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RESUMO

Desde o trabalho de Kohler e Milstein (1975), lbmas tem sido cultivados para
obtencdo de anticorpos monoclonais com finalidadeuso em pesquisa, diagnostico e
terapia. O método tradicional de obtencédo de amtisomonoclonais em altas concentraces
€ através de inducdo de ascite em camundongos.téestiga vem sendo substituida por
cultivos de hibridomas em altas concentragdes arelsl Neste trabalho, foram cultivados
hibridomas secretores de anticorpos monoclonaisdangue tipo 2 em frascos T, garrafas
rotatorias (oller) e frascos do tipgpinner utilizando-se o meio DMEM, suplementado com
soro fetal bovino a 10%, e 0o meio comercial livie sbro animal Ex-Cell® TiterHigH
(Sigma). Ao longo dos diferentes cultivos, foramaladas a concentracéo celular, viabilidade
celular e as concentragcdes de nutrientes (glicagetamina), metabdlitos (lactato e amoénio)
e produto (IgG). A partir dos resultados obtidosraim calculadas as grandezas
representativas do metabolismo celular. concendrag@xima de células %y, taxa
especifica de crescimento celulagf), tempo de duplicacéas)te coeficientes de rendimento
de glicose em células {¥), glutamina em células (gn), células em produto %),
glutamina em amonio EGa/gn), glicose em lactato (X0, glicose em produto Q) €
glutamina em produto @fyrn). O meio livre de soro mostrou ser capaz de fanewlhores
condicdes para o crescimento celular (alcancandd @ céls/mL), mantendo a viabilidade
por um periodo maior de tempo, nos trés sistemasiltigo testados. Quanto a formacao de
produto, no meio livre de soro, os hibridomas tamisécretaram altas concentracdes de IgG,
alcancando niveis de |8)/mL. Os melhores resultados de crescimento elialie celular
foram observados em garrafedler a 40 rpm (apds adaptacdo a rotacdes inferiores) e
producao de IgG foi maior em garrafadler a 16 rpm (também apds adaptacdo a rotacdes
inferiores) e em frascos do tigpinnera 50 rpm (ap6s adaptacdo a rotacdes inferiores em
garrafasroller até 40 rpm). Quando foram comparadas as concéesade IgG entre os
sobrenadantes de cultivo e trés amostras de flagbtico do mesmo hibridoma, foi
observado que o fluido ascitico continha concedizad 0 a 20 vezes maiores que as obtidas
nos sobrenadantes de cultivo. Entretanto, comaohsnes de sobrenadantes de cultivo sao
significativamente maiores do que os de fluido tagscide camundongos, infere-se que é
viavel a substituicdo da producéo vivo pela obtencdo do anticorpo monoclonal estudado
neste trabalho em sistemas agitados, utilizandms® livre de soro animal. Contudo,
sugere-se a conducéo de experimentos adicionadsqoafirmacdo da total viabilidade da
obtencéo de anticorpos monoclonais anti-dengue2tipavitro utilizando o processo proposto
no presente trabalho.
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ABSTRACT

Since Kohler and Milstein’s work (1975), hybridoroells have been cultured to obtain
monoclonal antibodies for research, diagnostic #retapeutic purposes. The traditional
method to obtain high concentrations (5 to 10 mg/mi_the monoclonal antibodies is the
induction of ascite in mice. This technique is lgeiaplaced by high cell density cultivations.
In this work, hybridoma secreting anti-dengue t@Zpeonoclonal antibodies were cultivated
in T flasks, roller bottles and spinner flasks,ngsDMEM medium supplemented with fetal
bovine serum at 10%, and the commercial serum-freglium Ex-Cell® TiterHigh"
(Sigma). Cell concentration, cell viability, as Wa$ concentration of nutrients (glucose and
glutamine), metabolites (lactate and amonium) amadyct (IgG) were evaluated along
culture time in the different media and culturetegss. Based on these data, variables that
reflect the cell metabolism were calculated: maximzell concentration (Xsx), specific cell
growth rate fiexp), duplication time (), as well as the yield coefficients of glucosectdls
(Yxsgic), glutamine to cells (Xgn), cells to product (¥x), glutamine to ammonium Qéa/gin),
glucose to lactate (X, glucose to product @fy and glutamine to product £in).
Among the culture media, the serum-free medium slaote provide better conditions for cell
growth (reaching 4 x focells/mL), keeping high cell viabilities for a lger period, in all
three tested culture systems. Concerning productétion, hybridoma also released high 1gG
concentrations (3ig/mL) in the serum-free medium. Among the cultuysteams, the best
results for cell growth and viability were found raller bottles at 40 rpm (after adaptation
under lower rotation rates) and IgG production Wwegher in roller bottles at 16 rpm (after
adaptation under lower rotation rates) and in grlasks at 50 rpm (after adaptation under
lower rotation rates in roller bottles, up to 40m)p The IgG concentrations ascitic fluid
presented concentrations 10 to 20 times higher thase obtained in culture supernatants.
However, since the volumes of culture supernatatdioed in relatively simple, small-scale
culture systems are significantly higher than tholsenice ascitic fluids, the replacementiof
vivo production forin vitro IgG production in stirred systems, using serune-freedia, seems
to be feasible. Nevertheless, additional experisefitould be carried out to confirm the
feasibility of switching the production of anti-dgre type 2 monoclonal antibodies for
vitro systems, using the process proposed in this work.



1. INTRODUCAO

O dengue é uma doenca viral infecciosa aguda cayseld virus do dengue (DENV),
cujas manifestacdes clinicas podem variar desdefamea assintomatica, como uma febre
baixa, até o quadro clinico grave conhecido conmgde hemorragico, bem como a sindrome
de choque do dengue (Premaraghaal, 2007). A sintomatologia mais comum da doenca
consiste em febre alta, dor de cabeca frontal wa-ogbital, dor muscular, vomitos e eritema
maculopapular. As formas mais graves dos sintonfiesm o processo de coagulagéo
sanguinea, gerando hemorragias, podendo resultahigowolemia e colapso do sistema
circulatoério (Sierraet al, 2007).

O DENV pertence ao géneFkdavivirus e compreende quatro sorotipos: DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4. Apesar de serem geneticamergentbs, os sorotipos apresentam
semelhancas antigénicas que permitem a qualquelelen desencadear a doenca. A infeccao
por qualquer um dos sorotipos do dengue gera imadeighara este sorotipo por um longo
periodo, mas ndo protege contra uma infeccdo dadeada pelos outros sorotipos. Deste
modo, as pessoas que vivem em areas endémicas pmmlemmfectadas com os quatro
sorotipos durante seu periodo de vida (Gubler, 1998

Os virus do génerBlavivirus se caracterizam geneticamente por possuirem RNaade
simples, sado revestidos por um capsideo protéieste por sua vez, é coberto por uma
bicamada lipidica derivada do hospedeiro, chamadandelope. O capsideo é formado por
180 copias de duas glicoproteinas. Em termos dartiamy a particula viral completa possui
aproximadamente 50 nm de diametro e 10,7 kb (Figuna(Qiet al, 2008).

A formagdo do DENV apresenta algumas especificisladegenoma desses virus contém
uma Unicaopen reading framéORF) que codifica uma poliproteina que é proaisshurante
e apos a transcri¢do, produzindo trés proteinastestis: do capsideo (C), da pré-membrana
(prM) e do envelope (E). Além disto, a ORF codifiaenbém sete proteinas nao estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Variotudss tém revelado que cada
sorotipo do DENV é composto de grupamentdsisterg filogeneticamente distintos, os
quais tém sido classificados em “genétipos” ou tigas”. Cada genodtipo é composto de
“grupos” ou ‘tlade$ também filogeneticamente distintos (LidenbachieeR2001; Gould e
Solomon, 2008King et al, 2008; Qiet al, 2008).



Figura 1.1: O virus do dengue. (A) Capsideo: aoploteinas formam grupos em forma de
ponta épikes rodeado por um circulo branco), os quais tornaup&rficie rugosa.
(B) Envelope originado do hospedeiro torna a sigierfisa (modificado de (@t
al., 2008).

O dengue é transmitido de um hospedeiro humano @atr® através de um vetor,
principalmente o mosquitdedes aegyptquando este é portador de um dos quatro sorotipos
do virus. Apds um periodo de 10 a 14 dias, costagds o repasto sanguineo em individuo
contaminado, 0 mosquito pode transmitir o virusleingue e transporta-lo durante toda a sua
vida. O ciclo de transmissédo ocorre do seguinteanadfiémea do mosquito deposita seus
OVvOS em recipientes com agua. Ao sairem dos ogdanas vivem na agua por cerca de uma
semana. Apds este periodo, transformam-se em nwoscatlultos, prontos para picar as
pessoas, disseminando rapidamente a doencAed2s aegyptprocria em velocidades
prodigiosas e 0 mosquito adulto vive em média 45 (\WHO, 2008).

Considerada atualmente a doenca transmitida pogurtoscom maior frequéncia no
mundo, mais comum principalmente nos paises trigpiea subtropicais, o dengue é
responsavel pelo registro de 50 milhdes de casoalrmaente, sendo 500 mil de dengue
hemorragica (Malaviget al, 2006). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)estque
aproximadamente dois-tercos da populacdo munduddema areas infestadas pelos vetores do
dengue, principalment@edes aegypte Aedes albopictysestando, desta forma, em risco
constante de contrair um dos quatro tipos do \dtualmente em circulacdo (Keatiagal,
2001). E importante destacar que um surto de depgde envolver de 70 a 80% da
populacdo, o que pode levar a perdas econémicaicagjvas, visto que uma porcentagem
tdo elevada de doentes reduz drasticamente a dagacprodutiva de um setor urbano ou
rural (Keating, 2001). Outras perdas econdmica&oeslacionadas a despesas hospitalares,

uma vez que cerca de 500 mil pessoas com denguertdgnea requerem hospitalizacdo a
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cada ano. Além da populacdo adulta, uma grandes mhrs hospitalizados consiste de
criangas, sendo, nestes casos, a taxa de mor&al#ad,5%, envolvendo custos hospitalares
adicionais.

No Brasil, o primeiro relato ndo confirmado de demgdatado de 1923, foi registrado no
estado do Rio de Janeiro, na cidade de Niterdigfvesi, 1991). Durante 0os anos seguintes,
esta doenca ndo chegou a ser um problema gravaude gublica. Isto esta diretamente
ligado ao importante feito, ocorrido na década ded& erradicacdo daedes aegyptiem
acdo realizada pelo 6rgdo de saude publica na éesgansavel pelo controle da febre
amarela, que teve como consequéncia o controlenigug (Martins e Castineiras, 2007).

A origem da grande dimensao das epidemias do demy@tualidade, a ponto de se ter
transformado em um problema de saude publica nacitem a seguinte cronologia: o
primeiro momento esta relacionado com a grandédatie do virus do dengue no continente
americano e com a reinfestacdo do Brasil pelo vétoraegyptiem 1977, fatos que
contribuiram para a reintrodug&o do virus do demguBrasil nos anos 80. Desde entdo, mais
de 60% dos casos registrados de dengue nas Ameécicasu no Brasil (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Gréfico de dados epidemiolégicos daggden(adaptado de Nogue#tal, 2007).

Em seguida, ocorreu um surto de dengue no periogdpreendido entre 1981 e 1982,
causado pelos sorotipos 1 e 4, na cidade de Bda {Reraima), proximo a fronteira com a
Venezuela. Tal surto foi contido por medidas loadgscontrole de vetores e, durante os
quatro anos seguintes, ndo houve registro de atleidos virus no Brasil. A doencga voltou a
causar grandes transtornos ainda na década deo8@n& no ano de 1986, o virus tipo 1
causou um surto no estado do Rio de Janeiro, eesteoque determinou o reconhecimento
do dengue como um problema de saude publica demomcional. Outro fator foi
determinante para aumentar a gravidade do problemdificuldade em implementar o
controle adequado do vetor em grandes comunidademas, 0 que resultou no rapido

espalhamento do virus e no desenvolvimento de mjmdeem varios estados. A introducéo
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do virus tipo 2 ocorreu em 1990, também no estamldRid de Janeiro e se dispersou
rapidamente para outras regiées do pais. Nesté@ocasorreram 0S casos mais graves da
doenca e os primeiros Obitos devido a infeccfesimsirias. Continuando a progressao
alarmante da doenca, no ano 2000 foi registradeabfiente a introducédo do virus do tipo 3
no Brasil, causando uma grande epidemia no ver20@&-2002. Com isto, no final de 2006,
0s trés tipos do virus do dengue ja haviam se lesgalpor 25 dos 27 estados brasileiros,
causando varias epidemias e um total de 4.243 &&l8saegistrados em 20 anos (Figueiredo,
2006; Nogueirat al, 2007; Camarat al, 2007; Degallieet al, 1996).

Atualmente, ndo existe vacina contra nenhum dostipos do dengue, de forma que a
prevencdo é a unica forma de evitar a dissemindeddoenca, que sO € possivel com a
quebra da cadeia de transmisséo do virus, eliminanetor dos locais onde se reproduzem.
Além disso, dados da OMS de 2002 reforcam a impoidédo diagnostico mais preciso, pois
0S mesmos mostram que, sem diagndéstico e trataradetpados, a taxa de mortalidade pode
exceder 20%, enguanto que, com acessO a assistdrédaa e maiores chances de
diagnéstico, esta taxa pode cair a 1%. Estes fatlemonstram que o diagndéstico precoce da
doenca é essencial para reduzir sua taxa de ndadali bem como as implicacdes socio-
econdmicas decorrentes da doenca (Katral, 2006; Torres e Castro, 2007).

Recentemente, foi detectado o virus do tipo 4 g@oeamazonica, na cidade de Manaus.
Esta ocorréncia esta relacionada a grande inciaéleste tipo do virus nos paises que fazem
fronteira com o Brasil, como a Venezuela e a Colamibste relato € o primeiro isolamento
registrado do sorotipo DENV-4 no Brasil em 25 andsis descobertas reforcam a
necessidade de uma vigilancia epidemioldgica cotesta, para tal, os estudos nesta area
devem estar associados aos de técnicas de diagnogidernas e mais eficientes. Além das
técnicas classicas, devem ser utilizados tambéniansnoleculares para o controle adequado
de novas epidemias e prevencdo do aumento de fma@s da doenca (Medronho, 2006;
Figueiredoet al, 2008; Medronho, 2008).

A metodologia aplicada pelo Ministério da Saudeapdeteccdo precoce da circulagédo
viral e controle de sua disseminacdo € o diagre$iooratorial para deteccdo de anticorpos
anti-dengue presentes no sangue do paciente antilikkits para ensaios imunoenzimaticos
(EIE) (Ministério da Saude, 2002). A producédo Hitspara EIE é baseada no classico ensaio
de ELISA (do inglésenzime-linked immunosorbent agsdg captura de anticorpos e tem
sido, durante muitos anos, o teste sorologico maagmmente utilizado para diagnostico do
dengue. Anticorpos anti-dengue do tipo imunoglatauliM (IgM) desenvolvem-se mais
precocemente do que as imunoglobulinas do tipogG)(k, portanto, podem ser detectados
nos primeiros dias de manifestacdo dos sintomakI¢Gi998).
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A Fiocruz (Biomanguinhos) € um importante produtekits de diagnostico para diversas
doencas de relevancia em saude publica no Brashkit @e diagndstico para DENV-1,
DENV-2 e DENV-3 é produzido em seu Departamento R#mtivos para Diagnostico
(DERED) e distribuido por Biomanguinhos para a rddelLaboratérios Centrais de Saude
Publica (LACENSs) de todo o pais, especialmenterdaras surtos desta doenca. A producéo
do kit consiste de um ensaio imunoenzimatico (EIE) tipdSEA sanduiche duplo ou de
captura (Figura 1.3). ®it é composto por placas de EIE sensibilizadas cdimoapos anti-
IgM humanas. O principio do teste se baseia naoeagtre os anticorpos anti-lgM humanas,
ligados a fase sdlida, e as IgM do soro do paciesgrdo ou nao IgM anti-dengue. Na
préoxima fase do teste, antigenos dos trés tipomsabados e, somente nos orificios onde ha
IgM anti-dengue, ocorre a ligacdo do antigeno dBpeca doenca de que o paciente €
portador. Os principais reagentes que compdekit sdo 0s anticorpos monoclonais anti-
dengue dos trés tipos, os quais fazem parte dainpmofase do teste. Nesta fase, tais
anticorpos, conjugados a enzima peroxidase, s&o entubados e somente se ligardo
naqueles orificios, onde houver antigenos de unsdagipos de dengue ligado ao complexo
IgM+anticorpo anti-IgM . O ensaio € entdo revelaalevera ocorrer formacdo de cor
somente nos orificios onde o paciente for portatirdoenca (Biomanguinhos, 2007). E
importante destacar que, por questbes de biossegyrapesar de dispor das células
secretoras de anticorpos contra 0s quatro tipogrde do dengue em seus bancos de células,
Biomanguinhos produz kit com uma mistura de anticorpos apenas contra @s ¢ip DENV-
1, DENV-2 e DENV-3, pois, até 0 momento, ndo hooeahum registro da ocorréncia do
DENV-4 na grande maioria dos estados do pais (ORAF,).
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Figura 1.3: Esquema do EIE para diagnéstico dewengdaptado da bula dat fabricado
por Biomanguinhos — Fiocruz.
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Os anticorpos anti-dengue utilizados por Biomangosn foram desenvolvidos no
Departamento de Doencas Virais e Bioquimidepartment of Virus Diseases and
Biochemistry da instituicioWalter Reed Army Institute of Resear®ashington, D.C.,
EUA), pela equipe do Dr. Henchal. Apés obter ogitidmas secretores desses anticorpos, 0
instituto os depositou na ATCQiperican Type Culture CollectipiRockville, MD, EUA)
em 1982, sob o n° HB-4¥ (Gentryet al, 1982; Henchakt al, 1982). Estes anticorpos
foram caracterizados como imunoglobulinas do tg#®, Isubtipo IgG@ Posteriormente, estes
anticorpos foram doados a Fundacdo Oswaldo Cruz,osocuidados do Dr. Hermann
Schatzmayr, do Instituto Oswaldo Cruz, no inicie émos 90, pela Divisdo de Controle de
Doencas Infecciosas do CDCdnter for Disease Control EUA). Mais tarde, as células
foram cedidas a Biomanguinhos, sob os cuidadosERHD e, em 2000, foram transferidas
deste departamento para o Laboratério de TecnotigiAnticorpos Monoclonais (Latam),
pertencente a Vice-Diretoria de Desenvolvimentonb&igico (VDTEC) de Biomanguinhos.
O Latam iniciou, neste mesmo ano, 0s procedimedéogxpansdo e criopreservacdo dos
hibridomas de dengue, seguindo rigorosamente deqmios de cultivo e produgao descritos
por Gentryet al. (1982). Apoés ter o dominio das metodologias dévaylo Latam enviou
amostras de sua producao de hibridomas para satenesdos a processo de certificacdo nas
seguintes institui¢cdes: Instituto Evandro ChagaPai@, que constitui o Centro de Referéncia
Nacional de Dengue; LACEN de Pernambuco; InstiAdolpho Lutz de Sdo Paulo; LACEN
do Distrito Federal. Tendo recebido o parecer teciiavoravel da Coordenacdo Geral de
Laboratérios de Saude Publica (CGLAB), o Latamciwoseu proprio banco de hibridomas
de dengue para uso corrente no laboratério. Detde,e0 Latam tornou-se o responsavel por
cultivar estes hibridomas, produzir os fluidos emwlo os anticorpos e fornecé-los ao
DERED. No DERED, estes produtos sdo submetidosaepsos de purificacdo e conjugacéo
a peroxidase para posterior producakiipara diagnéstico. Toda a documentacdo gerada no
processo de implantacdo do banco de células, dicztd de origem das células e os
protocolos de cada producdo encontram-se no Latam.

