
aspectos precisam ser considerados no desenvolvimento de uma metodologia
confidvel e de relativa simplicidade para a detec¢ao de proteinas recombinantes

em cultivos de células animais.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os tépicos a seguir abordam as técnicas de manipulagdo, normas,
procedimentos e materiais especificos necessdrios para a concretizacdo do

presente trabalho.

3.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

3.1.1 Célula Animal

Para a producgdo da desintegrina foi utilizada uma linhagem modificada de
células CHO-K1 da American Type Culture Collection CCL-61 (Figura 13), a
CHOZMD cedida pela Prof®. Dr". Heloisa Selistre de Aradjo, do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal de Sao Carlos.

A linhagem CHOZMD foi construida a partir da célula CHO-K1 com o
ADN caracteristico da proteina desintegrina, retirado das glandulas produtoras de
veneno da serpente Agkistrodon contortrix laticinctus, com o vetor de expressao

pCDNA3.

3.1.2 Meio de cultura

O cultivo das células foi realizado em meio de cultura DMEM - Dulbeco’s
modifiied Eagle’s medium, da Gibco e em meio de cultura livre de soro CHO-S-
SFM 11, Gibco. O meio DMEM foi suplementado com o aminoécido L-glutamina
e com soro fetal bovino (FBS) e com os antibidticos, penicilina e estreptomicina.

O meio CHO-S-SFM 1I foi suplementado com antibidticos. O aminodcido L-
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glutamina é um complemento nutricional para as células, o soro fetal bovino
fornece glicoproteinas e fatores de crescimento e os antibidticos permitem que nao
haja a proliferacdo de microorganismos, como bactérias e fungos, prejudiciais ao
cultivo. O meio de cultivo foi esterilizado, utilizando-se um sistema de filtragao

contendo uma membrana com didmetro de poro de 0,2 um.

3.1.3 Microcarregador

O microcarregador utilizado neste trabalho foi o que apresentou melhor
rendimento no trabalho de SWIECH. O microcarregador Pronectin F (Sigma
Solohill) é um tipo de microcarregador esférico, ndo poroso coberto com uma
proteina recombinante, ProNectin® F (Protein Polymer Technologies, San Diego,
CA).

Este microcarregador € envolvido por uma fina camada de um polimero
recombinante, de fonte ndo animal, que apresenta multiplas cépias da seqii€ncia
adesiva RGD (Arg-Gly-Asp) presente na fibronectina (STEDRONSKY et al.,
1994). Livre de proteinas animais, este microcarregador em especifico trabalha
muito bem com meios livre de soro. As caracteristicas, concentracdo de
microcarregador e inoculo necessdrio para inicio do experimento do

microcarregador Pronectin F foram fornecidas pelo fabricante na Tabela 12.
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Tabela 12. Informagdes adicionais referentes ao microcarregador Pronectin
F (Sigma Solohill, 2003).

CARACTERISTICAS VALOR
Densidade (g.mL'l) 1,02
Diametro (um) 125 -212
Concentracdo Microcarregador (g.L ") 20,0
Concentragao Células (cel.mL'l) 1,1.10°

3.1.4 Reagentes empregados nos cultivos
Estas solucdes foram esterilizadas por microfiltracdo e armazenadas em

frascos autoclavados.

3.1.4.1 Solucgdo de Tripsina

A solucdo de tripsina 0,25% foi fornecida pela Gibco, com pH ajustado

para 7,7. A composicao para cada litro de solu¢do € apresentada na Tabela 13.

Tabela 13. Composicao da solucdo de tripsina (Gibco).

Composto Quantidade (g)
NaCl 8,0
KCl 0,38
Na,HPO, 0,1
Dextrose 1,0
Trizma base 3,0

Tripsina 1:250 2,5
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3.1.4.2 Solugdo tampao fosfato- PBS ( Phosphate Buffer Saline).

O PBS (phosphate-buffered saline) funciona como solu¢do tampao, com
pH de 7,4 (Cultilab). A composic@o da solucdo de PBS para cada litro de solucao

¢é fornecida na Tabela 14.

Tabela 14. Composicao da solucio de PBS (Cultilab).

Composto  Quantidade (g)

NaCl 80,0
KCl 2,0
Na,HPO4 11,5
KH,PO4 2,0

3.1.5. Materiais e equipamentos empregados nos cultivos.

Nos cultivos das células CHOZMD foram utilizados os seguintes materiais e
equipamentos:
- garrafas de cultura (Frascos T) com 4rea superficial de 25cm?, 75cm”e 150
cm”. (Corning);
- frascos spinner Wheaton, com volume de 500mL
- camara de fluxo laminar The Baker Company classe II, também conhecida
comercialmente pelo nome de SterilGARD III Advance;
- estufa incubadora. (Thermo Forma) modelo 310 Series, com controle de
concentracao de CO, no ambiente;

- microcépico invertido Olympus CK2.
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- centrifuga da empresa Incibras, modelo Spin VI.

3.1.6. Materiais e equipamentos empregados nos ensaios de deteccdo da

proteina desintegrina.

a) Analises em HPLC
Foram utilizadas as colunas Mono-Q HR 5/5 (Pharmacia Biotech) e KS-802

Shodex (Waters).

b) Concentracdo das amostras

- Membrana de nitrocelulose (0,45um) — Hybond ™_¢ (Amersham Life
Science)

- Diaflo-Ultrafiltration Membranes (Amicon, Inc. — Berveley, MA, USA).

- Centricon-30 e Centriprep-10 (Amicon, Inc. — Berveley, MA, USA).

- Stirred Ultrafiltration Cells (Amicon, Inc. — Berveley, MA, USA).

c¢) Ensaios de imunodeteccao

- Anticorpo Anti-MD (metaloprotease-desintegrina recombinante) de origem
policlonal obtido pela imuniza¢do de camundongos.

- Anticorpo Anti- IgG (Imunoglobulina G) de camundongo conjugado a
fosfatase alcalina (Sigma Chemical Co. — St. Louis, Mo, USA).

- Bio-Dot SF filter paper ((Bio Rad Laboratories).

- Bio Dot® SF microfiltration Apparatus (Bio Rad Laboratories).

- Kit para revelagdo - Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit (Bio Rad

Laboratories).
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3.2. METODOS ANALITICOS

As amostras retiradas durante o cultivo foram primeiramente utilizadas
para determinacdo da concentracdo celular e viabilidade. Apds filtracdo, o
sobrenadante foi empregado para andlise de glicose e apds concentragdo foram
realizados ensaios para determinar a atividade proteolitica, imunodetec¢ao e

separagdo em HPLC. Os métodos analiticos empregados sao descritos a seguir.

3.2.1 Determinagdo do nimero de células

A concentragdo de células que se encontram em suspensdo foi determinada
em camara de Neubauer, (FRESHNEY, 1994). As células foram colocadas em
uma camara de superficie plana e contadas no microscépio com uma ampliacdo de

100 vezes.

3.2.2. Determinag¢do da viabilidade celular

Foi empregado o método de exclusdao de corante Azul de tripan (Sigma)
(FRESHNEY, 1994) onde a viabilidade € determinada pela porcentagem das
células que ndao foram coradas. As células foram colocadas em camara de

Neubauer e contadas no microscépico com uma ampliacdo de 100 vezes.

3.2.3. Determinagdo da adesao celular

A adesdo das células ao microcarregador foi determinada por contagem de

nucleos de células vidveis apds coloracdo com 1 mL de écido citrico 0,1 M, que



Materiais e Métodos 68

provoca a lise das células e 0,1% (p/v) de cristal violeta, que é responsavel por
corar o nicleo (PHARMACIA, 1981). Amostras de 1 mL foram retiradas e
misturadas com 5 mL de meio DMEM, a fim de se evitar que células em
suspensdo se aderissem na superficie do microcarregador. Apds a decantagao dos
microcarregadores, retirou-se totalmente de meio e adicionou a solucdo descrita
acima. A solucdo foi mantida em incubacdo por 60 min a uma temperatura de
37° C, sendo submetida a agitacdo diversas vezes antes da contagem. Ao final da
reacdo, as células vidveis apresentam o nucleo em coloragdo azul escura, sendo

visualizadas no microscépio com uma ampliacdo de 100 vezes.

3.2.4. Determinagdo da concentracdo de glicose

A determinagdo da concentragdo de glicose presente no meio durante o
cultivo em frasco spinner foi realizada em HPLC, utilizando cromatégrafo da
marca Shimadzu com solucio de NaOH 10° M como fase mével e coluna

Lonpack KS 803 da Shodex®.

3.2.5 Teste de atividade caseinolitica

Este teste evidencia a clivagem da caseina por enzimas proteoliticas,
fazendo com que os peptideos resultantes da clivagem permanecam em suspensao.
As proteinas intactas precipitam e tornam-se insoliveis, separando-se do
sobrenadante pela centrifugacao.

Um volume de 25ul da solugdo contendo a proteina recombinante foi

adicionado a 250ul de uma solucdo de caseina (0,5% em Tris-HCI 10mM, NaCl
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100mM pH 8,6). A esta solugdo adicionou-se 225ul de CaCl, 20mM ou EDTA
15mM (dissolvidos no mesmo tampdo). A mistura foi incubada por 1h a 37°C.
Ap6s o periodo de incubagdo a reacdo foi interrompida com 500ul de TCA 15% e
a amostra foi centrifugada a 13000rpm por 5 minutos. Em seguida foi realizada a

leitura da absorbancia (280nm) do sobrenadante. Para o branco, foi utilizado 25ul

de tampao Tris-HCI 10mM pH 8,6, NaCl 100mM.

3.2.4 Dosagem de proteinas totais

A quantidade de proteina total presente no sobrenadante das amostras
retiradas durante o cultivo apds concentragdo foi analisado pelo método de
Bradford com curva padrao de BSA utilizando espectofotometro Ultrospec-2000

(Pharmacia Biotech).

