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RESUMO

O céancer é uma das doencas mais temidas da atualidade, e atinge cada vez mais pessoas em
todo o mundo. A importancia de pesquisas sobre novos tratamentos na luta contra o cancer €
clara e consensual, uma vez que 0s que vem sendo utilizados, ndo sdo muito eficientes, causam
resisténcia & medicacao utilizada o que implica na utilizagdo de doses crescentes que por sua
vez podem gerar problemas de toxicidade. Os efeitos colaterais e a instabilidade gerada no
organismo do paciente, também sdo fatores da necessidade de pesquisar novos caminhos para
0 tratamento do cancer. Uma das alternativas de tratamento que tem despertado interesse é a
utilizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs) como imunoterapicos, os quais agem estimulando
0 proéprio sistema imune do paciente neutralizando a acdo das células tumorais de forma
eficiente e especifica. A producéo de tais anticorpos pode ser feita mediante o cultivo de células
animais hibridas, mais conhecidas como hibridomas, sobre condicGes estritamente controladas
para que possam ser estudados e utilizados em humanos. Por essa razdo definiu-se como
objetivo desse trabalho a producgéo anticorpos monoclonais murinos por meio de cultivo de
hibridomas com a finalidade de estabelecer uma metodologia eficiente de cultivo dos
hibridomas PC-61 ou DTAL secretores dos mAbs anti-CD25 e antiGITR respectivamente, com
qualidade e em quantidades suficientes utilizando meios livres de soro fetal bovino (SFB), para
a seguir efetuar estudos em modelo animal de seu potencial como agentes terapéuticos no
tratamento de cancer. Os dois hibridomas foram cultivados em pequena escala utilizando meio
RPMI-1640 e adicdo de SFB, para fins comparativos e somente um foi selecionado para a
préxima etapa. O teste da metodologia de adaptacdo sequencial, onde houve a reducao gradativa
da porcentagem de meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 0 aumento da porcentagem de meio
comercial sem SFB, e foi selecionado o meio livre de SFB em que o hibridoma melhor se
adaptou. Posteriormente foi realizado o cultivo do hibridoma em escala laboratorial em sistema
de frasco agitado biorreator do tipo Spinner (500 mL) com o meio livre de SFB selecionado na
etapa anterior, sob condi¢des bem controladas de temperatura (37°C), pH (7,2). Com base nas
analises dos resultados dos cultivos celulares, metabolismo de aminoacidos e quantificacdo de
mADbs, o0 meio comercial SFM livre de SFB proporcionou melhor resultados para o cultivo do
hibridoma PC-61, permitindo que o cultivo em escala laboratorial atingisse densidades
celulares ainda maiores que no meio padrdo com adi¢do de SFB. Como consequéncia desse
vasto crescimento celular em quantidades abundantes de mAbs foram conseguidas para iniciar
num futuro proximo ensaios em modelos animais.

Palavras chaves: Imunoterapia, Cancer, Anticorpos monoclonais, Hibridomas, Cultivo
celular livre de soro fetal bovino.



ABSTRACT

Nowadays, cancer is one of the most feared diseases, affecting each day more and more people
worldwide. The importance of new cancer treatment researches is very clear since the ones that
has been used are not very effective and may lead to drug resistance, implying in a constant
dose increasing which can lead to toxicity issues. Collateral effects and the instability generated
in the patient’s organism are also reasons why the necessity of discovering new cancer
treatments is imminent. A treatment alternative that has aroused interest is the use of
monoclonal antibodies as immunotherapics, since they act by stimulating the patient’s immune
system neutralizing the tumor cells in a very efficient and specific way. This kind of antibody
can be produced by culturing hybrid animal cells, better known as hybridoma, under strictly
controlled conditions so they can be studied and used in human beings. For this reason, the
major goal of this project was the production of murine monoclonal antibodies using hybridoma
cell culture in order to stablish an efficient culture methodology for hybridomas PC-61 or DTA1
producers of monoclonal antibodies anti-CD25 and anti-GITR, respectively, with high quality
and enough amounts using Fetal Bovine Serum (FBS) free medium to, in the future, carry out
animal model studies of their potential as therapeutic agents for cancer treatment. Both
hybridomas were cultivated on a small scale with RPMI medium and addition of SFB, for
comparative purposes and only one was selcted for the second step. The sequential adaptation
methodology test, consisted in a gradual percent’s reduction of medium with serum at the same
time that increase the percentage of commercial medium without serum, and was selected the
medium without SFB in which the hybridoma was better adapted. After was carried out on a
laboratory scale in a system type spinner flask (500 ml) with the commercial medium selected
in the previous step, in controlled conditions of temperature (37 ° C) and pH (7.2). Based on
analyzes of cell culture results, amino acid consumption and monoclonal antibodies
quantification , SFM commercial medium SFB-free provided better results for culturing the
PC-61 hybridoma, allowing the pilot scale culture reached even higher cell densities than in the
standard medium with addition of FBS.

Key worlds: Immunotherapy, Cancer, Monoclonal antibodies, hybridoma, fetal bovine serum
free medium.
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1 INTRODUCAO

A palavra cancer tem origem no grego Karkinos, que significa caranguejo e hoje
é utilizada de forma geral para nomear um conjunto com mais de 100 doencas relacionadas ao
crescimento celular descoordenado (ALISON, 2001; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2008), que pode afetar qualquer tecido do organismo e tem carater heterogéneo, ou seja,
diferentes manifestacdes clinicas e morfoldgicas e assim sendo requer diferentes respostas
terapéuticas (WHO, 2014). O cancer pode ser caracterizado pelo crescimento celular
desenfreado e a propagacdo de células anormais (neoplasias), que podem levar & morte do
individuo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008; BRASIL, 2011). Em um organismo
normal as células crescem, originam novas células e morrem, 0 que ndo ocorre com as
chamadas células cancerigenas, que ao invés disso, prosseguem crescendo e originando novas
células anormais em um processo rapido e muitas vezes agressivo, degenerativo e incontrolavel
(ALISON, 2001; WHO, 2014).

As causas associadas ao cancer sdo inimeras e podem estar relacionadas a
fatores externos e também a fatores internos. Tais fatores podem atuar isoladamente ou de
maneira combinada (ALISON, 2001; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008; UMAR et al.,
2012). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), divulgou que em 2012, 14 milhdes de pessoas
no mundo foram diagnosticadas com cancer e 8 milhdes de mortes relacionadas ao cancer foram
registradas (WHO, 2014). As estatisticas publicadas pelo Ministério da Saude do Brasil em
parceria com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) afirmam que cerca de 576 mil novos casos
de cancer foram diagnosticados somente no Brasil em 2014 e que o0s tipos com maior incidéncia
foram o cancer de pele, prostata e mama (BRASIL, 2015). Dados do Global Cancer Facts &
Figures afirmam que, no mundo uma em cada oito mortes registradas é devido ao cancer e
alertam que o nimero de mortes supera os causados pela AIDS, tuberculose e maléria
combinadas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Os tratamentos convencionais para cura do cancer sdo a quimioterapia, a
radioterapia e a cirurgia. O tratamento cirdrgico consiste na retirada de tumores sélidos por
meio de cirurgia, porém esse tratamento pode falhar, uma vez que, células tumorais afastadas
da regido do tumor removido podem permanecer apds o procedimento, levando ao
desenvolvimento de metastases (MATHEW; VERMA, 2009). A quimioterapia consiste em
uma forma sistémica de tratar o paciente com quimioterapicos, que podem ser aplicados visando
a reducao de tumores, melhorando o prognostico, apos o procedimento cirdrgico como medida
profilatica, ou ainda como principal tratamento, visando a eliminac¢do de tumores malignos e
podendo ou ndo ser associada a cirurgia e radioterapia (GOLDENBER, 2007; BRASIL, 2011;
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CARVALHO, 2013). A radioterapia € uma outra opcao dentre as mais convencionais e utiliza
a acdo de drogas anticancer (ALISON, 2001), combinadas com uso de radiagdo ionizante.
Porém, tais, procedimentos geram efeitos danosos as células cancerigenas, bem como para as
células saudaveis, pois atuam de forma indiscriminada sobre as células do organismo
(MATHEW; VERMA, 2009).

Em funcgdo desse ataque indiscriminado € comum que, pacientes submetidos a
tais tratamentos sofram com efeitos adversos como queda de cabelos, indisposi¢do, mal estar,
problemas no sistema digestorio, além de efeitos potencialmente fatais que debilitam e limitam
0 tratamento, como por exemplo quadros de anemia e susceptibilidade a infecgdes (ALISON,
2001). Visando o melhoramento do tratamento, novas linhas de pesquisas propdem um conceito
diferenciado de terapia contra cancer, a imunoterapia (GOLDENBER, 2007; MATHEW,;
VERMA, 2009).

O sistema imunolégico é um dos principais sistemas de controle e vigilancia do
desenvolvimento de neoplasias e do céncer, sendo fundamental para a homeostase do
organismo. Entretanto, a diversidade de mecanismos de escape que sdo conhecidas durante o
desenvolvimento do cancer dificultam a acdo do sistema imune (SAKAGUCHI, 2004; WOOQOD,
2013). A imunoterapia consiste em utilizar o proprio sistema imune contra a doenca que 0
acomete, ativando as células do prdprio sistema a desencadearem respostas imunes contra as
células cancerigenas especificamente, a imunoterapia torna-se uma terapia direcionada e ndo
invasiva ao paciente (MURILLO et al., 2003; MELERO et al., 2007).

O sistema imune é controlado pelo balango entre receptores estimulantes e
inibidores, sendo que dentre as formas de controle desses receptores de sinais, podem-se
mencionar os anticorpos como a principal classe regulatéria do sistema imune (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; WOOD, 2013). Dentre os anticorpos, destacam-se 0s anticorpos
monoclonais (mAbs) um tipo de anticorpo altamente especifico ao seu antigeno, sendo por isso
bastante utilizado na imunoterapia contra cancer (SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012;
CARVALHO, 2013).

Uma das formas mais conhecidas atualmente de producédo de mAbs é a utilizacédo
do cultivo de células hibridas ou hibridomas a partir da fusdo de células de linfcitos B com
células de mielomas, sendo responsaveis pela secrecdo dos anticorpos monoclonais altamente,
especificos e estaveis (KOHLER; MILSTEIN, 1975). O cultivo de hibridomas em larga escala
com auxilio de biorreatores € uma opc¢éo efetiva para satisfazer a necessidade de obter mAbs
em boa qualidade e quantidade (WADE, 1980; GODING,1980; PETERSON, 1998). Dentre os

alvos especificos dos mAbs temos a porcdo alfa do receptor de interleucina-2, também
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conhecido como CD25 (RECH; VONDERHEIDE, 2009) e o receptor de necrose tumoral
induzido por glicocorticoides ou GITR (COE et al., 2010). Cada um dos alvos mencionados
tem seus mADbs especificos, sendo nesse caso, o anti-CD25 e o anti-GITR, que séo
respectivamente sintetizados e secretados pelos hibridomas PC61 e DTA-1 (ONIZUKA et al.,
1999; KO et al., 2005) utilizados nesse estudo.

A producdo dos mAbs segue duas vertentes basicas, produgdo in vivo e in vitro.
A producéo in vivo consiste basicamente em gerar ascite em camundongos que apresentam
sistema imune deficientes, injetando os hibridomas secretores dos anticorpos, por via
interperitoneal. Dessa forma, formam-se tumores e o liquido (ascite) produzido e secretado por
esses tumores contém o mAb (FALKENBERG et al., 1995). Embora a producéo in vivo seja
de facil execucdo, baixo custo, mesmo produzido em pequena escala, apresenta desvantagens
como a necessidade de aprovacdo de comité de ética, eutanasia dos animais, dificultando a
industrializacdo do processo produtivo (BRODEUR; TSANG, 1986).

A producéo in vitro é um método que soluciona os problemas encontrados na
producdo in vivo (MARX et al., 1997). Os hibridomas secretores dos mAbs sao cultivados em
meios de cultura industrializado, em condicdes laboratoriais rigorosamente controladas para o
crescimento e producdo dos mAbs (FALKENBERG et al., 1995) e o uso de biorreatores nesse
processo apresentam cada vez mais resultados favoraveis na producédo de tais mAbs em larga
escala laboratorial e industrial, possibilitando a producéo de lotes uniformes e em quantidades
suficientes para atender demandas de diversos tamanhos (MARX et al., 1997). Entretanto, o
enriquecimento dos meios de cultura com fontes proteicas, pratica bastante comum em cultivos
celulares, tem sido cada vez mais fiscalizado pelos 6rgéos reguladores do mundo inteiro
(GSTRAUNTHALER el.al, 2013).

O soro fetal bovino (SFB) € um suplemento largamente usado no cultivo de
células animais por fornecer fatores de crescimentos, inibidores de proteases, proteinas
hidrolisadas entre inimeras outras moléculas que estimulam o cultivo. Porem aumentam a
indefinicdo do meio de cultura e outras desvantagens como, variacéo entre os diferentes lotes,
alta concentracdo proteica, elevado risco de contaminacdo para o ser humano e custo do
processo, caracteristicas que tornam ainda mais relevante a busca por meios de cultura
definidos, livre de SFB em sua composi¢do, tais como os utilizados no presente trabalho
(ZANATTA, 2009; GSTRAUNTHALER el al., 2013; BIAGGI10,2014).

Entendendo, a importancia do desenvolvimento de linhas de pesquisas que
fornecam bases para imunoterapias eficientes no combate ao cancer e reconhecendo a producao

de mAbs em larga escala laboratorial como uma importante vertente dentre as pesquisas atuais,
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estudos visando a utilizagao de meios livres de SFB tornam-se muito importantes para viabilizar
a producdo e estudo de mAbs e seu possivel potencial tumoral, para fins terapéuticos. Dessa
forma, este trabalho contribuiré para a avaliagdo de meios de cultivo comerciais livres de SFB
no cultivo em escala laboratorial de hibridomas DTA1 e PC-61 e podera contribuir para o
direcionamento do processo de obtencdo de mAbs em quantidades suficientes e qualidade
apropriada para fins terapéuticos.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Estabelecer uma metodologia eficiente de cultivo dos hibridomas DAT-1 ou PC-
61 para a produgdo em escala laboratorial, usando cultivo livre de SFB em biorreator do tipo
Spinner, para obtengdo dos anticorpos monoclonais anti-GITR e anti-CD25, em qualidade
apropriadas e suficientes para a utilizacdo em estudos in vitro e in vivo como potenciais agentes

terapéuticos no tratamento de cancer.

Objetivos especificos:

1- Selecdo de um dos hibridomas DTA-1 ou PC-61 que apresente melhor
producdo em pequena escala laboratorial e em condi¢des ideais de cultivo;
2- Adaptagdo do hibridoma selecionado aos meios de cultura comerciais
FSM hibridoma, CD hibridoma e EXCELL 620, livres de SFB;

3- Selecdo do meio de cultura a que o hibridoma melhor se adaptou;

4- Cultivo em larga escala laboratorial, em biorreator do tipo Spinner, do

hibridoma com o meio comercial livre de SFB selecionado;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Céancer:
Registros ao longo da histdria evidenciam que o cancer tem acompanhado a

humanidade desde os primdrdios dos tempos até a atualidade. A descri¢cdo mais antiga sobre a
ocorréncia de cancer em humanos data do ano 3000 A.C., além de evidencias fossilizadas de
tumores 0sseos em mumias humanas do Egito antigo (HAJDU, 2011). O nome “cancer” tem
origem no grego karkinos, que significa caranguejo, e foi utilizado pela primeira vez por
Hipdcrates (460-375 A.C.) para denominacdo de doencas onde haviam a formacgdo
descontrolada de aglomerados celulares (BRASIL, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2015). Seguindo os conceitos de Hipdcrates, o médico romano Aulus Celsus (25 A.C. — 50
D.C.) ja descrevia alguns conhecimentos sobre a proliferacdo e migracdo desordenada de

células para outros 6rgdos como causa de morte entre seus pacientes (HAJDU, 2011).

A divisdo celular ¢ um dos processos de fundamental importancia para a
homeostasia do organismo, a maioria dos tipos celulares do corpo humano séo capazes de se
multiplicar por esse processo natural, continuo e ordenado. Diferente das células normais, as
células cancerigenas crescem e se proliferam de forma desordenada, dando origem a novas

células anormais e formando possiveis tumores (BRASIL, 2011).

Por se tratar de um grupo tdo amplo de doencas suas causas podem ser as mais
variadas possiveis, e basicamente existem dois grandes grupos de fatores de riscos mais comuns
ao desenvolvimento do cancer. Fatores de riscos externos, responsaveis por aproximadamente
80% dos casos de cancer e que podem ser encontrados no meio ambiente em geral, meio
ocupacional, meio de consumo e meio social. Sdo exemplos desses fatores: o tabagismo, habitos
alimentares, alcoolismo, habitos sexuais, medicamentos, radiacdo, entre outros
(MALCON,2001; BRASIL, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

Fatores de riscos internos, sdo responsaveis por cerca de 20% dos casos de
cancer e podem ser representados pelos casos de mutagGes geneticas, hereditariedade,
alteracBes hormonais e condicdes imunes. E importante que fique claro que embora os fatores
de riscos para o desenvolvimento de doencas cancerigenas sejam divididos didaticamente em

dois grupos, é possivel e muito comum que esses fatores atuem associados para a ocorréncia do
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cancer (MATHEW; VERMA, 2009; BRASIL, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2016).