Atualmente, o Latam utiliza a técnica tradicionalpitoducdo de anticorpos monoclonais
in vivo, que se baseia na producdo de ascite (acumulliide ha cavidade peritoneal) em
camundongos da linhagem BALB/c. Esta técnica e guagipais caracteristicas estdo
descritas na revisao bibliografica deste trabalho.

A principal consequéncia associada ao processoaiigio de anticorpos monoclonais
pelo método tradicional utilizando camundongos @npossibilidade de se ter controle
adequado do processo. Outros aspectos tambémle@antes, tais como as implicacdes no
campo da ética, uma vez que a técnica de produgdanticorpo monoclonal através de
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formacdo de ascite gera sofrimento aos animaigjosaivo constante de criticas pelas
comissdes de ética em todo o mundo (Schordiat., 1987; Everet al.,2006). Além disso,
devem ser consideradas questdes da garantia deagleabm todos os seus aspectos, pois a
producdo de anticorpos monoclonais através da frismde ascite em camundongos pode
nao atender as exigéncias das agéncias regulaparasproducdo de reagentes biologicos
devido a impossibilidade de um controle adequadprdoesso produtivo.

Na tentativa de solucionar as questdes abordadparagrafo anterior, novas alternativas
a técnica tradicional de producdo de anticorposamionais em camundongos vém sendo
pesquisadas mundialmente. Cada vez mais, os graganonoclonais vém sendo produzidos
através de cultivo dos hibridomas secretores et@nsés de cultivan vitro, utilizando meios
de cultura industrializados. Estas novas metodatogéo baseadas na utilizagdo de sistemas
mais sofisticados de cultivo, onde os hibridomaarajam altas concentracfes celulares em
poucos dias (trés a cinco dias) e, por conseguodeanticorpos monoclonais chegam a
concentragbes maximas no sobrenadante de cultsta periodo (Brucet al, 2002). Além
disso, 0 uso dos sistemas de culiivoritro permite utilizar meios de cultura quimicamente
definidos e livres de componentes de origem anisiatplificando significativamente os
métodos de purificacdo do produto.

Nos préximos itens serdo abordados assuntos rederarevisdo bibliografica, onde seréa
dado destaque aos temas relacionados ao deseneotuinteste trabalho: estrutura, utilizagcéo
e obtencdo de anticorpos monoclonais, sistemasadkils para o cultivo de hibridomas e o

uso de meios de cultivo livres de soro animal.

1.1 Anticorpos Monoclonais

Anticorpos (Ac), ou imunoglobulinas (Ig), sdo glitoteinas sintetizadas e excretadas por
células plasméticas derivadas dos linfocitos Bsgmtes no plasma, tecidos e secre¢des que
atacam substancias estranhas ao corpo, chamadastidenos, realizando assim, parte
importante da defesa do organismo (imunidade huinora

Mondmeros de moléculas de anticorpos sdo formadosipas cadeias polipeptidicas
leves €& 25 kDa) e duas pesadas 50 kDa), as quais se mantém ligadas através degpon
dissulfeto intercadeias. As cadeias pesadas dm®guds sao constituidas por um dominio N-
terminal variavel, diferente de molécula para malgcle anticorpo, seguido por trés ou mais
dominios constantes. As cadeias leves também sé&wmdas por um dominio N-terminal
variavel e por apenas um dominio C-terminal constaf regido espacial formada pelos
dominios variaveis das cadeias leves e das cagesaslas da molécula de Ig constitui o sitio
de combinacdo com o antigeno (Figura 1.4). Assaaacmondmero de imunoglobulina

possui dois sitios combinatérios para o antigepeafco, que podem ser microrganismos



8
patogénicos, substancias estranhas ou célulasigs@teradas, como no caso do cancer. O
restante da molécula desempenha as func¢des efetosasnticorpos, que incluem a sua
interacdo com células do sistema imune, atravésedeptores para Ig, a sua ligacdo as
moléculas do sistema complemento e a sua capadiadravessar a placenta ou o epitélio
das mucosas (Tamashiei al, 2008). De acordo com a sequéncia primaria dégeg
constante da cadeia pesada, as moléculas de Ignpseteclassificadas em IgM, IgD, 1gG,
IgA e IgE. As imunoglobulinas das classes G e E sfwetadas como mondmeros, as
moléculas IgA como dimeros e as moléculas IgM cper@ameros. As moléculas IgD nunca
sdo secretadas mas, juntamente com a IgM de memfgivi monomérica), constituem os
receptores de antigeno (BCR — do inglBscell receptoy do linfécito B maduro. As
moléculas de IgG apresentam subclasses, que vdeaespécie para espécie, e no homem
sdo denominadas IgdgG,, 1gGs e IgG. A IgA também apresenta as subclasses EyA
(Abbas, 2000).

Regides variaveis
(sitios de ligagdo com o antigeno)

Cadela . Cadeia
leve leve

pontes dissulfeto

Cadela
pesada

Y Cadeia
pesada

Regido constante
(fungéo efeora)

(a, (b)

Figura 1.4: Estrutura esquematica da molécula dantioorpo (imunoglobulina): (a) os dois
bracos da molécula de anticorpo, em forma de Ytetoras regides variaveis
(em vermelho), que formam os dois sitios idéntamsigacdo com o antigeno; o
tronco (em azul) € chamado de regido constantetaib)tipos de cadeias de uma
molécula de anticorpo, a cadeia pesada (em ver@delege (em amarelo); ha
duas cadeias idénticas de cada tipo em cada maléewnticorpo, ligadas, entre
si, por pontes dissulfeto (adaptado de Janeatay, 2002).

Em cultivo celularin vitro, as células plasmaticas ndo se mostram capaze®lderar,
portanto, ndo podem ser usadas em métodegro para a sintese de anticorpos. Por este
motivo, Kohler e Milstein desenvolveram, em 1975mau técnica que possibilita o
crescimento de clones celulares que secretam gmiE@om especificidade definida. Nesta
técnica, conhecida como tecnologia de hibridomelsjas esplénicas secretoras de anticorpos

e incapazes de sobreviver por longo tempo em eylsdo isoladas de um camundongo
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BALB/c previamente imunizado, fundidas com céliBasimorais (por exemplo, da linhagem
SP2/0 Agl4), chamadas mielomas, sendo estas irespd secretar anticorpos. Apés
fundidas, estas células hibridas, ou hibridoma$pe® caracteristicas da duas células de
origem: sdo capazes de crescer em cultura por $opgoiodos de tempo e de secretar
anticorpos. Para a selecdo de uma unica célutebdidoma (clone) que melhor responde ao
antigeno de interesse, os hibridomas sdo submetidas processo de diluigédo limitante. Os
anticorpos produzidos por este clone sdao chamaganticorpos monoclonais. Este clone
pode ser propagado vitro e continuar secretando os anticorpos de interedséinidamente
(Figura 1.5) (Tamashireet al, 2008; Oliveira, 2008). As linhagens destes clones de
hibridomas podem ser mantidas em cultura, expasdidastocadas em nitrogénio liquido
para manutencéo de um banco de hibridomas (Lonb@o,).

Desde o desenvolvimento da tecnologia de hibridoendes principios de producao de
anticorpos monoclonais, estas moléculas adquiriranorme importancia e grande
versatilidade de uso. Sao ferramentas altamenteciigas, essenciais para detecgédo e
caracterizacdo de estrutura e funcdo de proteBBasd et al, 2002), investigacdes em
imunologia molecular, tornaram-se componentes-cldgeuma vasta gama de testes de
diagndtico clinico (Nelsoet al, 2000) e, atualmente, anticorpos monoclonais séipaalos
para tratamento de diversas doencas (cancer, doaatmunes, esclerose maltipla e outras)
(Yamashiteet al, 2007). Este crescimento das aplicacbes dos gomdisanonoclonais tornou
necessaria a obtencdo de grandes quantidades wer@og com um baixo grau de
contaminantes (Brucet al, 2002; Falkenbergt al, 1995).

Anticorpos monoclonais sdo ferramentas confirmadéeneficientes para investigacéo
protebmica, com larga aplicabilidade em ciénciasmigidicas. Estes anticorpos possuem a
caracteristica peculiar de serem altamente sessiweespecificos a seus ligantes (ou
receptores, também chamados de antigenos), o goenasn ideais tanto para o trabalho em
pesquisa quanto para o diagnostico e a terapéutica.

No campo da pesquisa, os monoclonais podem detpaiéginas em células na sua
conformacdo nativa, desnaturadaes$tern blotou como ligantes de alta afinidade em ensaios
de cromatografia de imuno-afinidade. S&o esseng#ais caracterizacdo de estrutura e funcéo
de proteinas (Bruceet al, 2002), investigagbes em imunologia moleculartetesde
diagnostico clinico (Nelsoet al, 2000) e purificacdo de moléculas quando assciada
resinas de varios tipos. Na terapéutica de divedssncas, tais como cancer, doencas
autoimunes, esclerose multipla e doencas infecgiass anticorpos monoclonais possuem
vantagens significativas sobre as terapias baseamd@®mpostos quimicos. Devido a sua alta
especificidade e afinidade por componentes envadvidos processos patolégicos, 0s
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monoclonais possuem melhor farmacocinética e rddutarmacotoxicidade, menos efeitos
colaterais, além de serem capazes de recrutansé@uholéculas imunes efetoras para iniciar
a destruicdo de seu alvo (Yamasletaal, 2007; Jain e Kumar, 2008; Chiarella e Fazio,
2008).

Céluias esplénicas
R Células de mieloma

de camundongo : >

imunizado com (imortais) sem secre-
antigeno A produzindo| | $40 de anticorpos e

i a enzima HGPRT

0

Misturar e fusionar as células com PEG

g 5

= =

Hibridomas imortais proliferam; células mortais
esplénicas e células de mieloma nao-fusionadas
HGPRT ™ morrem

= =

Selecionar hibridomas que produzem
anticorpo especifico para o antigeno A

! N | oA
o TV @ evH @

-

Clonar o hibridoma selecionado

0600060
hAAKAK

Figura 1.5: Esquema da obtencdo e selecdo de dmiasl para producdo de anticorpos
monoclonais (adaptado de Janewawl, 2002).
Anticorpos monoclonais murinos para uso terapéutiéon seu uso liberado
comercialmente desde 1986, mas ndo mostraram msitcesso devido a alta
imunogenicidade apds sua administragédo e por seqgisiamente eliminados pelo organismo

receptor (Morrisonet al, 1984). O fendmeno de rejeicdo dos anticorposinosirpelos
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anticorpos humanos, conhecido como HAMAIhan anti-murine antiboglydecorre do fato
de anticorpos murinos serem reconhecidos comoemtt$gpelo sistema imunolégico humano
e, portanto, serem rapidamente eliminados da ei¢éol por anticorpos anti-anticorpos
murinos, reduzindo os efeitos do tratamento. Cars@gmente, sdo exigidas doses maiores
do medicamento, o que aumenta o risco de efeitlzs@javeis. Deste modo, poucos produtos
de origem murina foram introduzidos no mercado. Micarpo monoclonal OKT3, com
aplicacao na reversdo da rejeicdo aguda de tramsplgpermaneceu por muito tempo como
anico produto terapéutico fruto da tecnologia deidomas. Trata-se de um anticorpo anti-
CD3 (cluster of differentiation- 3) — parte do receptor de membrana de linfoditesque
permite eliminar temporariamente da circulagdoin®ditos T envolvidos no processo de
rejeicdo, possibilitando a aceitacdo de um Org@isplantado. Por ser um tratamento de curta
duracdo, a resposta imune do paciente contra dgeans murinos, se existir, sera de
proporcdes aceitaveis, o que configura uma situgediicularmente propicia ao uso de um
produto com essa origem (Tamastatal, 2008).

Tentativas foram feitas para aumentar a eficacis aaticorpos monoclonais no uso
terapéutico. A primeira levou ao desenvolviment@uai&corpos monoclonais quiméricos, nos
quais somente o dominio C-terminal constante, owdoo Fc (do inglés,fragment
crystallizablg, € trocada por uma porcdo humana, diminuindo esg;0es adversas e
aumentando o tempo de residéncia da molécula nanigrgo (Morrisonet al, 1984,
Boulianne et al, 1984; Coleet al, 1984). Estas construcbes génicas podem entdo, ser
inseridas em uma célula animal que expressara taipaode interesse em um sistema de
cultivo adequado. Embora esses anticorpos quingridnda apresentem resposta imune
HACA (human anti-chimeric antiboglyesta € de propor¢do muito menor que a obsenada
uso de anticorpos completamente murinos, o queahdssl 0 sucesso desse tipo de droga
em inameros tratamentos clinicos (Reichert e Pa2004).

Outra tentativa de minimizar as reag0es adversasulicorpos monoclonais terapéuticos
consiste em criar anticorpos humanizados ou totagknkeumanos. Anticorpos humanizados
sao desenvolvidos através de uma recombinacaoagpaicenxerto (do inglégrafting), de
forma a substituir as regibes determinadoras de plnentariedade (CDR -
complementarity determining regipr{Figura 1.6) dos genes humanos pelo equivalente
murino, resgatando a especificidade do anticorpdymido pelo hibridoma, mas preservando
90% das propriedades do anticorpo humano. CadandmifWiH, porcédo variavel da cadeia
pesada, e VL, porcdo variavel da cadeia leve) pasdsiregides CDR, que sao regides de
hipervariabilidade da molécula de anticorpo, assquespondem pela afinidade de ligacdo ao
antigeno (Roqueet al, 2004). De forma anéloga ao que foi descrito pEwaanticorpos
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quiméricos, estas construcbes génicas podem seridas em uma célula animal que
expressara a proteina de interesse em um sisteroalti® adequado. Quando comparado
com 0s anticorpos obtidos pela tecnologia de hilonigls, esse tipo de produto geralmente
apresenta alguma perda de afinidade, porém combegaadversas de muito menor
intensidade (Tamashiet al, 2008).

COR1
CDR2
CDR3

g0

Figura 1.6: Esquema de uma imunoglobulina, destlcas trés regides hipervariaveis:
CDR1, 2 e 3 (adaptado de Tamasletal, 2008).

A sintese de fragmentos de anticorpos monoclonaisahos a partir de bibliotecas
construidas pela técnica de expressao em fagosmartdm sido utilizada como método de
obtencdo de moléculas para uso terapéutico. Reiehed. (2005) analisou a producdo de
anticorpos monoclonais e observou uma tendénce @astudo de anticorpos monoclonais
humanizados e de fragmentos de anticorpos monaslohataxas de aprovacao do FDA de
anticorpos humanizados e quimeéricos estdo entre 28%. Dezoito monoclonais foram
aprovados, entre os anos 1996 e 2000, para uguetei@. Dentre estes, apenas trés sao
murinos e 0s outros, humanizados ou quiméricos (€MRobinson, 2001; Jain e Kumar,
2008).

A tecnologia de hibridomas ainda é o método maipregado para gerar anticorpos
monoclonais, porém muitos pesquisadores optam lmnativas que sejam mais rapidas e
aumentem a producao de anticorpos. Pasqualini p &@04a), por exemplo, criaram a
tecnologia de geracdo de monoclonais sem o usabdeldmas, a qual consiste em gerar
linfécitos imortais como fonte de anticorpos mowoelis, através de camundongos

transgénicos. Estes linfécitos imortais apresentaedta estabilidade genética, mas esta



13
tecnologia ainda nao foi eficiente em diminuir ogse tempo na producdo de anticorpos
monoclonais.

Avancos recentes no estudo de proteomas ressaltafta alemanda por anticorpos
monoclonais, também chamados de ligantes de atidade. Alguns “gargalos” nas técnicas
de producéo precisam ainda ser superados pardotraas a producdo historicamente lenta,
cara e intensiva em mao-de-obra em processos ficentes para atender adequadamente
esta demanda (Chiarella e Fazio, 2008).

Apesar do desenvolvimento, nas ultimas décadasétiedos alternativos para a obtencao
de anticorpos monoclonais, como: tecnologia do Dik&ombinante e expressdo de
fragmentos de anticorpos em bactérias (Siegel,)2@0Rstrucdo de bibliotecas de expressao
em fagos (Rader e Barbas 1997), estratégias deegmando e humanizacdo baseadas em
animais transgénicos (Lonberg al 1994), existe ainda uma demanda crescente por
anticorpos monoclonais murinos. Tal demanda tenadgeum aumento significativo na
pesquisa de métodos mais eficientes para o desémeoito, selecdo e producdo destes
anticorpos.

1.2 Sistemas de Producao de Anticorpos Monoclonais

1.2.1 Producao de anticorpos monoclonais vivo

O meétodo mais tradicional de cultivo dos hibridomzea obtencédo de anticorpos
monoclonais em altas concentracdes consiste basitarem gerar ascite em camundongos.
Para tal, sdo inoculadas nos camundongos, pornttiaperitoneal, células do hibridoma
secretor do anticorpo monoclonal desejado (Pateal, 1972). Este método induz, nos
animais, a formacao de tumores asciticos, em @yjadb se acumulam quantidades elevadas
de anticorpos monoclonais, podendo atingir conaefigs de 10 a 20 mg/mL (Falkenbetg
al., 1995).