3.2.6 Determinagdo da desintegrina

A andlise da desintegrina limitou-se a imunodeteccdo qualitativa das
amostras coletadas no final do cultivo quando o meio DMEM com soro j4 havia
sido totalmente substituido pelo meio sem soro CHO-S-SFM II. A detec¢ao da
desintegrina, proteina de ~70KDa, foi feita através de equipamento Bio Dot da
marca Bio Rad com membrana de nitrocelulose incubada com os anticorpos anti-

MD e anti-IgG, revelada com reagentes cromogénicos NBT e BCIP.
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3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento para o cultivo da célula CHOZMD e deteccao da proteina
pode ser dividido em etapas, que se encontram descritas a seguir e ilustradas nas

Figuras 14 e 15:

3.3.1 Descongelamento de células

As células de CHOZMD foram conservadas a -196°C em criotubos de
aproximadamente 1mL imersos em nitrogénio liquido. A concentracao celular no
criotubo foi de 1,0.106 células/mL. Foi utilizado como criopreservante o DMSO
(dimetil sulféxido) a 10%. Para o descongelamento, o tubo foi retirado do
nitrogénio para a manipulacdio e deixado em camara de fluxo laminar. A
manipulacdo das células foi realizada em capela de fluxo laminar de classe II, a

fim de prevenir exposi¢des a contaminagdes.

3.3.2 Cultivo nas garrafas de cultura

O inicio da cultura foi realizado em frascos de cultura revestidos por
poliestireno da marca Corning tendo &reas superificiais de 25cm?, 75cm’ e
150cm®. Durante este periodo as células foram cultivadas em incubadora com
concentracdo de CO, controlada em 10% v/v, além do controle da temperatura de
incubagdo mantido a 37°C.

O pH do meio de cultivo nos frascos de cultura foi acompanhado pela

alteracio da coloracdo do meio de cultura. A medida que o mesmo perde a
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coloragcao vermelha, o meio torna-se acidificado, indicando que o meio de cultura
deve ser trocado. As células foram cultivadas nos frascos de cultura até atingirem
a confluéncia, ou seja, até que a superficie do frasco estivesse totalmente recoberta
de células.

A partir deste ponto as células foram tripsinizadas e transferidas para um
frasco de cultura maior até se atingir a concentragdo necessdria para o inoculo
posterior no frasco spinner. Na tripsinizacdo das células confluentes fez-se a
lavagem com solu¢do de PBS (phosphate-buffered saline). O meio tornou-se turvo
o que indica que as células estdo em suspensdo. A suspensdo resultante foi
centrifugada por Smin a 1500rpm e o precipitado composto pelas células foi
ressuspendido na quantidade de meio adequada para transferéncia para outros
frascos de cultura ou para o congelamento. Nesta etapa foi retirada uma pequena
amostra para analisar o nimero de células vidveis ou nao vidveis, como também o
nimero de células em suspensdao. A manipulacdo das células foi realizada na
capela de fluxo laminar. Durante todo o cultivo todas as solugdes e equipamentos

em contato com as células animais foram esterilizados.

3.3.3 Cultivo no frasco spinner

Antes do inicio do cultivo em frasco spinner, a viabilidade e o nimero de
células (trypan blue) na confluéncia presentes no inoculo cultivado nos frascos T
foram determinados. Para inocula¢do do frasco spinner foram utilizadas cerca de
5.10" células para um volume de 500mL. Neste estigio da cultura, houve um

aumento da densidade de células. As mesmas condi¢des para o cultivo em frascos
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foram utilizadas para o cultivo da célula CHOZMD no frasco spinner, com
excecao da presenga do microcarregador Pronectin F.

A concentragdo de microcarregador nessa etapa do cultivo foi de
aproximadamente 10g/L, conforme recomendacdo do fabricante do
microcarregador para cultivos em frascos spinner. As etapas de preparagdo do
microcarregador, hidratacdo, lavagem, esterilizacdo, quantidade de inoculo e
quantidade de microcarregador foram de acordo com as instru¢des do fabricante.
Primeiramente os microcarregadores foram hidratados com PBS (~150mL) por
aproximadamente 3 horas em temperatura ambiente, agitando-se ocasionalmente.
Depois de hidratado, descartou-se o sobrenadante e lavou-se com PBS durante
alguns minutos, agitando lentamente. Descartou-se o sobrenadante e adicionou- se
em torno de 150mL de PBS para esterilizacdo. O frasco spinner foi autoclavado
com as tampas em meia rosca por 15 minutos a 115° C.

Apés a esterilizacdo descartou-se a solucdo tampao contida no frasco
spinner, contendo o microcarregador ja tratado, e adicionou-se aproximadamente
150mL de meio de cultura. Apds decantacdo dos microcarregadores, retirou-se o
meio e adicionou-se meio de cultura novo (cerca de 1/3 do volume final do meio
de cultura- 150mL). O spinner foi introduzido na incubadora a 37° C a 10% de
CO, , por alguns minutos, para entrar em equilibrio.

Depois de obtida a quantidade adequada de células para o microcarregador
através do cultivo em frascos T, as mesmas foram inoculadas em 190mL de meio
contido num frasco spinner de 500mL (Wheaton). Nas primeiras 6 horas, o cultivo
foi realizado com uma agitacao intermitente de 30rpm de 2min. a cada 30min.,

para a adaptagdo das células ao novo ambiente de crescimento. Apds 6 horas, o
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volume final de meio é completado at¢ 500mL e a agitagdo foi mantida
continuamente em uma velocidade suficiente para manter os microcarregadores
em suspensao (cerca de 60rpm).

Para que as células pudessem se desenvolver adequadamente em meio
livre de soro, elas foram submetidas a um processo de adaptagdo gradual,
reduzindo-se a propor¢cdo de meio com soro a cada troca de meio até que o meio
fosse totalmente trocado para o meio livre de soro. As trocas de meio de cultura
foram realizadas de acordo com a necessidade de cada experimento, ou seja, a
medida que o pH atingia o valor 7, trocando-se apenas 50% do volume do frasco
spinner. Ao longo do cultivo, a concentracdo de glicose; a contagem e viabilidade
de células foram determinadas. Para o monitoramento do crescimento celular
retirou-se duas amostras de 2mL e 3mL, respectivamente, da suspensdao meio,
célula e microcarregadores, apds a inoculacdo e durante todo o ensaio para
andlises.

Apé6s a sedimentacdo das particulas de microcarregador presentes na
amostra, o sobrenadante foi retirado para determinacdo do nimero de células em
suspensdo. A concentragdo de glicose foi determinada por cromatografia. As
células em suspensdo foram coradas com trypan blue 0,4% e contadas em
hemacitometro. As células aderidas aos microcarregadores foram determinadas
pela contagem de niucleos. Os microcarregadores foram lavados com meio de
cultura e ressuspendidos em 1mL de &cido citrico 0,1 M contendo 0,1% (p/v) de
violeta cristal. Essa solucdo € agitada e deixada por 1 hora a 37° C. Apds esse
periodo de incubacdo, os nucleos corados liberados foram contados em

hemacitometro.
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3.3.4 Determinagdo da massa seca

As amostras de microcarregadores foram filtradas em membrana de
filtracdo 0, 45um, utilizando sistema de filtracdo Millipore. Para retirar a umidade
a membrana ficou na estufa por um dia a uma temperatura de 60°C e no
dessecador por 20min., pesou-se a membrana de filtracdo em seguida. As
amostras foram filtradas lavando sempre com d4gua destilada para que ndo
ficassem residuos no falcon, e foram colocadas novamente na estufa por um dia a
uma temperatura de 60 °C e no dessecador por 20min., sendo em seguida pesados

em balanca analitica.

3.3.5 Concentracdo e clarificacdo da amostra retirada do cultivo em

frasco Spinner.

As células foram mantidas em meio sem soro CHO-S-SFM II durante 6 h
com amostragens de 3 e 6 h. O meio de cultura retirado do cultivo no frasco
spinner foi separado dos restos celulares por filtracdo em de filtro Millipore
0,45um. O filtrado coletado foi entdo submetido a uma ultrafiltracio para
concentracdo. O volume inicial de 250mL foi concentrado pelo sistema Amicon
(MWCO de 10 KDa) at¢é um volume de 10mL. Em seguida foi utilizado o
Centriprep (MWCO de 30 KDa) até se obter um volume de 2mL e o Centricon

(MWCO de 30 KDa) até 1,5mL, ambos da marca Amicon.
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3.3.6 Deteccdo da Proteina Recombinante

Para a detec¢do da desintegrina foi feito ensaio de imunodetecc¢io através
de equipamento Bio Dot da marca Bio Rad aplicando aliquotas de 100ul de
amostra em membrana de nitrocelulose. A membrana de nitrocelulose
inicialmente foi hidratada em solucd@o de transferéncia juntamente com os filtros.
Apés a aplicagdo, a membrana foi incubada em solucdo de bloqueio de leite
desnatado (Ninho) com TBS-1X (solucao tamponada com NaCl e Tris) contendo
Tween 20, por aproximadamente 60 minutos sob refrigeracdo. Apds lavagem com
TBS-1X contendo Tween 20 a membrana foi incubada com o primeiro anticorpo
anti-MD (metalo-desintegrina recombinante) diluido 1:500 em TBS-1X de
camundongo por aproximadamente 24 horas sob refrigeracdo. Posteriormente, a
membrana foi lavada em solugcdao de TBS-1X contendo Tween-20 de 3 a 4 vezes
por 5 minutos cada lavagem e incubada com o anticorpo primdrio que reage com a
proteina de interesse anti-IgG (Imunoglobulina G) diluido 1:5000  de
camundongo conjugado ALP (fosfatase alcalina) por aproximadamente 2 horas
sob agitacdo suave. Novamente a membrana foi lavada e posteriormente revelada
com reagentes cromogénicos NBT (nitroazol de tetrazolio) e BCIP

(dimetilfornamida).