Segundo a edicdo de 2016 do relatério anual da American Cancer Society,
aproximadamente 14,5 milhGes de americanos viviam com o diagnostico de cancer em janeiro
de 2014. Nesta mesma edicdo do relatdrio a associagdo americana estima que cerca de 595,690
mortes foram registradas em decorréncia de cancer no ano de 2016 e estima que 1,685.210
novos casos serdo diagnosticados somente nos Estados Unidos. O cancer é a segunda maior
causa de mortes entre norte-americanos, 1 em cada 4 mortes registradas no pais sdo em fungéo

do cancer.

O relatdrio anual com estimativas de incidéncia de cancer no Brasil, formulado
e disponibilizado pelo Ministério da Saude em parceria com o Instituto Nacional de Céancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA), estima que 600 mil novos casos de cancer sejam
diagnosticados no Brasil no periodo de 2016 a 2017. Ainda segundo o anual do INCA os tipos
de cancer que mais devem acometer os homens brasileiros devem ser: (28,6%) prostata, (8,1%)
pulmao e (7,8%) intestino, ja entre as mulheres brasileiras devem ser: (28,1%) mama, (8,6%)

intestino e (7,9%) Utero, como é possivel observar na Tabela 1 abaixo.

A elevada incidéncia de novos casos de cancer em todo o mundo bem como as,
ainda elevadas, taxas de mortalidade por decorréncia do cancer tornam fundamental o estudo e
desenvolvimento de novos tratamentos. Os primeiros tratamentos eficientes contra o cancer
comecaram a surgir no inicio do século XX e junto com o desenvolvimento desses tratamentos
cresciam 0s conhecimentos sobre a extensdo do mal causado pela doenca e a importancia do
diagndstico precoce bem como a prevencdo (BRASIL, 2007; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016).



Tabela 1: Estimativas para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e do nimero de novos casos de cancer, segundo sexo e localiza¢do primaria.
Estimativa dos Casos Novos
Localizagao Primaria Mulheres
Neoplasia Maligna Capitais Eslados Capitais
Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Prastata

Mama Feminina

Cola do Utero

Tragueia, Bronguio e Pulmao

Colon e Reto

Estdmago

Cavidade Oral

Laringe

Bexiga

Esofago

Ovdrio

Linforma de Hodgkin

Linforma nao Hodgkin

Glandula Tireoide

Sistema Mervoso Central

Leucemias

Corpo do Utero

Pele Melanoma

QOutras Localizagoes

Subtotal

Pele nao Melanoma
Todas as Neoplasias
Fonte: BRASIL. Ministério da satde e INCA (2015, p.56).
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Os tratamentos convencionais mais amplamente utilizados para combater o

cancer atualmente sdo: tratamento cirdrgico de tumores soélidos, tratamento quimico e
tratamento radioativo. Ndo raramente esses tratamentos podem ser combinados para aumentar
as chances de sucesso na eliminagédo do cancer (MATHEW; VERMA, 2009; BRASIL, 2011,
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

O tratamento cirdrgico consiste na remoc¢ado de tumores sélidos localizados em
regides especificas e pode ser realizado de formas diferentes: remocéo completa do tumor e de
uma margem de seguranc¢a ou remocao parcial do tumor, quando a remocdo completa pode
comprometer algum érgdo vital, esse tipo de procedimento em geral € complementado por
outros tratamentos. Embora amplamente utilizado, o tratamento cirirgico ndo pode ser
realizado em casos de metastases ou de leucemia (MATHEW; VERMA, 2009; NACIONAL
CANCER INSTITUTE, 2015).

O tratamento quimico, também conhecido como quimioterapia, tem como base
a administracdo de substancias quimicas (antineoplasicos) de forma sistémica com o objetivo
de controlar a divisdo celular (BRASIL, 2007). Os bons resultados apresentados pela



24

quimioterapia fez com que esse tratamento se tornasse um dos mais utilizados contra o cancer.
Entretanto, mesmo que muitos pacientes respondam inicialmente bem ao tratamento quimico,
quando esse deve ser administrado por longos periodos, problemas como a quimioresisténcia e
toxicidade periférica podem comprometer a saude do paciente. Outro problema é a néo
especificidade das drogas utilizadas, que acabam atacando indiscriminadamente células
saudaveis e células tumorais, causando efeitos adversos, muitas vezes, severos aos pacientes
(GOLDENBERG, 2007; BRASIL, 2007; MATHEW; VERMA, 2009; BRASIL, 2011).

A radioterapia, outro tratamento convencional bastante utilizado, consiste em
aplicacdo sistémica de raios X e raios GAMA de forma localizada em regides especificas
previamente demarcadas, visando destruir o DNA das células tumorais. Assim como a
guimioterapia, é um tratamento eficaz porém inespecifico, podendo gerar efeitos adversos que
fragilizam ainda mais o organismo do paciente. Em fungéo desses graves efeitos atualmente a
radioterapia tem sido cada vez menos aplicada em adolescentes e criangas (GOLDENBERG,
2007; MATHEW; VERMA, 2009; NACIONAL CANCER INSTITUTE, 2010; BRASIL,
2011).

Os tratamentos convencionais mencionados, apresentam bons resultados e de
forma geral sdo amplamente utilizados em todo o mundo, ainda que com seus efeitos adversos,
porém nem sempre sdo suficientes na erradicacéo das células tumorais em estagios avancados.
Com o objetivo de superar as dificuldades apresentadas por esses métodos, estudos com
enfoque na utilizagdo do sistema imune no combate as células tumorais, sdo realizados na
tentativa de desenvolver novos tratamentos mais especificos e com efeitos adversos atenuados
(QIAQ, 2016).

3.2 — Imunoterapia:
No final do século XIX os cientistas ja acreditavam na capacidade do sistema

imune em combater tumores, como postulado por Ehrlich em 1909 (SANTOS et al., 2006).
Entre os anos 50 e 60 Thomas e Burnett formularam uma teoria que ficou conhecida como a
“Teoria da vigilancia imune” e que resumidamente aborda a capacidade do sistema imune em
identificar a subsequentemente atacar células cancerigenas. Desde entdo inumeros
experimentos foram desenvolvidos com o objetivo de estimular o sistema imune contra tumores
e células cancerigenas, visando tratamentos eficientes, mais especificos e menos invasivos aos
pacientes (GAVIN et al., 2004; ORTIN, 2005; SITC, 2015).
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Atualmente a teoria de Thomas e Burnett foi estudada, confirmada e renomeada
pelo Dr. Robert Schreiber, professor da Washington University School of Medicine. A agora
denominada “Cancer Immunoediting theory” baseia-se em trés fases: (1) Primeira fase,
chamada de eliminacdo refere-se ao momento em que surgem as primeiras células tumorais e
onde o sistema imune € capaz de identifica-las e elimina-las. (2) Quando nem todas as células
foram devidamente destruidas na fase de eliminacdo entdo inicia-se a fase dois, ou fase de
equilibrio onde as células tumorais remanescentes entram em equilibrio com o sistema imune
do paciente, nesse momento o sistema imune mantem o crescimento das células tumorais sob
controle porém j& ndo mais consegue destrui-las. (3) Quando esse equilibrio é rompido inicia-
se a terceira fase, chamada de escape onde as células tumorais que até entdo estavam em
equilibrio passam a “enganar” o sistema imune e iniciam o processo de reproducdo desordenado
que € caracteristico da doenca, nesse momento 0 sistema imune do paciente entra em
imunossupressao e os sintomas tipicos do cancer comecam a se manifestar (GAVIN et al., 2004;
SITC, 2015).

A melhor compreensdo sobre a biologia das células tumorais e o funcionamento
do sistema imune humano, possibilitou o desenvolvimento de agentes bioldgicos que
mimetizam sinais naturais que o corpo usa para controlar o crescimento celular, alterando o
crescimento das células tumorais de forma direta ou indireta. A acdo desses agentes influencia
as respostas imunes contra as células tumorais, formando-se assim o conceito de imunoterapia
aplicada ao tratamento contra o cancer (ORTIN, 2005; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2015).

O sistema imunologico é regulado por um balango complexo de sinais emitidos
por estimulacdo ou inibicéo de receptores celulares, balanco esse que pode ser deslocado pela
acdo de agentes imunoterapicos, direcionando as células de defesa do organismo para 0 combate
especifico de tumores. Ao longo dos anos 90 variadas terapias contra cancer que utilizavam
como base o proprio sistema imune do paciente foram desenvolvidas e aprimoradas (MELERO
et al., 2007; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

3.2.1 — Tipos mais comuns de imunoterapias contra o cancer:
Vacinas: tem como objetivo principal direcionar as células do sistema imune do

paciente em direcdo ao tumor, visando sua eliminagdo. S&o produzidas a partir de uma mistura
de inimeros antigenos, mas também podem ser produzias a partir do préprio tumor do paciente
(SJOERD et al., 2016). Basicamente as vacinas imunoterapicas sao sub divididas em duas

categorias, as vacinas profilaticas que atuam prevenindo a a¢do de virus causadores de cancer,
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como por exemplo a vacina do HPV (SITC, 2015). Na outra categoria encontram-se as vacinas
terapéuticas, que agem de forma a ativar ou reativar células T tumor-especificas no sistema
imune do paciente com o objetivo de desencadear uma cascata de respostas imune-especifica
contra o tumor (LEE; MARGOLIN, 2011; SITC, 2015; SJOERD et al., 2016).

Estimulacéo ndo especifica com BCG: foi uma das primeiras imunoterapias
aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) e tem sido usada desde os anos 70 para o
tratamento contra cancer de bexiga. Baseia-se na utilizacdo da bactéria BCG (Bacillus
Calmette-Guerin) atenuada e modificada, utilizada no controle da tuberculose. A
imunomodulacdo causada pela administracdo da BCG gera uma inflamagéo na bexiga do
paciente estimulando as respostas imunes nas células desse 6rgdo e conseguem dessa forma
impedir a proliferacdo do cancer ali presente. Dados do Cancer Research Institute indicam 70%
de sucesso na remissao do cancer em pacientes que utilizaram a BCG, entretanto alguns efeitos
adversos semelhantes aos causados pela tuberculose podem ser observados, sendo necessario
gue o paciente realize o tratamento da doenca bacteriana apds o termino da imunoterapia
(PETERSON, 1998; SITC, 2015; CANCER RESEARCH INSTITUTE, 2016).

Terapia com células T (Adoptive T cell transfer): é uma imunoterapia focada
em potencializar a acdo das préprias células T do paciente contra o cancer, € uma técnica
bastante promissora que ainda esta sendo aprimorada. A primeira forma consiste no isolando
células T infiltradas no tumor do préprio paciente e em seguida cultivo e expansao in vitro com
adicdo de antineoplasico e posteriormente administragdo no paciente. A segunda maneira
consiste em isolar as células T do proprio paciente e modifica-las geneticamente para
expressarem um receptor de membrana especifico para o antigeno encontrado nas células
tumorais, em seguida cultivar e expandir essas células e administra-las no paciente novamente.
Embora apresente bons resultados a terapia de células T ainda esta em desenvolvimento e fase
de testes clinicos (ROSENBERG et al., 2008; LESTERHUIS et al., 2011; SITC, 2015).

Anticorpo monoclonal (mADb): sendo a producdo de anticorpos uma resposta
natural do sistema imune para combater substancias estranhas que penetram no organismo,
temos no mAb uma versdo laboratorial capaz de marcar por¢des altamente especificas das
células cancerigenas, sendo bastante eficiente como imunoterapia contra cancer (SITC, 2015;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). A administracdo desses anticorpos pode ocorre sem
complementacdo de outros medicamentos, elevando a capacidade do sistema imune do proprio
paciente ou conjugada, que como proprio nome sugere, ocorre uma complementacao do uso do

anticorpo monoclonal com outras drogas tanto quimicas quanto radioativas (ARGYRIOU;
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KALOFONOQOS, 2009; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). Essa terapia pode ser
administrada com o mAbs ndo conjugados, quando um unico mAbs é utilizado no tratamento
ou de forma conjugada quando mais de um mAbs sdo associados para o0 desenvolvimento do
tratamento (ORTIN, 2005).

3.3 — Sistema imunoldgico:
Composto por um conjunto de células, tecidos, 6rgéos e moléculas, o sistema

imune tem como principal fun¢do manter a homeostasia do organismo de forma geral (TEVA;
FERNANDEZ; SILVA, 2009). Didaticamente o sistema imune tem suas funcdes divididas em
duas classes. Imunidade inata de acdo répida, estereotipada e limitada a um determinado
namero de estimulos, pode ser representada por barreiras fisicas, quimicas e biologicas.
Imunidade adaptativa de acdo dependente de contato prévio com o antigeno, essa representada
pela ativacdo de células especializadas, apresenta alta especificidade, diversidade de
reconhecimento e capacidade de memoria (CRUVINEL et al., 2010). Os receptores do sistema
imune adaptativo sdo capazes realizar o reconhecimento de proteinas estranhas que diferem das
do organismo por apenas um ou dois aminoacidos, enquanto que 0s receptores do sistema imune
inato somente reconhecem moléculas invasoras que sejam muito diferentes das do préprio
organismo (WOQD, 2013).

O processo de defesa do organismo é iniciado com a imunidade inata realizando
0 reconhecimento de focos de infeccdo, com o auxilio de células do tipo leucdcitos que
desencadeiam uma resposta imediata e por células da imunidade adaptativa do tipo linfécitos.
Para cessar a infeccdo tipos celulares dos sistemas inato e adaptativo atuam conjuntamente. Um
aspecto fundamental durante o processo de defesa pelo sistema imune é a autorregulacdo do
mesmo, uma vez que uma falha nesse quesito pode contribuir para o desenvolvimento de
condi¢des auto imune. E por fim a imunidade adaptativa com sua capacidade de formar
memoria imune, busca maneiras de produzir imunidade de longa duragdo contra patégenos aos
quais ja tenha sido exposto (TEVA; FERNANDEZ; SILVA, 2009; ABBAS; LICHTMAN;
PILAI, 2012; WOOD, 2013; MURPHY, 2014).

Dentre os principais componentes do sistema imune, apresentam-se as células
fagocitarias, células NK (Natural killers), mastdcitos, baséfilos e neutré6filos mediando a
imunidade inata. Mediando as imunidade adaptativa podemos elencar os linfécitos T e B e
células dendriticas. Além dos tipos celulares ja citados, participam ativamente da resposta
imune algumas moléculas solGveis como proteinas, citocinas, quimiocinas e anticorpos
(ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012; MURPHY, 2014).
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3.3.1 - Anticorpos:
Os linfacitos sdo um dos principais tipos celulares do sistema imune adaptativo,

produzidos na medula dssea podem concluir sua maturagcdo na mesma e entdo sdo denominados
linfécitos B ou podem concluir sua maturacao no timo sendo denominados linfécitos T. Embora
morfologicamente semelhantes possuem funcBes distintas, os linfocitos T produzem as
moléculas do MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) e os receptores de antigenos
das células T, enquanto os linfocitos B sdo 0s responsaveis por produzirem importantes
glicoproteinas capazes de reconhecer moléculas estranhas na superficie de patdgenos, 0s
denominados anticorpos. As moléculas originadas tanto pelos linfocitos T quando pelos
linfocitos B possuem como principais fungdes a ligacdo a antigenos especificos como ilustra a
Tabela 2 a seguir (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012; WOOD, 2013).

Tabela 2: Caracteristicas de moléculas ligantes de antigeno.

Imunoglobulinas (igG) Receptor de célula Moléculas de MHC

L

Feito de trés CDRs em Feito de trés CDRs em Cavidade ligante de

Sitio e ligagdo com o Vy e trés CDRs no V, e trés CDRs no peptideo formada
antigeno dominio V. dominio Vg pelos dominios al e
02 (classe ) e al e
Bl
Macromoléculas Complexos peptideos- Peptideos
Natureza do (proteinas, lipideos, MHC
antigeno capaz de se polissacarideos) e
ligar pequenas moléculas
Determinantes lineares e Determinantes lineares Determinantes
Natureza de conformacionais de de peptideos, apenas 2 lineares de
determinantes no varias macromoléculas ou 3 residuos de peptideos, apenas
reconhecimento do aminodcidos se ligam a alguns residuos de
antigeno molécula de MHC aminoacidos

Fonte: Adaptado de Abbas; Lichtman. Imunologia Celular e Molecular. (2005, p.76).

Anticorpos sdo glicoproteinas constituidas basicamente por dois fragmentos de
cadeia leve, aproximadamente 25 kDa cada e dois fragmentos de cadeias pesadas,
aproximadamente 53kDa cada (CASADEVALL; SCHARFF, 1994; ROQUE; LOWE; TAIPA,
2004; WOOD, 2013). Possuem capacidade de deteccdo, reconhecimento e eliminagdo de
antigenos especificos (MARQUES, 2005; ABBAS,2012; WOOD 2013). Na estrutura tipica dos
anticorpos, representado na Figura 1, temos a presenca de regides amino-terminais também
conhecidas como dominios variaveis e sdo essas as regides destinadas ao reconhecimento dos
antigenos e regifes carboxi-terminais ou chamadas dominios constantes com capacidade

mediadora de fungdes bioldgicas. Como o prdéprio nome diz, os dominios variaveis das cadeias
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leves e pesadas variam sua sequéncia especifica de aminoacidos entre diferentes anticorpos,
dando a eles uma maior especificidade no reconhecimento de moléculas estranhas (ABBAS,
2005; WOOD, 2013; MCDONNELL, 2015).

Figura 1: Estrutura tipica de um anticorpo.