Muitos esforgos tém sido feitos para melhorar apgéo dos anticorpos monoclonais
vitro, com 0 objetivo de aumentar a concentracdo deacaptis, diminuir a quantidade de
proteinas contaminantes do sobrenadante e, poegun$e, reduzir as necessidades de
concentracdo e purificacdo posteriores. O primeasso do procedimento € conhecido como
etapa de sensibilizacdo, onde os animais, de apaotemente seis semanas, recebem injecbes
por via intra-peritoneal (IP) de reagentes estimes da reacdo inflamatoria. O mais
comumente usado é a inoculacdo de 0,5 mL Oleo alinarde Pristane (Sigma®). Passados
10 dias da sensibilizacdo, os animais sdo inocsladomn 16 células de cada hibridoma,

também por via IP, para que as células se deseaamotientro da cavidade peritoneal no
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fluido ascitico. Posteriormente, em aproximadamédtelias, o fluido é coletado em trés a
qguatro drenagens, em dias alternados, em cada laipt@s as drenagens, 0s animais sao
sacrificados. Como o rendimento de fluido ao fidalcada drenagem tende a ser pequeno
(cerca de trés a cinco mililitros por camundongtdrebém com o objetivo de minimizar as
diferencas individuais entre os animais, € necessarer umpool de fluidos obtidos dos
camundongos. Em Biomanguinhos, na producdo dosogmbis anti-dengue, este material é
centrifugado e aliquotado para ser entregue ao MEREa producado dkit para diagnostico
do dengue.
Esta metodologia de producdo de anticorpos monaidoapresenta uma série de
desvantagens, dentre as quais as mais limitarges sa
v" O baixo rendimento, uma vez que quantidades ralagnte pequenas de produto sdo
obtidas, apesar da alta concentracdo de anticargtuinlo ascitico (5 a 10 mg/mL)
(Bruceet al, 2002);

v O alto custo para a obtengédo e a manutencao dosiarem condi¢cdes adequadas;

<\

O alto custo de instalagées como biotérios e iGfexd;

v A presenca de 10 a 20% de imunoglobulinas ndo Hmaec para o0 antigeno
inoculado, as quais acabam por interferir nos essaalizados;

v' As falhas na formacdo de ascite, pois parte domasiinoculados pode nao
desenvolver ascite, o que pode causar irregulaglad inconsisténcia na producao;

v" O risco de contaminacao do produto por proveniedtsscamundongos e possiveis
patogenos infectantes dos camundongos;

v' A presenca de proteinas nao especificas dificuffaifieativamente o processo de
purificacdo dos anticorpos, acarretando em perddgugdo do produto durante o
processo de purificacao;

v' Variacdes significativas que ocorrem na composiefitre os fluidos asciticos
desenvolvidos por cada camundongo, 0 que resultaagiacbes entre os lotes de
anticorpos produzidos (Schonhetral.,1987; Bruceet al.,2002; Wanget al, 2004).

Pelos aspectos destacados acima, a principal ag#seg associada ao processo de

producdo de anticorpos monoclonais pelo métoddctoadhl utilizando camundongos € a
impossibilidade de se ter controle adequado. Ceramimdlo apenas a qualidade do produto e
0s custos de producédo, pode-se dizer que esta ohmjad ndo seria a melhor escolha para
uma producao consistente e de grande escala. Agsm, dutros aspectos importantes devem
considerados, tais como as implicacdes no campética, pois € uma técnica que leva ao
sofrimento de animais, sendo alvo constante deasipelas comissdes de ética em todo o
mundo (Everet al.,2006; Schénhet al.,1987).
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1.2.2 Producgao de anticorpos monoclonais vitro

Cada vez mais os anticorpos monoclonais vém serattuzidos através de cultivo dos
hibridomas secretores em sistemas de cuitiwatro (Figura 1.7), utilizando meios de cultura
industrializados. Estas inovacdes sao extremamsngertantes, pois quando se considera,
por exemplo, o cultivo estatico em garrafas deegtitieno (frascos T), método como séo
mantidos os hibridomas tradicionalmente em laba@toerifica-se que o0 mesmo resulta em
baixas concentracdes de anticorpos monoclonai®im@rsadante de cultura (Falkenbetg
al., 1995). Desta forma, este tipo de producéo nasilpib o cultivo em altas concentracdes
celulares e também néo permite que as células\sadne por periodos superiores a uma
semana, tornando-se, portanto, inviavel a utiliaagieste sistema para obtencdo da
quantidade necessaria de anticorpos monoclonasgparoducdo dkits de diagnostico em
escala industrial. Varios métodos tém sido deserdad com a intencdo de superar as
concentracbes de anticorpos dos frascos T atraeéscuitivo de células em altas
concentracdes (Wargf al, 2004). Os sistemas agitados de cultivo de hibraoconsistem
uma das alternativas que vém recebendo destacadadat nos ultimos anos (Doyle e
Griffiths, 1998; Freshney, 2000; Legagpial, 2005; Tanget al, 2007; Jain e Kumar, 2008).

Propagacio dos clones
zelecionados

Cuttivo em grandes \ )
densidades celulares . . i . ‘\ Incluc&o de ascite
/ IN VItro invivo™ ~ ——
|
l( @ dibridoma l

Anticorpo Anticorpo

Figura 1.7: Esquema da producédo de anticorpos namaisin vivo ein vitro (adaptado de
Tamashircet al, 2008).

A possibilidade de cultivo de célulasvitro e a necessidade de producdo de uma grande
variedade de reagentes e farmacos de origem alégrou a pesquisa de formas de cultivo
de células onde as condigfes fisicas, quimica®lédgitas possam ser controladas. Desta
forma, foram desenvolvidos sistemas de cultivolaeln vitro (Davis, 2007; Chiceet al,

2008), os quais podem variar em volume de pouctktnmé a varios litros, ser de operacao
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simples ou possuir controles complexos, além dempexigir manuseio em camara de fluxo
laminar ou ndo. Na tentativa de simular o funcioeaim de 6érgdos de seres vivos, foi
desenvolvida uma enorme variedade de sistemagivalni@go o cultivo adequado de uma
grande variedade de linhagens celulares.

Existem varias classificacdes dos sistemas devoultias uma das mais uteis refere-se ao
modo como as células estdo dispostas no sisteraadasl ou em suspensédo (Davis, 2007).
Nos sistemas em que as células crescem aderidashdeer um mecanismo gpermita ao
meio de cultivo estar em contato com todas as a®lphra que elas tenham acesso aos
nutrientes e ao oxigénio dissolvido (Chiebal, 2008). Estes sistemas, de modo geral, sdo
estaticos, limitados para escalas de até alguos lé também ndo permitem a retirada de
amostras homogéneas da populacao celular durgnteesso de cultivo (Chicat al, 2008),
excecdo quando se cultiva células aderidas a naiceadores em sistemas agitados. Nos
sistemas em que as células crescem em suspenséarapse aplicar uma condicdo em que
todos os componentes do cultivo (meio, célulagjentes, gases dissolvidos e metabdlitos)
estejam igualmente distribuidos (Legagpal, 2005; Tanget al, 2007; Jain e Kumar, 2008),
sendo necessario que o meio de cultivo esteja estartte movimento. Por este motivo, estes
sistemas sdo também chamados de sistemas agitados.

Para produzir uma grande quantidade de anticorposodionais é necessaria uma
determinada quantidade de hibridomas. O numero élidlas requeridas dependera das
propriedades das células cultivadas. Hibridomasaipente produzem entre 4 x'¥7 x 10
moléculas de anticorpo por célula por 24 h (StiiGrb983).

Os sistemas para cultivo de células animais deegroamnstruidos com materiais, como o
borosilicato ou 0 ago inox 316 L, que impecam diculiem a contaminagao do produto com
residuos dos mesmos ou a contaminacao do cultivprpbferacdo de microorganismos. O
processo de fabricacdo destes materiais devegistraglo para que possam ser certificados e
entdo facam parte do processo de cultivo. Desteomodos os materiais devem estar de
acordo com as especificacfes adotadas pelas agérmimlatorias do pais onde o
equipamento é utilizado (ANVISA, 2003; Chiebal, 2008).

1.2.2.1 Producéo de anticorpos monoclonais em sistas estaticos

O sistema de cultivin vitro mais utilizado em escala laboratorial é o frascds® se
deve principalmente a sua praticidade de uso eobaisto. Desta forma, frascos T séo
utilizados praticamente sempre que se trabalha adtivo de células animais, seja para o
cultivo principal, seja para ampliacdo e preparatgiindculo para outros tipos de frasco ou

somente para descongelamento inicial da linhagémac€Chicoet al, 2008).
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Frascos T sdo garrafas de poliestireno com tangspieaveis (ventiladas ou nao por
filtros hidrofébicos de 0,2g2m de poro) (Figura 1.8) que sdo mantidos na hotétaentro de
uma estufa incubadora e que permitem o cultivoélidas no volume de meio de cultivo que
Ihes € adicionado. No caso de cultivo de célueremtes, estas se expandirdo sobre a
superficie interna inferior da garrafa. A manipélacle cultivos realizados em frascos T deve

ser feita sempre em camara de fluxo laminar, parsutencéo da assepsia.

Figura 1.8: Frascos T para cultivo celular em sistestatico (BD Falcon, 2009).

O cultivo estatico em frascos T se caracteriza ppresentar rendimento baixo
(Falkenberget al, 1995). Por isso, foram desenvolvidos outros sigtede cultivo estético
com o intuito de aumentar a superficie de adesgmranto, a produtividade de células
aderentes, assim como outros que tornaram osa@sifimzais automatizados e, portanto, menos
suscetiveis a contaminag¢des. Dentre os mais ulilizastdo: os frascos com superficies
expandidas (Figura 1.9a), as bandejas de cultivpilleéveis Cell Factory (Nunc) (Figura
1.9b, c e d) e o biorreator para células aderédedi€ube(Corning) (Figura 1.9¢e). O sistema
Cell Factoryé formado por unidades controladas eletronicaegipaticamente para coletar o
sobrenadante de cultivo e encher as placas comduaialtivo fresco. O sistema Cell Cube é
também controlado por um maodulo eletrénico queractlmombas que retiram o sobrenadante
de cultivo e repdem meio de cultivo fresco, de madmanter todo o cultivo exposto

uniformemente aos gases e nutrientes.
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Figura 1.9: Sistemas de cultivo estatico com maisigerficies de adesao (a) frasco T com
superficie expandida (Corning, 2007); (b) sistemaultivoCell Factory(Nunc,
2005); (c) bandejas de cultivo do siste@ell Factory(Nunc, 2005); (d) detalhe
do sistema de fluxo de gases sistema de culfigh Factory (Nunc, 2005);
sistema de cultiv€ellCube(Corning, 2007).
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1.2.2.2 Produgéo de anticorpos monoclonais em sistas agitados

Nos sistemas agitados, procura-se aplicar uma ¢cdm@&m que todos os componentes do
cultivo (meio, células, nutrientes, gases dissolwice metabdlitos) estejam igualmente
distribuidos em todo volume de cultivo (Legagpal, 2005; Tanget al, 2007; Jain e Kumarr,
2008), sendo, para tal, necessario que o meioltieccesteja em constante movimento.

As células de mamiferos caracterizam-se por pa&ssuicrescimento lento, baixa
produtividade e alta sensibilidade as limitacdesuteentes, ao acumulo de metabdlitos e as
tensdes de cisalhamento (devido a auséncia deepaeddar). Por estes motivos, o cultivo
destas células exige um controle rigido de todoaspectos fisicos, quimicos e biolégicos
(Léo et al, 2008; Altamirancet al, 2008; Moraest al, 2008; Pellegriniet al, 2008). A
caracteristica homogénea dos sistemas agitadostpeume os parametros de cultivo possam
ser medidos e controlados diretamente durante preeesso. Desta forma, é possivel estimar
indiretamente o estado fisioldgico das células ¢@ht al, 2008). Do mesmo modo, amostras
homogéneas de células podem ser coletadas durantévo para avaliacdo da concentracdo
e da viabilidade celular. Outra caracteristica irtgpde dos sistemas agitados € que o0s
mesmos sdo mais facilmente escalonaveis para reaiokemes do que os sistemas de células

aderentes.

1.2.2.2.1 Garrafas Rotatoriasrpller)

As garrafas rotatérias, ou garrafafier, sdo frascos cilindricos com tampas rosqueaveis
(ventiladas ou néo por filtros hidrofébicos de 0,22 de poro), que permitem a adesao de
células em toda a sua superficie interna, que padar de acordo com o tamanho da garrafa
ou o tipo de superficie. A mais comumente utilizpdasui 850 chde superficie interna
(Figura 1.10a). O volume de meio de cultivo utiaaentre 300 e 450 mL, é suficiente para
banhar apenas uma por¢cdo desta superficie, 0 goué&onado mantendo-se a garrafa na
posicdo horizontal sobre um aparelho que a mantdmra&tacédo constante (Figura 1.10b)
(Kumaret al, 2004).
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Figura 1.10: Garrafamller. (a) visdo geral das garrafas de 85C d® superficie interna,
como as utilizadas neste trabalho; (b) disposicds gdarrafas quando em
processo de cultivo, sobre o aparelho gerador thgdo (Greiner Bio-One,
2009).

O posicionamento horizontal sobre o sistema deéiotd1l-2 rpm) faz com que todas as
células sejam periodicamente supridas com nutsedte meio de cultivo. O sistema de
rotacao deve ficar em estufa com temperatura dadaqDoyle e Griffiths, 1998; Freshney,
2000; Kumatret al., 2004).

As garrafagoller apresentam vantagens como:

v' O uso de pequena quantidade de meio de cultivog aed pode obter mais alta
concentracdo de produto;

v" A obtencao de concentracdes celulares maioresmurascos estaticos;

v A alta oxigenacdo do meio e, consequentementecélasas, devido ao processo de
rotacao;

v" Na operacdo de um grande ndamero de garrafas, wndeasontaminacado gera perda de

apenas uma pequena parte do cultivo (Doyle e @isffil998; Freshney, 2000).

Ja as desvantagens de garrafdier sao:

v" Necessitam ser manipuladas em cabines assépticas;

v' Envolvem um custo significativo em equipamentosnglo comparadas aos sistemas de
frascos, como incubadoras, agitadores e cabinéptass;

v' Ser for utilizado um grande nimero de garrafaspeatde meio, ampliacdo e coleta de
produto podem se tornar altamente intensivos em-deaabra e com maior risco de
contaminacao devido a manipulacao;

v' Geralmente ocorrem perdas de 10 a 20% das gardai@mte o processo (Doyle e
Griffiths, 1998; Freshney, 2000).
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Garrafas roller sdo os frascos mais frequentemente utilizados parmicio do
escalonamento de cultivo para células aderentegld o Griffiths, 1998; Freshney, 2000).
Isto ndo significa que as mesnma® possam ser utilizadas com células em suspehgésar
de pouco utilizado, este procedimento pode sedwgbara adaptacdo ao crescimento em
suspensao, permitindo o inicio da adaptacdo enissanas rotacdes (por exemplo, 1 rpm)
(Treeet al, 2001; Genzett al, 2006; Hundet al, 2007; Berson e Friederichs, 2008).

1.2.2.2.2 Frascos agitados do tipgpinner

Em geral, o primeiro passo para o escalonament®ldéas que crescem em suspensao,
ou que sao adaptadas para crescer em suspensae oescem aderidas a microcarregadores
€ o frasco agitado do tipspinner O frasco é normalmente feito de vidro borositicat
possui, fixado em sua tampa, um eixo que, em stia @xtremidade, possui uma barra
magnética coberta de teflon, silicone ou vidro.afréd magnética ndo deve encostar no fundo
do frasco, nem em sua parede, para evitar darmdwdas (Doyle e Griffiths, 1998; Freshney,
2000; Kumatret al, 2004) (Figura 1.11).

A tampa superior do frasco pode possuir um filtidrdfobico que permite a troca de
gases entre o cultivo e o ambiente. Costumam tanmebéstir mais uma ou duas aberturas
(bracos), mantidos tampados, que séo utilizados fraca de meio, retirada de amostras,
introducdo do indculo e outras fun¢des. Todo cesiat incluindo os frascaspinnere o
agitador magnético, deve ser mantido dentro debembora ou ambiente com temperatura,
umidade e atmosfera de g€bntrolados (Doyle e Griffiths, 1998; Freshney)@0

Os frascos agitados do tipgpinner possuem varios tamanhos, com volumes uteis
variando de poucos mililitros até 20 L. Ap6s a adiglo meio de cultivo e do in6culo, o
frasco € posicionado sobre um agitador magnéticdoaiea velocidade. Deste modo, a
velocidade de agitacdo pode ser controlada, mamtesdcélulas em suspensao (Doyle e
Griffiths, 1998; Freshney, 2000).



22

=l

_,

Figura 1.11: Esquema de fras@mnner (a) frascaspinnercom barra magnética central; (b)
frascospinnercom barra magnética pendular (Doyle e GriffitrG0@).

1.2.2.2.3 Biorreatores

Os processos bioldgicos sédo de operacao compleisas@frem influéncia de um grande
namero de variaveis. Estas variaveis e a interagi@ elas tornam dificil o controle destes
processos, pois as respostas a qualquer mudaragabiente ou no processo em si SA0 pouco
reprodutiveis. Deste modo, o controle de procebsgmégicos torna-se a maior dificuldade
em seu desenvolvimento, otimizacao e escalonam@staliferentes parametros de controle
que caracterizam 0s processos de engenharia quimimasempre se aplicam de modo
simples nas operacdes de sistemas biologicos (Sdeidhe Strube, 2005). Atualmente, o
cultivo em biorreatores agitados é o sistema dévoutelularin vitro predominante na
industria, por permitirem o controle e monitoransecdnstante do processo.

Esta area de pesquisa tem avancado grandementgos mavos tipos de biorreatores e
modificacdes tém sido utilizados para alcancarsattancentracdes celulares e aumentar a
produtividade de processos de producdo de antisarmmoclonais, biofarmacos e vacinas.
Um projeto adequado de um biorreator devera parmitia transferéncia de massa eficiente,
ja que a mesma sera necessaria para garantireciorento homogéneo de nutrientes e evitar
0 acumulo localizado de metabdlitos celulares; uprisento de oxigénio necessario para a
concentracdo celular desejada e baixos niveisrd@idede cisalhamento celular (Glacletn
al., 1983).
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Diferentes tipos de biorreatores agitados tém siskdos para o cultivo de células de
mamiferos, tanto em escala piloto, quanto em esadiestrial: biorreator de tanque agitado,
biorreator do tipaair lift, bioreator de fibras ocas e biorreatores com $igps permeaveis
(Martin e Vermette, 2005; Wanet al, 2005; Warnock e Al-Rubeai, 2006; Chieo al,
2008). A utilizacao de cada um destes biorreai@mpessenta vantagens e desvantagens, sendo

adequados para diferentes aplicagdes.

Biorreatores de tanque agitado

O biorreator de tanque agitado tem sido o maiszatib na industria devido a sua
facilidade de escalonamento e controle do cult®bu( e Robinson, 200Birch e Racher,
2006). Ja para uso em pequenos volumes, existeggrande diversidade de tipos de reatores
que sdo empregados em diferentes areas, tais pootlcao de vacinas virais, terapia génica
e diagnéstico (Chu e Robinson, 2001; Jain e Kug08).

Na producdo de anticorpos monoclonais em grandalagses biorreatores de tanque
agitado tem sido largamente utilizados pelas im@dsst Alguns exemplos de anticorpos
monoclonais comercialmente disponiveis produzidmsgste sistema de cultivo podem ser
citados, como o Alemtuzumab, para tratamento deehaia linfocitica crénica; o Cetuximab,
para tratamento de cancer de cabeca, de pescatoreetal; o Adalimumab, para tratamento
de artrite reumatodide; o Trastuzumab, para trattandn cancer de mama, dentre outros
(Mellado e Castilho, 2008). Tais biorreatores cstesn basicamente de um vaso, valvulas e
um motor ligado a um eixo de agitacdo. Os biorreatale tanque agitado para pequenos
volumes geralmente possuem vasos de borosilicatooteesistente. Ja os de grandes
volumes séo construidos em aco inoxidavel polidoniado geral, impelidores do tipo naval
(bordas arredondadas) sao usados para manteueacuth suspensédo. Hibridomas costumam
resistir a velocidades de agitacao relativamerés §Chisti, 1993), especialmente quando n&o
Sao necessarios mecanismos de aeracao, permitellorrhomogeneizacao e oxigenacéao do
sistema. E importante destacar o cuidado que setdecom as condigdes de agitacio, pois o
binbmio agitacéo e aeracéo, agindo conjuntamentke pontribuir significativamente para a
reducdo da viabilidade celuld#Oh et al., 1992). O dano as células pode ser reduzido
significativamente adicionando ao meio de cultigagentes protetores da membrana celular,
por exemplo: soro albumina bovina (BSA), soro ahjm@xtrana ou o surfactante néao-iénico
Pluronic F68 (Chisti, 2000; Sowaseaal, 2002; Murhammert e Goochee, 1990).