3.3.7 Purificacdo da Proteina Desintegrina em meio CHO-S-SFM 1I

condicionado das células CHO-ZMD por Cromatografia de Troca Ionica.
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As amostras concentradas retiradas dos cultivos foram aplicadas em
cromatografia de troca ionica utilizando coluna Mono-Q no sistema HPLC da
Shimadzu. As aliquotas foram primeiramente dialisadas em tampao Tris-HCl
10mM pH 8,6, com trés trocas a cada uma hora sob agitacdo e refrigeragdo. As
amostras foram entdo centrifugadas por 5 minutos a 13.000rpm a uma temperatura
de 4°C. A coluna primeiramente foi lavada com o tampao por 45 minutos e eluida
em 10mM Tris-HCI, pH 8,6, 1 M NaCl. Um volume de 500ul foi aplicado na
coluna Mono-Q. Apds a purificagdo parcial no HPLC foi feito ensaio de
imunodeteccdo com as fragdes coletadas correspondentes aos picos obtidos no
cromatograma. Aliquotas de aproximadamente Sml de cada fracdo foram
liofilizadas em Speed Vac e ressuspendidas em 100ul de &4gua ultrapura e
aplicadas em membrana de nitrocelulose, pelo mesmo sistema de imunodetec¢ao

jéa descrito no item 3.3.6.

3.3.8 Purificacdo da proteina em meio DMEM contendo 10% de FBS.

Visando a remocgao da interferéncia causada pela albubumina, amostras de
meio DMEM contendo 10% de FBS foram previamente concentradas pelo
sistema j& descrito anteriormente e aplicadas em cromatografia de afinidade em
coluna HiTrap Blue SmL. O sobrenadante foi dialisado contra tampdao 50mM
fosfato de potassio, pH 7,4, seguido por centrifugacdo a 13.000rpm por Smin. a
4°C. O sobrenadante referente a um volume de 2mL diluido de 1:1 com 50mM

fosfato de potéssio, pH 7,4, foi adicionado em uma coluna de cromatografia de
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afinidade, equilibrada pelo mesmo tampao. A coluna foi exaustivamente lavada
com o tampao e eluida em 50mM fosfato de potassio, pH 7,4, 1,5 M KCI.
Posteriormente foi feito ensaio de imunodetec¢ao com as fragcdes correspondentes
aos picos obtidos no perfil cromatografico pelo mesmo sistema de imunodetec¢ao

ja descrito no item 3.3.6.

Inicio do Cultivo Celular
Descongelamento (Nitrogénio liquido)

'

Cultivo Frasco T

Tripsinizacdo e
Inéculo

Cultivo Frasco Spinner
Volume de meio 500 ml
= ) =

500 pl de

amostras Cromatografia de Troca
>

I6nica coluna Mono Q no |—
250 ml de meio, amostras sistema HPLC
foram filtradas

(membrana 0,45um)

A

Amicon Didlise Tampdo 10mM Tris-
(Ultrafiltracdo) HCI pH 8,6

Membrana de
Nitrocelulose

10ml de concentrado Deteccdo da Desintegrina (Bio
Dot, 100ul)

Concentragao >

(Centricon e Centripep) 1 mlde
concentrado

Figura 14. Representacdo esquemdtica da metodologia empregada para
tratamento das amostras obtidas em cultivos de células CHOZMD em Frasco
Spinner para a produgdo de desintegrina.
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Fracdes
500ul 100ul
Ensaiol e Ensaio 2 3h e 6h em meio Cromatografia de troca
CHO-S-SFM 1II, 250 ml de meio idnica coluna Mono-Q
concentrado. Concentracao celular
1,19.10° cel.mL™" e 1,79.10° cel.mL"',
respectivamente. 100ul l
H Ensaio de imunodetecc¢ao Ensaio de imunodetecc¢ao
“Dot Blot™” “Dot Blot”
Ensaio contendo 1% v/v de 200ul i
hemolinfa 3h e 6h em meio CHO-S-
SFM II, 100 ml de meio concentrado. C fia d
Concentragao celular 2,66.106 _Aro_matogra 1a de troca
cel.mL™". iOnica coluna Mono-Q
200ul Fracoes
100ul
Ensaio em meio DMEM 10% FBS C A a 3
: romatografia e

200 ml de meio concentradoé afinidadeg coluna Ensaio de imunodeteccdo
Concentragao celular 2,76.10 . “Dot Blot”
cel.mL™’ 1 ml HiTrap Blue

Fracoes

100ul

Figura 15. Representacdo esquematica do tratamento aplicado as amostras obtidas em cultivos em frasco spinner de células CHOZMD para
producio de desintegrina, para realizacdo de ensaio de imunodetec¢do e purificacdo em HPLC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1Detecg¢ao da proteina - ensaios preliminares

A deteccdo da proteina desintegrina foi tentada inicialmente utilizando-se
eletroforese em gel de poliacrilamida. As amostras aplicadas foram obtidas em
cultivo de célula CHOZMD com o microcarregador Cytodex 1 em meio DMEM
com 1% de soro, realizado por SWIECH (2003). As amostras (~30mL) retiradas
em intervalos de 3h, 6h, 9h, 12h e 24h apds a ultima troca de meio foram
primeiramente concentradas e separadas inicialmente por eletroforese em gel
contendo 15% de poliacrilamida em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE,
LAEMMIL, 1970) para verificar a expressao (Figura 16). Apds a eletroforese, as

proteinas foram transferidas para membrana nitrocelulose (Amersham Life

Science).

|
(d
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-
oh 3h 6h 9h 12h 24h

\
— ) o - - . Controle positivo

70 KDa

AN

Figura 16. Amostras do cultivo de célula CHOZMD com o microcarregador
Cytodex 1 em meio DMEM com 1% de soro, analisadas por eletroforese em gel

poliacrilamida 15% para detecc@o de desintegrina.
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Na Figura 16, a intensidade e largura das bandas obtidas na eletroforese
para as amostras correspondentes aos tempos de 3, 6, 9, 12 e 24 indicam a
presenca de uma grande quantidade de proteina e de contaminantes com peso
molecular de aproximadamente 70KDa. Sabe-se que o peso molecular da
albumina é de 69KDa e o da proteina desintegrina, 70KDa. Como o meio ainda
ndo havia sido suplementado com soro no inicio do cultivo (tempo de O h), a
amostra correspondente nao apresentou nenhuma banda no gel. Para confirmar
que as bandas obtidas na eletroforese eram resultado da presenca de albumina, as
amostras foram submetidas a imunodetec¢do pelo método sanduiche de anticorpos
(Antibodies, 1988). Conforme ja era esperado, nao houve reacdo com o anticorpo
especifico para deteccdo de desintegrina e consequentemente, niao houve
formacdo de nenhuma banda.

Para uma suplementacdo do meio de cultivo com 10% de soro, os niveis de
proteina provenientes do soro chegam a atingir 5 mg/mL. Isso pode introduzir
problemas na detec¢do das proteinas produzidas pela célula, que se encontram em
quantidades significativamente menores (na ordem de pg/mL) jd que as proteinas
residuais podem ser antigénicas, diminuindo o rendimento do anticorpo devido a
neutralizacdo do mesmo (Gibco).

As andlises por eletroforese em gel de poliacrilamida indicaram que a
presenca da albumina do soro afetou a deteccio da proteina de interesse.
Procurando diminuir a interferéncia devido a presenga de proteinas no meio de
cultivo, SWIECH (2003) realizou um cultivo com o mesmo microcarregador,

entretanto utilizando na etapa de sintese da proteina o meio livre de soro CHO-S-
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SFM II. Novamente as amostras foram concentradas e aplicadas de acordo com o
procedimento descrito anteriormente, entretanto o resultado foi o mesmo. Apds
inimeras tentativas, concluiu-se que a eletroforese mostrava-se inadequada para a
deteccdo da proteina.

De acordo com IEMMA (2002), o processo de imunodeteccdo por ‘“dot
blot” se mostra eficiente na deteccdo de baixas concentragdes da proteina. Sendo
assim, decidiu-se fazer uma imunodetec¢do aplicando o método "dot blot" em
equipamento Bio-Dot. A Figura 17 mostra os resultados obtidos (em duplicata),
confirmando a presenca da desintegrina nas amostras retiradas do cultivo

utilizando microcarregador Cytodex 1 em meio sem soro.

oo

Contole Positivo

Oh 3h dig i 4h

Figura 17. Detec¢ao da proteina obtida em cultivo da célula CHOZMD, utilizando
o microcarregador Cytodex 1 em meio sem soro CHO-S-SFM II, por “dot blot”.
Pela intensidade das bandas nota-se que a maior quantidade de proteina
estava presente nas amostras coletadas em 3h e 6h ap6s a dltima troca do meio. A
deteccdo da proteina por "dot-blot" foi entdo realizada com outras amostras

concentradas obtidas em cultivos utilizando outros tipos de microcarregadores.
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Somente as amostras retiradas 3h apds a udltima troca de meio foram
aplicadas, ja que este tempo correspondia a maior producdo de proteina. Os
cultivos utilizando os microcarregadores Cytodex 1 e Immobasil FS foram
realizados com o meio CHO-S-SFM 11, o qual foi adicionado somente no final do
cultivo, na fase de sintese do produto, sendo que os mesmos apresentaram
concentracao celular maxima de 1,47.106 e 3,84.1050el.mL'1 respectivamente.

Ja os cultivos com os microcarregadores Cultispher S e Pronectin F foram
realizados com meio DMEM contendo 1% de soro fetal bovino em tempo de 3
horas de cultivo ap6s troca total do meio, com uma concentragao celular maxima
de 1,34.106 e 2,76.106 cel.mL”'. Uma amostra de 196 horas de cultivo com o
microcarregador Pronectin F em meio DMEM contendo 10% FBS também foi

aplicada para comparacao (Figura 18).

ShaFps o Ol 3bc 3k
e o s e ey
ultispher Pronectin Pronectin Imobasil ~ Citodex Cont. Positivo

Figura 18. Detec¢do da desintegrina produzida em cultivos da célula CHOZMD
utilizando microcarregadores e meios de cultivo diferentes.