Cadeia
pesada

Cadeia
leve

CcC

Fonte: Adaptado de Abbas; Lichtman; Pilai. Imunologia Celular e Molecular. (2012). Estrutura basica de um
anticorpo, com dominios vardveis (V. e Vi) nas por¢des N-terminais (N) e dominios constantes (C. e Cy) tanto
das cadeias leves quanto das cadeias pesadas.

Esses anticorpos séo denominados de imunoglobulinas (1g) e sdo divididas em cinco classes,
IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, de acordo com sua cadeia pesada em o, 0, €, L € Y, respectivamente
(TAMASHIRO; ALARCON; MARIKAWA, 2008; ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012;
WOOD, 2013). Os anticorpos de forma geral neutralizam e opsonizam moléculas e micro-
organismos estranhos de diferentes formas e suas funcdes efetoras variam de acordo com 0s
diferentes isotipos de anticorpos como descritos na Tabela 3 (ABBAS; LICHTMAN; PILALI,
2012; MCDONNELL, 2015). Os anticorpos podem exercer sua funcéo protetora do organismos
por diferentes mecanismos de acdo, tais como: Neutralizacdo, onde os anticorpos recobre 0s
sitios toxicos do agente antigénico, neutralizando-o; Opsonizacéo, 0s anticorpos recobrem o
organismo estranho formando um complexo antigeno-anticorpo que possuem receptores que
sdo reconhecidos por células fagocitarias, que fagocitam todo o complexo opsonizado;

Citotoxicidade mediada por anticorpos, os anticorpos agem mediando a ligacao de células NK
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as celulas invasoras e entdo inicia-se a destruicdo citotdxica do organismos estranho com a
libracdo dos grénulos de perforinas e granzimas das células NK (JANEWAY; TRAVERS,
1997).

Tabela 3: Caracteristicas das diferentes classes de imunoglobulinas, formas de secrecao e
funcoes.

Classe  Concentragéo Meia vida Forma Funcgdes
(mg/mL) (dias) secretada
IGA 3,5 6 IgA (dimero) ; < Imunidade das mucosas
L .t‘_"..';\\u:";:
b
IgD Tragos 3 Nenhuma Receptor de antigeno de célula
B precoce
IgE 0,05 2 IgE Q. cea Defesa contra parasitas
Mon6mero : ;" : helmintos, hipersensibilidade
it ; imediata
JCot
19gG 13,5 23 1gG1 ; C'_.V‘f | Opsonizacéo, ativagéo
Mon6mero R complementar, citotoxicidade
2 | PCR mediada por célula dependente

de anticorpo

IgM 15 5 IgM Cat\ Receptor de antigeno de célula
Pentamero G Ry B precoce, ativagdo

complementar

Fonte: Adaptado de Abbas; Lichtman. Imunologia Celular e Molecular. (2008, p.86).

3.4 — Anticorpos monoclonais e hibridomas:

Os primeiros estudos sobre fungéo e estrutura dos anticorpos foram realizados
com imunoglobulinas purificadas do sangue de individuos imunizados contra varios antigenos,
uma metodologia de baixa precisdo uma vez que o soro utilizado para os estudos continham
uma mistura de imunoglobulinas produzidas a partir de muitos clones de linfécitos B, 0s
chamados anticorpos policlonais (DAVIES; PADLAN, 1990; ABBAS; LICHTMAN; PILAI,
2012).

Em 1975 o alemdo George Kohler e o argentino Cesar Milstein se uniram ao
imunologista dinamarqués Niels Jener e juntos desenvolveram uma tecnologia que a principio

possibilitaria a solugdo do problema de baixa precisdo no estudo dos anticorpos e que tempos
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depois se tornou uma tecnologia promissora, tanto para o diagnostico quanto para o tratamento
de doencas, a tecnologia de producdo de anticorpos monoclonais a partir do cultivo de
hibridomas (PORTEN; SCHAFER, 1996; MARQUES, 2005; PANDEY, 2010; ABBAS;
LICHTMAN; PILALI, 2012).

Anticorpos monoclonais sdo definidos como uma classe de proteinas de elevada
especificidade produzidas por clones de células hibridas derivadas da fusdo de um unico clone
de linfocito B e células de mieloma, um cancer de células B, as células B séo as Unicas capazes
de produzir anticorpos quando ativadas (KOHLER; MILSTEIN, 1975). Essa fuséo resulta em
uma célula hibrida, chamada hibridoma, que preserva a capacidade produtora de anticorpos dos
linfécitos B assim como a capacidade de elevada taxa de multiplicacdo do mieloma
(MARQUES, 2005; ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012; MOLINARO; CAPITO;
AMENDOEIRA, 2009; MCDONNELL, 2015). Os hibridomas foram desenvolvidos com o
objetivo de produzirem anticorpos monoclonais em maior escala a partir de um unico clone de
célula B (PANDEY, 2010).

3.4.1 — Producéo de hibridomas:
Feitos exclusivamente em laboratorio, os hibridomas séo produzidos utilizando

PEG (polietilenoglicol) para fusionar as células de mieloma com as células B de animais que
foram previamente imunizados com o antigeno de interesse, através do qual se deseja produzir
o0s anticorpos. As condi¢des do procedimento devem permitir seletivamente a sobrevivéncia e
o crescimento somente das células hibridas (MOLINARO; CAPITO; AMENDOEIRA, 2009;
PANDEY, 2010). Para tal, é utilizado o meio HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina),
onde somente sobrevivem as células hibridas, bloqueando o desenvolvimento das células B e
mielomas que ndo sdo capazes de sobreviver nesse meio especifico e morrem (MARQUES,
2005; PANDEY, 2010; MCDONNELL, 2015). O préximo passo é garantir o isolamento dos
clones individuais, usando a dilui¢do limite em um cultivo em placa 96 pocos, de forma que
cada poco receba uma Unica célula hibrida. O cultivo dessas células isoladas deve ser
monitorado por aproximadamente 2 semanas quando devem atingir aproximadamente 300
células por pogo, quando sdo removidos para criopreservacdo em nitrogénio liquido e o
sobrenadante do cultivo de cada pogo é utilizado para teste de quantificacdo de anticorpos
monoclonais produzidos durante o processo como apresentado na Figura 2 (EVEN;
SANDUSKY; BARNARD, 2006; SANTOS et al., 2006; ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012;
MCDONNELL, 2015).
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Uma vez produzidos, os hibridomas sdo preservados em meio de congelamento,
composto por 90% SFB e 10% DMSO (Dimetilsulféxido), colocados em pequenos frascos e
armazenados em nitrogénio liquido, criopreservados estdo prontos para serem armazenados até
0 momento do seu uso para producdo de mAbs (LEIJ; POPPEMA, 1983; WINZELER; WANG,
2013). Kohler e Milstein (1975) descreveram duas possiveis formas de cultivar os hibridomas
para a producdo de anticorpos monoclonais, in vivo e in vitro (ABBAS; LICHTMAN; PILAL,
2012; CORREA, 2013).

Figura 2: Producéo de hibridomas.

<

'Células de baco '

isoladas de """ Antigeno X
camundongo °
imunizado com /—v»-/‘\\
o antigeno X

i E i Linhagem mutante de mieloma;

Mistura de células de ba(;o incapaz de crescer em meio de

incluindo algumas produtoras Fu" selegdo HAT; nao produz anticory
de anticorpo anti-X

Mistura de
celulas fundidas o o
e nao fundidas

aelecao in vitro
em meio HAT
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Clones isolados derivados de células unicas
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Fonte: Abbas; Lichtman, Pilai. Imunologia Celular e Molecular. (2012). Processo de formacao de hibridomas, a
partir da fusdo de células B e células de mieloma e cultivo em meio HAT.
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3.4.2 — Producéo de anticorpos monoclonais:

e Invivo:

O processo de producdo de mAbs in vivo ocorre por meio de formacdo da
chamada ascite peritoneal em modelo animal, como ilustrado na Figura 3 (TREBAK et al.,
1999; BRUCE et al., 2002). O primeiro passo é a sensibilizacdo dos animais que recebem
injecBes por via intra-peritoneal de reagentes estimulantes de reagdo inflamatdria e
posteriormente sdo inoculados os hibridomas de interesse, também por via intra-peritoneal. Os
hibridomas produzem e secretam os mAbs no fluido ascético, produzido pela inflamacéo na
cavidade peritoneal e esses sdo coletados por drenagens, apds 0 procedimento 0s animais sdo
eutanaziados. Como o rendimento de fluido peritonial é pequeno, torna-se necessario fazer um
pool de fluidos obtidos com a maior quantidade de animais possiveis. Produzir mAbs pelo
processo in vivo proporciona o microambiente ideal com fatores de crescimento e fontes de
nutrientes em quantidades suficientes para o bom desenvolvimento de células animais como o
hibridoma, entretanto também apresentam um baixo rendimento, alto custo de producéo,
manutencdo e instalacdes, alto risco de contaminagdo, variagcdes significativas entre 0s
diferentes lotes produzidos e sofrimento animal (COMMITTE ON METHODS OF
PRODUCING MONOCLONAL ANTIBODIES,1999; ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012).

e Invitro:

A producdo de anticorpos monoclonais in vitro ocorre pelo cultivo de
hibridomas em ambiente laboratorial por cultivo estatico ou por cultivo em sistemas agitados.
Os hibridomas séo cultivado em meios de cultivo comerciais que em geral necessitam de
suplementac6es, como por exemplo adi¢do de SFB, e sdo mantidos sob condi¢fes monitoradas
de temperatura e pH, de forma a proporcionar uma ambiente étimo para a producéo e secre¢do
dos mAbs no meio sobrenadante do cultivo (LEGAZPI, 2005; TANG, 2007; ABBAS;
LICHTMAN; PILAI, 2012). Atualmente é a forma de producdo de mAbs por cultivo de
hibridomas mais utilizada, uma vez que soluciona alguns dos problemas da producéo in vivo,
reduzindo a variacdo e o risco de contaminag6es, permitindo o aumento da escala de producéo
e evitando a utilizagcdo de modelos animais. Entretanto a producdo laboratorial precisa fornecer
aos hibridomas todas as condi¢es ideais para seu desenvolvimento e producao e é nesse quesito
que encontra-se os desafios do método (COMMITTE ON METHODS OF PRODUCING
MONOCLONAL ANTIBODIES, 1999; ABBAS; LICHTMAN; PILALI, 2012).
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Figura 3: Producéo de anticorpos monoclonais in vitro X in vivo.
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Fonte: Adaptada do wikiciencias/anticorposmonoclonais. Producédo de anticorpos monoclonais in vitro por
cultivo de hibridomas em condicGes laboratoriais (esquerda) e producéo de anticorpos monoclonais in vivo por
cultivo de hibridomas em ascite peritoneal em modelo animal(direita).

3.5 — Aplicacéo terapéutica dos anticorpos monoclonais:

Em 1984 os criadores da tecnologia de producdo de mAbs a partir do cultivo de
hibridomas, Georges Kohler, César Milstein, e Niels Kaj Jerne foram os ganhadores do prémio
Nobel de Medicina (PANDEY, 2010; MCDONNELL, 2015). Em 1992 a FDA, agéncia
reguladora de alimentos e medicamentos do governo federal dos Estados Unidos, aprovou o
Muromonab-CD3 (nome comercial; Orthoclone OKT3), primeiro mAbs para tratamento contra

rejeicdo em pacientes transplantados (CAl, 2016).

Desde a primeira aprovacdo até os dias de hoje, muitos mAbs foram aprovados
para tratamentos diversificados, segundo levantamentos recentes as areas de tratamentos que
mais recebem aprovacdes de mAbs sdo: tratamentos oncoldgicos com cerca de 31% das
aprovacdes e tratamentos cardiacos com 9% das aprovac@es, entre outras como registrados na
Figura 4, publicada na Nature Reviews — Drugs Discovery em fevereiro de 2016 (MULLARD,
2017).
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Figura 4: Aprovagdes de mADbs por areas terapéuticas.
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Fonte: Adaptado de MULLARD. Nature Reviews — Drugs Discovery. 2017. Porcentagem de mAbs aprovados
por éreas de tratamentos.

O primeiro mAbs aprovado, pela FDA, para imunoterapia contra cancer foi o
rituximab, em 1997, aprovado para os tratamentos de linfoma non-Hodgkin e em 2010 também
foi liberado para o tratamento de LLC (Leucemia linfocitica crénica) (ZHAN et al.,2016). O
grande sucesso terapéutico e comercial atingido pelo mAbs rituximab, anti CD-20, inspirou um
grande interesse nas pesquisas e desenvolvimento de outros mAbs para fins terapéuticos
(CHAMES; BATY, 2009).

Ao longo dos anos novos mAbs foram aprovados pela FDA para o tratamento
contra cancer e outras doencas (SANTOS et al., 2006; ZHAN et al., 2016), na Tabela 4 estdo
relacionados 0s mAbs aprovados somente no ano de 2016 (MULLARD, 2017). Os hibridomas
utilizados no presente trabalho (DTA-1 e PC-61), foram selecionados devido ao grande
interesse terapéutico acerca de seus respectivos mADbs (anti-GITR e anti-CD25). Embora ambos
ainda ndo tenham sido aprovados especificamente para o tratamento contra cancer, o anti-CD25
foi recentemente aprovado para o tratamento da Esclerose Multipla (Tabela 4) e muito se tem
estudado sobre seus potenciais antitumorais individuais e combinados como relatado em Coe e
colaboradores em 2010.
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Tabela 4: Anticorpos monoclonais aprovados em 2016 para tratamentos imunoterapicos.

Nome da droga Patrocinador Propriedades Indicacbes
Elbasvir plus Merck&Co NS5A inibidor HCV
grazoprevir NS3/4A protease inibidor
(Zepatier)
Brivaracetam uUCB Anticonvulsivo com MOA Convulsdes de inicio
(Briviact) desconhecido, liga-se a parcial
SV2A
Obiltoxaximab Elusys mADs contra antrax toxina Antrax
(Anthim) Therapeutics
Ixekizumab (Taltz) Eli Lilly IL-17 Psoriase em placas
Reslizumab Teva IL-5 Asma
(Cingair)
Defibrotide sodium Gentium Profibrinolitico Doenca hepética
(Defitelio)
Venetoclax AbbVie Inibidor de BCL-2 Leucemia linfocitica
(Venclexta) crénica
Pimavanserin Acadia Antipsicotico atipico Alucinagfes associadas

(Nuplazid)

Pharmaceuticals

com doenga de Parkinson

Atezolizumab Genentec Inibidor de PDL-1 Carcinoma urotelial
(Tecentriq)
Fluciclovine f-18 Blue Earth Diagnosticos radioativo Cancer de prostata
(Axumin) recorrente
Daclizumab Biogen Inibidor de IL-2 Esclerose maltipla
(Zinbryta) (CD25)
Gallium Ga 68 Advanced Diagnosticos radioativo Tumores neuroenddcrinos
dotatat
Sofosbuvir plus Gilead Sciences Inibidor de NS5A HCV
velpatasvir
(Epclusa)
Lifitegrast (Xiidra) Shire LFA1 Doenga ocular
Pharmaceuticals
Eteplirsen Sarepta Pré-mRNA Distrofia muscular
(Exondys 51) Therapeutics
Olaratumab Eli Lilly PDGFR Blogueador Sarcomas de tecidos
(Lartruvo) moles

Fonte: Adaptado de MULLARD. Nature Reviews Drug Discovery. (2017 p.73-76).

3.6 — Anticorpo anti-GITR:

O sistema imunoldgico tem sido estudado exaustivamente nos ultimos 50 anos

e tem contribuido para o sucesso de diversos tratamentos de doencas letais. A regulacdo da

resposta imune frente a atividade efetora do sistema imune é de fundamental importancia para

a manutencdo e controle da atividade exagerada durante a resposta imune e que poderia

favorecer outras doencas, como autoimunidade. As células conhecidas pela regulacdo da
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atividade da resposta imune sdo chamadas Tregs (células T regulatdrias) (ABBAS;
LICHTMAN; PILAI, 2012; WOOD,2013). A diminui¢&o de células Treg causa a regressdo de
tumores e dentre 0s possiveis receptores da familia TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor)
com funcéo de estimular ou inibir a Treg, temos 0 GITR (Glicocorticoide Induzido por TNF
Relacionado), proteina transmembrana do tipo I, que é expressada em grande quantidade nas
Treg CD4+CD25+ e em baixas quantidades nas células T efetoras e nas células B. Depois de
ativada, a expressao da proteina é controlada com CD4+, CD8+ e células NK (MCHUGH,
2002; CROFT, 2003; KANAMARU, 2004; KNEE, 2016). Assim a resposta inume pode
ocorrer utilizando anticorpos monoclonais anti-GITR que fardo o bloqueio dos receptores
GITR, representado na Figura 5. Os anticorpos anti-GITR sdo obtidos através do cultivo da
linhagem DTA-1, um dos hibridomas utilizados neste trabalho, Figura 6 (SHIMIZU, 2002;
KNEE, 2016).

Figura 5: Representacdo esquematica do bloqueio dos receptores GITR.
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Fonte: RONCHETTI et al., “CD8+ T Cells: GITR Matters,” The Scientific World Journal. (2012, p.7). anti-
GITR se ligando aos receptores de GITR ativando a liberacdo de INF sob as células tumorais.



38

padrdo RPMI (Aumento de 10X).