Podem ser apontadas como vantagens deste tipstemaide cultivo: a possibilidade do

cultivo de células em suspensdo ou aderidas a caicepadores, o fornecimento de um
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ambiente homogéneo para crescimento e proliferagfidar e um controle de processo
relativamente facil (Wangt al, 2005).

Nos ultimos anos, tem sido desenvolvidos biorreatagitados descartaveis para cultivo
de células animais e hibridomas, para a obtencaprakeinas recombinantes, vacinas e
anticorpos monoclonais. As principais vantagens ldogeatores descartaveis sdo: o baixo
custo do investimento inicial, custo de operac@oizelo, poucas exigéncias de validacao (os
materiais descartaveis sao validados pelos faliesamlos mesmos), escalonamento
simplificado e baixo risco de contaminacéo cruzada.

Existem varios exemplos deste tipo de biorreatan(é Kumar, 2008), mas dentre os
sistemas agitados, um dos mais utilizados atuaBménb tipowave Basicamente, este
biorreator consiste em uma bolsa descartavel dietigho adquirida ja estéril, contendo
portas para circulacdo de gases (mantendo a batsalmente inflada), in6culo, passagem
de meio de cultivo, retirada de amostras e coletaatbrenadante (obtencdo do produto). A
bolsa é parcialmente preenchida com o meio devoudtia sua parte superior fica preenchida
de ar. O reator é mantido sobre uma plataformagitacéio e aquecimento que mantém a
temperatura do cultivo estavel e também mantém sturai homogénea através de um
movimento oscilante, gerando ondawaye$ que aumentam a superficie ar-liquido,
aumentando significativamente a transferéncia dgéaio. A agitacdo através de ondas
permite, portanto, uma boa aeracdo sem o uso Hadyokduzindo o dano as células causado
por estas.

Os biorreatoresvave podem ser utilizados para qualquer célula que esola em
suspensao ou que possa ser cultivada em microadoess. Atualmente, este sistema pode
alcancar escalas de até 1000 L (volume dutil de r8Q), com uma concentracao celular
superior a 10células/mL (Singh, 1999; Fries al, 2005; Jain e Kumar, 2008). A obtencéo
de produto nestes cultivos € similar as obtidaeltivos em biorreatores de tanque agitado
(Knevelmanet al, 2002). Biorreatoresvave podem ser utilizados sob qualquer modo de
operacdo (Ozturk e Palsson, 1991). Taba@l. (2007) desenvolveram um biorreatwave
operado em perfuséo, que alcancou altas conceesraeiulares e altos niveis de producao de

anticorpos (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Esquema do biorreatzaveem cultivo continuo em perfuséao (adaptado de Tang
et al, 2007).

Biorreatores do tipair lift

Nos biorreatores do tipair lift, 0 meio de cultivo é agitado, homogeneizado edaera
através da introducdo de ar, ou de uma misturaadesg na base do reator. O biorreator é
formado por dois cilindros concéntricos, sendo gjueterno recebe os gases e 0 externo nao
0s recebe. Deste modo, gera-se uma recirculac@icaleEste tipo de biorreator tem sido
utilizado frequentemente para producdo de antirponoclonais para uso terapéutico e
diagnostico (Bugarslet al, 1989; Kwonget al,1989; Jain e Kumar, 2008)

Do mesmo modo que os biorreatores de tanque agiteddo tipoair lift podem ser
utilizados para cultivar células em suspensdo oeridgas a microcarregadores. Nestes
sistemas, as células também podem sofrer danododéderacao.

Biorreatores do tipoair lift podem ser escalonados até 10.000 litros, prodozind
anticorpos monoclonais através do cultivo de hdimds (Jain e Kumar, 2008). Bugarski
al. (1989) cultivou o hibridoma murino secretor doi@mpo neutralizante do virus AcCNPV
NOV (Autographacalifornia nuclear polyhedrosis viriem biorreator do tipair lift com
300 mL de volume e produziu aproximadamente 10 gleste anticorpo.
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Biorreatores com membranas permeaveis

A caracteristica comum entre os biorreatores dgsieé sua divisdo em camaras atraves
de membranas permeaveis. Estas membranas separaraséae volumes diferentes: uma
menor, contendo as células e o produto secretddiolas no meio de cultivo, e uma maior,
contendo somente meio de cultivo, por exemplo. &w lem que o compartimento menor
entra em contato com o ambiente externo, existe mm@@brana de silicone permeavel a
gases, que permite a troca de oxigénio e gas dadbéntre o cultivo e o ambiente. Estes
biorreatores sdo geralmente adequados para estmliboratorio, pois sdo de pequenos
volumes e podem produzir monoclonais na faixa ded 800 mg (Falkenbergt al, 1995;

Trebaket al, 1999), sendo relativamente baratos e faceipdeo (Figura 1.13).
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Figura 1.13: Esquema do modulo de producédo doseaitmres com membranas permeaveis,
mostrando como ocorre a troca de gases, de nasientle metabdlitos (Integra,
2007).

O sistema de cultivo miniPERM (Greiner-BioOne) apgrga as caracteristicas comuns
aos sistemas com membranas permeaveis e, portamibeém possui dois modulos. O
modulo superior, autoclavavel por até até 10 vegeshamado de modulo de nutrientes e
possui capacidade util de 400 mL de meio de cultidoo modulo inferior, descartavel, é
chamado de modulo de producao e possui capacidihde 35 mL de suspensao celular. Os
modulos sao feitos de policarbonato e separadosipar membrana de dialise com massa
molar de corte (MWCO) de 12,5 kDa, que permite sspgem de nutrientes e metabdlitos e
nao permite a passagem das células e de produta@dtalenassa molar, tais como 0s
anticorpos monoclonais. A membrana de dialise, sggara o médulo de producdo do

modulo de nutrientes, é suportada por uma gradeotiearbonato que, além de protegé-la
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contra danos mecanicos, provoca um fluxo do meicuttero junto a membrana, melhorando
a difusdo através da mesma. A membrana de silicen®utra extremidade do modulo de
producdo, possui reentrancias para dentro do méguéo criam turbuléncias no cultivo,
mantendo as células permanentemente em susperééodisto, estas reentrancias tambéem
aumentam a superficie de troca de gases da mendwaiécone (Greiner-BioOne, 2007).

Para que o cultivo mantenha-se em suspensao teidtema miniPERM deve ser mantido
em rotacdo. Para tal, o sistema fica sobre um kpaténiversal Turner Device (Greiner-
BioOne) com a rotacdo controlada digitalmente (figl.14). Todo o conjunto deve ser
mantido dentro de uma incubadora com temperatursidlamento de gases controlados
(Greiner-BioOne, 2007).

Figura 1.14: Sistema empregado no cultivo de cglntabiorreator de superficie permeével
MiniPERM.

Biorreatores deste tipo sdo projetados para csltive alta concentracdo celular (10
células/mL ou mais). Culturas estaciondrias nao c&mazes de alcancar concentracdes
celulares nesta mesma ordem de grandeza devidmiéacbes na oxigenacdo do cultivo.
Consequentemente, os produtos celulares sdo shkigetam maior concentracdo se
comparados a cultivos convencionais estaticosoRwo lado, uma limitacdo de cultivos em
alta concentragdo celular € que estes sao altardepeandentes de condi¢des Otimas, sendo
mais sensiveis a distrbios do que cultivos ememmacdes de 2®u 1§ células/mL. A alta
concentracdo celular torna-os mais dependentespagnento continuo de altas quantidades
de nutrientes e oxigénio e da remocao mais efeiel@ metabodlitos e GOA taxa de
consumo de oxigénio de hibridomas murinos encaseraa faixa de 0,05 a QuM/10° céls/h
(Doyle e Giriffiths, 1998). Calculando o consumo emna alta concentragdo celular



28
(10’ céls/mL), a demanda de,@m 35 mL de meio de cultivo seria de aproximadaenen
17,5 M/h.

Os resultados observados em sistemas permeavei2 @e4 mg de proteinas/mL)
demonstraram que a retencdo das células em um domgao de volume limitado, porém
com transferéncia de nutrientes e oxigénio atrdeésuperficies semi-permeaveis, aumenta a
concentracdo de células e do produto, facilitan@dorscuperacao e diminuindo a necessidade
de concentragdo. Outro aspecto importante é qus &sbrreatores podem funcionar por
periodos de varios meses e com concentracdesreslsiaperiores a {@élulas/mL (Brucet
al., 2002).

1.2.2.3 Modos de operacéo de sistemas de cultivo

Nas ultimas décadas, foi desenvolvida uma ampladeade de sistemas de cultivo, sendo
que muitos deles podem ser utilizados segundo slgdas modos de operacéo
esquematizados na Figura 1.15. Os sistemas agifetesn ser operados, basicamente, de
quatro formas distintas: batelada, batelada aliagent continuo simples e em perfusao
(continuo com retencdo celular) (Figura 1.15). Traisdos de operacdo diferem entre si
principalmente no que diz respeito a adicdo owatdir meio condicionado (sobrenadante de
cultivo) por meio fresco determinando, consequeates o perfil de crescimento celular e a
secrecado do produto de interesse (Avgereiad, 1990).

Perfundido

Alimentacédo Alimentacdo Suspensdo Alimen-

de células  tacdo
- pa

Equipamento
de retencéo
celular

> L

kf__ __;,) = g ] )
Batelada Batelada alimentada Continuo simples Perfusdo

Figura 1.15: Esquemas dos modos de operagdo despoxcde cultivo de células animais
(Castilho e Medronho, 2002).

Os modos de operacdo mais simples tendem a seaiseautilizados, principalmente em
cultivos de pequenos volumes. Ja em escala de giodmodos mais complexos podem ser
considerados mais produtivos. Ainda nao existe rggposta definitiva para o melhor modo
de operacdo a ser utilizado. Tal escolha deperdBsécaracteristicas da linhagem celular
utilizada (perfil de crescimento, padrao de produedtabilidade de expressdo da proteina de
interesse, capacidade de resisténcia as concesdragdmetabolitos toxicos e as tensdes de
cisalhamento), capacidade do produto de mantemsegridade no sobrenadante de cultura,

capacidade de producdo necesséria para atendemandi experiéncia da equipe no
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desenvolvimento do processo, da quantidade de fwrodesejada, das capacidades do
processo de purificagdo e conhecimento sobre csctaspregulatorios (Doyle e Griffiths,
1998; Chocet al, 2007; Chiceet al, 2008).

Os principais modos de operacédo de biorreatoré® estquematizados na Figura 1.15 e

suas caracteristicas estao a seguir:

v Batelada apo6s a introducéo do indculo, ndo existe nenhiponde adicdo de meio fresco
ou retirada de sobrenadante de cultura, sendoide thamanda de controle de processo.
A duracao do cultivo (de 4 a 10 dias) dependeréndoulo, e da taxa de crescimento e
cinética de producéo da linhagem celular e costsendimitado pela falta de nutrientes
e/ou pelo excesso de metabdlitos toxicos (Doylaiffits, 1998; Jain e Kumar, 2008,
Chicoet al, 2008);

v' Batelada alimentada em periodos determinados, ocorre adicdo de nmmesxd ou de
suplementos de nutrientes especificos, sendo tandeébaixa demanda de controle de
processo. Este procedimento aumenta o tempo deccala concentracdo celular. Caso o
produto tenha meia-vida curta no sobrenadante liga;wo fato do tempo de cultivo ser
maior pode levar a perda de quantidades sign¥asiilo produto. Este modo de operacgao
costuma apresentar maior concentracédo celular doofitido na batelada simples e a
concentracdo de produto pode alcancar 750 mg/L rfv@004; Jain e Kumar, 2008,
Chicoet al, 2008);

v' Semi-continua neste caso, a suspensao celular em um cultivioa¢etada é parcialmente
drenada em periodos determinados e 0 mesmo volenmeet fresco € adicionado ao
cultivo. Normalmente, este processo pode ser gpét trés a quatro vezes, mas algumas
linhagens celulares permitem que sejam feitas até de 10 trocas. O namero de trocas é
limitado pela diminuicdo da viabilidade celular elg recuperacdo de produto a cada
drenagem (Doyle e Griffiths, 1998; Jain e KumaQ&0

v' Continuo: a suspensao celular é continua e homogeneamamnievida e, do mesmo
modo, meio de cultivo fresco é continuamente adado. Este processo pode manter as
condicOes de cultivo constantes e o cultivo podaaeter por longos periodos, mas néo é
considerado economicamente viavel para a prodygi®.as células nunca alcancam alta
concentracdo celular devido a baixa taxa espedaificarescimento, que limita a taxa de
diluicdo, a qual pode ser aplicada sem risco deptaim lavagem (remocgao completa das
células) do biorreator. Este modo de operacao guade para otimizacdo de obtencao de
produto, mas néo para producao de biomassa (¥aimar, 2008, Chicet al, 2008);

v' Continuo com retencdo de biomassa (perfusdoneste caso, durante o processo
continuo de retirada de meio cultivado e adicdaneé fresco, as células séo retidas
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dentro do biorreator ou devolvidas para este ag@ngado em equipamento externo. Neste
modo de operacdo, podem ser alcancadas altissinoasentracbes celulares
(>20 x 16 céls/mL), o cultivo pode ser mantido por periodoaiores (por exemplo,
180 dias) e o produto pode alcancar altas conagigsa Ainda como vantagens, podem
ser citados que, neste modo de operacédo, o tempesikEncia do produto no sistema
reacional € menor que nos outros modos de opeeag@ores concentragdes de produto
podem ser obtidas com biorreatores de menores eslurContudo, € necessaria
instrumentacdo complexa para o controle do processcentupimento ou faléncia dos
dispositivos de retencéo celular no biorreator podgar o tempo de cultivo. A taxa de
troca de meio, chamada taxa de perfusdo, é umartmmp® varidvel de operacdo para
sistemas deste tipo. Altas taxas de perfusdo aameatprovisdo de nutrientes e podem
aumentar a viabilidade celular e a producdo dapratde interesse (Mercikg al, 2000;
Ryll et al, 2000; Voisarcet al, 2003; Jain e Kumar, 2008, Chiebal, 2008).

1.3 Meios de Cultivo Livres de Soro

O soro animal, especialmente o soro fetal bovirfeBjSvem sendo utilizado ha varias
décadas como suplemento em cultivos celulamesitro, como fonte de nutrientes, sais
minerais, lipideos e hormoénios. Proteinas séo iosipais componentes do soro e as funcdes
in vitro de muitas delas permanecem obscuras. Sabe-se gumaal funcionam como
carreadoras de minerais, acidos graxos e hormobDmrstre as proteinas mais abundantes e
conhecidas presentes no soro, destacam-se a aljummportante como carreadora de
lipideos, minerais e globulinas; a fibronectinaprpotora de adeséo celular; e od-
macroglobulina, inibidora da agdo da tripsina. NeBSa fetuina e a transferrina também
estdo presentes - a primeira aumenta a adesaarcelal segunda se liga aos ions de ferro,
tornando-os menos toxicos e biodisponiveis. Ouirateinas, menos estudadas e, portanto,
menos caracterizadas, também sdo essenciais paes@mento e adesao celular (Tabela
1.1). As proteinas do soro também aumentam a vismes do meio de cultivo, reduzindo o
estresse causado as células devido a agitacdoentanuo a capacidade de tamponamento do
meio (Freshney, 2000). Fatores estabilizantesaxidiebntes, também presentes no soro, sao
necessarios para atuar tanto diretamente, mantengbl ou inibindo proteases, quanto

indiretamente, precipitando proteases ou outrageutds toxicas (van der Vagk al, 2004).
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Tabela 1.1: Principais constituintes do soro eagigde concentracédo (adaptado de Freshney,
2000). °As concentracGes sdo aproximadas, apenas forneosmordem de
magnitude’somente em SFBsomente em soro humarfmais alto em SFB.

Constituintes Faixa de concentrag&
Proteinas 40-80 mg/mL
Albumina 20-50 mg/mL
Fetuind 10-20 mg/mL
Fibronectina 1-10 pg/mL
Globulinas 1-15 mg/mL
Inibidores de protease;j-antitripsina,o,-macroglobulina  0,5-2,5 mg/mL
Transferrina 2-4 mg/mL
Fatores de crescimento
EGF, PDGF, IGF-1 e 2, FGF, IL-1, IL-6 1-100 ng/mL
Amino&cidos 0,01-1,0 uM
Lipideos e Acidos Graxos 2-10 mg/mL
Colesterol 10 uM
Acidos graxos 0,1-1,0 uM
Acido linoleico 0,01-0,1 pM
Fosfolipideos 0,7-3,0 mg/mL
Carboidratos 1,0-2,0 mg/mL
Glicose 0,6-1,2 mg/mL
Hexosamina 6-1,2 mg/mL
Acido lacticd 0,5-2,0 mg/mL
Acido pirtvico 2-10 pg/mL
Poliaminas
Putrescina, espermidina 0,1-1,0 uM
Uréia 170-300 pg/mL
Compostos inorganicos 0,14-0,16 M
Calcio 4-7 mM
Cloretos 100 uM
Ferro 10-50 uM
Potéssio 5-15 mM
Fosfato 2-5mM
Selénio 0,01 uM
Sadio 135-155 mM
Zinco 0,1-1,0 uM
Horménios 0,1-200 nM
Hidrocortisona 10-200 nM
Insulina 1-100 ng/mL
Triiodotironina 20 nM
Tiroxina 100 nM
Vitaminas 10 ng-10 pg/mL
Vitamina A 10-100 ng/mL
Folato 5-20 ng/mL
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Outros importantes constituintes do soro animalasitatores de crescimento. O fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF — do inglételet-derived growth factpré um
grupo de polipeptideos com atividade mitogéniqga@yavelmente, o fator de crescimento em
maior concentracdo no soro. Outros fatores de ionesto, como os de fibroblastos (FGFs),
epidérmico (EGF), endotelial, vascular endoteNdEGF), angiogenina e similar a insulina
(IGF-1 e IGF-2) possuem varios graus de espedifigdcelular e estdo presentes no soro em
menores quantidades. Muitos destes fatores deire®o estdo disponiveis comercialmente
como formas recombinantes e também em formas asatmmo moléculas maiores (Sigma)
que possuem sua atividade mitogénica aumentadaice esabilidade no meio de cultivo
(Freshney, 2000).