Os resultados da reacdo de imunodetec¢do representados na Figura 19 nao
acusam a presenca de desintegrina nas amostras dos cultivos realizados com o
microcarregador Pronectin F, o qual possui moléculas com a seqiiéncia adesiva
RGD e que apresentou uma alta produtividade celular. No entanto, a aparente

auséncia de desintegrina nas referidas amostras pode ser, mais uma vez,
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conseqiiéncia da interferéncia da albumina presente no soro fetal bovino. A
presenca mais acentuada de desintegrina ocorreu no cultivo realizado com o
microcarregador Cytodex 1, embora este tenha apresentado menor concentragio
final de células. E importante lembrar que no final do cultivo com o
microcarregador Cytodex 1 (fase de sintese de desintegrina), o meio DMEM
suplementado com soro foi substituido meio CHO-S-SFM II. Desta forma, a
diminui¢do da quantidade de proteinas contaminantes pode ter contribuido para
viabilizar a detec¢do da desintegrina. De acordo com os resultados apresentados
na Figura 18, ndo foi detectada a presenca de desintegrina nos cultivos realizados
com os microcarregadores Cultispher S e Immobasil. Embora no final do cultivo
com o microcarregador tenha sido utilizado o meio isento de soro, a auséncia de
desintegrina no meio pode ser atribuida a baixa concentracdo final de células

atingida neste cultivo.

4.2 Cultivos com o microcarregador Pronectin F em meio livre

de soro

Os resultados obtidos nos testes preliminares para desenvolvimento da
metodologia de deteccio da proteina recombinante produzida pela célula
CHOZMD mostraram que a presen¢a da albumina proveniente da adi¢cao do soro
fetal bovino causou interferéncia tanto na deteccdo por eletroforese como na
imunodetecc¢ao. Sendo assim, optou-se por realizar cultivos das células CHOZMD
em meio CHO-S-SFM 11, que ndo contém soro, de forma que a metodologia para

a deteccdo e a quantificacdo da desintegrina possa ser desenvolvida, aplicada e
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avaliada adequadamente. De acordo com Cruz e colaboradores (1998), a
proliferacao de células em meio livre de soro normalmente é alcancado por
adaptagdo gradual. Desta forma, para a realiza¢do dos cultivos em meio sem soro
promoveu-se uma adaptacdo, substituindo-se gradualmente o meio DMEM pelo
meio CHO-S-SFM 1II ao longo do cultivo. O microcarregador utilizado nos
ensaios sem soro foi o Pronectin F, o qual proporcionou melhor crescimento

celular nos cultivos realizados por SWIECH (2003).

4.2.1 Primeiro Ensaio

Na Figura 19 sdo apresentados os resultados do primeiro cultivo de células
CHOZMD com substituicdo gradual do meio DMEM pelo o meio CHO-S-SFM
II. O cultivo foi iniciado com meio DMEM contendo 10% de soro e a cada troca
aumentou-se a propor¢ao do meio livre de soro CHO-S-SFM 11.

Os pontos assinalados como "M" no grafico indicam os instantes em que
ocorreram as trocas de meio, as quais foram determinadas pela queda no valor do
pH do meio de cultivo. Uma das razdes para as muitas trocas de meio realizadas
durante o ensaio estd relacionada a perda dos efeitos positivos do soro, que
também atua como tampao. Assim, na auséncia do soro, o meio se acidificava
muito rapidamente, afetando o bom desenvolvimento celular. Nas trocas M, M3 e
M, foi substituido um volume de 250mL de meio, sendo adicionado 10% de
CHO-S-SFM 1II para um volume total de 500mL. Nas trocas Ms e Mg, a

percentagem de meio CHO-S-SFM II equivalia a 25% do volume total. Nas trocas
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M7 e Mg, a proporcao de meio sem soro foi de 42,5 % e nas trocas My e M, foi

de 61,25%. Na troca M, o meio foi totalmente substituido pelo meio sem soro.

A propor¢ao do meio CHO-S-SFM II nos meios adicionados a cada troca

para um volume total de meio de cultivo de S00mL estd detalhada na Tabela 15.

Concentragédo Glicose (g.L")

Concentracdo Celular (cel/ml)
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Figura 19. Crescimento celular, viabilidade e consumo de glicose durante cultivo
da célula CHOZMD com microcarregador Pronectin F em frasco spinner com um
volume de 500mL de meio de cultura (Ensaio 1). Trocas de meio realizadas nos
instantes indicados por M.Composi¢dao do meio a cada troca descrita na Tabela
15. Os valores experimentais encontram-se no Apéndice A.
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Tabela 15. Quantidade adicionada de meio DMEM e CHO-S-SFM 11
referentes as trocas realizadas no primeiro ensaio em Frasco Spinner.

Trocas Volume Meio Volume Porcentagem de
DMEM (mL) Meio CHO- meio livre de soro
S-SEM 11 CHO-S-SEM 1I)

(mL)
M; 250 n.c* n.c*
M, 200 50 10%
M; 200 50 10%
M,y 200 50 10%
Ms 150 100 25%
Ms 150 100 25%
M; 100 150 42,5%
Mg 100 150 42,5%
Mo 50 200 61,25%
Mio 50 200 61,25%
M n.c.® 500 100%

*n.c. nada consta

4.2.2 Segundo Ensaio

O cultivo foi iniciado com meio DMEM contendo 10% de soro e 5% de
meio CHO-S-SFM II em um volume de 500mL (Figura 20). Para o segundo
ensaio foi feito uma adaptacdo diferente, de forma que as células ja fossem
inoculadas em meio contendo uma porcentagem significativa de meio livre de
soro. A propor¢do do meio CHO-S-SFM II nos meios adicionados a cada troca

para um volume total de meio de cultivo de S00mL estéd detalhada na Tabela 16.
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Figura 20. Crescimento celular, viabilidade e consumo de glicose durante cultivo
da célula CHO-K1 com microcarregador Pronectin F em frasco spinner com um
volume de 500mL de meio de cultura (Ensaio 2). Trocas de meio realizadas nos
instantes indicados por M. Composicao do meio a cada troca descrita na Tabela
16. Os valores experimentais encontram-se no Apéndice A.

Para comparagdo, os resultados obtidos por Swiech (2003) no cultivo de
células CHOZMD em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino, também
utilizando o microcarregador Pronectim F, estdo reproduzidos na Figura 22.
Observa-se que uma concentragdo de cerca de 2,76.10° cel.mL" foi alcancada

com a utilizacdo do meio DMEM contendo 10% de soro. Nos cultivos 1 e 2,
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realizados com a adaptacdo gradual da célula ao novo meio com baixo teor de
proteinas, a concentracdo celular méxima atingida foi de 1,19.10° cel.mL™" (ensaio
1) e 1,74.10° cel.mL™ (ensaio 2). A diminui¢do da concentragdo celular nos
cultivos realizados em meio isento de soro ja era esperada, uma vez que no cultivo
de células dependentes de ancoramento, € essencial a presenca dos fatores que
promovem o crescimento e a adesao celular contidos no soro.

Por outro lado, a viabilidade manteve-se em valores mais baixos no cultivo
empregando o meio DMEM suplementado com soro do que no cultivo realizado
com o meio isento de soro CHO-S-SFM II. Uma possivel explicagdo para a
viabilidade nos cultivos em meio isento de soro ter se mantido em um patamar
mais alto foi a grande formacao de agregados de células na suspensao (Figura 21),
0 que estd associado a uma menor taxa especifica de adesdao (NG et al. 1995,
CRUZ et al., 1998; SWIECH, 2003) A formacao de agregados ocorre pois hd uma
competi¢do entre a adesdo da célula ao microcarregador e a adesdo de uma célula
a outra, visto que uma adesao mais lenta ao microcarregador favorece a formagao
de agregados. Por sua vez, a menor adesdo ao microcarregador estd associada a

diminui¢do da concentragao de soro.

Figura 21. Formacao de agregados de células vidveis em suspensdo. (200x

Escala=50um)
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Tabela 16. Quantidade adicionada de meio DMEM e CHO-S-SFM 11
referentes as trocas realizadas no segundo ensaio em Frasco Spinner.

Volume Meio Volume Porcentagem de
Trocas DMEM (mL) Meio CHO- meio livre de soro
S-SFM 11 CHO-S-SFM 11

(mL)
M, 215 35 10%
M, 212 38 12,5%
M3 206 44 15%
My 187 63 20%
M;s 175 75 25%
Me 162 88 30%
My 125 125 40%
Mg 100 150 50%
Moy 100 150 50%
Mio n.c.® 500 100%

* n.c. nada consta

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 19 e 20, calculou-se os
valores para o rendimento global de células em func¢do do substrato consumido
(Yxss), obtendo-se para o primeiro ensaio 5,0. 107 cel. g'1 glicose e para o segundo
ensaio 7,0.107 cel. g'1 glicose. Em cultivo realizado por SWIECH em 2003,
utilizando o microcarregador Pronectin F e meio DMEM suplementado com 10 %
de soro fetal bovino, foi obtido um valor de 3,3. 108 cel. g'1 glicose para Yyxs.

Na Figura 24, o crescimento celular € apresentado em termos de nimero de

células por particula de microcarregador. Na Figura 23 uma foto do microcarregador

Pronectin F com células aderidas na sua superficie. O célculo foi efetuado
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considerando-se que o microcarregador Pronectin F apresenta 3,9.10° particulas por

grama.
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Figura 22. Crescimento celular, viabilidade e consumo de glicose durante
cultivo da célula CHO-K1 com microcarregador Pronectin F em frasco Spinner com
um volume de 300mL de meio de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal
bovino. As setas indicam os momentos de troca de meio (SWIECH, 2003).

Figura 23. Células CHOZMD aderidas a uma particula do microcarregador
Pronectin F (200x, Escala=50um).
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Figura 24. Relagcao do nimero de células por particula de microcarregador
referente aos cultivos realizados em frasco spinner com um volume de trabalho de
500mL, considerando que o Pronectin F apresenta 3,9.10° particulas/g de
microcarregador. Os valores experimentais se encontram no Apéndice A.

4.3 Deteccdo e quantificacdo da desintegrina — Estudos

Complementares

4.3.1. Deteccao e quantificagdo por “dot blot”.

A detec¢do da proteina recombinante desintegrina produzida nos cultivos
das células CHOZMD em meio isento de soro foi feita inicialmente por meio de
uma imunodeteccdo. As células foram cultivadas nos ensaios 1 e 2 até atingirem a

concentracdo celular mdxima (correspondente ao maior acimulo de produto no
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meio) e mantidas neste meio durante 6h com amostragens de 3 e 6h. As amostras
retiradas ao final do cultivo foram previamente concentradas e entdo submetidas
ao ensaio de imunodeteccdo. A detec¢do da desintegrina foi feita por "dot blot",
aplicando-se 100Ul de cada amostra concentrada em membrana de nitrocelulose
incubada com anticorpos especificos.