3.7 — Anticorpo anti-CD25:

CD25 consiste na unidade alfa do receptor de interleucina-2, presente
principalmente em linfécito T, e B ativados. A interleucina-2 é uma citocina
predominantemente produzida por linfécitos T ativados, tendo como principal funcao estimular
da proliferagéo de células ativadas como: CD4— CD8-, CD4+CD8+ e T CD8+, proliferacéo de
células NK, eliminacdo de células T auto-reativas, manutencdo de células Treg, entre outros,
através da interacdo com seu receptor (WALDMAN, 2006; MELO; CARVALHO, 2009).
Linfocitos Treg contém CD25+ como marcador e sdo conhecidamente responsaveis pelo
controle de resposta autoimune e mesmo desempenhando um papel importante para a resposta
imune, a diminuigdo do nimero destas células Treg é utilizada em muitos tratamentos de cancer
(HOLM, 2004). A ligacdo do mAbs anti-CD25 aos receptores de interleucina-2 das células Treg
inibem as células CD4+CD25+ e sdo responsaveis pela redugdo no crescimento das células
CD8+, muito importantes para o equilibrio do sistema imune. A utilizacdo de anticorpos anti-
CD25 vem demonstrando grande importancia, embora, a a¢do antitumoral da diminuicdo de
células CD4+CD25+ ainda ndo seja completamente elucidada (RECH; VONDERHEIDE,
2009; MELO; CARVALHO, 2009). A producdo dos anticorpos anti-25 é realizada pelo cultivo
do hibdridoma PC-61 ilustrado na Figura 7, um dos hibridomas utilizado nesse estudo.
Atualmente o mAbs anti-CD25 é aprovado para o tratamento contra esclerose multipla, como

visto na Tabela 4, seu principal mecanismos de acdo no uso terapéutico contra esclerose
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multipla bem como na terapia de transplantes ocorre pelo blogueio na interacdo entre IL-2 e 0
receptor de IL-2 da CD25, inibindo a expansao de células T ativadas (ROLAND, 2012).

Figura 7: Imagem de cultivo de hibridoma PC-61 em pequena escala.
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Fonte: Autor. Hibridoma PC-61, células hibrida, com formato ésférico, semi aderente, cultivada em meio padréo
RPMI. (Aumento de 10X).

3.8 — Cultivo celular:

Harrison e Carrel foram os pioneiros nos estudos de cultivos de células no inicio
do século XX, utilizando-se de técnicas rudimentares, analisavam o comportamento de tecidos
mecanicamente fragmentados e armazenados em frascos contendo fluidos dos animais de onde
os tecidos foram extraidos (ALVES; GUIMARAES, 2009). Desde entdo muito se pesquisou
sobre o cultivo de células e suas inimeras aplicacfes, mas foi apds a Segunda Guerra Mundial
gue um grande desenvolvimento das tecnologias de cultivos celulares se estabeleceram e
atualmente o cultivo de células tem sido amplamente utilizado para sintese de produtos de
aplicacdo industrial e terapéutica (DOYLE; GRIFFITHS, 1998; FRESHNEY, 2010).

O cultivo celular laboratorial visa estudar o comportamento da célula fora do seu
ambiente natural (in vivo), ou seja, procura simular o mais proximo possivel o modelo in vivo
de onde a célula foi extraida, porém ndo consegue reproduzir todas as funcdes e interaces
fisioldgicas que a célula encontraria em seu ambiente natural (ALVES; GUIMARAES, 2009).
Mesmo ndo conseguindo reproduzir exatamente o ambiente natural da célula, o cultivo celular

possui suas vantagens como o controle das condigdes de cultivo, pH, temperatura, pressao
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osmotica e injecdo de O, e CO, alem do controle do ambiente fisioldgico e fonte de nutrientes
(EIBL et.al, 2009; FRESHNEY, 2010; CORREA, 2013).

3.8.1 - Sistema de cultivo celular estatico em pequena escala:

Para o cultivo de células agitado s&o utilizados sistemas de estudo do
comportamento celular, simples, relativamente econémicos, desprovidos de automog¢éo, sao
caracterizados por sua baixa capacidade de producdo e podem ser dos tipos placas de Petri,
frascos de cultivo T, placas de po¢os como os da Figura 8. O cultivo nesse tipo de sistema deve
ser realizado em camara de fluxo laminar, mantendo a assepsia (GRAMER; POESCHL, 2000;
ZANATTA, 2009; FRESHNEY, 2010).

Figura 8: llustracdo de sistemas de cultivo estatico.

Fonte: Site do Laboratério Nacional de Células Tronco do Rio de Janeiro. Sistemas de cultivo celular estatico.
A) placas de pogos para cultivos estaticos. B) frascos T para cultivos estaticos.

3.8.2 — Sistema de cultivo celular agitado em escala piloto:

S&o sistemas fechados que visam uma distribuicdo uniforme de todos os
componentes presentes no cultivos, meio, células, gases, nutrientes e metabdlitos devem estar
constantemente em movimento (FRESHNEY, 2010). Cultivos em sistemas agitados,
geralmente, possuem volume de trabalho maior, elevando a produtividade e facilitando o
escalonamento do cultivo. Porém podem favorecer um maior acumulo de metabdlitos que por
sua vez podem influenciar negativamente, por tanto exigem um rigido controle e
monitoramento das varidveis citadas anteriormente (MORAES et al., 2007; DOYLE;
GRIFFITHS, 1998). Dentre os diversos modelos de sistemas de cultivo agitado, um dos
recomendados pela literatura para células em suspenséo ou semi-suspensas como 0s hibridomas
€ 0 biorreator tipo Spinner, ilustrado na Figura 9 (EIBL et.al, 2009; FRESHNEY, 2010;
RODRIGUES et al., 2010).
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Figura 9: llustracdo de biorreator do tipo Spinner.

Fonte: Acervo pessoal.

3.8.3 — Sistema de cultivo agitado do tipo Spinner:

O cultivo de células animais in vitro necessita de um conjunto de condigdes
fisico-quimicas que devem ser monitorados e controlados para o desenvolvimento celular, tais
como, temperatura, pH, concentragdo de O dissolvidos e agitacdo. O dispositivo que controla
e ou monitora esses parametros ¢ chamado de biorreator (GODARA, 2008; EIBL et.al, 2009;
FRESHNEY, 2010; RODRIGUES et al., 2010). Para garantir o desempenho eficiente dos
fendmenos de proliferacdo das células e obtencdo do produto celular de interesse, devem ser
asseguradas as seguintes fungdes (DOYLE; GRIFFITHS, 1998; MORAES et al., 2007):

e Controle do equilibrio acido-base (pH) do meio de cultura;

e Controle da temperatura;

e Troca de gases que permitam suprimento adequado de CO>, assim como
a eliminacéo do excesso de dioxido de carbono;

e Suprimento de nutrientes, utilizando meio de cultivo de formulagéo
adequada;

e Suprimento de suporte para a adesdo celular no caso de cultivo de células
aderentes;
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e Manutencao da assepsia, evitando a contaminagdo por microorganismos,

virus e outras células.

Os biorreatores do tipo Spinner, representado na Figura 10, consistem em
recipientes que podem ser fabricados em plastico ou vidro, contendo na posicéo central um eixo
agitador magnético, com bracos laterais, cuja funcéo é a retirada ou adicao de células e meio.
O cultivo de células em Spinner pode ser realizado de trés formas: células individuais,
agregados e células ligadas a microcarregadores ou outros suportes que ancorem as células
dependentes de ancoramento (KEHOE et al., 2010).

Figura 10: llustracdo esquematica do biorreator do tipo Spinner.
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Fonte: DOYLE, GRIFFITHS, 1998. llustracdo de frasco de cultivo celular agitado do tipo Spinner de eixo radial
(esquerda) e de eixo pendular (direita).
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A vasta utilizacdo desse tipo de reator no cultivo de células animais, microbianas
e também para a producdo em larga escala de anticorpos monoclonais ocorre devido a algumas
vantagens (DOYLE; GRIFFITHS, 1998; MORAES et al., 2007) tais como:

e Cultivo de células em suspensao e células dependentes de ancoramento;
e Ambiente homogéneo para o crescimento celular;

e Fécil controle de qualidade do produto;

Para o sucesso do cultivo nesse tipo de biorreator a assepsia é um fator crucial
devido ao seu tamanho e as suas partes mdveis, sendo assim além da validagdo funcional, o
operador do processo deve avaliar o procedimento de limpeza e estabilizagdo do sistema.
(MORAES et al., 2007; FRESHNEY, 2010).
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3.8.1 — Meios de cultivo:

O meio de cultura para proliferacdo celular deve fornecer pH e osmolaridade
Otimos de acordo com as necessidades de cada célula, assim como substancias quimicas que as
células ndo conseguem sintetizar e sdo fundamentais para seu crescimento. Para o0
funcionamento do metabolismo celular é necessério um meio aquoso que possua dissolvidos
sais inorganicos, agucares, aminodcidos, vitaminas, lipideos, &cidos organicos, proteinas,
horménios, fontes de carbono, fontes de nitrogénio, micronutrientes (ions organicos e
minerais), que sdo importantes para a definicdo do melhor meio de cultura e estratégias durante
seu cultivo nos biorreatores (MORAES et al., 2007; FRESHNEY, 2010; ARORA, 2013).

Para cumprir sua funcdo o meio de cultura precisa ser constituido por
componentes nutritivos que serdo consumidos pelas células assim como componentes
inorganicos que participam da regulacdo do ambiente do cultivo celular (mol). A glicose
constitui a maior fonte de carbono presente em um meio de cultura, enquanto que a glutamina
a maior fonte de nitrogénio e ambas sdo, usualmente, os nutrientes limitantes de um cultivo de
células animais (ACOSTA et al, 2007). A partir da oxidacdo incompleta da glicose, pela via
glicolitica, ocorre a producdo e secrecdo de lactato e pelo metabolismo de consumo da
glutamina ocorre a producdo e secrecdo de amonia, dois dos mais importantes produtos
metabolicos de carater toxico e/ou inibidor do cultivo de células animais (OZTURK, 1992;
PORTNER; SCHAFER, 1996).

Hibridomas séo consideradas células bastante resistentes aos efeitos toxicos dos
residuos do metabolismo tanto da glicose como da glutamina. Sendo seu crescimento celular
afetado por esses residuos somente quando atingem valores criticos proximos a 55mM de
lactato e aproximadamente 10mM de amonia (OZTURK, 1992; PORTNER; SCHAFER, 1996).

Além de fontes de carbono, nitrogénio, aminoacidos e componentes inorganicos,
0s meios de cultivos sdo frequentemente suplementados com substancias que atuem como fonte
de fatores de crescimento (BIAGGIO, 2014). Sendo o SFB a fonte de proteinas e fatores de
crescimento para cultivo celular in vitro mais amplamente utilizada em cultivos de células
animais (TETZNER, 2007; ZANATTA, 2009).

3.8.2 — Soro fetal bovino:
Usualmente o soro fetal bovino é utilizado para suplementar os meios de cultivo
por conter grandes quantidades de componentes tais como 4&cidos graxos, fatores de

crescimento, aminoacidos, vitaminas, hormonios, proteinas e minerais. Entre suas funcdes
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podemos citar: estimular o crescimento e diversas atividades celulares, aumentar a adeséo
celular e fornecer proteinas (ZANATTA, 2009; FRESHNEY, 2010).

E importante ressaltar, que os animais devem ser isentos de doencas infecciosas
como encefalopatia espongiforme bovina, uma vez que foi demonstrado que de 20% e 50% de
SFB comercializados podem ser virus-positivos (WESSMAN; LEVING, 1999). O SFB é um
risco potencial para a saude humana pela possivel presenca de agentes patogénicos, virus ou
proteinas (prions) no produto final (VALK DER VAN et al, 2010). Outra forte limitacdo do
uso do SFB é por ele ndo ser quimicamente definido, sua variabilidade é alta com relagdo aos
diferentes lotes (EVEN; SANDUSKY; BARNARD, 2006), o que dificulta a padronizac¢do do
meio de cultivo, um crescimento celular imprevisivel o que leva a0 comprometimento da
prépria reprodutibilidade do cultivo (MORAES et al., 2007; BUTLER, 2015).

Outra desvantagem no uso de SFB no cultivo de hibridomas é a presenca de uma
elevada concentracdo de proteinas, entre elas imunoglobulinas que interferem no processo de
purificacdo do mADb, visto que torna o processo de separacao das imunoglobulinas obtidas das
imunoglobulinas de origem do soro mais dificil (EVEN; SANDUSKY; BARNARD, 2006).
Devido as adversidades relacionadas ao uso do SFB, nos ultimos anos existe uma tendéncia de
eliminacdo do soro e de outros componentes de origem animal nos meios de cultura, inclusive
encorajada por agéncias reguladoras, como a FDA, que ndo mais aprovam biofarmacos que
contenham SFB no seu processo de produgdo (VAN DER VALK et al.,2004; FRESHNEY,
2010; BUTLER, 2015).

Dessa forma cada vez mais os cultivos celulares caminham para a adaptacao de
seus linhagens a meios livre de SFB em sua composicdo. Variados protocolos de adaptacédo
celular a meios livres de SFB sdo descritos e tipicamente sugerem que a adaptacao deve ser um
processo gradual. Quatro desses protocolos estdo listados na Figura 11, abaixo (VAN DER
VALK et al., 2004; FRESHNEY, 2010; BUTLER, 2015).
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Figura 11: Protocolos de adaptacédo celular a meios livres de SFB.

1. Reducdo da concentracido de SFB: 2. Adaptacdo sequencial:

+Cultivo em meig normal contendo 10% SFB

4. Adaptagdo "mside™:

0 <

+Cultive em meio normal contendo 10% SFE ate confluéncia

+Cultivo em meic normal contendo 10% SFE

=Trocar para meio |ivre de soro

*Manter em meiolivre de SFB até confluéncia

*Tripsinizacdo da monocamada confluente

em meio livre de SFB com densidade de indculo 2-

Fonte: Adaptado de Biaggio (2014, p.14). Protocolos de adaptacdo celular a meios livres de SFB.

Assim, nosso trabalho busca encontrar em cultivo de hibridoma um protocolo
gue permita que o crescimento das células produtoras de mAbs em meio livre de SFB tenha
quantidades suficientes de mAbs para que 0s mesmo possam ser utilizados em ensaios que
comprovem sua eficiéncia no controle de alguns tipos de céncer. E dessa forma também
determinar os principais nutrientes que precisam ser acrescentados no decorrer do cultivo em
biorreator do tipo Spinner. E futuramente serdo realizados ensaios in vitro e in vivo para

validacdo do efeito biologico desses mAbs no brogueio do crescimento de células tumorais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 - Meios de cultivo:
a) Meio RPMI 1640 - Gibco® by Life Technology (n°23400-021)

Meio bésico contendo altas concentragdes de vitaminas como: biotina, vitamina
B12, assim como L- glutamina, vermelho de fenol e HEPES. Requer suplementacdo de
bicarbonato de sodio para ajuste do pH e recomenda-se adicdo de soro fetal bovino. Séo
disponibilizados em envelopes individuais para a producdo de 1 L, tem validade de 12 meses e

deve ser armazenado protegido da luz em temperatura entre 2°C e 8°C.

b) Hybridoma Serum Free Medium (SFM) — Gibco® by Life Technology (n°
catalogo12045-076)

Meio livre de soro fetal bovino, otimizado para o crescimento de hibridomas e
producdo de anticorpos monoclonais. Constituido com baixo teor proteico ( >20ug/mL) o que
facilita a purificacdo dos anticorpos monoclonais. Contém em sua composic¢ao L-glutamina,
insulina, transferrina, vermelho de fenol e surfactantes (usado como protetor celular contra
possiveis efeitos negativos causados pela agitacdo e atua como um agente anti-formacdo de
espuma). Tem validade de 12 meses e deve ser armazenado protegido da luz em temperatura
entre 2°C e 8°C. N&o requer suplementacéo, exceto para linhagens dependentes de colesterol.

c) CD Hybridoma Medium — Gibco® by Thermo Fisher Scientific (n°
catalogo 11279-023)

Meio quimicamente definido, livre de proteinas, hidrolases ou componentes
desconhecidos. E otimizado para o crescimento de uma variedade de hibridomas, células de
mielomas e producdo de anticorpos monoclonais em sistemas de suspensdo agitado. E
formulado sem vermelho de fenol para evitar efeitos similares ao estrogénio ndo contem L-
glutamina em sua composicdo para evitar degradacdo e producdo de amdnia em excesso.
Contém um transportador de ferro organico com uma elevada absorcéo a 280 nm, fazendo com
que protocolos de deteccdo e purificacdo de anticorpos sejam projetados para levar isso em
conta. Nao contem L-glutamina em sua composi¢do para evitar degradacdo e producdo de
amonia em excesso, para aplicagbes que requerem o uso de L-glutamina, suplemento com 8

mM de L-glutamina, de acordo com o fabricante.
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d) Ex-cell 620 HSF Serum-free Medium for Hybridom Cells- Sigma (n°
catalogo 14624C)

Meio livre de soro fetal bovino, com baixo teor proteico (aproximadamente
11mg/L), especificamente desenvolvido para o crescimento a longo prazo de hibridomas e
células capazes de expressarem anticorpos monoclonais e produtos proteicos. Nao contem L-
glutamina em sua composicédo para evitar degradacdo e producdo de ambnia em excesso, para
aplicacdes que requerem o uso de L-glutamina, suplemento com 4 mM de L-glutamina,
adicionando 20 ml / L de uma solugdo com 200 mM antes da utilizagdo, de acordo com o
fabricante.