Os outros elementos do soro ocorrem em concengagérores, mas alguns deles podem
ser de significativa importancia para o desenvadvitn do cultivo celular e producdo da
proteina de interesse. Os hormoénios sdo substamegasaturalmente atuam em quantidades
muito pequenas. Os que mais frequentemente ocarcesoro séo: insulina, que promove
entrada de glicose e aminoacidos nas células eefeito mitogénico quando ligada ao
receptor IGF-1; horménios de crescimento, que pasefeito mitogénico; hidrocortisona,
que promove adeséao e proliferacdo celular. Detewos compostos podem ser importantes,
afetando o metabolismo de algumas linhagens cekil@mom exigéncias nutricionais
especificas, tais como: nutrientes, como por exemltose, aminoacidos, nucleosideos, etc.;
metabolitos intermediarios; lipideos, normalmeigados a proteinas, como acido linoléico,
etanolamina e fosfoetanolamina; minerais como a@ofecobre, zinco e selénio, que
normalmente atuam como elementos traco, em bandssguantidades e ligados a proteinas,
como co-fatores de enzimas (Freshney, 2000).

O SFB é, normalmente, o suplemento mais escolheltrel os soros animais, por
apresentar menor quantidade de imunoglobulinasquess podem atuar como fortes
inibidores da proliferacdo celular e da producéguddeina de interesse, e possuir grande
quantidade de hormdnios de crescimento e hidreoord (Freshney, 2000).

Apesar de todas essas vantagens, 0S SOros aniossisep COmposicao imprecisa, pois
seus componentes variam quali- e quantitativantante entre as espécies, 0 que € esperado,
quanto entre cada individuo. Deste modo, ha a sieleele de fazepools de uma grande
quantidade de individuos, formando grandes loespado a uniformizar as concentragées de
seus componentes. Tal artificio leva a outro féitoitante: o risco potencial de constituir
fonte de contaminacédo oriunda de algum ou uma plxseanimais doadores. Soro animal
pode ser contaminado com bactérias, micoplasmas @l prions, sendo que alguns podem

afetar ou mesmo impedir o crescimento celular, masos podem se manter presentes
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juntamente com o cultivo, sem afeta-lo visivelmenteas alterando o metabolismo das
células. Este fato torna-se mais importante quamdmntaminacdo afeta a producdo da
proteina de interesse ou ainda mais sério se cordedes ocorrem em cultivos produtores de
farmacos injetaveis, ja que alguns microorganispuaem ser transmitidos aos humanos ou
animais onde estes farmacos serao utilizéeieesshney, 2000).

Alguns componentes do soro, como alguns dos amduwscproteinas e fatores de
crescimento se deterioram ao decorrer do tempogdag com que um mesmo lote de soro
ndao mantenha suas concentracées de componentesedun@eriodo em que esta em estoque
(Freshney, 2000).

Somente a variacdo entre lotes ja é suficiente pléesar uma producdo industrial que
trabalhne com enormes quantidades de meendo possivel que ocorram variacdes
significativas na obtencao do produto (Freshne@020

Tais desvantagens do soro animal geraram inUnesfoscos em criar formulacdes de
meios de cultivo celular que ndo necessitassenuglaraentacdo com soro. Inicialmente, as
quantidades de soro foram reduzidas até que algfomaslacfes mostraram que as células
eram capazes de se desenvolver no meio sem somo spie algumas linhagens sem
adaptacéo aparente (Tharaldl, 1986; Freshney, 2000).

Apenas poucos anos apos ser descrita a técnicaibddizacdo para producdo de
anticorpos monoclonais (Kohler e Milstein, 197%xaim descritas na literatura tentativas de
desenvolvimento de meios livres de soro para avoutte hibridomas (Chanet al, 1980).
Inicialmente, a maioria destas formulacdes continbh&ros suplementos protéicos, como
insulina, transferrina e albumina (Darfler, 1990@edhney, 2000; Birch e Racher, 2006). A
descoberta de substancias promotoras do crescimestdtou no estabelecimento de
suplementos nutricionais efetivamente capazes Wstigitir o soro no meio de cultivo. Os
meios sem soro podem ser classificados em trés. tipeios quimicamente definidos e livres
de proteinas pfotein-freg, meios quimicamente definidos, porém contendoesugntos
protéicos lpw-protein) e meios suplementados com componentes nao totEndefinidos
quimicamente, tais como leite, extrato de levedpeptona, etc. (Federspiet al, 1991;
Birch e Racher, 2006).

Muitos pesquisadores foram relutantes em mudaedesistema ja estabelecido de meio
de cultivo suplementado com soro devido a preo@gpapm os resultados, em termos de
produtividade. Entretanto, como o suprimento deo sanimal representa um gasto
significativo, muitos laboratorios decidiram dediesforcos a desenvolver meios livres de
soro. Os resultados iniciais ndo foram muito preomss e alguns derivados do soro

necessitaram ser ainda usados nos cultivos. Cgnitnestigacdes subsequentes mostraram
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que, com os suplementos adequados requeridosv@elas linhagens celulares, meios livres
de soro podem manter normalmente o cultivo cel(8éacey e Davis, 2007). Além disso,
devido aos riscos de contaminacdo do produto paraeon humanos por virus, micoplasmas
ou prions advindos de suplementos de origem ar(iBudler et al, 2000; Lubiniecki, 1998),
agéncias regulatorias na Europa (European Mediéigeacy: EMEA) e nos Estados Unidos
(Food and Drug Administration: FDA) tem encorajade fabricantes de biofarmacos e
imunobiolégicos a reduzirem ou eliminarem o uscdestancias de origem animal em seus
processos de fabricacédo (Kakglal, 2002).

Os meios livres de soro contém uma série de commpesieque formam misturas
complexas de sais, aminoacidos, vitaminas, glicasielos nucléicos, precursores lipidicos,
antioxidantes e elementos trago. Nos meios queéporiroteinas, sdo utilizados como
suplementos hormdénios (insulina, esterdides edatde crescimento) e proteinas de adeséo e
transporte (transferrina e albumina) (Marianal, 1991).

Mariani et al. (1991) demonstraram que varias linhagens de loilméd cresceram em
meio livre de soro e de proteinas ap0s adaptagaantiveram seus niveis de producao de
anticorpos. Além do avan¢co na pesquisa de sistaivasultivo, muito do aumento de
produtividade tem sido alcancado devido as otinfigagde meio de cultivo e controle de
processo (Wurm, 2004; Birch e Racher, 2006; J&uoraar, 2008).

Meios quimicamente definidos podem ser menos ddipsos e tornam o0 processo de
purificacdo significativamente mais simples, pasguem menos contaminantes e 0S poucos
existentes sdo conhecidos, o que facilita o procedsste aspecto também contribui para
tornar mais econdmico o uso de meios quimicamenfmidos (Schlaegeet al, 1985;
Tharakanet al, 1986; Schneider e Lavoix, 1990; Scharfenberg agiwer, 1995; Birch e
Racher, 2006).

O uso de meios quimicamente definidos tambéem facdi otimizacdo do processo de
cultivo, pois torna possivel acompanhar mais datimente o metabolismo e a fisiologia
celular através de alteragcbes na composicdo dasemtes e suplementos e observar o
resultado em termos de crescimento e viabilidadelacge producdo de metabdlitos e de
produto (Schlaegeet al, 1985; Tharakaret al, 1986; Schneider e Lavoix, 1990; Birch e
Racher, 2006). Por exemplo, estudos tem mostrad@darnecimento controlado de glicose
e glutamina conjuntamente, no meio de cultivo g&talas de mamiferos, reduz a producao
das duas principais substancias inibidoras do ionesto — lactato e aménia — sem reduzir a
taxa de crescimento (Dorlkea al, 2009).

O crescimento dos hibridomas, como o de muitaslastlde mamiferos, € sensivel as

condi¢cdes de cultivo, especialmente as concentsag@éenutrientes e metabdlitos, sendo
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lactato e amoénio os dois principais metabdlitosctix formados. O cultivo celular e a
producdo de anticorpos podem ser limitados pelta fde nutrientes, como glicose e
glutamina. De forma inversa, niveis altos de méitasdinibitorios, como lactato e amonio,
produzidos pelo proprio metabolismo das célulasmter seu desenvolvimento em cultura,
podem ser toxicos para as ceélulas, levando-as & rftéasselket al, 1991; Cheret al, 2001,
Butler, 2005). As concentracdes destes metab&@itmsentam com o tempo de cultivo e a
concentracdo celular, podendo causar morte celGlackenet al, 1986; Wohlparet al,
1990; Xie e Wang 1997) e reducédo de produtividagereécao de anticorpos monoclonais),
caso nao sejam removidos do sobrenadante de c(taghet al, 1999;Tanget al, 2007).
Um sistema de cultivo que permita solucionar easpectos, sem que sejam retiradas células
do cultivo, possibilitaria a otimizagcdo do processo producdo de anticorpos monoclonais
(Butler, 2005).

Meios de cultivo livres de proteinas séo frequeetdgm usados no cultivo industrial de
linhagens celulares, tais como CHO e NSO. Estessrestdo disponiveis comercialmente,
mas suas formulagbes sdo normalmente sigilosagrgenconhecidas completamente pelo
fabricante e detentor da patente. Meios de formaolagpnhecida e livres de proteinas de
origem animal ainda melhoram a reprodutibilidadecdéa lote e permitem a utilizacdo dos
anticorpos para fins terapéuticos, pois, por sefeme potencial de contaminacdo, as
agéncias regulatérias tem encorajado seu uso rEstesssos de fabricacdo (Schlaegjeal.,
1985; Tharakaret al., 1986; Schneider e Lavoix, 1990; Kalkd al, 2002; Birch e Racher,
2006; Pohlscheidtt al, 2008).

Outra vantagem dos meios de cultivo livres de soproteinas de origem animal é a
menor possibilidade de formacdo de espuma devishixa quantidade de proteinas (Birch e
Racher, 2006).

E ainda importante ressaltar que a otimizacdovefedie nutrientes para um meio de
cultivo para aplicagdo na producdo de biofarmacme méo estar focada exclusivamente na
composicao bioquimica. E necessario integrar autagio com a otimizag&o do processo por
completo, incluindo a linhagem celular, o biorreato aplicacdo do produto, a purificacao,
assuntos regulatorios e perspectivas de resuleddermos técnicos e econémicos (Stacey e
Davis, 2007).

Existe, atualmente, uma enorme quantidade de nieres de soro ou totalmente livres
de componentes de origem animal, produzidos por séni& de fabricantes. Alguns dos
meios livres de soro mais utilizados sdo os daliBk-Cell (Sigma-Aldrich). Varios autores
tém trabalhado com cultivos de varias linhagenslaeds, encontrando resultados positivos
de crescimento celular e secrecao de produto, esgnm maiores do que 0s encontrados nos
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meios com soro (Kalledt al, 2002; Pasqualini e Arap, 2004Benzelet al, 2006).Esta linha
de meios possui formulagbes com baixas concensagéeproteinas recombinantes, tais
como insulina bovina, albumina bovina e transfarrilumana ou formulacgdes totalmente

isentas de proteinas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € estudar a pradulgh anticorpo anti-dengue tipo 2
utilizado nokit de diagndstico para dengue produzido em Biomahgsimtravés do cultivo
do hibridoma secretor (New Guinea C — 3H5-1-21 -€£Tn° HB-46) em sistemas de cultivo

in vitro, utilizando meio de cultivo livre de soro animal.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho séo:

1) Realizar a adaptacéo dos hibridomas secreterastitcorpos monoclonais anti-dengue
tipo 2 ao crescimento em suspensao em ganralfas e em frascos agitados do tigoinner

2) Realizar a adaptacao desses hibridomas ao reetultvo sem adicdo de soro fetal
bovino;

3) Avaliar variaveis relacionadas a cinética desciraento celular e ao metabolismo de
nutrientes (glicose e glutamina) e de sub-prodtdrigos (lactato e amoénio) nos cultivivs
Vitro;

4) Avaliar a producdo de anticorpos monoclonaig-@dengue tipo 2, comparando o
cultivo de seus hibridomas secretores em cultivaties, em sistemas agitadofnevivo, em

termos de formacéo de produto.
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3. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo, sdo apresentados os principais nmters metodologia utilizados neste
trabalho para estabelecer as condicbes de cultivéindagem do hibridoma secretor do
anticorpo monoclonal anti-dengue tipo 2 em sisteagitados, tanto em meio de cultivo
contendo soro, como em meio de cultivo comeroradlde soro fetal bovino.

Também sdo apresentados os métodos analiticosgadpeena quantificacdo das células,

nutrientes, anticorpo monoclonal e metabdlitosaudsvos.

3.1 Material

3.1.1 Linhagem celular

Neste trabalho, foi utilizado o hibridoma secreador anticorpo monoclonal anti-dengue
tipo 2 (New Guinea C — 3H5-1-21 — ATCC n° HB-463rtpncente ao banco de trabalho do
Laboratoério de Tecnologia de Anticorpos Monoclor{astam) de Biomanguinhos — Fiocruz
(Rio de Janeiro/RJ).

3.1.2 Meios de cultivo

Dois meios de cultivo foram utilizados neste trabalum meio basico suplementado com
soro fetal bovino (DMEM suplementado com 10% de [SEButro comercial, formulado
especialmente para o cultivo de hibridomas, totatmesento de soro (Ex-Cell para

hibridomas).

3.1.2.1 Meio de cultivo suplementado com soro

O meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (lmegen, n°. 31600-034) é o
meio de cultivo utilizado rotineiramente no Latamrg cultivo das células do banco de
hibridomas, o qual contém 1 g/L de D-glucose, 130Lnde piruvato de sédio, 584 g/L de L-
glutamina e 4 g/L piridoxina (vitamina B6). Este imdéoi adquirido em forma de po e
preparado com agua coletada em aparelho de pgébddilli-Q (Millipore). No momento de
sua preparacdo, o meio foi suplementado com 1,5%oligzdo de glutamina (Sigma,
n® G3126) a 200 mM, 10 % de soro fetal bovino (Gjbt® 16140-071), insulina (Sigma,
n° 11884, preparada conforme a bula do fabricariig% de tampdo HEPES (Sigma, n°
H4034) a 1 M, 3,7 g/L de bicarbonato de sédio (Mgrd,5% de solucdo germicida
(penicilina — 10000 U, estreptomicina — 10 mg eoterfcina — 25ug; Sigma, n°® A5955) e
0,03 % de solucao de 2-mercaptoetanol (Sigma, Z5hGa 5%.
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Apoés o preparo, o meio DMEM foi esterilizado pdtréicio em membrana (Millipore
Duraporé™) de tamanho de poro igual a 0,28, envasado em frascos de borosilicato de 250
mL em aliquotas de 200 mL e armazenado’@. Durante o processo de filtracdo, séo
retiradas trés amostras para teste de esterilidadet realizado no Laboratorio de Controle
Microbioldgico (Lacom — Biomanguinhos).

Apo6s aprovacgdo no teste de esterilidade, o meierftio conservado a “2C por até 3
meses. Para uso, o meio foi descongelado e, cadmwota ndo tenha sido totalmente
utilizada, o frasco foi conservado &4 @ por, no maximo, 15 dias, para evitar degradalgéo

glutamina.

3.1.2.2 Meio de cultivo livre de soro

O meio de cultivo EX-CELL® TiterHigh™ (Sigma-Aldh¢ n° 15408) consiste em um
meio de cultivo totalmente livre de soro, fabricagkm nenhum componente de origem
animal, indicado para o cultivo de hibridomas, propnando altas taxas de crescimento
celular e altas concentracdes celulares, mantemalwviabilidade. Sua formulacéo liquida e
estéril, pronta para uso, contém sais inorganidmsarbonato de sodio, aminoacidos
essenciais e ndo-essenciais, vitaminas, extralevddura, lipideos, elementos traco e outros
compostos organicos. No momento da utilizacdodamienada glutamina (10 mM), segundo
as instrucbes do fabricante, aléem de 1,5% da messhgdo germicida usada no meio
DMEM.

3.1.3 Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados no preg@saneios e solu¢cdes necessarias para

realizagédo dos experimentos deste trabalho:

v" Soro fetal bovino da marca Gibco (n°® 16140-071 gampre era submetido ao
processo de inativacdo por calor em banho de agi&?@ por um periodo de 30
minutos;

v Corante azul de trypan P.A. da marca Applichem GrftbHH 23850). Este corante foi
utilizado de forma diluida a 0,5% (p/v) em solud&dNaCl 154 mM;

v Todos os demais reagentes para o preparo de sslec@ampbdedoram de grau

analitica
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3.2 Sistemas de Cultivo

3.2.1 Frascos de cultivo estético

Frascos de cultivo estatico (frascos T) de 75 com tampas ventiladas (Corning) foram
utilizados para manutencao celular e para padror@gacondicdes iniciais de cultivo do
hibridoma e formacao do anticorpo monoclonal.

3.2.2 Garrafas Rotatorias

Garrafas rotatérias do tipmller bottles (Greiner Bio-One), com 850 émule superficie
interna e com tampas adaptadas com filtro hidrofdbie 0,22um para permitir a ventilacao
do ambiente, foram utilizadas para o cultivo doridima anti-dengue 2 em sistemas
agitados. Para a rotacdo dos frascos, foi utilizano aparelho Universalurner Device
(Greiner Bio-One) com controle digital da velocidade rotacdo e todo o sistema foi
instalado dentro de incubadora, mantida & @7 em atmosfera de 5% de £6 90% de

umidade relativa (Figura 3.1 a e b).

(b)

Figura 3.1: Sistema de rotacdo das garredler: (a) visdo do sistema de rotacdo dentro da
incubadora; (b) viséo frontal do aparelho de cdatdigital de rotacao.

3.2.3 Frascos do tipspinner

Frascos agitados do tigpinner,com volume nominal de 250 mL, foram utilizadosapar
crescimento dos hibridomas. Para agitacdo dosoasoi utilizado um agitador magnético
multiplo com controle da agitacdo, o qual foi itesti® em uma estufa, cuja temperatura foi
mantida a 37T em atmosfera de 5% de €Na Figura 3.2, é apresentada uma foto do

sistema utilizado nos experimentos com frascosdgit do tipspinner
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Figura 3.2: Sistema empregado no cultivo do hiladocsecretor do anticorpo monoclonal
anti-dengue tipo 2 em frascos agitados do sjpaner

3.3 Metodologia Experimental

Os procedimentos experimentais para o cultivo dwidoma secretor do anticorpo
monoclonal anti-dengue tipo 2 em sistema estatiquosteriormente, em sistemas agitados,
empregando meios de cultivo com e sem soro, s&samados nesta secao.

3.3.1 Estoque celular

O estoque celular realizado para formacéo do leteabalho foi estabelecido da seguinte
forma: a partir de um criotubo obtido do banco dwithomas do Latam, as células foram
descongeladas, retirando-se o criotubo do tanquenittegénio liquido e levando-o
rapidamente a um banho de agua &C37Apo6s descongelamento, a suspenséo celular foi
homogeneizada, transferida para um tubo céniceendont 10 mL de meio de cultivo DMEM
aquecido a 3, e submetida a centrifugacdo a 1¢0dvrante 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado para remocgédo do meio de congelanea® células presentes no sedimento
foram ressuspendidas em 10 mL de meio DMEM. Egtpesisao celular foi transferida para
um frasco T de poliestireno de 25%Tmo cultivo mantido a 3T em atmosfera Gimida com
5% de CQ para a proliferacao celular.