A Figura 25 mostra que ocorreu formacdo da desintegrina recombinante
nos ensaios 1 e 2. No primeiro ensaio, no qual a concentragdo celular atingiu um
valor inferior ao do segundo ensaio, também se observa que a produgdo da
desintegrina no meio foi menor pela intensidade da coloracio da banda na

membrana de nitrocelulose.

Pronectin Pronectin Pronectin Pronectin
Ensaiol 3h  Ensaiol 6h Ensaio 2 3h Ensaio 2 6h

Figura 25. Identificagdo da proteina desintegrina em duplicata. Amostras retiradas
ao final dos cultivos 1 e 2, realizados em meio isento de soro.

Pensou-se inicialmente em tentar quantificar a proteina detectada na
membrana de nitrocelulose medindo a intensidade da coloragdo da banda presente
na membrana de nitrocelulose (método da densitometria) utilizando software da

.. . ™ . L, . .
Kodak Digital Science 1D ™. Para tanto, foi necessario construir uma curva
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padrao, tendo a proteina Alternagina-C como proteina padrdao homologa a proteina
de interesse (ACLD). A referida proteina padrdo foi obtida através do isolamento
e purificacdo do veneno da Bothrops alternatus. A determinagdo da curva padrao
foi realizada em triplicata utilizando solugdes de alternagina-C nas concentracdes
de 0,05, 0,1, 0,2 e 1 mg/mL. As amostras foram ressuspendidas em TBS com um
volume final de 100ul e aplicadas em membrana de nitrocelulose juntamente com
as amostras obtidas dos cultivos, contendo a proteina de interesse (Figura 26).

Este método mostrou-se inadequado, devido a dificuldade de se obter
reprodutibilidade na deteccdo das solucdes da curva padrio e das amostras
aplicadas. Desta forma, decidiu-se testar a cromatografia de troca idnica para
isolar a proteina de interesse, detectd-la por “dot blot” e posteriormente quantifica-

la.

5 10 20 100

- - - - e - AT Vi

Figura 26. Constru¢do da curva padrio utilizando como padrdao proteina
Alternagin-C aplicando 100ul de cada amostra em membrana de nitrocelulose. As
amostras foram eluidas em TBS-1X contendo Tween 20. Os valores descritos na
figura equivalem a quantidade em massa pg.

4.3.2. Purificacdo parcial da desintegrina por cromatografia por troca
i0nica.

Ap6s confirmagdo da presenca de desintegrina nas amostras retiradas nos

dois ensaios realizados com o meio isento de soro, as amostras concentradas

obtidas no final dos referidos ensaios foram submetidas a fracionamento por troca
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ionica no HPLC (Figuras 27, 29, 30 e 31). O objetivo do fracionamento era isolar
a proteina de interesse, que poderia ser recolhida em alguma(s) fracao(des)
liberada(s) pela coluna, ja separada dos contaminantes, que poderiam interferir na
quantificacdo. As amostras concentradas coletadas ao final dos ensaios 1 e 2
foram primeiramente dialisadas contra TrisHCI 10mM pH 8,6 e entdo submetidas
a fracionamento por cromatografia de troca idnica, utilizando coluna Mono-Q no
sistema HPLC da Shimadzu, eluidas em TrisHCI 10mM pH 8,6, com gradiente
linear de 0 a 1M de NaCl e perfil de elui¢dao descrito na Tabela 17. As fracdes
coletadas no HPLC (volume entre SmL a 100ul), correspondentes aos picos que
foram obtidos no perfil cromatogréfico, foram liofilizadas em equipamento Speed

Vac e algumas amostras foram ressuspendidas com 100l de dgua ultrapura.

Tabela 17. Perfil de eluicao do gradiente linear de 0 a 1 M de NaCl aplicados em
cromatografo das amostras condicionadas e concentradas referente ao cultivo de
células CHOZMD para producao de desintegrina.

Tempo Tampao TrisHCI | Tampao TrisHCI 10mM
(min) 10mM pHS8,6 (%) | pH8,6.1M NaCl (%)

0 100 0
10 80 20
20 75 25
30 60 40

40 0 100
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Em seguida as fracdes eluidas da cromatografia foram analisadas em
membrana de nitrocelulose para a imunodetec¢io da proteina recombinante, como
mostra a Figura 28.

As fracoes recolhidas foram enumeradas conforme indicado nas Figuras
27,29, 30 e 31 de acordo com a posicao do pico aonde se detectou a proteina de
interesse. A purificagdo por cromatografia de troca idnica acusou a presencga da
proteina ZMD nos picos 4-, 5- e 8- do segundo ensaio, na ultima amostra retirada
ao final do cultivo (Figura 28). Observa-se que as fra¢des recolhidas durante
fracionamento cromatografico da amostra de tempo 3 horas do segundo ensaio,
quando aplicadas na membrana de nitrocelulose, ndo apresentaram a desintegrina
(Figura 28). Entretanto, em aplicagdo direta da mesma amostra em teste de
imunodeteccao realizado anteriormente (Figura 25), a presenca da proteina ZMD
foi detectada com forte intensidade de coloragdo da banda. A diferenca entre os
resultados obtidos imunodeteccdo para a aplicagdo direta da amostra ou das suas
fracdes eluidas por cromatografia pode estar relacionada a ocorréncia de
degradacdo da proteina, pelo fato da mesma ter sido armazenada na forma de

solucdo congelada no periodo compreendido entre as duas andlises.
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Data:ENS13H.D0O1 Method : MONOQ1 . MET Ch=1

Chrom:ENS13H.CO1 Back chrom: RT:1.0 Level: 16572 Atten:10
maks
1000+

5004

0 10 2n 30 40 min

Figura 27. Perfil cromatografico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para producdo de desintegrina. Amostra retirada do
primeiro ensaio com adaptacdo ao meio livre de soro, tempo de 3 horas. Volume
aplicado 500ul, HPLC Shimadzu.

1 2 4 3 : 4 5 6

g i . S0 i 10 : 11 1*

‘ 2*_ 3% 4%'.3’ 5% 6* i i /
2 5 4. A v
2- 3 L 5- 6- 7=

S - 10- 11- i
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Figura 28. Imunodetec¢do das fracOes coletadas apds fracionamento das amostras
dos ensaios 1 e 2. Anticorpos: anti-MD recombinante (1:500) e anti IgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (1:5000). Volume aplicado: 100yl
de cada fracdo, HPLC Shimadzu. Bandas 1 a 11— Fragdes coletadas durante
fracionamento da amostra de 3h Ensaio 1. Bandas 1*a 6*— Fragdes coletadas
durante fracionamento da amostra de 6h Ensaio 1. Bandas 1. a 6.— Fracoes
coletadas durante fracionamento da amostra de 3h Ensaio 2. Bandas 1- a 12-—
Fracoes coletadas durante fracionamento da amostra de 6h Ensaio 2.
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Data:ENS16H.DO1 Method: MONOQ1 .MET Ch=1
Chrom:ENS16H.CO1 Back chrom: RT:8.29 Level: 450518 Atten:9
mAbs
=
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|
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Figura 29. Perfil cromatografico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para producdo de desintegrina. Amostra retirada do
primeiro ensaio com adaptacdo ao meio livre de soro, tempo de 6 horas. Volume
aplicado 500ul, HPLC Shimadzu.

Data:ENS323H.De1 Hethod: MONOQ1 .MET Ch=1

Chrom:ENS23H.C01 Back chrom: RT 278 Lewvel: 369818 Atten:9
maAbs

=

4004

200+

0 10 20 30 40

Figura 30. Perfil cromatografico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para producdo de desintegrina. Amostra retirada do
segundo ensaio com adaptacdo ao meio livre de soro, tempo de 3 horas. Volume
aplicado 500ul, HPLC Shimadzu.
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Data:ENS26H.DO1 Method:MONOQ1 .MET Ch=1
Chrom:ENS26H.CO1 Back chrom: RT:7.72 Level: 979636 Atten:10
ks

1000+

500+

] 10 20 an 40 min

Figura 31. Perfil cromatografico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para producdo de desintegrina. Amostra retirada do
segundo ensaio com adapta¢do ao meio livre de soro, tempo de 6 horas. Volume
aplicado 500ul, HPLC Shimadzu.

Data:ENS26H.DO1 Method: HONOQ1 . MET Ch=1
Chrom:ENS26H.CO1 Back chrom: RT: 1510 Level: 305940 Atten:8
mébs
300
8-
200
7-
6-
100+ 4. 5

Figura 32. Ampliacdo da regido da Figura 30 onde estao localizados os picos nos
quais foi detectada a desintegrina.
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Com a inten¢do de melhorar a separacdo, a amostra do tempo 6 horas do
segundo cultivo em meio livre de soro foi aplicada novamente no HPLC,
adotando-se um gradiente mais suave do que o empregado no fracionamento
anterior da mesma amostra, cujo cromatograma esta representado na Figura 31. A
Figura 33 mostra o perfil cromatografico obtido com o gradiente mais suave de
acordo Tabela 18. Observa-se que nao houve melhoria na separagdo, apenas um

aumento de aproximadamente 14 minutos no tempo de retencao.

Tabela 18. Perfil de eluicao do gradiente linear de 0 a 1 M de NaCl aplicados em
cromatografo das amostras condicionadas e concentradas referente ao cultivo de
células CHOZMD para produg¢do de desintegrina procurando adicionar um
gradiente mais suave em relagdo ao da Tabela 17.

Tempo Tampao TrisHCI | Tampao TrisHCI 10mM
(min) 10mM pHS,6 (%) | pH8,6 . 1M NaCl (%)
0 100 0
10 90 10
15 85 15
20 80 20
25 70 30
30 60 40
40 0 100

Tendo em vista que as metodologias de deteccao testadas (imunodetec¢cao
de amostra concentrada ou fracionamento da amostra concentrada em coluna troca
ionica, seguido por imunodeteccdo das fragdes) foram relativamente efetivas na

identifica¢do da desintegrina nos cultivos utilizando meio isento de soro, resolveu-
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se verificar a validade das referidas metodologias em meios com diferentes
composicdes. Os resultados obtidos nos casos estudados (meio contendo

hemolinfa e meio contendo soro fetal bovino) sdo apresentados a seguir.