4.2 - Preservacao dos hibridomas:

Nos estudos realizados foram utilizadas duas linhagens de hibridomas, DTA-1 e
PC-61, cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. Jodo Santana da Silva, da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (Universidade de Séo Paulo, USP). Os criotubos contendo as linhagens DTA-1
e PC-61 continham volume de 1mL com concentracdo de 2x10° cel.mL?, mantidos em

container (vaso Dewar) contendo nitrogénio liquido a -196°C.
4.3 - Ativacdo das células:

Para o descongelamento das células o criotubo foi retirado do nitrogénio liquido
e colocado em banho termostéatico a 37°C para rapido descongelamento da suspensdo. Quando
descongelada, a suspensédo foi colocada em um tubo Falcon com 9 mL de meio de cultura e
centrifugada em 460 G por 5 minutos. O sobrenadante contendo 10% da solugdo DMSO
(Dimetilsulféxido) foi descartado e as células foram ressuspensas em meio de cultura RPMI-
1640 fresco e colocadas em um frasco de cultivo de 25cm? (Corning, EUA). As células foram
mantidas em incubadora (Thermo Fisher Scientific,EUA) na temperatura de 37°C e 5% de
concentracdo de CO .

4.4 - Cultivo celular:
Todos os cultivos celulares ao longo do presente trabalho foram desenvolvidos
no LATECC (Laboratdrio de Tecnologias e Cultivos Celulares) situado no DEQ (Departamento

de Engenharia Quimica) da UFSCar, campus Séao Carlos.
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4.4.1 - Cultivo estatico em frasco T

Inicialmente as células foram cultivadas em frascos T de 75cm? para estudos em
pequena escala. Frascos T foram preparados com inoculo inicial de 2x10° cel.mL? e
completados com meios de cultivo padrdo RPMI 1640 (Gibco™) até o volume de trabalho de
15mL. Os frascos foram mantidos em incubadora (Thermo Fisher Scientific, EUA) com

temperatura controlada a 37°C e 5% de CO..
4.4.2 - Cultivo em sistema agitado tipo Spinner

Ap0s o cultivo e expansao celular em frascos T atingir a concentracao do inoculo
inicial de 2x10° cel.mL "t esse indculo foi transferido para um sistema de cultivo agitado do tipo
Spinner (Bellco, EUA) de 500ml de volume. Em seguida o volume de trabalho foi completado
com meio de cultura e o sistema armazenado em incubadora (Thermo Fisher Scientific, EUA)

com agitacdo magnética a 70 rpm, 37 °C e 5% de CO..
4.5 — Amostragem:

45.1 - Amostragem do cultivo em frasco T

Com auxilio de uma espétula (TPP, EUA) e movimentos suaves na base inferior
da garrafa, as células que estavam aderidas foram liberadas no meio de cultura e transferidas
para tubos Falcons estéreis. Os tubos contendo a suspenséo celular foram centrifugados por 5
minutos a 460 G. Imediatamente ap0ds a centrifugacdo, uma amostra do meio sobrenadante
resultante da centrifugacdo foi utilizada para aferir o pH do cultivo (SevenCompact- Mettler
Toledo, UK) e pequenas aliquotas de 1mL cada foram armazenadas em tubos conicos estéreis,
rotulados e posteriormente congelados para futuras analises. Uma vez retirado todo o
sobrenadante, um volume de meio de cultivo, estimado de acordo com o tamanho do pellet
celular resultante da centrifugacéo, foi utilizado para suspender e homogeneizar o pellet celular,
para a inoculacdo em um novo frasco T. Uma aliquota dessa suspensdo celular foi utilizada para
contagem celular em hemocitémetro e ap6s a contagem e os célculos, um novo frasco T
contendo suspensdo celular e meio de cultura novo era produzida de forma a manter a

concentragéo do indculo 2x10° cel/ml™,
4.5.2- Amostragem do cultivo em biorreator do tipo Spinner

Sem troca de meio de cultura, as amostras durante o cultivo em sistema agitado
do tipo Spinner foram retiradas em intervalos fixos de 12 horas. Com auxilio de uma pipeta

histoldgica uma aliquota de 5 mL de suspensao celular, sendo 1 mL para a contagem celular e
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0s 4 mL restantes para andlises futuras os quais eram transferidas para um Falcon estéril. A
amostra armazenada no Falcon era utilizada para aferir o pH do cultivo (SevenCompact-
Mettler Toledo, UK), centrifugada por 5 minutos a 460 G e divididas em microtubos rotulados,
os quais foram congelados em freezer convencional. A contagem celular era realizada em

hemocitdbmetro.

4.6 -Métodos analiticos:

4.6.1 - Densidade celular e viabilidade e calculos

Para analise da viabilidade e densidade celular foi utilizado o método de
exclusdo do corante azul de tripan através de contagem em hematocitdmetro, que possui duas
grades de contagem, com quatro quadrantes de 1mm2 cada uma, foram contados 16 quadrantes
no total para cada amostra. Com diluic&o inicial de 20 pL de Tripan, 20uL de suspensé&o celular
foram realizadas contagens de 8 quadrantes e uma segunda diluicdo partindo da amostra inicial,
com nova contagem de 8 quadrantes. Essa medida em dois eventos foi realizada para reduzir
os efeitos de erro de contagem e/ou pipetagem, bem como evitar que as células ficassem muito

tempo expostas a a¢ao do tripan.

e Concentracdo de células viaveis

_ (Mv xD)

Cv cel.mL™? Equacdo 1.

Onde: Mv= média dos numeros de células viaveis contadas nos 4 eventos de
contagem; D= diluicdo utilizada; V= volume do quadrante (10%).
e Viabilidade celular

Nv
v+Nd

V (%) = v (100) Equacéo 2.

Onde: Nv=numero total de células viaveis contadas nos 4 eventos de contagem;

Nd= namero total de células inviaveis contadas nos 4 eventos de contagem.

e Velocidade especifica de crescimento celular (u)

M= Z—T X % [h-1] Equacéo 3.
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Onde p= velocidade especifica de crescimento; N= numero de células no

instante t; No= nimero de celulas no tempo 0.
4.6.2 - Quantificacdo de aminoacidos em cultivo

As analises de aminoacidos foram executadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), seguindo a metodologia
proposta por Heinrikson & Meredith, 1984. O método cromatogréfico utilizou fase estacionaria
constituida pela coluna picotag (Waters, IRL), fases moéveis A: &gua ultrapura tipo 1,
acetonitrila (Panreac, ESP) trietilamina (Sigma, GER) e acetato de sédio tri-hidratado (Synth,
BRA) e fase movel B: agua ultrapura tipo 1 e acetonitrila (Panreac, ESP). Na pré-coluna de
derivatacdo o PITC (Waters, IRL), conhecido como reagente de Edman, foi adicionado para
realizar a degradacéo dos aminoécidos sequencialmente em aminas primarias e secundarias em
254 nm a temperatura ambiente. Para quantificacdo dos aminoacidos foi utilizado o padrdo de
aminoacidos Waters e também foram preparadas manualmente curvas de calibracdo dos
aminoéacidos arginina (Sigma, GER), asparagina (Sigma, GER) e glutamina (Sigma, GER).
Para preparacdo das amostras, foi realizada centrifugacdo em 9500 G por 5 minutos para
retirada de células e debris e aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram reservadas para
continuar com a analise. A preparacdo das amostras incluiram etapas sequenciais de: filtracdo;
secagem em temperatura ambiente; hidratacdo das amostras (solucdo preparada a partir de
etanol, 4gua ultrapura tipo 1 e trietilamnina); secagem em temperatura ambiente; derivatacao
das amostras (solucdo preparada a partir de agua ultrapura tipo 1, trietilamina e PITC); secagem
em temperatura ambiente; adicdo da solucdo diluente adequada para analise de aminoacidos
livres, Pico-Tag Sample Diluent to Amino Acid analysis (Waters, IRL), e injecdo no

cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC, Waters, IRL).
4.6.3 - Quantificacdo de glicose e lactato

A quantificacdo de glicose e lactato foram realizadas no analisador enzimético
YSI 7100 MBS (Multiparameter Bionanalytical System, Yellow Springs Instruments, EUA).

4.6.4 - Quantificacdo de anticorpos monoclonais por ELISA

As microplacas de alta afinidade foram sensibilizadas com a propria amostra de
sobrenadante, ndo diluidas, foram aplicados 100 pL por poco em placas de 96 pocos EJA/RIA
(Costar 3590). As placas foram incubadas por cerca de 12 a 18 horas a 4°C, durante a noite,

“overnight”. Foi realizado um ciclo de 3 lavagens semiautomaticas, com 300 pL por pogo de
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PBS pH 7,2-Tween-20 0,05% (PBS-Tw), com o0 objetivo de eliminar os anticorpos ndo aderidos
ao suporte solido. Em seguida foram adicionados 200 pL por pogo de solucdo blogueadora
contendo Albumina 1% em PBS por 1h, a temperatura ambiente (TA), com o objetivo de fixar
0s anticorpos sensibilizados na placa durante a sensibilizacdo. Apds mais um ciclo de 3
lavagens semiautomaéticas (PBS-Tw), foram adicionados aos pocos 100 pL por pogo do
anticorpo secundario Anti-mouse 1Ggldiluido em solucdo de PBS —Albumina 10%, na
proporcao 1:10.000. As placas foram mantidas a TA por 2 horas e, em seguida, um novo ciclo
de 3 lavagens foi realizado. Foram adicionados 100 pL por pogo da solucdo reveladora
contendo 3,3'5,5'- tetrametilbenzidina (TMB-B&D) na propor¢do 1:1. As placas foram
incubadas no escuro e em TA por no méximo 30 minutos. Por fim a revelacdo foi parada com
adicdo de 50uL por poco de solugdo stop contendo acido sulfurico 1M. E finalmente foi

realizada a leitura das placas no espectrofotdmetro com absorbancia de 450 nm.

4.7 — Planejamento dos experimentos desta pesquisa:
O conjunto de experimentos programados para atingir os objetivos desta

pesquisa pode ser resumido da seguinte forma:

4.7.1 - Experimento 1 (Expl) em frascos T — estudo comparativo dos
hibridomas DTA-1 e PC-61:

O procedimento padrdo para o cultivo dos hibridomas DTA-1 e PC-61 em
frascos T, para a identificacdo de qual linhagem era capaz de produzir maior quantidade de

mADbs em meio padrdo com soro fetal bovino, seguiu as etapas descritas na Figura 12.
Figura 12: Procedimento padronizado seguido no Expl.
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Fonte: Acervo pessoal.
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4.7.2 — Experimento 2 (Exp2) em frasco T — definicdo de procedimento
para adaptacdo a meio livre de SFB do hibridoma PC-61:

Apobs a escolha do hibridoma PC-61 com base nos resultados do primeiro
experimento, iniciou-se o experimento de adaptacao dos hibridomas aos meios comerciais livre
de SFB. Seguiu-se 0 mesmo protocolo de amostragem, porém reduzindo o volume de meio
RPMI-1640 com10% de SFB e aumentando o volume de meio comercial livre de soro
sequencialmente, seguindo o esquema mostrado na Figura 13. Apds a completa adaptacao aos
meios livres de SFB o cultivo continuou por mais 216 horas para conferir se a adaptacao foi

efetiva, totalizando 360 horas de experimento.

Figura 13: Procedimento padronizado seguido no Exp2.
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Fonte: Acervo pessoal.

4.7.3 - Experimento 3 (Exp3) em biorreator do tipo Spinner — avaliagéo da
capacidade de producédo de mAb em meio comercial livre de SFB daptados a meio
comercial livre de SFB do hibridoma PC-61:

Seguindo o protocolo descrito no Exp2, a quantidade de células foi expandida e
adaptada, ao melhor meio comercial livre de SFB escolhido em frascos T até alcancar 2x10°
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células viaveis por mL que foram inoculadas no biorreator do tipo Spinner, com volume de

trabalho completado com meio de cultura comercial SFB escolhido. O biorreator Spinner

iniciou seu funcionamento nas seguintes condicGes: temperatura de 37°C, 5% de CO2, pH 7,3 €

agitacdo 70 rpm. O esquema do procedimento padrdo para o cultivo do hibridoma PC-61 em

frascos T seguiu as etapas mostradas na Figura 14.

Figura 14: Procedimento padronizado seguido no Exp3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Resultados do Exp 1:

Esse experimento teve como objetivo analisar de forma comparativa o
comportamento dos hibridomas DTA-1 e PC-61 durante o cultivo em meio de cultura padrdo
RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB em frascos T. Os cultivos dos dois hibridomas
foram realizados paralelamente sob mesmas condicdes de cultivo, ou seja, incubados a 37°C
com atmosfera de 5% de CO> e pH controlado na faixa entre 7,0 e 7,2. As amostras foram
coletadas de acordo com o protocolo de amostragem, descrito no item 4.5 deste trabalho, em
intervalos de tempo constante de 48 horas em um total de 336 horas de duragéo do experimento.

Vale ressaltar que a cada amostragem todo o meio do cultivo era trocado por um novo meio.

Com as amostras coletadas durante o experimento foram analisadas
caracteristicas da densidade e crescimento celular, bem como consumo e producdo de
aminoacidos e nutrientes aléem de producdo de anticorpos monoclonais. Na Figura 15, se
mostram o0s resultados obtidos. E observamos que houve um crescimento homogéneo,
equilibrio da viabilidade e consumo de glicose em ambos os cultivos dos hibridoma DTA-1 e
PC-61.



55

Figura 15: Resultados obtidos no Expl de cultivo dos hibridomas DTA-1 e PC-61 em frascos
T em meio RPMI-1640 com 10% de SFB.
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5.1.1 — Cultivo celular:

e Densidade celular e velocidade de crescimento:

Com base nos dados apresentados na Figura 16 e na Tabela 5 pode-se afirmar
que em meio RPMI com adicdo de 10% de SFB, o hibridoma DTA-1 demorou
aproximadamente 48 horas para iniciar um crescimento celular expressivo e teve seu maior pico
de células viaveis (1,22x107 células) e velocidade especifica de crescimento (u=0,026 h™) na
hora 96 do cultivo, a partir desse ponto a quantidade de células e a velocidade especifica de
crescimento celular diminuiram e se mantiveram com pequenas oscilagdes até o final do cultivo
na hora 360. Enquanto o hibridoma PC-61 iniciou no cultivo com velocidade especifica de
crescimento expressivo (U=0,016 h™) e atingiu sua maxima velocidade de crescimento na hora
144 (1=0,020 h'') bem como nimero de células viaveis (1,18x107 células).

Figura 16: Resultados de crescimento celular obtidos nos cultivos dos hibridomas DTA-1 e
PC-61 em frascos T em meio RPMI-1640 com 10% de SFB.
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Tabela 5: Velocidades especificas de crescimento () e células viaveis totais obtidos nos
cultivos dos hibridomas DTA-1 e PC-61 em frascos T em meio RPMI-1640 com 10% de

SFB.

t MoTA-1 NbTa-1 Mpc-61 Npc-61
(h) (u=h") (Células) (u=h") (Células)
0 2,46x10° 3,00x10°
48 0,001 2,76x10° 0,016 1,20x10’
480 3,00x10° 3,00x10°
96 0,026* 1,22x107* 0,016 8,96x10°
96 3,00x10% ™ 3,00x10%®
144 0,021 1,10x107 0,020%* 1,18x107**
1440 3,00x10°%(") 3,00x10% ™
192 0,019 1,13x10’ 0,019 1,08x10’
1920 3,00x108® 3,00x10%®
240 0,020 1,00%10’ 0,013 7,25%x10°
2400 3,00x10% ™ 3,00x10% ™
288 0,018 2,46x10° 0,009 5,71x10°
2880 3,00x10% 3,00x10%®
360 0,016 8,76Ex10° 0,006 4,73x108

Nota: Nas duas primeiras colunas estdo os dados do cultivo DTA-1, onde os asteriscos Unicos (*) representam 0s
maiores valores de U e de células totais vidveis no cultivo de DTA-1. As duas Ultimas colunas contém os dados
do cultivo PC-61, onde os asteriscos duplos (**) representam os maiores valores de p e de células totais viaveis
no cultivo de PC-61. Os dados com a marcacao () referem-se aos dados do novo indculo feito apos a completa
troca de meio a cada 48horas.

e Viabilidade celular e pH de cultivo:

Os dados apresentados na Figura 17 e na Tabela 6 mostram a curva da viabilidade celular e a
analise do pH ao longo do cultivo. No cultivo de DTA-1, representado pelo grafico da Figura
17, a curva de viabilidade celular ao longo das 336 horas de cultivo, tendo sido alcancada a
maior viabilidade (98,4% *) na hora 288 do cultivo. Enquanto a maior viabilidade celular
atingida pelo cultivo de PC-61 (99,2% **) foi atingido na hora 144 do cultivo. Mesmo com
pequenas oscilacdes, a viabilidade de ambos os hibridomas se mantiveram satisfatoria ao

longo de todo o cultivo.
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Figura 17: Resultados de viabilidade celular e pH obtidos nos cultivo dos hibridomas DTA-1
e PC-61 em frascos T em meio RPMI-1640 com 10% SFB.
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Ainda na Figura 17 acima, mostra o resultado da analise de pH, sendo os pontos

altos os representantes do pH aqui denominado pH indculo, ou seja, o valor da afericdo do pH

do meio inoculado a cada 48 horas nas garrafas e nos pontos baixos o pH aqui denominado

sobrenadante, ou seja, o valor da afericdo do pH do meio retirado da garrafa apds 48 horas de

incubacdo. O pH € uma variavel ambiental muito importante, portanto seu monitoramento e

controle podem significar o sucesso ou 0 insucesso para um cultivo celular laboratorial. No

experimento em questdo, o pH do meio de cultivo foi aferido imediatamente antes de ser

colocado em contato com o inoculo celular (pH') e novamente aferido apds 48 horas de cultivo

e incubac&o monitorada(pH®). Na Tabela 6 temos as medicdes dos dois cultivos durante as 336

horas de experimento.
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O pH (I) foi 0 mesmo para os dois cultivos, variando somente o pH (S), sendo

que as maiores variagdes entre pH (1) e pH (S) ocorreram no cultivo do hibridoma PC-61. Na

hora 48 do cultivo da DTA-1 o pH (1) = 7,210 foi novamente aferido ap06s 48 horas de cultivo

e o0 valor obtido foi de pH (S) = 6,720, uma reducéo de aproximadamente 6,8% em relacdo ao

pH(I). Vale a pena notar que nesse caso, a maior reducédo entre pH (1) e pH (S) ocorreu no

mesmo intervalo de tempo que houve a maior velocidade de crescimento (u=0,026 h) e

resultou na maior densidade de células vivas (1,22x10’células) do cultivo, como visto na Tabela

5. No cultivo da PC-61 as maiores variacdes entre pH (1) e pH (S) ocorreram nas horas finais

288 e 336. Onde o pH(l) = 7,16 foi novamente aferido apds 48 horas de cultivo e o valor obtido

foi de pH (S) = 6,6 uma reducéo de aproximadamente 7,8% em relagdo ao pH(l).