Apos 4 a 5 dias de cultivo, as células foram homeigadas no meio de cultivo atraves de
suaves batidas do frasco T na palma da mé&o e rijpostente, com o uso de uma pipeta. A
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suspensdo de células foi entéo dividida em tr&sparinoculada em trés frascos T de 75 cm
nas mesmas condi¢cdes anteriores. O processo feiidepaté obter-se uma quantidade de
células suficientes para ser dividida em aproximmeetge 30 criotubos com 1 x 16élulas
cada.

As suspensdes celulares do cultivo de 12 frascds 75 cm foram transferidas para
tubos conicos e submetidas a centrifugacdo a HOPox 10 minutos. Apos descarte dos
sobrenadantes, as células foram ressuspendidasearDMEM, acrescido de 50% (v/v) de
soro fetal bovino e 10% (v/v) de dimetilsulfoxid®MSO) (Sigma, n°® D5879) como
crioprotetor, para obtencdo de uma concentragit x 10 células/mL. Aliquotas de 1 mL
foram distribuidas em criotubos e congeladas leaténatravés do seguinte procedimento:
os criotubos foram envolvidos individualmente emzegamantidos na vertical e colocados
inicialmente a -1%C durante meia hora, em seguida #€260urante 2 horas e posteriormente
a -70C durante 48 horas. Apds este periodo, os criotédiasn levados para o tanque de
nitrogénio liquido a -19&, onde foram estocados. Apds 48 horas no tanquetrdgénio
liguido, trés dos criotubos foram retirados aleatoente, descongelados, e as células
cultivadas para verificacdo de sua viabilidade magdo do lote. A viabilidade média dos
trés frascos T foi de 89%. Todas as células utiizanos experimentos deste trabalho sdo
originadas deste lote de congelamento.

A cada experimento deste trabalho, foi realizadtescongelamento de um criotubo do
estoque, conforme descrito acima, e realizada Hfgsegdo celular para uso nos cultivos

experimentais.

3.3.2 Crescimento celular

3.3.2.1 Propagacéo das células em sistema estatico

Os hibridomas foram propagados em monocamada amiliz frascos estaticos para
cultivo celular e mantidos a 3 em atmosfera Umida com 5% de LQApds o
estabelecimento de uma monocamada confluente {a@damente cinco dias), as células
foram homogeneizadas no meio de cultivo, centrdlagaa 190 g por 10 minutos,
ressuspendidas em meio de cultivo, contadas, eolume adequado da suspensao celular foi
utilizado como in6culo. Novos frascos estaticocultura, bem como os frascos agitados do
tipo spinnerou as garrafas rotatérias do tigdler foram inoculados com 2 x 16élulas/mL.

Nos ensaios de cinética do crescimento em frasdosam inoculadas dois frascos por

dia de amostragem, dos quais foi retirado 1 mLndessra para as determinacfes analiticas.
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3.3.2.2 Propagacao das células em garrafas rotatas

As garrafagoller bottlesforam acrescidas de 280 mL de meio de cultivo atichas a
37°C, sob rotacdo, em estufa com 5% de atmosfera gepGOaproximadamente 3 horas,
para equilibrio do pH e temperaturair@culo para cada experimento foi preparado através
da propagacdo das células em sistema estaticapromnfdescrito no item 3.3.2.1 Apos a
inoculagéo, o volume de meio foi completado pai@ 3L e as garrafas foram mantidas em

estufa na rotacao desejada.

3.3.2.3 Propagacéo das células em frascos agitadostipo spinner

De forma semelhante ao item 3.3.2.2, as célulagegyagas como inéculo nos cultivos
em frascos do tipspinner foram propagadas em monocamada, empregando frascos
cultivo estaticos, conforme descrito no item 31.2xceto quando foi necessaria prévia
adaptacao do inéculo ao crescimento sob agitacéo.

Ap0s autoclavacio (120 durante 20 minutos), os frascgisinner foram acrescidos de
80 mL de meio de cultivo e mantidos £87em atmosfera de 5% de £©90% de umidade
relativa por aproximadamente 3 horas, para equlto pH e temperatura. Apés inoculacéo,

o meio de cultura foi completado a 100 mL espsnersievados a agitacdo em estufa.

3.3.3 Adaptacao das células ao cultivo em sistenagitados
Para adaptacdo dos hibridomas ao crescimento demass agitados, foram testados

diferentes protocolos citados na literatura.

3.3.3.1 Adaptacéo segundo Sinacogt al. (2000)

Neste método, as células foram cultivadas iniciatenem frascos T e em meio contendo
SFB. Este cultivo foi utilizado para inocular frascspinner em concentracdes de 1 a
3 x 10 céls/mL no mesmo meio de cultivo. A cada 2 ou & dbi avaliada a viabilidade
celular e ajustada novamente para 1 a 3°c&/mL, através de diluicdo em meio fresco.
Em algumas semanas, as células estavam totalmdapadas ao cultivo em sistemas

agitados.

3.3.3.2 Adaptacéo segundo Scharfenberg e Wagner 98
Neste método, as células foram inicialmente adaptad cultivo em meio livre de soro
para posteriormente serem adaptadas ao cultivastemss agitados. O autor usou a auséncia

de soro para que, sem os fatores de adesdo, dasc@io artigo, eram células CHO) se
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mantivessem menos aderidas a superficie de culieste modo, ainda no cultivo em frascos
T, algumas células soltavam-se do frasco e ficaesm suspensdo. Tais células eram
transferidas para frasc@pinner onde foram realizadas varias passagens, entgeias a
velocidade de rotacéo foi aumentada lentament®de3D rpm. Apds algumas passagens, as
células estavam adaptadas ao crescimento em sistgjtados em meio livre de soro durante

varias semanas e sem perda de produtividade.

3.3.3.3 Adaptacdo aumentando gradativamente a rotag do sistemaoller

As garrafasroller inoculadas com células na concentracédo desejadal @2cél/mL)
foram mantidas inicialmente em baixa rotacdo. @waufoi iniciado com a rotacéo de 4 rpm
e, a cada 24 horas, a rotacdo foi aumentada, pksda rpm para 8, 16, 32 e 40 rpm. Apos
esta adaptacao, as células foram homogeneizadaginade cultivo, contadas e a suspenséao

celular obtida foi utilizada como inéculo de nogasrafagoller ou de frascospinner

3.3.4 Transferéncia das células para o meio livreedsoro

Para transferéncia dos hibridomas ao meio de oultento de soro EX-CELL
TiterHigh™, seguiu-se o protocolo sugerido pelaitante do meio, de transferéncia direta.
Este método consiste em transferir as célulasvadiis em meio de cultivo DMEM contendo
10% soro diretamente para uma garrafa estaticeemdoto meio Ex-Cell (totalmente sem
SFB), sem nenhuma adaptacao prévia.

Os experimentos analisados neste trabalho s6 foemlizados apdés os cultivos do
hibridoma secretor do anticorpo anti-dengue tiger2m crescido durante trés passagens no

meio Ex-Cell.

3.3.5 Determinac¢des analiticas
Diariamente, amostras de 1 mL dos cultivos foratiragas para caracterizacdo dos

cultivos quanto ao crescimento celular, formacaprdouto e metabdlitos produzidos.

3.3.5.1 Determinacao da concentragao e viabilidadelular

A concentracdo de células e viabilidade celulaarfoquantificadas através do método de
exclusdo do corante vital azul de trypan (Kuch?®Q0). Este método baseia-se no principio
de que o azul de trypan penetra apenas em célamanque tém a membrana celular
comprometida, permitindo diferencid-las claramedss viaveis, que ficam visiveis ao
microscépio invertido com coloracdo clara e brileadevido a sua refringéncia. Vinte

microlitros de amostra do cultivo celular foramudtlos dez vezes na solucdo de azul de
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trypan e colocados em camara de Neubauer. Paraavatiacdo, foram contados os oito
guadrantes da camara de Neubauer, os quais sadivalides em 16 partes. Caso a
distribuicdo das células néo estivesse homogére#ita nova preparacdo da camara e nova
contagem. A concentracao celular, em nimero ddasépor mililitro, foi calculada através
da divisdo da contagem total encontrada pelo numerguadrantes (oito), multiplicando-se,
em seguida, pelo fator de diluicdo (10) e pelorfdcorrecéo da camara, que é dé atha
vez que cada compartimento da camara de Neubassuipom volume de 1DmL. A
viabilidade celular foi calculada como o percentimlcélulas viaveis em relacéo ao total de

células encontradas.

3.3.5.2 Determinacdo da concentracdo de nutrientesssenciais, metabdlitos toxicos e

produto

Durante o cultivo dos hibridomas em sistema est&icem sistemas agitados, foram
monitorados o consumo de dois nutrientes essengiese e glutamina) e a formacéao do
produto e dos metabolitos lactato e amonio, ossqdapendendo da concentracdo no meio de
cultivo, podem ser toxicos as células. Aliquotas @mnostras obtidas diariamente dos
cultivos, apds centrifugacdo a 199 para remoc¢ao de debris celulares, foram estocadas

temperatura de -2G para posterior realizacdo das determinacGegianali

3.3.5.2.1 Determinacédo da concentracéo de glicose

A concentracao de glicose presente no meio devouiti determinada através do uso do
analisador bioquimico YSI-2700 Select (Yellow Spgsannstruments, EUA), pertencente ao
Laboratério de Engenharia de Cultivos CelularesGCECOPPE-UFRJ). O equipamento
baseia-se na utilizagdo de um biossensor contendoziena glicose oxidase. A reacao
enzimatica gera peréxido de hidrogénio, que é thedlecem um eletrodo de platina, sendo

proporcional a concentracdo de glicose na amostra.

3.3.5.2.2 Determinacgao da concentracao de glutamina

A concentragdo do aminoacido glutamina presenteneim de cultivo foi determinada
através do uso do analisador bioquimico modelo 2300 Select (Yellow Springs
Instruments, EUA), pertencente ao Laboratorio dgelBharia de Cultivos Celulares (LECC-
COPPE-UFRJ). O equipamento baseia-se na utilizgdon biossensor contendo as enzimas
glutaminase e glutamato oxidase. A glutaminasestoama glutamina em glutamato e
amonia e a glutamato oxidase transforma glutamatagénio em perdxido de hidrogénig,
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cetoglutarato e amonia. O peréxido de hidrogénaectado em um eletrodo de platina,

sendo proporcional a concentracdo de glutaminanuesiaa.

3.3.5.2.3 Determinagao da concentracao de amonio

A concentragdo de amonio presente no meio de oufov determinada por teste
enzimatico através dkit da marca R-Biopharm/Roche’(hl 112 732 035). A dosagem se
baseia na reacdo dos ions amoénio com 2-oxoglutamat@resenca da enzima glutamato
desidrogenase e da forma reduzida de nicotinantddakaa dinucleotideo (NADH),
formando L-glutamato, NADe HO. A quantidade de NADH oxidado a NADque é
relacionada estequiometricamente a quantidade daiama amostra, € medida pela variacédo
na absorbancia lida a 340 nm.

Os ensaios foram realizados em microplacas de @@atkes e a absorbancia lida em
leitor de ELISA (Bio-Rad).

Foi realizada uma curva padrdo, a cada microplacandaio, com 0 reagente padréo
presente n&it. A equacdo da reta de cada microplaca foi aplicedabsorbancia obtida em
cada amostra (média de duplicatas) para o calcaleaxhcentracdo de amobnio em cada

amostra.

3.3.5.2.4 Determinacao da concentragéo de lactato

A concentragdo de lactato presente no meio devoulhi determinada através do uso do
analisador bioquimico modelo YSI 2700 Select (Yell@prings Instruments, EUA),
pertencente ao Laboratorio de Engenharia de Calttvelulares (LECC-COPPE-UFRJ). O
equipamento baseia-se na utilizacdo de um biossenstendo a enzima lactato oxidase A
reacdo enzimatica gera peroxido de hidrogénio,&qdetectado em um eletrodo de platina,
sendo proporcional a concentragdo de lactato nataamo

3.3.6 Determinacédo da concentracdo de anticorpo modonal anti-dengue tipo 2
Para quantificacdo do produto (anticorpo anti-dengjpo 2) foi utilizado okit de
dosagem de IgG de camundongo da marca Pierce [Has®igG Mouse Assay Kit -
n° 23300). Estit tem sensibilidade para deteccdo de 15 a 300 reglg@ e é realizado em
microplacas de 96 orificios. O ensaio consiste @ wle nanoparticulas esféricas
sensibilizadas com anticorpos anti-IgG de camunodoag quais causam turbidez quando em
suspensao no tampao de diluicdo, e absorvem a 840 au 405 nm. Estas particulas sao
incubadas com a amostra que contém o anticorpo ctworad IgG, as quais se agregam as
nanoparticulas, causando um decréscimo na absalgdduz. Desta forma, baixas



47
concentracdes de anticorpo na amostra levard@s \atores de absorbéancia, enquanto altas

concentracdes do anticorpo levarédo a valores bae@bsorbancia.

3.3.7 Confirmacéo da producédo do anticorpo anti-degue tipo 2

A confirmacéo da producédo do anticorpo monoclontitdengue tipo 2 foi realizada pelo
ensaio de neutralizacdo PRNT (do ingf@agque reduction neutralization tggRussellet al,
1967).

Sao preparadas placas de poliestireno para cut@olar com seis orificios, sendo
adicionados em cada um 3 mL de uma suspensdo ulasc¥lero a 3,33 x £0cél/mL. As
placas sdo incubadas por 24 horas 8 B7 5% de CQ® e 90% de umidade para
estabelecimento de uma monocamada celular ader@otefundo de cada orificio.
Posteriormente, o sobrenadante de cultivo do hobrad secretor do anticorpo anti-dengue
tipo 2 é diluido em meio de cultivo de forma sesiathisturado a suspenséo do virus do
dengue e incubado por uma hora. No proximo passplagas contendo a monocamada de
célula Vero séo retiradas da incubadora e o meicuttero € aspirado cuidadosamente. As
misturas de virus com o sobrenadante de cultivovamas diluicdes sdo dispostas em
duplicata nos orificios das placas. Simultaneamemtsuspensédo do controle de virus do
dengue tipo 2 € diluida em meio de cultivo e dispo®s seis orificios de uma placa.
Novamente as placas sdo incubadas nas mesmasdas)digrante uma hora, para infeccao
das células pelos virus que nao foram neutralizgpedss anticorpos do sobrenadante de
cultivo. O sobrenadante de cultivo é também aspiddadosamente e € adicionado um
meio de cultivo semi-sélido, CMC (carboximetilcelsé) a 3%. As placas sdo novamente
incubadas, nas mesmas condi¢cfes, durante uma seA@d® este periodo, é adicionado
formol a 10%em cada orificio para fixacdo das células e inefisados virus, durante 30
minutos. As placas sao, entdo, lavadas com aguficada e é adicionado cristal violeta a
0,04% em cada orificio para coloracdo das célutasibando-se a temperatura ambiente
durante 30 minutos. As placas sdo novamente lavaasagua potavel e deixadas secando
para posterior contagem do numero de placas dediserificio da placa. Cada placa de lise
corresponde a um grupo de células que foi lisadta qpee, inicialmente, era uma particula
viral que se replicou e infectou as células vizenh@ titulo do ensaio de PRNT foi definido
como a reciproca da diluicdo do soro que reduziiroero de placas de lise a 50%eq
point de 50% do test®i determinado dividindo a média aritmética do mef@ionde placas de
lise do controle de virus por dois. A diluicdo dwesque alcancou a reducdo do numero de
placas de lise a 50% foi calculada através de segcelinear por interpolacao das diluigdes
correspondentes ao numero de placas de lise imathiate acima e abaixo do valor efed
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point de 50% do teste. A diluicdo correspondenteead pointde cada sobrenadante sera
relativa ao nivel de anticorpos presentes nesteesabtlante, pois neste caso ndo houve
disponibilidade de um soro padrao para que fossleZada uma curva padrao (Borgssal,
2008).

3.3.8 Avaliacao de grandezas representativas do méblismo celular

Para a avaliacdo das condicdes de cultivo, foramsulealos alguns parametros
importantes relacionados ao metabolismo celulanceostracdo maxima de célulasp&j,
taxa especifica de crescimento celulas, tempo de duplicagéog)te coeficientes de
rendimento de glicose em célulasx¥), glutamina em células {¥n), células em produto
(Yex), glutamina em amonio Qhagn), glicose em lactato (¥go, glicose em produto

(Yeigi) € glutamina em produto f¥in) (Augustoet al, 2008).

3.3.8.1 Determinagéo da taxa especifica de crescimecelular na fase exponencialpexp)

O célculo da taxa especifica de crescimento de popalacdo de células é realizado a
partir dos dados de concentragédo celular ao lomgtewhpo, durante a fase exponencial de
crescimento. Portanto, a taxa especifica de crestordurante a fase exponenciaf) foi
calculada de acordo com a equacao (1):

1 dX
Hexg= X dt (1)
ondepey, refere-se a taxa especifica de crescimento ceKilarconcentragéo celular e t ao
tempo de cultivo.

Desta forma, empregando essa expressao matenfiditigassivel calculap, que reflete a
cinética do crescimento celular e esta relaciormadeempo que as células levam, em média,
para se duplicar ao longo da fase exponencialekzicnento.

O tempo de duplicacao é determinado de acordo cexuacao (2):

In2

ty=——r (2)
Iuexp

3.3.8.2 Determinagéo dos coeficientes de rendimentie nutrientes em ceélulas (¥Ygic €
Y xigin)
A partir dos dados de concentragdo de cada nwdriégliicose e glutamina) e de
concentracdo celular foi possivel calcular os coaites de rendimento de nutrientes em

células de acordo com as equacdes (3) e (4):
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_ X f,exp_x 0
YX/gIc_ (3)
= (Glc ¢,p,=Glcy)
XX
f .exp 0 (4)

Y =
I~ (GINy 4,—GIny)

onde X refere-se a concentracdo celular, Glc aergracéo de glicose e GIn a concentracao
de glutamina; ey, indica a concentracéo ao final da fase exponeagialdica a concentragao
no momento zero, apos a inoculagao.

Cabe ressaltar que os coeficientes de rendimeméonf@alculados para o intervalo de

tempo decorrido entre a inoculacdo (0 h) e o tésrdmfase exponencial de crescimento.

4.3.8.3 Determinacgédo do coeficiente de rendiment@ aélulas em produto (%/x)

A partir dos dados de concentracdo de produto c@p anti-dengue 2) e de
concentracdo celular foi possivel calcular o coedfite de rendimento de células em produto
de acordo com a equacao (5):

P oo—Po

f ,exp_ (5)

Y. =
P/X x XO

f ,exp_

onde X refere-se a concentragdo celular e P a otacéo de IgG (produtojey, indica a
concentracdo ao final da fase exponenciginglica a concentracdo no momento zero, apos a
inoculagéo.