Figura 33. Perfil cromatogrdfico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para produgdo de desintegrina. Amostra retirada do
segundo ensaio com adaptacdo ao meio livre de soro, tempo de 6 horas. Volume
aplicado 200ul, com gradiente mais suave, HPLC Shimadzu.

4.3.3. Deteccdo de desintegrina produzida com suplementacdo de

hemolinfa ao meio de cultivo.

O uso de soro fetal bovino como fora dito implica em dificuldades como
alto custo do soro, inerente variabilidade de diferentes lotes de soro, possibilidade
de contamina¢do (virus, micoplasma, bactéria, fungos e endoxinas) e
complicacdes na separacdo do produto devido a presenca de altas quantidades de

proteinas provenientes do soro.
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A hemolinfa é o liquido que se encontra no sistema circulatério de certos
invertebrados, sendo uma matéria prima de menor custo, se comparada ao custo
do soro fetal bovino, que representa 90% do custo total do meio quando é
adicionado na propor¢ao de 10% v/v (MUHAMED, 1998). Estudos estdao sendo
desenvolvidos com o objetivo de reduzir a concentracdo do soro fetal bovino no
meio por meio de sua substitui¢do gradual por um suplemento de hemolinfa.
(RHEE, KIM & PARK, 2002). Além da reducdo do custo, a suplementacdo com
hemolinfa pode trazer beneficios adicionais ao cultivo, considerando-se que ha
evidéncias que a mesma inibe a apoptose tanto em células de inseto quanto em
células animais (HA et al. 1997; CHOI et al., 2002).

Um suplemento com estas caracteristicas se adicionado aos meios
comerciais, atualmente utilizados em bioprocessos com célula animal, podera
contribuir significativamente com melhoras na eficiéncia produtiva e no custo
final do produto, sendo de fundamental importancia avaliar a metodologia testada
para detec¢do da desintegrina em meios contendo hemolinfa.

O crescimento de células CHOZMD em meio suplementado com
hemolinfa foi estudado por Raffoul (2004). O ensaio foi realizado em frasco
spinner, com volume de trabalho de 200 mL, inoculado com 1.10° cel/mL e teve
duracdo de 151 horas. O meio de cultivo empregado consistiu em meio DMEM
suplementado com 1%v/v de extrato de hemolinfa e 4,5g/1 de glicose. A Figura 34
apresenta os excelentes resultados obtidos em termos de concentracdo de células

aderidas.
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Figura 34. Cultivo de célula CHOZMD em meio DMEM suplementado com
1%v/v de hemolinfa e 10% de FBS com um volume de trabalho de 200mL,
utilizando o microcarregador Cytodex 1 (RAFFOUL, 2004). Os valores
experimentais encontram-se no Apéndice A.

As amostras cedidas por Raffoul foram retiradas no final do cultivo, tendo
sido coletadas em tempos de 3 e 6 h apds a dltima troca de meio. Estas amostras
foram submetidas a tratamento semelhante ao adotado para as amostras dos
cultivos realizados em meio livre de soro e submetidas a imunodetec¢do. A Figura
35 mostra uma expressiva producdo de desintegrina no cultivo realizado por
Raffoul, sendo que a presenga de hemolinfa, diferentemente do soro, ndo causou

nenhuma interferéncia na imunodeteccao.
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Figura 35. Identificacdo da protefna desintegrina por imunodetec¢cdo em amostras
concentradas obtidas no final do cultivo de célula CHOZMD em meio
suplementado com 1% v/v de hemolinfa. Volume aplicado: 200 pl.

As amostras cedidas por Raffoul foram ainda submetidas a fracionamento
em coluna de troca idnica (Figuras 36 e 37). Observa-se que os cromatogramas
representando o fracionamento das amostras dos cultivos com hemolinfa contém

uma quantidade muito menor de contaminantes do que os cromatogramas das

amostras obtidas nos cultivos com meio livre de soro (Figuras 27, 29, 30 e 31).

Figura 36. Perfil cromatogrdfico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para producdo de desintegrina. Amostra retirada de
cultivo com meio DMEM suplementado com 1% de hemolinfa e 10% de soro,
tempo de 3 horas, em meio CHO-S-SFM. Volume aplicado 200ul, HPLC
Shimadzu.
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Figura 37. Perfil cromatografico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para producio de desintegrina. Amostra retirada de
cultivo com meio DMEM suplementado com 1% de hemolinfa e 10% de soro,
tempo de 6 horas, em meio CHO-S-SFM. Volume aplicado 200ul, HPLC
Shimadzu.

As fracOes obtidas por separagdo cromatografica das amostras
concentradas do cultivo suplementado com hemolinfa foram coletadas e
submetidas a teste de imunodetec¢do para isolamento da proteina de interesse.
Apesar da intensa coloracdo da banda obtida no “dot blot” das amostras
concentradas (Figura 35), ndo foi detectada presenga de desintegrina em nenhuma
das fracdes eluidas na cromatografia. Conforme discutido anteriormente, a
dificuldade em detectar a proteina de interesse nas fragdes produzidas na
cromatografia pode estar relacionada a degradacdo da mesma. Outro fator que
pode estar contribuindo para a perda de proteina € a reten¢do de amostra na

coluna, que é especialmente preocupante quando o volume de amostra injetado é

pequeno, como € o caso (200 puL).



Resultados e Discussoes 105

4.3.4. Deteccao de desintegrina produzida com suplementacao de soro fetal

bovino ao meio de cultivo.

Diante da impossibilidade de detectar a desintegrina presente em amostras
concentradas de cultivos suplementados com soro fetal bovino (4.1) diretamente
por imunodetec¢ao, decidiu-se aplicar uma metodologia de purificacdo similar a
proposta por Shimokawa e colaboradores em 1996, que consiste no uso de uma
coluna de afinidade para remover a albumina.

Desta forma, uma amostra concentrada obtida em cultivo das células
CHOZMD em meio DMEM, contendo 10% de soro fetal bovino (realizado por
Swiech, 2003) foi aplicada em coluna de afinidade e o resultado do fracionamento
¢ apresentado na Figura 38. A albumina foi efetivamente isolada do meio de
cultivo (pico em torno de 20 minutos). Porém, além da albumina, outras
substancias presentes na amostra foram eluidas da coluna em um tnico pico com
tempo de retencdo entre 9 e 18 minutos.

Todas as fracdes coletadas foram aplicadas em membrana nitrocelulose
para realizacdo de “dot blot”, entretanto nenhuma banda foi formada, o que
significa que a proteina nao foi reconhecida pelo anticorpo policlonal.

Pela amplitude e intensidade do primeiro pico exibido na Figura 38, pode-
se concluir que o soro contém uma grande quantidade de outras substancias que
podem interferir na imunodeteccdo da desintegrina, e que, portanto, a albumina
nao € a unica fonte de interferéncia. Fica assim, mais fortemente evidenciado que

o meio suplementado com soro ndo € adequado para o desenvolvimento de
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estudos para deteccdo de desintegrina.
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Figura 38. Perfil cromatografico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para produgdo de desintegrina. Amostra retirada
ap6s 144 horas de cultivo em meio DMEM suplementado com 10% de FBS,
utilizando microcarregador Pronectin F. Volume aplicado: 2mL; coluna Affi-Blue.
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4.4 Comparagao entre as andlises das amostras aplicadas.

Para uma melhor andalise dos resultados obtidos, buscou-se associar a
producdo da desintegrina, avaliada em termos qualitativos por meio dos testes de
imunodeteccdo, com outros fatores importantes como a concentragdo celular
obtida nos cultivos, o volume inicial de amostra utilizado para concentracio,
volume de amostra injetado na coluna e volume de amostra concentrada aplicado
na membrana de nitrocelulose. Os parametros selecionados para a andlise sdo

mostrados nas Tabela 19 e 20.

Tabela 19. Concentragdo celular, volume inicial de amostra e intensidade da
colorag@o da banda para as diferentes amostras concentradas submetidas ao ensaio
de imunodetec¢do. Volume final da amostra concentrada: 1 a 1,5 mL.

Amostra Concentracao Volume inicial | Volume | Intensidade
Celular (células. | da amostra a aplicado | dabanda
mL™. 10 6) ser concentrada | DOT (uL) no DOT
(mL)
Ensaio 1-3h 0,93 250 100 Inexistente
Ensaio 1-6h 1,19 250 100 Fraco
Ensaio 2-3h 1,72 250 100 Forte
Ensaio 2-6h 1,74 250 100 Médio
Hemolinfa 3h 1,91 100 200 Intenso
Hemolinfa 6h 1,94 100 200 Intenso

De acordo com os valores apresentados na Tabela 19, percebe-se a

existéncia de uma relacdo coerente entre a concentragdo celular e a intensidade de



Resultados e Discussoes 108

coloracao da banda. Nota-se que as bandas com coloragdo mais intensa foram
produzidas no teste de imunodeteccdo das amostras do cultivo suplementado com
hemolinfa, o qual apresentou crescimento celular ligeiramente superior. Por outro
lado, o volume inicial de amostra submetido a concentragao foi 2,5 vezes menor
para as amostras dos cultivos com hemolinfa, enquanto a fracdo aplicada no dot
foi equivalente ao dobro, indicando que ocorreu a producdo significativa da

proteina no cultivo suplementado com hemolinfa.

Tabela 20. Fracdes de maior volume obtidas na separa¢do cromatogréfica das
amostras coletadas nos cultivos realizados em meio livre de soro e em meio
suplementado com hemolinfa (Figuras 27, 29, 30, 31, 36 e 37) e a andlise da
intensidade de coloracdo da banda quando aplicadas ao teste de imunodeteccao
(Figuras 28 e 35). Valores da medida da absorbancia dos picos obtidos (UA),
volume da fracdo injetado na coluna Mono-Q com os respectivos tempo de
retencao e volume das fragdes aplicado na membrana de nitrocelulose.