Tabela 6: Viabilidade celular e pH obtidos nos cultivos dos hibridomas DTA-1 e PC-61 em
frascos T em meio RPMI-1640 com 10% de SFB.

T Viabilidade pH (1) pH (S) Viabilidade pH (1) pH (S)
(h) DTA-1(%) DTA-1 DTA-1 PC-61 (%) PC-61 PC-61
0 81,5 7,120 94,0 7,120

48 85,9 6,94 97,9 6,70
480 7,210+ 7,210

96 94,7 6,72+ 98,6 6,69
96" 7,120 7,120

144 97,4 6,77 99,2** 6,70
1440 7,195 7,195

192 98,2 6,74 99,1 6,68
1920 7,120 7,120

240 98,0 6,75 98,8 6,67
2400 7,164 7,1640¢

288 98,4 * 6,73 98,2 6,600
2880 7,161 7,1610e

360 97,6 6,71 97,1 6,600

5.1.2 — Metabolismo:

e Analise de aminoacidos:

A andlise da composicdo do meio de cultura € muito importante para identificar

a necessidade de suplementacdo do mesmo e para acompanhar o consumo dos aminoacidos
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contidos no meio, j& que permite um melhor entendimento melhor o comportamento e as
necessidades da célula durante seu cultivo. O meio padrdo usado neste trabalho foi 0 meio
basico RPMI-1640, foi desenvolvido no ano de 1966 e atualmente é comercializados por

diferentes empresas, sendo sua composicdo conhecida, conforme a Tabela 7.

Tabela 7: Composicdo do meio de cultivo basico RPMI-1640 com 10% de SFB.

Aminoacido Sigla Meio RPMI 1640 (mM)
Acido aspartico ASP 0,1503
Acido glutamico GLU 0,136

Asparagina ASN 0,3787

Serina SER 0,2857
Glutamina GLN 2,0547
Glicina GLY 0,1333
Histidina HIS 0,0967
Arginina ARG 1,1494
Trionina THR 0,168
Alanina ALA 0,11
Prolina PRO 0,1739
Tirosina TYR 0,1286
Valina VAL 0,1709
Metionina MET 0,1006
Cisteina CYS 0,2081
Isoleucina ILE 0,3816
Leucina LEU 0,3816
Fenilalanina PHE 0,0909
Lisina LIS 0,2739
Glicose GLI 11,11

Nota: Composicao quantitativa em mM dos aminoécidos constituintes dos meios de cultivo RPMI-1640

(fornecido pelo fabricante).

Para analisar o metabolismo foram selecionados o0s aminoécidos que
apresentaram consumo igual ou superior a 50% da concentracdo inoculada, como é possivel
observar na Figura 18. N&o houve consumo total de nenhum dos aminoacidos em nenhum dos
cultivos, sendo que os aminoécidos mais consumidos no Expl foram os essenciais histidina,
metionina e fenilalanina além do aminoacido ndo essencial cisteina (Figura 18). Embora nao
tenham sido exauridos, os aminoacidos em questdo participam ativamente da sintese proteica,
sendo assim podem estar diretamente associados a producdo dos mAbs. Evitar que o consumo
atinja niveis criticos pode tornar o cultivo e a producdo de mAbs ainda mais efetivos e uma
sugestdo para atingir tal objetivo seria reduzir o intervalo entre as trocas de meio, fornecendo

fonte de nutrientes e aminoacidos as células antes que estes tornem-se escassos.
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Figura 18: Resultados das analises de aminoacidos obtidos nos cultivos dos hibridomas
DTA-1 e PC-61 em frascos T em meio RPMI-1640 com 10% de SFB.
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Ainda analisando o metabolismo de consumo dos cultivos de hibridomas em
meio padrdo RPMI-1640 com adicdo de 10% SFB, é importante a analise do consumo de
glicose, producdo de lactato e consumo do aminoacido L-glutamina. A Figura 19 nos mostra
um consumo de glicose moderado, ndo atingindo consumo critico ou esgotamento, assim como
a producdo de lactato que ocorre proporcionalmente ao consumo de glicose e L-glutamina. J&
no cultivo do hibridoma PC-61 podemos observar que na hora 144 e 336 do cultivo a L-
glutamina é quase que totalmente consumida o que pode ser um problema uma vez que esse
aminoacido é assim como a glicose uma fonte de energia para o ciclo celular. Assim como
sugerido para os aminoacidos representados na Figura 18, evitar que a L-glutamina seja
esgotada no cultivo é muito importante para tornar o processo de producdo de mAbs ainda mais
efetivo. Portanto reduzir o intervalo entre as trocas de meio, fornecendo fonte de nutrientes e

aminoacidos as celulas seria uma boa estratégia a ser adotada durante o cultivo.
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Figura 19: Resultados das andlises de glicose, lactato e glutamina obtidos nos cultivos dos
hibridomas DTA-1 e PC-61 em frascos T em meio RPMI-1640 com 10% de SFB.

COMPARAGCAO DO GLICOSE x LACTATO x GLUTAMINA
DOS HIBRIDOMAS DTA-1 E PC-61 EM MEIO PADRAO RPMI1640

CULTIVO DO HIBRIDOMA DTA-1 RPMI 1640
GLICOSE x LACTATO x GLUTAMINA

CULTIVO DO HIBRIDOMA PC-61 RPMI 1640
GLICOSE x LACTATO x GLUTAMINA

‘Troca completa do meio ‘Troca completa do meio

O consumo dos aminoacidos, da glicose e a sintese do lactato representado nos

gréaficos acima, estdo dispostos na Tabela 8.
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Tabela 8: Andlises dos aminoacidos obtidos nos cultivos dos hibridomas DTA-1 e PC-61 em
frascos T em meio RPMI-1640 com 10% de SFB.

DTA-1 PC-61
t His Met Phe Cys GIn Glicose Lactato His Met Phe Cys GIn Glicose Lactato
(h) mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
0 0,063 0,087 0,112 0,107 1,452 10,4 2,16 0,072 0,061 0,108 0,078 1,431 10,4 2,16
48 0,036 0,044 0,074 0,048 0,74 8,13 5,54 0,045 0,036 0,05 0,046 0,638 5,39 8,41
480 0,063 0,087 0,112 0,107 1,452 10,4 2,16 0,072 0,061 0,108 0,078 1,431 10,4 2,16
96 0,019 0,019 0,02 0,037 0412 4,01 104 0,061 004 0042 005 0552 552 8,89
96" 0,063 0,087 0,112 0,107 1,452 10,4 2,16 0,072 0,061 0,108 0,078 1,431 10,4 2,16
144 0,05 0,032 0,073 0,053 0,392 6,87 6,75 0,038 0,043 0,071 0,049 0,113 5,59 7,95
1440 0,063 0,087 0,112 0,107 1,452 10,4 2,16 0,072 0,061 0,108 0,078 1,431 10,4 2,16
192 0,029 0,025 0,031 0,044 0,373 6,75 7,29 0,041 0,037 0,051 0,042 0,628 591 7,75
1920 0,063 0,087 0,112 0,107 1,452 10,4 2,16 0,072 0,061 0,108 0,078 1,431 10,4 2,16
240 0,03 0,032 0,037 0,041 0471 7,7 5,62 0,053 0,051 0,076 0,043 0,857 5,54 4,86
2400 0,063 0,087 0,112 0,107 1,452 10,4 2,16 0,072 0,061 0,108 0,078 1,431 10,4 2,16
288 0,028 0,048 0,047 0,047 0,655 8,05 5,08 0,06 0,068 0,064 0,04 0969 7,19 5,62
2880 0,063 0,087 0,112 0,107 1,452 10,4 2,16 0,072 0,061 0,108 0,078 1,431 10,4 2,16
360 0,047 0,047 0,053 0,045 0,779 8,48 4,54 0,055 0,057 0,09 0,037 0,113 7,84 4,72

Nota: Nas sete primeiras colunas estdo os dados do cultivo DTA-1 e as sete ultimas colunas estéo os dados do
cultivo PC-61. Os dados com a marcacao (I) referem-se aos dados do novo inoculo feito ap6s a completa troca
de meio a cada 48horas.

e Analise de producédo de anticorpos monoclonais:

Os resultados obtidos pela quantificacdo em densidade dptica da producdo de
mADbs produzidos por cada um dos cultivos de hibridomas, estdo apresentados na Figura 20. A
quantificacdo da producdo de mAbs ocorreu de acordo com o protocolo descrito no item 4.6.4
deste trabalho, e os resultado foram medidos em densidade 6tica (DO). Como ja era esperado,
mediante a resultados de estudos anteriores realizados no Laboratério de Tecnologias de
Cultivos Celulares (LATECC), ambos os hibridomas em estudos produziam poucas
quantidades de mAbs, cultivos em frascos T, como podemos ver nos dados mostrados na Tabela
9.

A quantificacdo dos mAbs no Expl reforcou essa expectativa de baixa producao
em frasco T e além disso, demonstrou uma pequena diferenca no comportamento de producéo
de mAbs entre as células. O hibridoma DTA-1 apresenta um sutil aumento na producdo nas

primeiras horas do cultivo e atinge a sua maior producdo na hora 192 (DO=0,256) e desse ponto
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até o final do experimento a producdo somente reduz até a hora 336 (D0O=0,193) final do
experimento. No caminho oposto a produgdo do hibridoma PC-61 ndo apresenta um padrédo
muito claro no inicio do cultivo até a hora 192 (D0O=0,226) desse ponto até a hora 336
(D0O=0,294) a producao somente aumenta.

Figura 20: Resultados da producao de mAbs obtidos nos cultivos dos hibridomas DTA-1 e
PC-61 em frascos T meio RPMI-1640 com 10% de SFB.

COMPARACAO DA PRODUGCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS DOS
HIBRIDOMAS DTA-1 E PC-61
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Nota: Na esquerda os resultados da analise de producdo de mAbs anti-GITR no cultivo do hibridoma DTA-1 e na
direita resultados da produgéo de mAbs anti-CD25 no cultivo do hibridoma PC-61.

Ao longo de todo o experimento a producdo do mAb anti-CD25 produzido pelo
hibridoma PC-61 foi maior que a produ¢do do mAb anti-GITR produzido pelo hibridoma DTA-
1, embora estatisticamente n&o significativa, essa diferenca ja havia sido observada em estudos

anteriores realizados em nosso laboratoério.

Tabela 9: Producdo de mAbs obtidos nos cultivos dos hibridoma DTA-1 e PC-61 em frascos
T em meio padrdo RPMI-1640 com 10% de SFB.
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t DOpra1 DO pce1
(h)

0 0,014* 0,015
48 0,172* 0,257
480 0,011 0,017
96 0,225* 0,205
960 0,015 0,013
144 0,211 0,243
1440 0,014 0,016
192 0,256 0,226**
192 0,017 0,015
240 0,236 0,250**
2400 0,015 0,016
288 0,215 0,256**
288 0,014 0,017

336 0,193 0,294**

Nota: Os asteriscos Unicos (*) referem-se aos valores de producéo que aumentaram sequencialmente na producéao
do mAb anti-GITR. Os asteriscos Unicos (**) referem-se aos valores de producdo que apresentaram subsequente
aumento na producdo do mAb anti-CD25.

Com base nos dados de cultivo apresentados neste item bem como em trabalhos
anteriormente realizados em nosso laboratdrio, o hibridoma selecionado para continuar sendo

analisado neste trabalho foi o hibridoma PC-61.

5.2 — Resultados do Exp 2:

O objetivo principal desse experimento foi analisar uma metodologia eficiente
de adaptacdo do cultivo dos hibridoma PC-61, selecionado no Exp 1 para dar continuidade ao
trabalho, utilizando trés meios comerciais livres de suplementacdo com SFB, cultivado em
frasco T. Como representado na Figura 13 do item 4.8 deste trabalho, o experimento consistiu
na realizacdo simultanea de quatro cultivos do hibridoma PC-61. Inicialmente todos os cultivos
com meio de cultura padrao controle RPMI-1640 suplementado com 10% SFB e quando o0s
cultivos destinados a adaptacdo atingiram 90% de viabilidade celular iniciaram-se as
adaptacdes sequenciais, reduzindo a porcentagem de meio controle e aumentando a

porcentagem dos respectivos meios comerciais livres de SFB (SFM, CD e EXCELL620) sob
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as mesmas condigdes de cultivo, ou seja, incubados a 37°C com 5% de CO- e pH controlado na
faixaentre 7,2e 7,3.

As amostras foram coletadas de acordo com o protocolo de amostragem, descrito
no item 4.5 deste trabalho. Baseado nos resultados obtidos no experimento anterior os intervalos
de tempo entre a retirada das amostras foram reduzidos e estipulado a cada 36 horas, em um
total de 360 horas de experimento e o valor médio do pH (I) foi estipulado entre 7,2 e 7,3
visando evitar que o pH (S) atingisse valores muito baixos apds o cultivo. Vale ressaltar que a
cada amostragem todo o meio do cultivo era trocado por um novo meio, seguindo o protocolo

de adaptacéo sequencial.

Com as amostras coletadas durante o experimento foram analisadas
caracteristicas de cultivo como densidade e velocidade especifica de crescimento celular, bem
como consumo de aminoacidos e nutrientes além de producao de anticorpos monoclonais, como
visto na Figura 21 em que se apresenta uma visdo geral dos resultados obtidos. E observamos
gue houve um crescimento homogéneo, equilibrio da viabilidade e consumo de glicose no
cultivo do hibridoma PC-61 em todos os meios analisados. Sendo que a maior variagdo no
comportamento ocorreu no consumo de aminoécidos, como no caso do aspartato esgotado meio
SFM e produzido nos meios CD e EXCELL620. A produgdo de mAb também ocorreu de forma

diferenciada entre os trés meios livres de SFB.
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Figura 21: Resultados obtidos no Exp2 de cultivo do hibridoma PC-61 em frascos T em

adaptacdo aos meios livres de SFB.
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passaram a ser cultivados em meios totalmente sem suplementacao de SFB a partir da hora 144,

entretanto foram mantidos com seus respectivos meios livres de SFB por mais 216 horas com

5.2.1 — Cultivo celular:

e Densidade celular e velocidade de crescimento:

E possivel observar pela Figura 22 que os cultivos em processo de adaptac&o,
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0 objetivo de observar o comportamento do hibridoma por um periodo mais longo de tempo.

Figura 22: Resultados de crescimento celular obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61 em

frascos T em adaptacdo aos meios livres de SFB.
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Tabela 10: Velocidades especificas de crescimento (u) e células viaveis totais obtidos nos
cultivos do hibridoma PC-61 em frascos T em adaptagéo aos meios livres SFB.

MEIO MEIO MEIO MEIO
RPMI (CONTROLE) SFM CD EXCELL620
t V] (Células) V] (Células) o (Células) M (Células)
(h) (h™) (h™) (h™) (h™)

0 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x10°
36 0,024 7,80x108 0,025 7,99x10° 0,021 6,68x10° 0,028 9,03x10°
360 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x10°
72 0,028 9,29x108 0,032" 1,12x105" 0,031 1,03x107 0,029 9,52x10°
720 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x10°
108 0,022 7,02x10° 0,028 8,91x10° 0,034 1,27x107 0,031 1,05x107
108™ 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x10°
144 0,030* 1,03x10™* 0,027 8,5x10° 0,028 8,89x10° 0,021 6,78x10°
1440 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x10°
180 0,015 5,33x108 0,032" 1,13x10™ 0,036 1,43x10™ 0,025 8,02x10°
180™ 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x108
216 0,022 6,97x108 0,032 1,09x107 0,017 5,65x10° 0,007 9,52x108
2160 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x108
252 0,021 6,73x108 0,031 1,05x107 0,020 6,41x10° 0,027 8,59x10°
2520 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x108
288 0,026 8,28x10° 0,031 1,06x107 0,028 9,3x10° 0,032* 1,11x107*
288™" 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x108
324 0,021 6,87x10° 0,029 9,67x10° 0,025 7,77x10° 0,030 1,00x107
3240 3,00x108 3,00x108 3,00x108 3,00x108
360 0,017 5,74x10° 0,026 8,43x108 0,021 6,69x10° 0,015 5,28x10°

Nota: Nas duas colunas seguintes estdo os dados do cultivo PC-61 em meio SFM livre de SFB. Nas terceira
coluna estdo os dados do cultivo PC-61 em meio CD livre de SFB. Na tltima coluna estdo os dados do cultivo
PC-61 em meio EXCELL 620 livre de SFB.Os asteriscos () representam os maiores valores de p e de células
totais viaveis em cada cultivo. Os dados com a marcacdo (I) referem-se aos dados do novo inoculo feito apds a

completa troca de meio a cada 36 horas.