Cabe ressaltar que os coeficientes de rendimeméonf@alculados para o intervalo de

tempo decorrido entre a inoculacao (0 h) e o tésrdafase exponencial de crescimento.

3.3.8.4 Determinacéo dos coeficientes de rendimerde nutrientes em metabolitos
(Yiac/gic € YnH4/gin)
A partir dos dados de concentragdo de cada nwdriggliicose e glutamina) e de
concentracdo de cada metabdlito (lactato e amdaig)ossivel calcular os coeficientes de
rendimento de nutrientes em produto de acordo coeyaacdes (6) e (7):

v = Lac, .,,~Lac,
IO —(Gle o= Gley)

(6)
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_INHL] L ANH],
NI — (G 4= GINy)

(7)

onde Lagexy Lat, NHa texp NHa o, GlG exp, Glc, Glrkexp € Gl referem-se as concentragdes
de lactato, amonio, glicose e glutamina ao finalad& exponencial e no momento zero, apos
a inoculacao, respectivamente.

Cabe ressaltar que os coeficientes de rendimeméonfealculados para o intervalo de
tempo decorrido entre a inoculacdo (0 h) e o tésrdenfase exponencial de crescimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

Neste topico, serdo apresentados e analisadosnagopis resultados obtidos durante o

desenvolvimento deste trabalho.

4.1 Cultivo de hibridomas anti-dengue tipo 2 em siema estéatico

O perfil de crescimento e especialmente, a proddedanticorposn vitro do hibridoma
anti-dengue 2, foram avaliados com o objetivo deiwli@io ao processo de otimizacdo do
cultivo in vitro das células do banco de hibridomas do Latam.

Como resultado dessa avaliacdo, espera-se poderirregynificativamente os gastos na
obtencéo de anticorpos monoclonais, devido a comeseg eliminacdo do uso de animais para
producao de ascite, reducéo ou eliminacao totaddzio de soro animal aos meios de cultivo
e, ainda, reducao dos passos do processo de agdidiclo anticorpo.

Inicialmente, foi necessario analisar o perfil descimento do hibridoma anti-dengue 2
em frascos T. A Figura 4.1 mostra o cultivo celdestes hibridomas sob microscopio 6tico.
E caracteristico das células deste clone apresemtaepouco aderentes & superficie do
frasco de cultivo, sendo possivel vé-las na figomo varias particulas arredondadas. Na
verdade, tais particulas séo células viaveis queasgiveram em suspensao.

Na Figura 4.2, é apresentado o perfil de crescindathibridoma anti-dengue tipo 2 em
frascos T, tendo sido usado o meio de cultivo eggate rotineiramente no Latam (DMEM
suplementado com 10% de SFB). Observa-se quedascglaveis (representacao através do
simbolo A) alcancaram niveis superiores a 2 milhdes deajpbr mililitro no terceiro dia
de cultivo, com taxa especifica de crescimentol@e(uex,) de 0,033/h e tempo de duplicagéo
(ty) 21,33 h (Tabela 4.1). Apos a fase exponencialyd@ueda da concentracdo de células
viaveis e a viabilidade celular (representada péttbolom) também apresentou forte queda
neste ponto, chegando a cerca de 50% no sétimo dia.

Perfis semelhantes de crescimento de hibridomafasoo T foram obtidos por Mel e
colaboradores (2008), que cultivaram o hibridomal R frascos T de 25 émem meio
RPMI contendo 13,5% de SFB. Entretanto, estes autavgveram concentragdes menores
(5,8 x 1Gcéls/mL em 94 horas) e viabilidade celular abaig®&@% em 5 dias de cultivo. Tais
diferencas podem estar relacionadas ao meio deaoli a linhagem celular utilizados.

A Figura 4.2a apresenta o grafico com o perfil dedpcdo de IgG durante o cultivo
citado acima. A concentracdo maxima de IgG foi dé 0g/mL. Este resultado foi inferior ao
obtido pelos autores citados no paragrafo antegiae, obtiveram concentracdes 230 pg/mL

de anticorpos. Esta diferenca pode estar assoc@dtoae do hibridoma ou as diferencas
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entre 0s meios de cultivo, assim como poderia lggmaartificio relacionado as diferentes
técnicas de quantificacdo de IgG empregadas poreMellaboradores (2008) e no presente

trabalho.

Figura 4.1: Foto do hibridoma secretor do anticomponoclonal anti-dengue tipo 2, sob
microscopio optico (aumento de 125x), apos 4 deasultivo em frasco T, meio
DMEM, adicionado de 10% de SFB.
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Figura 4.2: Perfil de crescimento do hibridoma -aetigue tipo 2 cultivado em frascos T
(média das duplicatas dos cultivos) em meio DMEM d@% de SFB, incluindo
a viabilidade celular (a), producao de anticorpgs(l (a), consumo de glicose e
glutamina (b) e producdo de amdnio e lactato (b).

Dando continuidade aos experimentos em frasco Trefdizada a primeira tentativa de
cultivar o hibridoma anti-dengue tipo 2 em meio seRB. Foi realizada a inoculagdo direta
das células no frasco com 100% de meio Ex-Cellresadtados estdo apresentados na figura
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4.3. Observa-se na Figura 4.3a que as célulasisié#e alcancaram niveis superiores a
2 milhdes de células por mililitro no quarto dia@stivo, compex, de 0,035 céls/h e4 te
19,59 h e, posteriormente, iniciaram uma quedanjarttegando ao décimo segundo dia de
cultivo a menos de 1 milhdo de células por mitilitmas mantendo a viabilidade celular
superior a 50%ax(). Quanto a producédo de IgG, o cultivo em meio EX-€sultou em uma
concentracdo maior de anticorpos (1,75 pg/mL) doequn meio DMEMA0,4 pg/mL). Deste
modo, pode-se afirmar que as células desenvolveeano- meio Ex-Cell de modo semelhante
ao meio DMEM com soro. Desta forma, mostrou-se dessdéria uma adaptacao gradual dos

hibridomas ao meio sem SFB.
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Figura 4.3: Perfil de crescimento do hibridoma -aetigue tipo 2 cultivado em frascos T
(média das duplicatas dos cultivos) em meio Ex-@ath hibridomas (Sigma),
incluindo a viabilidade celular (a), producao décmpo (IgG) (a), consumo de
glicose e glutamina (b) e producéo de amonio atad¢b).

O tempo de duplicagédo de células de mamiferos mastariar entre 10 e 50 horas e, em
sua maioria, as linhagens celulares possuem umotetapduplicagcdo por volta de 20-24
horas. O pico de concentracdo celular costuma @rcertre trés e cinco dias (Mel al,
2008). Os resultados obtidos neste trabalho paresguir o padrao observado na maioria
dos cultivos de células de mamiferos.

Observando-se o cultivo estatico em frascos T, setgue o meio Ex-Cell forneceu
melhores condicbes para o cultivo dos hibridomasicipalmente no que diz respeito a
viabilidade celular, a qual foi mantida acima dé&até o 12 dia de cultivo. Este resultado
nao foi obtido no cultivo com meio DMEM, onde naogossivel manter a viabilidade acima
de 50% ja no oitavo dia de cultivo, mesmo com &&ulide SFB. Isto demonstra a
superioridade do meio Ex-Cell para cultivo do ldbrha secretor do anticorpo anti-dengue
em meio estatico. Este resultado é muito importae$pecialmente considerando que a
eliminacdo do uso de soro animal na producao decapd monoclonal pode ter impacto

positivo na reducdo do custo de producéo.
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Lactato e amonio sdo os principais produtos resigisado metabolismo da glicose e da
glutamina, respectivamente, em células animaisae psasenca no meio de cultivo pode
diminuir o crescimento destas células e/ou afetgsraducdo da proteina de interesse
(Reuvenyet al, 1987; Ozturket al, 1992). Confrontando-se os perfis de crescimepn® d
cultivos em frasco T as concentracdes de nutrientestabdlitos, confirma-se que a queda da
concentracdo de células viaveis e da viabilidatidareparece estar associada principalmente
a gqueda da concentragdo de nutrientes — glicose (glutamina (x) — e ao aumento da

concentracdo de metabolitos — amoénipd lactato 4) (Figuras 4.2b e 4.3b e Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Resultados de concentracdo maxima ddasé(Xnsy, taxa especifica de
crescimento celularpgy), tempo de duplicagdo gt e dos coeficientes de
rendimento — Ygic, Yxigine Yrix, YNHa/gine Yiacigle — €M frascos T utilizados com
0s meios DMEM suplementado com 10% de SFB e Ex-Ggjh{a).

Frasco T Frasco T
DMEM Ex-Cell
Xmélx 2,1 2,1
(10°/mL)
Hexp 0,033 0,035
(1/h)
ty 21,33 19,59
(h)
YX/glc 2,1 1,3
(10°cél/g)
YX/gln 0,6 0,9
(10°cél/g)
Yp/x 0.2 05
(ug/10cél)
Y NHargin | 0,083 0,304
(L9/9)
Yiacigle | 0,649 0,739
(L9/9)

O amonio € um ion de alta relevancia no metabolidma@élulas animais cultivadas
vitro, pois suas caracteristicas fisicas e quimicasifggmsua difusdo através da membrana
celular e, dentro da célula, este ion ird commetin outros cations pelo transporte ativo de
proteinas carreadoras. Sua principal fonte no meigultivo € a glutamina, aminoacido de
alta relevancia para o metabolismo de células dexidua entrada quase que direta no ciclo
do &cido citrico, sendo, portanto, rapida fontedergia para a célula. O excesso de aménio
no ambiente de cultivo pode levar a inibicdo dedraento celular e da formacédo de produto.
Concentragfes entre 2 e 10 mM de amonio podem irectuzsideravelmente o crescimento
celular, dependendo da linhagem celular. Aléem dgbde induzir morte celular por apoptose
ou necrose, porém, geralmente, sem afetar a pvathdie de hibridomas (Schneidetr al,
1996).



55

Considerando que a glutamina € uma importante falgteenergia para a célula,
estimulando o crescimento e a producdo de anticergoaltamente Iabil, inclusive sofrendo
degradacdo térmica com geracdo de amonio antes andsnparticipar do metabolismo
celular, é de extrema importancia que este nuéieeja precisamente dosado no meio de
cultivo para que nao haja limitacdo deste, nemssado metabdlito toxico dele proveniente.
A substituicdo de glutamina por glutamato ou oamronoacido, no meio de cultivo, pode ser
um modo de reduzir a formacdo de amoénio decorrdat€eonsumo e decomposicdo de
glutamina. Alternativamente, o amonio, devido a caracteristica volatil, pode ser removido
do meio de cultivo através do uso de membranassasrdidrofébicas, aplicacdo de
membranas de troca ibnica, uso de resinas de ifho@ ou eletrodialise (Schneidet al,
1996).

Em cultivos de hibridoma em frascos T contendo melED com 10% de soro de
cavalo, McQueen e Bailey (1990) observaram que 3daMloreto de amoénio adicionado ao
meio causaram pouco efeito ao crescimento celpesar de aumentar a duragéo da fase lag,
especialmente se o pH extracelular estivesse d&&n 10 mM de cloreto de aménio, houve
inibicdo significativa do crescimento celular. Takervacao levou estes autores a deduzirem
que a inibicdo causada pelo cloreto de amoénio sforelacionada a alteracao de pH. Apesar
das consideragbes acima, € importante ressaltaroqgefeito inibitério do aménio difere
significativamente entre linhagens celulares (Mikk¢ al, 1988a). Nos experimentos em
frasco T realizados com o hibridoma secretor daargo anti-dengue 2, em meio com SFB e
livre de soro, as concentracdes de amoénio ndogdcam os valores inibitorios relatados na
literatura, mas parecem ter afetado o crescimerdgoviabilidade celular. Tais observacdes
indicam que este hibridoma parece ser mais sensivetoncentragcbes de aménio nas
condicdes de cultivo adotadas neste trabalho.

O lactato é produto da oxidacado parcial da gliegsizada pela célula pela via glicolitica.
O piruvato, produto final desta via, € convertida@ato para equilibrar o estado de oxidacao
do cofator NAD (do inglésjicotinamide adenine nucleotigenolécula essencial para o fluxo
de energia intracelular. A acdo toxica do lactatoriacipalmente devido ao seu efeito de
baixar o pH e afetar a osmolalidade do meio deveuttuando em altas concentracdes (> 20-
30 mM), tornando invidveis varias reagfes do médistho celular (Schneidest al, 1996;
Genzelet al, 2006). Deste modo, sistemas sem controle de pHn&ds suscetiveis as
variacOes de lactato do que aqueles em que estmei@o € controlado (Millezt al, 1988b).
Reuveny e colaboradores (1987) observaram quejoadiwo-se lactato ao cultivo do
hibridoma VII H-8, s6 foi observada inibicdo do soi#nento acima de 28 mM deste
metabolito. A adaptagdo de cultivos de hibridomaslta osmolalidade do meio foi
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demonstrada como um modo de aumentar a longevidadeultura e a producdo de
anticorpos devido ao prolongamento da fase de ionesto celular (Ohet al, 1993).
Cultivando hibridomas CRL-1606 em frascos T com DM&iMlementado com 5% de SFB,
Ozturk e colaboradores (1992) observaram que nawreocalteracdo significativa no
crescimento destes hibridomas em concentracoesedé0amM de lactato e, a acdo direta
deste metabdlito s6 se inicia em concentracbes défte 50 mM. Os autores citados acima sé
observaram inibicdo direta ou indireta do lactatatravés do pH e da osmolalidade — em
niveis muito superiores aos encontrados nos csliévo frascos T dos hibridomas secretores
dos anticorpos monoclonais anti-dengue 2. Istocandjue o hibridoma cultivado neste
trabalho parece ser também mais sensivel as coacges de lactato, nas condi¢cdes de
cultivo experimentadas.

Em presenca de altas concentracdes de glicose amghat, a glicose € rapidamente
metabolizada através da glicolise e a glutaminaxiéada através de varios processos
metabdlicos, gerando rapidamente altas concensadde metabdlitos toxicos lactato e
amonio. Portanto, é essencial que o fornecimentoainde glicose e glutamina seja
cuidadosamente avaliado em cultivos em bateladauauetirada e adicdo de meio fresco seja
adequadamente equilibrada em cultivos continuotingder et al, 1996). Glicose e
glutamina fornecidas em pulsos em cultivos de d@idmas (Miller et al, 1988a e b)
mostraram que o consumo de glicose aumenta de DID% logo depois de sua adicao,
enquanto o consumo de glutamina é mais lento eecon aumento nas dosagens de ATP
(adenosina trifosfato) logo apés o consumo de gluia. Isto se deve, provavelmente, a
entrada da glutamina no metabolismo celular seddtatamente através do ciclo do &acido
citrico, ciclo metabdlico mais complexo e mais ptib em termos de energia (ATP).
Schneider e Lavoix (1990), cultivando hibridomas emweio BDM (IDE + Ham’'s F12 +
NCTC 135) sem adicdo de soro animal, observaramaguencentracdo de glutamina é
claramente o fator limitante para o cultivo destebridomas. Somente quando este
aminoacido foi adicionado ao meio na concentragi® thM, houve alto crescimento celular
e alta producdo de anticorpos. Nestes experimeatagicose ndo pareceu ser um fator
limitante, mas sua concentracao inicial era de Bf portanto bastante superior as utilizadas
nos meios de cultivo do presente trabalho. No @artlg Shneider e Lavoix (1990) as
concentracdes de amonio (5-6,3 mM) e lactato (24185 geradas a partir da glutamina e da
glicose, respectivamente, ndo foram altas. O ladtatapenas limitante no modo de cultivo
em perfusdo com reciclo celular. A aménia permamneesavel no meio de cultivo, sem
aparentemente causar limitagfes ao crescimenttaceléd producdo de anticorpos. Genzel e
colaboradores (2006) realizaram experimentos emafgairoller, utilizando células MDCK
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tanto em meios contendo SFB, como livres de sormbservaram que, em baixas
concentragdes de glicose, tanto em meios livreglalamina — substituida por piruvato —
quanto em meios contendo este aminodacido, ocorpe lnsumo de glicose e baixa
producdo de lactato. No que se refere ao metalmligan glutamina, foi observado que,
independente da quantidade presente no meio, td@minoacido € consumido ao longo do
cultivo e o aumento da producdo de amobnio ndo paestar relacionado somente com o
consumo de glutamina, mas também com o0 de outrosoanidos presentes no meio.
Mercille e Massie (1994), durante o cultivo de lhibmas em batelada simples, observaram
que ocorre inducdo de apoptose celular quando lteada glicose ou glutamina no meio,
enquanto o excesso de lactato e amdnia levam & parinecrose.

Os experimentos realizados neste trabalho, conbradbma secretor do anticorpo anti-
dengue tipo 2, mostraram concordancia com a litexatos aspectos em que a glutamina —
concentracao inicial de 4,3 g/L no DMEM e 3,85 gi Ex-Cell — e a glicose, quando em
concentracdo inicial de 1 g/L (DMEM), sdo totalmeotmnsumidas durante os cultivos.
Quando a concentracao inicial de glicose € de apemamente 3 g/L (Ex-Cell), esta chega
ao final do cultivo sem ser totalmente consumidastmando que ambos nutrientes sao
fundamentais ao metabolismo do hibridoma, mas queglatamina parece ser
preferencialmente consumida pelas células.

As Figuras 4.2a e 4.3a e a Tabela 4.2 mostram quedacéo de anticorpo®) pelos
hibridomas cultivados no meio Ex-Cell foi bem maipressiva do que no meio DMEM,
alcancando 1,5 pg/mL no primeiro dia de cultivo acoprimeiro meio. Em meio DMEM foi
obtido somente 0,38 pg/mL no segundo dia de cul@am o meio Ex-Cell, as concentracdes
de anticorpo ainda se mantiveram no mesmo niveloatérceiro dia de cultivo, caindo
posteriormente, indicando que, para a producédo dsnma para ogits de diagnéstico, o
cultivo devera ser curto, sendo interrompido no oo em que a produtividade volumétrica
for méxima.

A observacdo da queda da concentracdo de prody®), (Apos a fase exponencial de
crescimento celular, ndo pode ser explicada atrdgéseenhum mecanismo de degradacao de

anticorpo conhecido pela literatura.
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Tabela 4.2: Resultados de concentracdo maxima deitpr(R,sy), produtividade volumétrica
maxima (Rma) € dos coeficientes de rendimento eig¥ Ypgn, Yex — €M
frascos T utilizados com os meios DMEM suplementamnio £0% de SFB e Ex-

Cell.
Frasco T Frasco T
DMEM Ex-Cell
Pmé\x
0,4 1,8
(Mg/mL)
Pv max
wgmisay | 3TN | 13@TH)
YP/gIc 0,351 0,652
(L9/9)
YP/gln 0,095 0.470
(L9/9)
Y pix
(ug/10cél) 0.2 05

Mel e colaboradores (2008) observaram que é dummeriodo de crescimento celular
que ocorre a maior producéo de anticorpo. Somentalguns casos, a formacgéo de produto
pode continuar ocorrendo durante as fases estaicioadde morte celular. No presente
trabalho os resultados obtidos indicam que a n@i@ducéo de anticorpo anti-dengue 2 em
frascos T, mesmo baixa, foi mais significativa noiguo de crescimento celular (fase
exponencial), o qual é influenciado direta ou iedimente pelas concentracbes de glicose,
glutamina, lactato e aménio, o que parece segpadsdo observado na maioria dos cultivos

de células de mamiferos descrito na literatura.