Volume | Volume | Tempo de | Intensidade

Fracoes eluidas de | UA | injetado | aplicado retencao da banda

amostras aplicadas (ub) no Dot (ul) (min) no Dot
Ensaiol-3h (Pico 7) | 0,590 500 100 13,79 Médio
Ensaiol-6h (Pico 5*%) | 0,420 500 100 13,01 Inexistente
Ensaio2-3h (Pico 5.) | 0,510 500 100 13,44 Inexistente
Ensaio2-6h (Pico 9-) | 0,970 500 100 13,10 Inexistente
Ensaio2-6h (Pico 4-) | 0,096 500 100 9,66 Forte
Ensaio2-6h (Pico 5-) | 0,081 500 100 10,69 Forte
Ensaio2-6h (Pico 8-) | 0,287 500 100 11,72 Forte
Hemolinfa 3h 0,280 200 200 21,00 Inexistente
Hemolinfa 6h 0,230 200 200 19,30 Inexistente
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Pelos valores apresentados na Tabela 20, observa-se que as fracdes que
apresentaram formagao de banda na membrana de nitrocelulose correspondem aos
picos menores obtidos no cromatograma da amostra de 6h do ensaio 2 (Figura 31),
com tempo de retenc@o foi em torno de ~10 a 12 minutos. Para comparacdo, na
Figura 39 é mostrado o cromatograma obtido por Iemma (2002) ao submeter
amostra de cultivo de células CHOZMD a fracionamento cromatografico em
coluna Mono-Q. De acordo com a autora, por aplicacdo das fra¢des eluidas em
testes de imunodeteccdo, a proteina desintegrina foi detectada no pico 5, cujo
tempo de retencdo de € de aproximadamente 12 minutos. Desta forma, pode-se
afirmar que os resultados apresentados na Tabela 20 para as fragdes da amostra do
ensaio 2 (6 h) contendo desintegrina estdo de acordo com os resultados obtidos
por Iemma (2002) em termos de tempo de retencdo. No entanto, Iemma
identificou a proteina em um unico pico, enquanto que no presente trabalho a
proteina se distribuiu em 3 picos préximos. Este fato pode ser atribuido a alguma
forma de degradagdo da proteina de interesse. Convém ainda destacar que lemma
conseguiu isolar a desintegrina por cromatografia de troca idnica e detecta-la por
imunodeteccdo removendo a suplementacdio do meio com soro fetal bovino
durante as tltimas 48 horas de cultivo.

Os resultados referentes a Tabela 20 demonstram que as fragdes das
amostras de hemolinfa que foram aplicadas na coluna Mono-Q nao apresentaram
sinal na membrana de nitrocelulose, embora na Tabela 18 tenham sido as amostras
que apresentaram sinal mais intenso. Um dos motivos deste resultado pode ser

atribuido ao volume injetado na coluna, visto que somente 200l foram injetados
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para o fracionamento das amostras dos cultivos suplementados com hemolinfa,
enquanto que para a amostra do ensaio 2 (6 h) foi injetado um volume de 500pl.
Como a coluna de troca i6nica pode reter uma parcela da amostra aplicada, o
ideal seria que fosse injetado o maior volume possivel, para que a quantidade

retida na coluna ndo interferisse no resultado do “dot”.

g

s8

Figura 39. Perfil cromatografico de amostra condicionada e concentrada do
cultivo de células CHOZMD para producgao de desintegrina, realizado em frasco T
contendo meio DMEM suplementado 10% de soro. Adi¢do de soro interrompida
48 horas antes de retirada da ultima amostra. Volume aplicado ao HPLC: 500 ul,

coluna Mono-Q (IEMMA, 2002).

Com relagdo a andlise de dosagem de proteinas totais (Tabela 21) verifica-
se que hd uma grande quantidade de proteinas contidas no meio, tanto para o meio
livre de soro como para o meio suplementado com hemolinfa. Em termos de
atividade proteolitica, observa-se que os valores mais expressivos foram

calculados para as amostras concentradas dos cultivos realizados com hemolinfa,
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as quais também apresentaram maior intensidade de coloragdao da banda no teste

de imunodetec¢ao.

Tabela 21. Atividade proteolitica, dosagem de proteinas totais e atividade
especifica das amostras concentradas obtidas ao final dos cultivos da célula
CHOZMD.

Atividade Dosagem de Atividade

Amostras proteolitica (UA) | Proteinas (Bradford) | Especifica
25ul de amostra (mg/mL) (UA/mg)
Ensaiol-3h 0,033 9,096 0,00362
Ensaiol-6h 0,001 7,270 0,00014
Ensaio2-3h 0,002 8,571 0,00023
Ensaio2-6h 0,009 10,000 0,00090
Hemolinfa 3h 0,044 9,341 0,00471
Hemolinfa 6h 0,032 9,062 0,00353

Os baixos valores para a atividade proteolitica das amostras dos ensaios
realizados em meio livre de soro podem estar relacionados ao maior tempo de
manutencdo das amostras sob refrigeracdo assim como as quantidades de vezes
em que as mesmas foram descongeladas, fatores que podem levar a degradacao da
proteina.

Para esclarecer a questdao da ocorréncia de degradagao da desintegrina em
funcdo do tempo de armazenamento da amostra ou de manutencdo em temperatura
ambiente durante a realizacdo das andlises cromatograficas foi realizado um

estudo especifico, cujos resultados sdo apresentados a seguir.
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4.5 Andélise da ocorréncia de degradacdo da proteina

recombinante.

A ocorréncia de degradagdo de proteina sintetizada em cultivos de células
CHO foi relatada por Harmut et al. (1997) para o caso da producdo de
apolipoproteina humana A-I recombinante, tendo sido verificado que, para uma
producdo de 80 pg/mL, a proteina expressa nesses niveis apresentou um alto grau
de degradacao.

Essas proteinas secretadas por células animais, em sua grande maioria, sao
glicoproteinas, que possuem cadeias laterais de carboidratos que geralmente
influenciam as suas propriedades bioldgicas e bioquimicas, tais como
conformagdo, secre¢do, protecdo contra degradacdo proteolitica, desnaturagdao
térmica, atividade especifica, antigenicidade e tempo de meia vida in vivo
(BOLLATI-FOGOLIN, 2002; GOOCHE E MONICA, 1990).

O primeiro estudo de degradacdo foi realizado com o controle positivo
utilizado nos experimentos, o qual foi obtido da transfeccdo de células que
crescem em suspensdao (células K562- erytroleukemia cells) (IEMMA, 2002).
Estas células foram mantidas nas mesmas condicdes das células CHOZMD. A
Figura 40 mostra o dot-blot de uma aplicacdo de 5 ul do controle positivo,
realizada em 22/04/2003. Ja na Figura 41 sdo mostradas 3 aplica¢gdes de 100 pul do
controle positivo realizadas praticamente 1 ano depois. Embora o controle tenha
sido armazenado a baixa temperatura, a ocorréncia de degradacdo € evidente

quando se compara a intensidade de colorac¢do das bandas reproduzidas na Figura



Resultados e Discussoes 113

40 e na Figura 41 (0 horas). Analisando apenas as bandas reproduzidas na Figura
41, nota-se que houve redugdo na intensidade de coloragdo da banda para as
amostras mantidas por 4 e 12 horas a temperatura ambiente, em comparagdo com
a coloracdo da banda formada pela amostra aplicada imediatamente apds o

descongelamento.

Figura 40. Identificacdo da proteina desintegrina em um volume de 5 pl de
controle positivo obtido no cultivo de células K562- (erytroleukemia cells) em
frasco T de 150cm” para producdo de desintegrina em meio DMEM. O meio foi
armazenado a uma temperatura de - 20°C e a fracdo de 5ul de controle positivo foi
aplicada na data de 22/04/2003.

Figura 41. Identificacdo da proteina desintegrina em um volume de 100 ul de
controle positivo. A aliquota de 100 ul foi aplicada na data de 20/05/2004 apds o

N

descongelamento (tempo O h) e apds periodos de permanéncia a temperatura
ambiente de 4 e del?2 horas.

Resultados semelhantes foram verificados em estudo de degradacdo
utilizando amostras concentradas do cultivo suplementado com hemolinfa. Na

Figura 42 estdo reproduzidas as bandas obtidas quando as amostras de 3 e 6 h
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foram descongeladas e aplicadas imediatamente. J4 na Figura 43 sdo exibidas as
bandas obtidas na aplicagdo das mesmas amostras, s6 que apds a manutengdo
destas a temperatura ambiente por 48 horas. Mais uma vez, a comparagdo da
intensidade de coloracdo das bandas reproduzidas nas Figuras 41 e 42 indica a

ocorréncia de degradacao.

Figura 42. Identificacdo da proteina desintegrina em um volume de 100ul de
amostras concentradas retiradas ao final do cultivo em meio suplementado com
1%v/v de hemolinfa, ap6s 3 meses de armazenamento a uma temperatura de -
20°C.

Figura 43. Identificacdo da proteina desintegrina em um volume de 200ul de
amostras concentradas retiradas ao final do cultivo em meio suplementado com
1%v/v de hemolinfa, apés 3 meses armazenamento a temperatura - 20°C,

mantidas por 48 horas a temperatura ambiente.

Embora para a constru¢do da linhagem CHOZMD a forma de produgado de
zimogénio da ACLD, a ZMD, tenha sido escolhida a fim de se evitar a
autodegradacdo (IEMMA, 2002), os resultados apresentados nas Figuras 40, 41,

42 e 43 revelam indicios de que a proteina recombinante degradou gradativamente
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ao longo do tempo, a baixas temperaturas ou em periodos de tempo mais curtos,

quando deixada a temperatura ambiente.
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5. CONCLUSOES

- Apesar da importancia do soro fetal bovino como promotor no
crescimento e adesdo celular, a metodologia empregada para adaptar as células ao
meio CHO-S-SFM 1I foi bem sucedida e as células apresentaram crescimento

satisfatorio no meio isento de soro.