O cultivo controle foi realizado para servir como um parametro para 0s demais
cultivos, e nesse cultivo, os resultados mostrados na Figura 22 assim como na Tabela 10, a
maior velocidade especifica de crescimento ocorreu na hora 144 (u=0,030 h) atingindo a
maior quantidade de células viaveis totais no cultivo (1,03x10’células). No cultivo em
adaptacdo ao meio SFM, as maiores velocidades especificas de crescimento ocorreram na hora
72 (u=0,032 h!) (1,12x107células) quando o meio de cultivo era constituido de 75% de meio
padrdo RPMI 1640 com adicéo de 10% de SFB e 25% de meio SFM livre de SFB. O segundo
maior ponto de velocidade especifica de crescimento ocorreu na hora 180 (u=0,032 h'!) e maior
quantidade de células viaveis totais no cultivo (1,13x107células) 36 horas apés a adi¢do de meio

de cultura composto exclusivamente por meio SFM livre de SFB.

No cultivo em adaptacdo ao meio CD, a maior velocidade especifica de
crescimento também ocorreu na hora 180 (u=0,036) com maior quantidade de células viaveis

totais no cultivo (1,43x107) 36 horas apds a adi¢do de meio de cultura composto exclusivamente
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por meio CD livre de SFB. O cultivo em adaptacdo ao meio EXCELL 620, apresentou maior
velocidade especifica de crescimento no final do cultivo na hora 324 (u=0,032 h') e maior
quantidade de células viaveis totais (1,11x10’células). O hibridoma PC-61 foi cultivado nos
trés meios de cultivo livres de SFB, e as células se mantiveram crescendo mesmo apdés a hora

144 quando o SFB foi completamente eliminado dos trés cultivos em adaptagéo.

e Viabilidade celular e pH de cultivo:

Na Figura 23 e na Tabela 11 pode-se ver que no cultivo controle a maior
viabilidade celular ocorreu na hora 108 (99,5%) e a maior variacdo entre o pH (I) e o pH (S)
ocorreu entre as horas 216 e 252 onde o pH (I)= 7,33 caiu para pH (S)= 6,65. No cultivo em
adaptacdo ao meio SFM, a maior viabilidade celular (98,9%) foi atingida na hora 72 quando o
meio de cultivo era constituido de 75% de meio padrao RPMI 1640 com adi¢do de 10% de SFB
e 25% de meio SFM livre de SFB. A maior variacdo de pH ocorreu no mesmo intervalo de
tempo, onde o pH (1)=7,37 caiu para pH (S)=6,8. Observando a Tabela 10, percebe-se que foi
nesse mesmo intervalo de tempo que o respectivo cultivo atingiu sua maior velocidade
especifica de crescimento (u=0,032 h') e sua maior quantidade de células viaveis
(1,12x107células).

No cultivo em adaptacdo ao meio CD, a maior viabilidade também ocorreu na
hora 72 (99,3%) com maior variacdo de pH ()= 7,36 para pH (S)=6,78 na hora 108 onde o
meio de cultura era composto por 50% de meio padrdo RPMI-1640 com 10%SFB controle com
50% de meio CD livre de SFB. O cultivo em adaptacdo ao meio EXCELL 620, teve maior
viabilidade celular (99,1%) na hora 288 com maior variacao no pH (1)= 7,39 para pH (S)= 6,72
na hora 72.
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Figura 23: Resultados de viabilidade celular e pH obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61
em frascos T em adaptacdo aos meios livres de SFB.
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Tabela 11: Viabilidade celular e pH obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61 em frascos T

em adaptacdo aos meios livres de SFB.

72

MEIO MEIO MEIO MEIO
RPMI CONTROLE SFM CD Excell620

t Viabilidade pH® pH® Viabilidade pH® pH® Viabilidade pH®» pH® Viabilidade pH® pH®

(h) (%) (%) (%) (%)
0 96,3 7,25 98,5 7,25 97,6 7,35 97,9 7,35
36 97,6 6,85 97,6 6,82 98,0 6,83 98,5 6,78
360 7,35 7,37* 7,33 7,39*
72 98,8 6,79 98,9* 6,8* 99,3* 6,8 98,1 6,72*
720 7,4 7,37 7,36* 7,36
108 99,5* 6,78 98,3 6,85 99,1 6,78* 98,9 6,71
108 7,34 7,35 7,32 7.33
144 99,3 6,73 97,6 6,93 99,2 6,95 99,1 6,8
1440 7,37 7,3 7,32 7,26
180 98,8 6,71 98,0 6,93 99,0 6,94 98,3 6,77
1800 7,34 7,3 7,31 7,29
216 98,2 6,72 97,8 6,97 99,6 7 98,4 6,78
2160 7,33* 7,35 7,34 7,35
252 98,5 6,65* 98,2 6,92 97,6 7,09 98,6 6,74
2520 7,2 7,34 7,33 7,3
288 98,6 6,74 98,8 6,94 98,4 7,02 99,1* 6,71
2880 7,25 7,36 7,31 7,3
324 99,4 6,71 98,8 6,93 98,2 7 99,0 6,74
3240 7,3 7,37 7,31 7,33
360 99,3 6,72 98,8 6,91 97,3 7 97,6 6,81

Nota: Onde 0s asteriscos (*) representam o maior valor de viabilidade celular e de variagdo do pH nos

respectivos cultivos. Os dados com a marcacdo (I) referem-se aos dados do novo inoculo feito ap6s a completa

troca de meio a cada 36horas. A coluna pH(l) representa os valores de pH aferidos no meio de cultura
imediatamente antes a producéo do inoculo na garrafa de cultivo, enquanto que pH(S) representa os valores de

pH aferidos do meio de cultivo retirado da garrafa apds 36 horas de cultivo.

5.2.2 — Metabolismo:
Andlise de aminoécidos:

A anélise da composicao do meio de cultura é muito importante para identificar

a necessidade de suplementacdo do mesmo e para acompanhar o consumo dos aminoacidos

contidos no meio entendendo melhor o comportamento e as necessidades da célula durante seu

cultivo. O meio padrdo usado nesse trabalho foi 0 meio RPMI-1640, foi desenvolvido no ano

de 1966 e atualmente é comercializados por diferentes empresas, sendo sua composicao

divulgada. Em contrapartida, os demais meios utilizados nesse trabalho, possuem patente em

vigéncia e portanto ndo tem suas composicOes divulgadas, dessa forma estimamos sua

composicao inicial a partir de uma analise de cromatografia liquida de alta performance
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(HPLC). Os valores dos aminoacidos analisados e divulgados encontram-se na Tabela 12 a
baixo e ajudardo na discussao dos resultados obtidos com as amostras no cultivo de adaptacédo
deste trabalho.

Tabela 12: Analise da composicdo dos meios livres de SFB utilizados na adaptacdo do
hibridoma PC-61.

Aminoécido Sigla  Meio RPMI Meio Meio CD Meio Excell 620
1640 (mM) SFM (mM) (mM)
(mM)
Acido aspartico ASP 0,1503 0,016 0,012 0,005
Acido glutamico  GLU 0,136 0,016 0,014 0,014
Asparagina ASN 0,3787 0,15 0,506 0,078
Serina SER 0,2857 0,151 0,482 0,072
Glutamina GLN 2,0547 4,407 0,06 0,14
Glicina GLY 0,1333 0,097 0,059 0,063
Histidina HIS 0,0967 0,093 0,062 0,09
Arginina ARG 1,1494 0,556 0,372 0,612
Trionina THR 0,168 0,384 0,178 0,284
Alanina ALA 0,11 0,224 1,128 0,081
Prolina PRO 0,1739 1,173 0684 0,297
Tirosina TYR 0,1286 0,3 0,124 0,171
Valina VAL 0,1709 0,621 0,351 0,327
Metionina MET 0,1006 0,145 0,069 0,061
Cisteina CYS 0,2081 0,111 0,02 0,046
Isoleucina ILE 0,3816 0,664 0,358 0,32
Leucina LEU 0,3816 0,723 0,561 0,363
Fenilalanina PHE 0,0909 0,364 0,203 0,175
Lisina LIS 0,2739 0,444 0,267 0,219
Glicose GLI 11,11 21,0 19,7 18,7

Nota: Composig¢do quantitativa em mM dos aminoacidos constituintes dos meios de cultivo RPMI-1640 (fornecido
pelo fabricante), SFM, CD e EXCELL620 (quantificados por cromatografia liquida), utilizados no a adaptacéao
dos hibridomas PC-61.

O hibridoma apresentou comportamentos bastante diferentes no consumo de
aminoéacidos nos diferentes meios analisados neste trabalho, o que pode estar relacionado com
a diferenciada composicédo e concentracdo de nutrientes em cada um dos meios. Para a analise
em gréficos foram selecionados os aminoacidos com maiores consumo em cada um dos quatro
meios. Analisando a Figura 24 abaixo, percebe-se que no cultivo controle o aminoéacido valina
é 0 que mais se aproxima do esgotamento na Gltima hora do cultivo (0,02mM). O aminoacido
aspartato foi produzido ao longo de todo o cultivo, com um grande pico de sintese de aspartato
na hora 216.

Os resultados dos cultivos de adaptacdo aos meios livres de SFB séo
representados na Figura 24 com simbolos vazios representando a presenca de meio padréo

RPMI-1640 com 10%SFB e simbolos cheios representando os respectivos meios livres de SFB.



74

Os simbolos semi preenchidos representam os pontos onde a adaptacdo estava ocorrendo e
haviam misturas de meios (hora 36,72 e 108). A medida em que 0 meio padréo é reduzido e o
meio de estudo é adicionado no cultivo o ponto de partida da analise varia, diferente do cultivo
controle que por manter sempre 0 mesmo meio tem sempre a mesma concentracdo de

aminodcidos sendo adicionado ao cultivo a cada 36 horas.

Na hora 144 o cultivo adaptativo do meio SFM tem seu maximo consumo do
aminoacido aspartato, que é esgotado por quatro pontos seguidos, da hora 144 até a hora 288,
lembrando que o meio é completamente trocado a cada 36 horas portanto todo aminoécido
aspartato adicionado foi totalmente consumido nesse intervalo de tempo. Tal comportamento
pode estar relacionado ao fato de que o meio SFM, segundo a cromatografia liquida, apresenta
em sua composicao inicial uma concentracdo de aspartato cerca de 10 vezes menor que 0
encontrado na composicao do meio padrdo RPMI-1640. Uma possivel forma de evitar esse alto
consumo e tornar o cultivo mais produtivo em termos de mADbs seria suplementar o meio com
0 esse aminoacido ou reduzir o intervalo de troca de meio renovando assim a fonte desse

aminoacido antes que esse se esgote.

No cultivo adaptativo ao meio CD diferente dos cultivos anteriores o hibridoma
PC-61 consumiu menos aminoacidos em geral. Ndo houve esgotamento de nenhum aminoéacido
durante todo o experimento. O comportamento do hibridoma nesse meio foi bastante
diferenciado pois além de ndo esgotar o consumo de nenhum aminoécido, houve a sintese dos
mesmos. Esse comportamento pode ocorre em funcdo da composicdo e/ou componentes

especificos do meio comercial.
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Figura 24: Resultados das analises de aminoacidos obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61
em frascos T em adaptacdo aos meios livres de SFB.
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Figura 25: Resultados das analises de glicose, lactato e glutamina obtidos nos cultivos do
hibridoma PC-61 em frascos T em adaptagdo aos meios livre de SFB.
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Na Figura 25 acima pode-se perceber que no cultivo controle com meio padréo

RPMI-1640 ndo houve esgotamento de nenhum nutriente nem aminoacido, porém no ponto

final da hora 360 o aminoacido L-glutamina foi o que mais chegou préximo do consumo total

(0,088mM). No cultivo adaptativo ao meio SFM néo houve esgotamento nem de da glutamina

nem da glicose, entretanto o esgotamento total do aspartato nas horas (180 até 288) como visto

na Figura 24, pode estar relacionado a oxidacao parcial da L-glutamina e também a sintese de

nucleotideos.

O meio CD néo contém L-glutamina em sua composi¢do, mesmo nao sendo um

aminoacido essencial, com base nos dados de consumo de L-glutamina do primeiro
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composigdo optou-se por realizar a suplementagdo. A suplementagdo foi realizada de acordo

com as instrucdes do fabricante.

Assim como 0 meio anterior, 0 meio Excell 620 ndo contem L-glutamina em
sua composicdo e pela mesma razdo optamos por suplementar o mesmo de acordo com as
instrucbes do fabricante. E como os outros cultivos em adaptacdo conforme o meio padrao é

reduzido e 0 meio em estudo é adicionado o ponto de partida da anéalise varia.

O consumo de glicose e a sintese de lactato também foram analisados, e 0s
resultados estdo mostrados na Figura 25. De forma geral, em todos os cultivos, o consumo de
glicose se mostrou equilibrado em relacdo a sintese de lactato, como o esperado. Pontos de
maior consumo de glicose apresentaram maior sintese de lactato, a glicose nao foi exaurida em
nenhum momento nos cultivos. Da mesmas forma que a concentracdo de lactato ndo atingiu
niveis considerados criticos para cultivos de hibridomas, 50 mM a 70 mM conforme Portner e
Schéfer (1996).

e Analise de producéo de anticorpos monoclonais:

Por fim analisaremos os resultados obtidos pela quantificacdo em densidade
Optica da producao de mAbs produzidos por cada um dos cultivos de hibridomas, representados
na Figura 26. A quantificacdo da producédo de mAbs ocorreu de acordo com o protocolo descrito
no item 4.6.4 deste trabalho, e os resultados foram medidos em DO (densidade ética). Ja era
esperado, mediante a analise de resultados de estudos anteriores realizados no Laboratério de
Tecnologias de Cultivos Celulares (LATECC), onde esse estudo foi desenvolvido, que 0s
hibridomas PC-61 em adaptacéo produzissem poucas quantidades de mAbs, principalmente em

cultivos frasco T, como pode-se verificar nos dados disponiveis também na Tabela 13.
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Figura 26: Resultados da producao de mAb obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61 em

frascos T em adaptacdo aos meios livres de SFB.
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Tabela 13: Producéo de mAb nos cultivos do hibridoma PC-61 em frascos T em adaptacédo
aos meios livres de SFB.

t mADbs anti-CD25 mADbs anti-CD25 mAbs anti-CD25 mAbs anti-CD25

(h) (DO) (DO) (DO) (DO)
CONTROLE SFM CD EXCELL620

0 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
36 0,25725* -0,00475 -0,01225 0,00875
360 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
72 0,00725 0,03025 -0,00325 0,03825
720 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
108 0,02125 0,03875 0,02925 0,02925
108 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
144 -0,02225 0,03675 0,05575 0,01725
1440 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
180 0,01475 0,03875 -0,02075 0,01825
180M -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
216 -0,01775 0,06225* 0,11075* 0,02875
2160 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
252 2,5E-4 0,02775 -0,00925 0,04875
252 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
288 2,5E-4 0,05475 -0,01025 0,01975
2881 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
324 -0,00825 0,03375 -0,00225 0,05325*
3240 -0,00275 -0,02525 -0,01475 0,01925
360 -0,00125 0,02425 -0,00475 0,00625

Nota: A primeira coluna refere-se aos dados do cultivo em meio padrdo RPMI-1640+15%SFB controle, a
segunda coluna refere-se aos dados do cultivo em meio SFM, a terceira coluna refere-se aos dados do cultivo em
meio CD e a Ultima coluna refere-se ao cultivo em meio EXCELL620. Os dados com a marcacao (1) referem-se
aos dados do novo inoculo feito apds a completa troca de meio a cada 36horas. Os asteriscos (*) referem-se aos
maiores valores de producdo em cada respectivo cultivo.

Embora sem diferencas significativas entre as produ¢des de mAbs nos diferentes
meios de cultivo livres de SFB, o meio selecionado para a fase seguinte de testes foi 0 SFM.
Mesmo havendo esgotamento do aminoacido aspartato em trés pontos do cultivo, 0 meio SFM
apresentou maiores valores de velocidade especifica de crescimento (W), atingiu maiores
valores de células viaveis totais e manteve a viabilidade elevada mesmo apds a remocdo
completa do SFB na hora 144 do cultivo. Além disso, foi o Unico meio que mostrou producéo

de mAbs em todos as amostragens ao longo do cultivo.

5.3 — Cultivo em escala piloto do hibridoma PC-61 adaptado em meio livre de SFB -
Experimento 3:
O objetivo principal deste experimento foi comparar o comportamento de

cultivo, metabolismo de consumo de nutrientes e producdo de mAbs nos meio padrdo RPMI-
1640 com 10% SFB e meio comercial SFM livre de SFB, pelo cultivo do hibridoma PC-61 em

biorreator. Os biorreatores utilizados foram do tipo Spinner, de 500mL de volume e com
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impelidor esférico de vidro, sendo que o volume de trabalho utilizado nesse experimento foi de
250mL em cada um dos biorreatores.