- O cultivo de células em microcarregador em meio com baixo teor de
proteina permitiu a detec¢do da desintegrina, a qual € impossibilitada em meio
contendo suplemento de soro fetal bovino devido a interferéncia das proteinas
presentes no mesmo. O método de imunodetec¢do mostrou-se bastante eficaz na

deteccdo da desintegrina em meio livre de soro, confirmando a secrecdo da

proteina no meio de cultura.

- Além disso pode se verificar a expressdo da proteina utilizando meio
livre de soro CHO-S-SFM 11, mesmo sabendo que o promotor vetor pPCDNA3 ¢
induzivel pelos fatores de crescimento contidos no soro fetal bovino que

suplementa o0 meio de cultivo.

- A implementacdo de uma metodologia de deteccdo e quantificacdo
iniciada neste trabalho é de fundamental importincia para os trabalhos em
andamento e os futuros estudos relacionados a desintegrina ZMD. O cultivo das
células CHOZMD em meio isento de soro permitiu que uma metodologia para a
deteccdo, nestas condicdes, fosse desenvolvida. Esta metodologia consiste no

tratamento das amostras do cultivo por didlise e concentracdo, aplicacdo das



Conclusoes 117

amostras tratadas em coluna de troca idnica, coleta das fracdes e aplicacdo das
mesmas em ensaio de imunodetec¢do. Outra importante contribuicdo do presente
trabalho refere-se aos cuidados necessarios na conservacao das amostras retiradas
do cultivo e das fragdes separadas por cromatografia, tendo em vista a facilidade
com que a degradacdo da proteina pode ocorrer. Procedimentos que envolvam o
descongelamento e congelamento das amostras para a realizacdo das andlises
devem ser evitados. Por outro lado, a manutencdo das amostras contendo a
proteina de interesse na forma liofilizada parece ndo ser a maneira mais segura de
minimizar a degradagdo, necessitando desta forma de se adicionar ao meio
inibidores de protease que evitem a degradacdo da proteina durante os processos

posteriores ao cultivo.

- Quanto ao desenvolvimento de uma metodologia para quantificar a
desintegrina, as alternativas investigadas até o momento ndo apresentaram
resultados satisfatérios. A medida da intensidade da coloragdo das bandas das
amostras aplicadas em membranas de nitrocelulose e a sua correlacio com a
concentracdo de proteina por meio de uma curva padrao nao apresentou resultados
reprodutiveis. O fato da desintegrina estar presente predominantemente nas
menores fracdes separadas por cromatografia inviabiliza o uso da drea do pico
como parametro para a estimativa da concentragdo. Uma alternativa mais vidvel
para estimar a producdo de desintegrina talvez seja a dosagem da proteina por
Bradford nas fragdes obtidas por cromatografia que apresentarem formacao de
banda no teste de imunodetec¢do. No entanto, para que este método possa ser

aplicado, € necessario que um volume significativo de amostra (de 1 a 2 mL)
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possa ser injetado no cromatdgrafo e que sejam encontradas solu¢des para manter

a estabilidade da proteina durante o armazenamento e as andlises.



Sugestoes 119

6. SUGESTOES

Para os futuros trabalhos que venham a ser desenvolvidos sobre a

quantificac@o e detec¢do de desintegrina s@o propostas as seguintes sugestoes:

- Reavaliar a metodologia de detec¢do proposta apds introduzir as
seguintes modificagdes: i) processar as etapas de concentracdo das amostras a
baixa temperatura e no tempo mais curto possivel; ii) manter a amostra
concentrada congelada pelo menor tempo possivel; iii) ndo congelar novamente a
mesma amostra apds descongelamento; iv) aplicar a amostra concentrada em dot-
blot para verificar a presenca de desintegrina; v) fracionar amostra concentrada
por cromatografia de troca idnica, injetando um volume de 1 a 2 mL; vi) aplicar as
fracdes coletadas em dot-blot, juntamente com a amostra concentrada original e

vii) fazer dosagem de proteinas totais nas fracdes eluidas da coluna.

- Realizacdo de novos cultivos, visando manter por mais tempo a célula
CHOZMD em meio totalmente livre de soro, a fim de se obter uma maior
concentracdo celular e conseqiientemente altas produtividades de desintegrina

recombinante.

- Evitar a degradagdo da proteina recombinante suplementando o meio de
cultivo na etapa final do processo com a utilizacdo de inibidores de proteases

especificos.
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- Estudar a influéncia da adicdo ao meio de cultivo de substancias como o

extrato de levedura na manutencdo da estabilidade da proteina

- Desenvolver uma coluna que consiste no preparo de uma matriz com o
anticorpo policlonal por cromatografia de afinidade na qual a proteina de interesse

se ligard reversivelmente ao suporte.

- Quantificagdo da proteina por avaliacdo da sua atividade bioldgica,

desenvolvendo metodologia para andlise da adesao celular.
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APENDICE A

Valores experimentais referentes aos cultivos realizados.
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Tabela Al. Valores dos dados experimentais das células em suspensdo, células aderidas e
viabilidade durante cultivo da célula CHOZMD com microcarregador Pronectin F em
frasco Spinner com um volume de 500mL de meio de cultura (Ensaio 1).

Tempo (horas) | Células Suspensao. | Células Aderidas Viabilidade
10° (cel.mL™) 10° (cel.mL™) (%)

0 01,00 00,00 93,63
24 00,52 00,63 81,93
48 00,32 01,81 86,27
72 00,87 04,03 94,96
96 01,47 05,36 88,09
104 01,69 05,52 92,59
120 02,89 06,15 94,04
138 03,75 06,48 92,25
149 02,84 06,14 94,06
162 02,41 06,46 89,50
174 02,33 08,90 85,52
186 01,10 08,83 82,47
194 01,66 09,70 81,13
198 02,03 10,30 85,50
210 01,60 09,23 81,32
213 00,50 09,33 56,25
216 01,27 11,90 68,47
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Tabela A2. Valores dos dados experimentais do consumo da glicose durante cultivo da
célula CHOZMD com microcarregador Pronectin F em frasco Spinner com um volume de
500mL de meio de cultura (Ensaio 1).

Tempo (horas) Glicose (g. LY

0 3,08
24 2,38
48 1,79
72 1,08
72 2,69
96 0,92
96 2,61
104 1,28
104 2,79
120 1,00
120 2,65
138 0,89
138 2,49
149 1,03
149 2,46
162 1,03
162 2,36
174 1,08
174 2,49
186 1,04
186 2,27
194 1,45
198 1,17
198 2,43
210 0,99
210 3,50
213 2,02
216 1,63
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Tabela A3. Valores dos dados experimentais das células em suspensdo, células aderidas e
viabilidade durante cultivo da célula CHOZMD com microcarregador Pronectin F em
frasco Spinner com um volume de 500mL de meio de cultura (Ensaio 2).

Tempo (horas) | Células Suspensao. | Células Aderidas Viabilidade
10° (cel.mL™) 10° (cel.mL™) (%)

0 1,00 00,00 93,00
24 0,20 00,49 93,75
48 0,68 01,27 96,33
72 1,49 02,18 95,82
96 2,59 04,26 97,35
108 2,68 07,30 96,50
120 3,13 07,93 96,61
132 4,54 08,19 98,76
144 4,38 09,90 97,29
156 3,43 12,00 95,80
168 3,48 09,77 97,49
180 3,85 15,53 94,99
192 3,09 16,30 89,29
195 1,44 17,22 60,43
198 2,20 17,40 73,58
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Tabela A4. Valores dos dados experimentais do consumo da glicose durante cultivo da
célula CHOZMD com microcarregador Pronectin F em frasco Spinner com um volume de
500mL de meio de cultura (Ensaio 2).

Tempo (horas) Glicose (g.L'l)

0 4,45
24 2,61
48 2,52
72 1,86
72 3,11
96 1,67
96 2,91
108 2,02
108 3,17
120 1,51
120 2,97
132 1,56
132 2,88
144 1,31
144 2,73
156 1,40
156 2,70
168 1,36
168 2,63
180 1,21
180 2,55
192 1,13
192 3,50
195 2,65
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Tabela AS. Valores dos dados experimentais das células em suspensdo, células aderidas e
viabilidade durante cultivo da célula CHOZMD com microcarregador Citodex 1 em Frasco
Spinner com um volume de 200mL de meio de cultura DMEM suplementado com 1% v/v
hemolinfa (RAFFOUL, 2004).

Tempo (horas) Células Suspensiao. | Células Aderidas | Viabilidade
10°(cel.mL™) 10° (cel.mL™) (%)
0 1,000 0,00 97,70
1 0,556 0,64 89,00
2 0,150 0,74 74,20
3 0,057 1,06 50,00
4 0,031 1,46 26,31
5 0,025 1,25 33,33
6 0,047 1,24 28,00
6,2 0,015 0,41 28,00
24 0,044 1,26 31,82
48 0,019 4,55 37,50
72 0,075 6,53 44,44
96 0,188 11,99 38,46
115 0,680 17,01 35,00
127 0,700 19,06 70,00
139 0,538 23,50 78,18
145 0,329 26,62 71,83
148 0,318 19,11 57,95
151 0,250 19,43 55,55
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Tabela A6. Relagdo do nimero de células por particula de microcarregador referente ao
cultivo realizado em Frasco Spinner considerando que o Pronectin F apresenta 3,9.10°
particulas/g de microcarregador (Ensaio 1).

Tempo (horas) | Célula/microcarregador
0 0,00
24 8,04
48 23,24
72 51,92
96 69,21
104 71,55
120 79,93
138 84,39
149 80,17
162 84,62
174 116,91
186 116,33
194 128,16
198 136,49
210 122,66
213 124,35
216 159,07

Tabela A7. Relagdo do nimero de células por particula de microcarregador referente ao
cultivo realizado em Frasco Spinner considerando que o Pronectin F apresenta 3,9.10°
particulas/g de microcarregador (Ensaio 2).

Tempo (horas) | Célula/microcarregador
0 0,00
24 6,29
48 16,34
72 28,16
96 55,23
108 95,02
120 107,37
132 111,33
144 135,14
156 164,47
168 201,69
180 211,43
192 226,18
195 239,89
198 243,45
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