Como representado na Figura 14 do item 4.9 deste trabalho, dois cultivos em
garrafas foram iniciados paralelamente. Em um as células foram cultivadas e expandidas em
meio padrdo RPMI-1640 com adicdo de 10% de SFB até atingir o valor de concentragdo celular
desejado para realizacdo do inoculo (ndo adaptado) em biorreator do tipo Spinner. O outro
cultivo foi iniciado em meio padrdo RPMI-1640 com adicdo de 10% de SFB e foi e expandido
e adaptado ao meio SFM livre de SFB, conforme a metodologia de adaptagcédo sequencial
aplicada no experimento anterior, até atingir o valor de concentracdo celular desejado para o

inoculo (adaptado) em biorreator do tipo Spinner.

Com os inéculos produzidos, preparou-se na hora 0 desse experimento, um
biorreator Spinner com 250mL de meio padrdo RPMI-1640 controle e adi¢do de 10% SFB, que
recebeu um inoculo do hibridomas PC-61 ndo adaptados de forma que tivesse a concentracao
inicial desejada de 2x10° cel/ml em 250mL. No segundo biorreator Spinner foi preparado com
0 indculo do hibridomas PC-61 adaptado em 250mL de meio comercial SFM livre de SFB, de
forma que tivessem um a concentragdo inicial desejada de 2x10° cel/ml em 250mL. Ambos

foram mantidos sob as mesmas condig¢des de cultivo.

Com base em trabalhos desenvolvidos anteriormente em nosso proprio
laboratério (LATECC), a agitagdo utilizada foi de 70 rpm. O pH de inoculo do meio foi entre

7,2 e 7,3, e mantiveram incubados a 37°C, com atmosfera de 5% de CO».

As amostras foram coletadas de acordo com o protocolo de amostragem, descrito
no item 4.5 deste trabalho. As amostras eram retiradas a cada 12 horas, em um total de 96 horas
de experimento, sempre de forma asséptica em Camara de Biosseguranca Classe Il. O meio de
cultura retirado na amostragem ndo foi reposto em nenhum momento do experimento. As
amostras coletadas durante o experimento foram utilizadas na analise de caracteristicas de
cultivo como densidade e velocidade especifica de crescimento celular, bem como consumo de
aminoacidos e nutrientes além de producdo de anticorpos monoclonais, na Figura 27 se

apresentam os resultados obtidos. um panorama geral dos resultados obtidos.
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Figura 27: Resultados obtidos no Exp3 de cultivo do hibridoma PC-61em biorreator do tipo

Spinner em meio RPMI-1640 com 10%.
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5.3.1 — Cultivo celular:
e Densidade celular (cel/mL), células totais viaveis e velocidade

especifica de crescimento:

=[] =Glicose (mM)

—ﬂ =Lactato (mM)
-*-Glutamina (mM)

=4 =mAbs em meio SFM (livre de SFB)

Na literatura foram encontrados poucos trabalhos detalhando dados de cultivo

como densidade, viabilidade, pH de cultivo entre outros dados, para o cultivo de hibridomas,

isso porque em geral o foco de trabalhos com hibridomas est& na produgdo do mAbs produzido

e na sua eficiéncia quando utilizado no tratamento de doencas. Porém consideramos que estudar
e entender esses dados de cultivo das células produtoras de mAb pode ser util para elevar a

produtividade das proprias células.



Celulas lotais (cel)

2,0x10°

1,5x10°

1,0x10°

5,0x10%

0,0

Células vidveis (cel/ml)

82

Figura 28: Resultados de crescimento celular obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61 em
biorreator do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e meio SFM livre de SFB.
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No cultivo controle com meio padrdo RPMI-1640 e adicdo de 10% de SFB a
densidade atingiu seu ponto maximo 5,7x10° células viaveis por mL de meio, na hora 96 do
cultivo. Um ponto antes, na hora 84 o cultivo registrou o seu maior namero de células vidveis
totais 1,2x10° células vidveis em 200mL de volume de trabalho, como podemos observar na
Figura 28 e na Tabela 14. Esse ja se mostra um bom resultado quando comparado com alguns
dos poucos dados de cultivo de hibridomas encontrados na literatura, Duval et. al 1990,
registraram a maxima densidade celular de 1,8x10° células viaveis por mL de meio RPMI-1640
com adi¢do de 10% de SFB no cultivo do hibridoma VVO208 em biorreator do tipo Spinner com
volume de trabalho igual a 250mL e 5%CO>, porem com agitacdo de 40 rpm, na hora 80. Zhu
e Yang 2004, a partir do cultivo do hibridoma HD24 com meio DME com 10% de SFB em
biorreator tipo Spinner com 200mL de volume de trabalho, 37°C e agitacdo de 70 rpm,
obtiveram 1,6x108 células viaveis por mL de meio, na hora 100 do experimento. Em trabalho
mais recente, Zanatta 2009, registou a maxima densidade celular de 1,5x10° células viaveis por
mL de meio DMEM com adic¢do de 10%SFB no cultivo do hibridoma anti-dengue tipo 2 em

biorreator tipo Spinner, porem com agitacdo de 50 rpm, na hora 72.

Viabilidade
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pH



83

Tabela 14: Comparacéo dos resultados obtidos com dados disponiveis na literatura.

Trabalho Meio de Célula Biorreator Agitacdo Inéculo Horas Concentracéao
cultivo celular méxima
Durval, RPMI-1640 Hibridoma  Spinner 40 rpm 2x10° 150horas  1,8x106 células/ mL
et.al, 1990  (10%SFB) V0208 células/ 80horas
mL
Zhu;Yang DME Hibridoma  Spinner 70 rpm 3,2x10%  200horas  1,6x108células/ mL
2004 (10%SFB) HD24 células/ 100horas
mL
Zanatta DMEM Hibridoma  Spinner 50 rpm 2x10° 120horas  1,5x10° células/ mL
2009 (10%SFB) anti- células/ ~72horas
dengue2 mL
Neste RPMI-1640 Hibridoma  Spinner 70 rpm 2,2x10°  96horas  5,7x10°células/ mL
trabalho (10%SFB) PC-61 células/ 84horas
mL
Neste SFM Hibridoma  Spinner 70 rpm 2,2x10° 96horas 9,1x108células/ mL
trabalho hibridoma PC-61 células/ 84horas
(Livre de SFB) mL

Os dados obtidos no cultivo com meio SFM livre de SFB a méaxima densidade
celular atingiu o valor de 9,12x10° células viaveis por mL de meio, na hora 84 do cultivo,
mesmo momento em que registrou o seu maior nimero de células viaveis totais igual a 1,96x10°
celulas viaveis em 200mL de volume de trabalho, como representado na Figura 28 e na Tabela
14. Os resultados de crescimento de celular em meio sem SFB foram bastante satisfatorios,
demonstrando que a célula se manteve ativa mesmo ap6s a completa remocao do SFB em
frascos T e seguiu dessa forma mesmo apds 84 horas de cultivo em meio SFM e em meio SFM

no biorreator Spinner.
e Viabilidade celular e pH do cultivo:

Tanto em cultivo controle RPMI-1640 com adi¢cdo de SFB como no cultivo
adaptado ao meio SFM livre de SFB, a viabilidade se manteve sempre elevada. Na Tabela 15
evidencia-se os valores de viabilidade para ambos os cultivos, também representados na Figura
29. Nota-se que no cultivo controle a viabilidade variou entre 92,3% e 100% e no cultivo

adaptado a variagdo ocorreu entre 96,1% e 100%.
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Figura 29: Resultados de viabilidade celular e pH obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61

em biorreator do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e meio SFM livre de
SFB.
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O cultivo controle iniciou com meio RPMI-1640 com adicao de 10% de SFB
com valor de pH igual a 7,28 o qual foi diminuido ao longo do cultivo, atingindo o menor valor
de 6,74 na ultima hora do experimento. Retomando as informacgdes obtidas com o cultivo em
frascos T, segunda coluna da Tabela 11 do item 5.2.1, pode-se perceber que a queda no pH do
meio no cultivo em biorreator do tipo Spinner em 96 horas de cultivo ndo pode ser considerado
prejudicial ao cultivo, uma vez que em frascos T a variacdo do pH ocorre nas mesmas

proporcdes poréem em um intervalo de tempo de 36 horas.

O mesmo se aplica ao cultivo adaptado com meio SFM livre de SFB, Tabela 15
abaixo, em que o cultivo foi iniciado com pH igual a 7,22 e atingiu seu ponto mais baixo na
ultima hora do experimento onde o pH aferido oi igual a 6,79.

pH
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Tabela 15: Viabilidade celular e pH obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61 em biorreator

do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e meio SFM livre de SFB.

MEIO PADRAO MEIO SFM
RPMI-1640 (10%SFB) LIVRE DE SFB

t Viabilidade pH Viabilidade pH
(h) (%) (%)

0 100* 7,28 100* 7,22
12 100* 7,064 97,6 7,52
24 92,31 7,087 100* 741
36 98,28 7,024 96,5 7,34
48 98,05 7,027 97,8 7,36
60 98,32 6,88 96,1 716
72 98,06 6,82 97,6 7.1
84 99,11 6,78 98,8 6,83
96 098,92 6,74 97,0 6,79

Nota: Nas duas primeiras colunas estdo os dados do cultivo controle, as duas colunas seguintes estdo os dados do
cultivo em meio SFM. Onde os asteriscos (*) representam o maior valor de viabilidade celular e de variacéo do
pH nos respectivos cultivos.

5.3.2 — Metabolismo:

e Andlise de aminoéacidos:

Embora nenhum aminodcido tenha sido esgotado em ambos os cultivos, foram

selecionados para analise do metabolismo aqueles que apresentaram maior consumo ao longo

do experimento. No cultivo controle, representado na Figura 29, o consumo dos aminoacidos

Asparagina, aspartato, valina e cisteina, seguem padrdes semelhantes de consumo, porém nunca

atingindo o consumo total.
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Figura 30: Resultados das andlises de aminoacidos obtidos nos cultivos do hibridoma PC-61
em biorreator do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e meio SFM livre de
SFB.
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No cultivo adaptado com meio SFM livre de SFB, o metabolismo dos
aminoéacidos selecionados ndo segue o mesmo padrédo, porém se assemelham aos dados obtidos
no Exp2 em frasco T (Figura 24). E neste caso é interessante notar que no cultivo em frasco T
do hibridoma PC-61 em meio SFM livre de SFB, o aminoéacido aspartato é totalmente
consumido a partir da hora 180 do experimento, ou seja 36 horas apds a completa eliminacéo
do SFB no cultivo daquele experimento, e mesmo com a troca de meio a cada 36 horas o
aminoacido em questdo continua se esgotando até a hora 288 do mesmo experimento. Com a
Figura 30 podemos observar que no cultivo em biorreator do tipo Spinner do hibridoma PC-61
em meio SFM livre de SFB, 0 aminoacido aspartato é totalmente consumido ap6s 96 horas de

cultivo, sem troca de meio.

Embora a composicdo do meio SFM néo seja conhecida, com base nos dados
obtidos pela analise de HPLC do meio SFM puro (Tabela 12 do item 5.2.2), acredita-se que o
aminoacido aspartato encontra-se em quantidade bastante inferior ao encontrado no meio

RPMI-1640. Com fungéo associada a sintese proteica, 0 aspartato pode estar sendo exaurindo
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o

-

N
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do cultivo adaptado com meio SFM em momentos de elevada sintese proteica pelas células e
dessa forma, a sua reposi¢cdo nesses pontos de maior consumo possivelmente pode elevar a

eficiéncia do processo como um todo.

O consumo de glicose, glutamina e a sintese de lactato, seguiram os padrdes ja
apresentado no cultivo em larga escala, Figura 31. Tanto no cultivo controle com meio RPMI-
1640 com adicdo de 10% SFB, quanto no cultivo adaptado com meio SFM livre de SFB, ndo
houve esgotamento no consumo da glicose e da glutamina. Também ndo houve producédo de
lactato em niveis criticos, aproximadamente 9 mM para o cultivo em meio padrdo RPMI 1640
e aproximadamente 14 mM para o cultivo em meio SFM, quando segundo Portner e Schéfer
(1996), os niveis criticos para células de hibridomas variam entre 50 mM e 70 mM.

Figura 31: Resultados das analises de glicose, lactato e glutamina obtidos nos cultivos do

hibridoma PC-61 em biorreator do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e
meio SFM livre de SFB.
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e Analise de producéo de anticorpos monoclonais:

A quantificacdo da produgéo dos mAb anti-CD25 em DO produzidos por cada
um dos cultivos de hibridomas em Spinner esta representada na Figura 32. A quantificacdo da
producdo de mAbs ocorreu de acordo com o protocolo descrito no item 4.6.4 deste trabalho, e
os resultado foram medidos em DO. Tanto no cultivo controle com meio RPMI-1640, como no
cultivo adaptado com meio SFM livre de SFB, as maiores producdes de mAb foram registradas

a partir das hora 48 do cultivo.

Figura 32: Resultados da producdo de mAb nos cultivos do hibridoma PC-61 em
biorreator do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e meio SFM livre de SFB.
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Segundo os dados da Tabela 16, a maior DO registrada no cultivo controle
ocorreu na hora 84 (D0O=0,252) e para o cultivo adaptado com meio SFM a maior DO foi
registrada na hora 96 (DO=1,391).
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Tabela 16: Producdo de mAb anti-CD25 obtidos nos cultivos de hibridomas PC-61 em
biorreator do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e meio SFM livre de SFB.

t MEIO PADRAO MEIO SFM
(h) RPMI-1640 (10%SFB) LIVRE DE SFB
0 0 0
12 0,026 0,1745
24 0,0025 0,124
36 0,0245 0,282
48 0,014 0,3275
60 0,0445 0,608
72 0,0755 0,899
84 0,2525* 1,242
96 0,211 1,391*

Nota: Comparacao entre a producdo de mAbs no cultivo do hibridoma P6-61 ao longo do experimento 3. Na
primeira coluna estdo os dados do cultivo controle e na segunda coluna estdo os dados do cultivo em meio
SFM. Onde os asteriscos (*) representam o0 maior valor de DO nos respectivos cultivos.

Seguindo os bons resultados obtidos ao longo do Exp3, a producdo de mAbs
anti-CD25, a partir do cultivo dos hibridomas PC-61 em Spinner, evidenciam ainda mais a
eficiéncia da metodologia de adaptacdo sequencial e do cultivo em biorreator empregados neste
trabalho.

Figura 33: Analise estatistica da producdo de mAb anti-CD25 nos cultivos do hibridoma PC-
61 em biorreator do tipo Spinner em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e meio SFM livre de
SFB.
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Nota: Analise estatistica entre a produgdo de mAbs no cultivo do hibridoma P6-61 ao longo do experimento 3.
Dados obtidos a partir da analise dos valores de DO dos cultivos em meio CONTROLE 1640 com adi¢do de
10% de SFB e em meio SFM livre de SFB. Andlise realizada pelo programa Graphpad Prisma. Test T ndo
paramétrico (P<0,05) e P vale = 0,018.
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A producéo em biorreator do tipo Spinner de mAb em meio SFM livre de SFB
atingiram valores de DO superiores a producdo em meio padrdo RPMI-1640 com adi¢do de
10% SFB. A analise estatistica feita com o programa Graphpad Prisma confirmou a
significativa diferenca entre as producdes de mAbs em meio RPMI-1640 com 10%SFM e em

meio SFM livre de SFB, como representado na Figura 33.
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6 CONCLUSOES

As conclusoes sobre o trabalho realizado séo:

Embora nédo exista diferenca significativa entre as produgdes de mAbs pelo cultivo
dos hibridomas DTA-1 e PC-61, em frascos T, o segundo hibridoma apresentou um
comportamento relativamente mais estavel tanto no cultivo, quanto no consumo e
sintese de aminodcidos e outros nutrientes.

A adaptacdo sequencial a meios livres de SFB, testada nesse trabalho se mostrou
bastante eficiente, pois as células conseguiram se desenvolver e produzir mesmo
apos a remocdo completa do SFB na hora 144, em todos os meios livres de SFB
testados.

Dentre os trés meio comerciais livres de SFB, o meio Hybridoma Serum Free
Medium (SFM) — Gibco® by Life Technology, foi onde o hibridomas PC-61
apresentaram melhores resultados de cultivo, assim como consumo de aminoacidos
e outros nutrientes. Embora em frasco T, a producao de mAbs nos diferentes meios
comerciais livres de SFB testados, ndo tenha sido significativa, no meio SFM a
producéo foi a mais homogénea ao longo do cultivo.

O cultivo em biorreator do tipo Spinner, dos hibridomas PC-61 adaptados ao meio
comercial Hybridoma Serum Free Medium (SFM) — Gibco® by Life Technology
livre de SFB atingiu resultados estatisticamente diferentes de crescimento e
producdo de mADbs.

Os dados obtidos durante os experimentos desenvolvido neste trabalho, fornecem
informacdes relevantes para o desenvolvimento de possiveis trabalhos futuros tanto
com os hibridomas PC-61 quanto com hibridomas em geral. Além disso fornecem
subsidios para aumentar a produtividade dos hibridomas PC-61 em cultivo
adaptativo em biorreator do tipo Spinner.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento deste trabalho levantou pontos interessantes para estudos

futuros, tais como:

e Analise do comportamento do hibridoma DTA-1 com 0s mesmo procedimentos

desenvolvidos com o hibridoma PC-61 neste trabalho.

e Realizacdo da purificacdo do mAbs pds cultivo (sobrenadante resultante do cultivo
em biorreator do tipo Spinner) onde os anticorpos sdo secretados, material que esta

adequadamente armazenado.

e Obtencdo de quantidade de mADb para realizacdo de testes anti-tumorais em pequena

escala.
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