4.2 Cultivo de hibridomas anti-dengue tipo 2 em sismas agitados

4.2.1 Adaptacao a sistemas agitados

Como o objetivo principal deste trabalho foi olteanticorpo monoclonal anti-dengue 2
através do cultivo do hibridoma secretor em sisteaggtados, apés a verificacdo do perfil de
crescimento e de producdo deste hibridoma em Ba$c@s células foram inoculadas em
frascosspinner a 50 rpm, diretamente de frascos T, para obseryaerfil de crescimento
neste sistema.

A Figura 4.4 mostra os resultados obtidos do aultius hibridomas em frascepinnera
50 rpm, inoculados com células retiradas de cudtiem frascos T, em meio DMEM com
10% de SFB. Na Figura 4.4a, observa-se que asasélidveis A) alcancaram niveis pouco

superiores a 1,5 milhdes de células por mililitootarceiro dia de cultivo, comeyp igual a
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0,0409 R e t; de 16,96 h, na fase exponencial, mas a concenttr&@élulas viaveis decaiu
rapidamente e a viabilidade celula) thegou a 30% em apenas cinco dias de cultivo.

St. Groth (1983) estudou 10 hibridomas cultivadiosvitro e observou que todos
necessitaram de agitacdo mais baixa que 60 rpm.oGbrfato que varios aspectos do
crescimento celular variam de acordo com a linhagepossivel que 50 rpm seja ainda uma
rotacdo muito alta para o hibridoma anti-dengue BEpsem que o0 mesmo tenha sofrido um

processo de adaptacado a agitagao.
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Figura 4.4: Perfil de crescimento do hibridoma -adetgue tipo 2 cultivado em frascos
spinnera 50 rpm (média das duplicatas dos cultivos), iteatas com células
cultivadas em frascos T, em meio DMEM com 10% de SiRBluindo a
viabilidade celular (a), producdo de anticorpo (ld&), consumo de glicose e
glutamina (b) e producdo de amoénio e lactato (b).

Como a passagem direta dos hibridomas do cultivofrastos T para o indculo em
frascos spinner gerou perda da viabilidade do cultivo em poucoas,difoi necessario
estabelecer um método de adaptacdo dos hibridomazilavo em sistema agitado. Os
métodos sugeridos por Scharfenberg e Wagner (8#)acorest al (2000) foram testados,
mas em ambos os protocolos ndo foram obtidos aekdtsatisfatorios. Nao foi possivel
reproduzir o método desenvolvido por Sinacetral (2000), pois a cada tentativa de manter
as células emspinner a curva de crescimento observada era equivatedse Figura 4.4. O
método de Scharfenberg e Wagner (1995) foi testads, o agitador magnético disponivel
nao permitia rotagcbes menores que 50 rpm, o quedmpuma adequada adaptacdo, de modo
que, novamente, o perfil do cultivo celular resutkafoi semelhante ao da Figura 4.4.

Devido aos insucessos citados acima, foram utdigaghrrafasoller com o sistema de
agitacao Universal turner device(Greiner) para uma nova tentativa de adaptacdo dos
hibridomas ao cultivo em sistemas agitados. Estenses de agitacdo pode ser utilizado em
rotacbes a partir de 0,5 rpm, portanto bem maisaBajue a minima do agitador magnético.
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Garrafagoller foram utilizadas por Genzel e colaboradores (2p@6x adaptar as células ao
cultivo em sistema agitado e em meio livre de parma serem, posteriormente, inoculadas em
biorreatores de tanque agitado. Hundt e colaboesd@O007) utilizaram garrafasller para
adaptacéo de fibroblastos de pulméo de embridaatte(g-FL) ao cultivo em suspensdo em
biorreatoresvavee biorreatores do tipo tanque agitado e obtivdsam resultados de cultivo
celular e produtividade do virus da enterite emksi(MEV). Berson e Friederichs (2008)
utilizaram garrafasoller para o cultivo de células em suspensao e as @asidn um bom
sistema para cultivo de células de mamiferos seissia tensdes de cisalhamento, pois
fornecem agitacao suave, mas promovem boa transfarée nutrientes e oxigénio.

No presente trabalho, garrafesller foram inoculadas com o hibridoma secretor do
anticorpo anti-dengue tipo 2 e agitadas inicialmemt4 rpm para observacdo do perfil de
crescimento do hibridoma, como mostra a Figura M&.Figura 4.5a observa-se que as
células viaveis 4A) alcancaram concentracdes abaixo de 1,5 milhdeséeldas/mL, com
valor depey, de 0,0398 He t de 17,43 h, e também perderam a viabilidajeetn 7 dias de
cultivo. Portanto, neste primeiro cultivo em gaasabller, conduzido a 4 rpm, os resultados

nao foram muito diferentes dos obtidos no cultiretd emspinner(Figura 4.4).
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Figura 4.5: Perfil de crescimento do hibridoma-aetgue tipo 2 cultivado em garrafadier
a 4 rpm (média das duplicatas dos cultivos) em &M com 10% de SFB,
incluindo a viabilidade celular (a), producédo décmpo (IgG) (a), consumo de
glicose e glutamina (b) e producéo de amonio atadb).

Como o objetivo era adotar rotacdes maioresspmner foi testado um meétodo de
adaptacdo a maiores rotacfes utilizando garrafees. Desta forma, foi realizado mais um
ensaio enroller, onde as células foram mantidas por 24 horaspa¥ 24 horas a 8 rpm, 24
horas a 16 rpm e, posteriormente, foram centrifagadontadas e inoculadas em duas outras
garrafasroller a 16 rpm, onde, mais uma vez, foi acompanhadorfd ge crescimento do

hibridoma. A Figura 4.6 mostra que as células Vv&Y{A) alcancaram niveis superiores a
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2 milhdes de células por mililitro no quarto e daimias, comye,, de 0,0294 Hetde
23,51 h, observando-se posteriormente, uma quedadde concentracdo de células viaveis.
Neste cultivo, a viabilidade celulas)(alcancou valores abaixo de 50% somente no séliano
apos o indculo, 3 e 4 dias ap6s a exaustdo denghdae de glicose no meio de cultivo,
respectivamente.

Como a concentracdo maxima de células viaveisifalas aquela obtida em frascos T,
foi avaliado o crescimento destas células adaptadagarrafasoller, em meio Ex-Cell. A
Figura 4.7 mostra que as ceélulas viaveks) (@lcancaram niveis superiores a 2 milhdes de
células por mililitro ja no terceiro dia e se maatam assim até o sétimo dia, coe, de
0,0331 R e t; de 20,91 h. Posteriormente, ocorreu queda delidatle @), que somente
alcancou valores abaixo de 50% no oitavo dia apsculo, juntamente com a queda na
concentracdo de glicose, como observado no cuétivoneio DMEM.

Quanto as concentracbes de anticorpo, observa-sEigusa 4.5a, que estas foram
significativamente superiores as obtidas em fraggaguando foi utilizado o meio DMEM
(Figura 4.3a). Ja quando utilizado o meio Ex-Gadtes valores foram um pouco superiores

no cultivo em frascos T (Figuras 4.2a e 4.4a).
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Figura 4.6: Perfil de crescimento do hibridoma-aetgue tipo 2 cultivado em garrafadier
a 16 rpm (média das duplicatas dos cultivos) eno d&MEM com 10% de SFB,
incluindo a viabilidade celular (a), producdo décmpo (IgG) (a), consumo de
glicose e glutamina (b) e producéo de amonio atadb).
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Figura 4.7: Perfil de crescimento do hibridoma-aetigue tipo 2 cultivado em garrafafler
a 16 rpm (média das duplicatas dos cultivos) enora&iCell para hibridomas
(Sigma), incluindo a viabilidade celular (a), prgda de anticorpo (IgG) (a),
consumo de glicose e glutamina (b) e produgéo dmene lactato (b).

Os resultados obtidos sdo compativeis com Berdenederichs (2008), que, ao cultivar
hibridomas secretores de anticorpos monoclonais-aaatilcolinesterase de eritrcitos
humanos em garrafasller auto-alimentadas, utilizando 0,2% de SFB, em nR#bIM-II
(Gibco) livre de proteinas, em rotacGes de 0,255erfim, encontraram bons resultados de
concentracdo celular — entre 1,2 e 1,8 milhdesttidas por mililitro — e de concentracéo de
anticorpos, chegando a f§/1¢ céls/dia.

Na tabela 4.3, estdo dispostos os resultados deetspecifica de crescimento celular na
fase exponencial, tempo de duplicacdo e coefigedte rendimento - g, Yxigin, Yeix,

Y NHasgine Yiacigle Yeigie Yeigin Yeix — referentes aos experimentos citados acima.
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Tabela 4.3: Resultados de concentragdo maxima dedasé(Xnsy, taxa especifica de
crescimento celularpgyy), tempo de duplicagéogft quantidade maxima de
produto (R, produtividade volumétrica maximaysx) € dos coeficientes de
rendimento — Ygic, Yxigin, Yeix, YNHasgine Yiacigle Ypiglo Yrigine Yeix — €M frascos
spinner (sem adaptacéo) e garrafadler com os meios DMEM suplementado

com 10% de SFB e Ex-Cell (Sigma).

Spinner | Roller | Roller Roller
DMEM |DMEN | DMEN | Ex-Cell
(frascoT) | 4rpm | 16 rpm | 16 rpm
X max 1,6 1,3 2,1 2,2
(10°/mL)
I::'métx
1,0 1,4 2,8 1,5
(Lg/mL)
Pv,max 1,1 1,5 3,2 0,8
(Mg/mL/d)|  (22h) | (23h)| (21 h) | (24 h)
Hexp 0,041 0,040 0,029 0,033
(1/h)
[ 16,96 17,43| 23,51 20,91
(h)
YX/glc 1,7 1,5 2,3 1,7
(10°cél/g)
YX/gln 1,0 0,6 0,5 0,8
(10°cél/g)
Yeigic 0,068 0,984 3,086 0,399
(H9/9)
Y pigin 0,038 0,367| 0,881 0,202
(H9/9)
YP/X, 0,6 0,7 1,9 0,2
(ng/10cél)
Y NHa/gin 0,019 0,106/ 0,128 0,137,
(H9/9)
Yiacrgic 0,726 0,663| 0,381 0,708
(Hg/9)

4.2.2 Cultivo em frascospinnercom células adaptadas emoller

Apés o cultivo em garrafasller ter apresentado um perfil aceitavel de crescimeritoa

viabilidade celular, decidiu-se utilizar o mesmpotide adaptacdo para nova tentativa de

acompanhamento do perfil de crescimento do hibradaem frascosspinner Apds a

adaptacéo até 16 rpm, os sobrenadantes de cuttivolier foram centrifugados e as células

inoculadas em frascapinnera 50 rpm, em meio DMEM com 10% de SFB. Como mostrad

na Figura 4.8, observa-se que as células viawejsa(cancaram niveis um pouco superiores a

1,5 milhdes de células por mililitro no terceir@die cultivo, obtendo-g&., de 0,0376 e

tg de 18,41 h, mas a concentracéo de células videeau rapidamente. A viabilidade celular

(w) chegou a 30% em apenas seis dias de cultivo.
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Figura 4.8: Perfil de crescimento do hibridoma -detigue tipo 2 cultivado em frascos
spinnera 50 rpm (média das duplicatas dos cultivos), iteatas com células
adaptadas ao cultivo em garrafaer a 16 rpm, em meio DMEM com 10% de
SFB, incluindo a viabilidade celular (a), produgde anticorpo (IgG) (a),
consumo de glicose e glutamina (b) e producéo dmene lactato (b).

Apesar da adigéo de 10% de SFB, considerado coatetqr contra o cisalhamento das
células (Doylle e Griffiths, 1998) no meio DMEM, daptacéo até 16 rpm ndo parece ter sido
eficiente, pois a Figura 4.8 mostra um perfil descimento celular com rapida queda de
viabilidade. Este resultado parece indicar a nedgadsi de um periodo maior de adaptacao
das células ao sistema agitado.

Assim, uma tentativa de adaptacdo das célulasefdizada, adaptando as células em
garrafasroller até 40 rpm. Foi realizado um experimento ondeéadas, apds a adaptacao
seguindo o mesmo procedimento descrito anterioeméotam inoculadas ainda em garrafas
roller com meio DMEM suplementado com 10% de SFB e sanadmente em meio Ex-
Cell, para observacéao do perfil de crescimento. @omostrado na Figura 4.9a, observa-se
que, quando utilizado o meio DMEM, as células viaysbuco ultrapassaram 1 milhdo de
células por mililitro no quarto dia de cultivo, cqm, de 0,0245 H e t de 28,27 h. Apés 24
horas, inicia-se a queda de viabilidade que coateté o final do cultivo, nove dias apos a

inoculagéo.
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Figura 4.9: Perfil de crescimento do hibridoma-aetigue tipo 2 cultivado em garrafafler
a 40 rpm (média das duplicatas dos cultivos) eno /dMEM com 10% de SFB,
incluindo a viabilidade celular (a), producao décmpo (IgG) (a), consumo de
glicose e glutamina (b) e producédo de amonio atadb).
A Figura 4.10 mostra o perfil de cultivo dos hilmmdas em meio Ex-Cell, onde se observa
que as células viaveis alcancaram niveis superaof®S milhdes de células por mililitro no
quarto dia de cultivo, comex, de 0,0315 fi et de 22,03 h, decaindo abaixo de 2 milhdes/mL

somente no sétimo dia de cultivo, juntamente caueala de viabilidade celular.
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Figura 4.10: Perfil de crescimento do hibridomai-dehgue tipo 2 cultivado em garrafas
roller a 40 rpm (média das duplicatas dos cultivos) enmo nix-Cell para
hibridomas (Sigma), incluindo a viabilidade celuf@j, producdo de anticorpo
(IgG) (a), consumo de glicose e glutamina (b) edlpcdo de amodnio e lactato

(b).

Os bons perfis resultantes do crescimento celofaroder e, especialmente em meio Ex-
cell, motivaram a realizagdo dos experimentosspmner utilizando como in6culo, células
adaptadas emnoller até 32 e 40 rpm (maximo alcancado pelo sistémaversal turner
devicg, utilizando simultaneamente os dois meios deivaulavaliados neste trabalho. Na

Figura 4.11a, observa-se que, para células prenienaelaptadas eroller a 32 rpm em meio
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DMEM com 10% de SFB, as células viaveis alcancaramissuperiores a 2 milhdes de
células por mililitro no terceiro dia de cultivopro ey, de 0,0283 T e  de 24,46 h,
mantendo-se neste nivel por 24 horas e decainderjpsmente até o final do cultivo, em
nove dias, juntamente com a viabilidade celulae cuegou a ser menor que 30% no sétimo

dia de cultivo.

3,0 100 10,0
- 90 9,0
R 25
[ ol L
2z - 80 8,0
>
8 2 F70Q
& 201 - g
]
3 r60 & | E 1603
2 5| o 503
g 9.5 - 50 2| g 0%
L -
S r40 3 | 8 408
% 1,01 | 30 o L 30 %
o
2 | 20
g 051 20
- 10 L0
0,0 ‘ ‘ ; ; 0 0+ o 0,0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo (dias) Tempo (dias)
\ -+ Células Viaveis (10°6/mL) -#-1gG (ug/mL) -=-Viabilidade \ ‘4} Glicose (g/L)-0- Am6nio (mM) - Glutamina (g/L)-+ Lactato (mM$
(@) (b)

Figura 4.11:. Perfil de crescimento do hibridomai-dahgue tipo 2 cultivado em frascos
spinnera 50 rpm (média das duplicatas dos cultivos), iteatas com células
adaptadas ao cultivo em garrafaer a 32 rpm, em meio DMEM com 10% de
SFB, incluindo a viabilidade celular (a), producde anticorpo (IgG) (a),
consumo de glicose e glutamina (b) e produgéo dmene lactato (b).

A Figura 4.12 mostra o perfil de crescimento daitldoma cultivado em meio Ex-Cell em
frascosspinnera 50 rpm, inoculados com células adaptadas av@elin garrafasoller a 32
rpm. A figura 4.12a mostra que, em meio Ex-Celé&slas viaveis alcancaram 2 milhdes de
células por mililitro no quinto dia de cultivo, cqm, de 0,0202 H et de 34,3 h, e decairam
posteriormente até o final do cultivo, 10 dias apdsoculacdo. A viabilidade celular sofreu
decréscimo também apd6s o quinto dia de cultivo, airada no dltimo dia se mantinha pouco
acima de 50%. Esta caracteristica difere signifiaatiente do cultivo no mesmo sistema em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB, o que pairatiear que o meio Ex-Cell
possui algum(ns) componente(s) que aumenta(m)hdigeade celular, seja por protecédo do
cisalhamento celular, inibicdo da apoptose ou algutro mecanismo.
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Figura 4.12: Perfil de crescimento do hibridomai-dahgue tipo 2 cultivado em frascos
spinnera 50 rpm (média das duplicatas dos cultivos), iteatas com células
adaptadas ao cultivo em garrafedler a 32 rpm, em meio Ex-Cell para
hibridomas, incluindo a viabilidade celular (a)pgucdo de anticorpo (IgG) (a),
consumo de glicose e glutamina (b) e producgéo dmene lactato (b).

Como etapa seguinte, foi avaliado como indculomdescélulas adaptadas ao cultivo em
roller a 40 rpm. A Figura 4.13, mostra, portanto, o peté crescimento do hibridoma
cultivado em meio DMEM suplementado com 10% de 8RFBfrascospinnera 50 rpm. As
células viaveis alcancaram 1,5 milhdes de célutaslilitro no terceiro dia de cultivo, com
Hexp igual a 0,0313 e t igual a 22,15 h. Vinte e quatro horas depois, bogveda da
concentracdo de células viaveis, juntamente comhilidade celular, que chegou a 50% no

sexto dia de cultivo.
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Figura 4.13: Perfil de crescimento do hibridomai-dahgue tipo 2 cultivado em frascos
spinnera 50 rpm (média das duplicatas dos cultivos), iteatas com células
adaptadas ao cultivo em garrafaer a 40 rpm, em meio DMEM com 10% de
SFB, incluindo a viabilidade celular (a), producde anticorpo (IgG) (a),
consumo de glicose e glutamina (b) e producéo dmene lactato (b).
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Em meio Ex-Cell, o perfil de crescimento de cultiviohldbridoma foi semelhante ao em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Observaadsigura 4.14a, que as células
viaveis alcancaram niveis cerca de 1,5 milhGesélldas por mililitro com quatro dias de
cultivo, compeyp igual a 0,0212 e tigual a 32,77 h. No sexto dia de cultivo, houvedsu
da concentracdo de células viaveis, juntamenteacembilidade celular, que chegou a menos
de 40 % no final dos 8 dias de cultivo. A princiddérenca entre estes sistemas foi que, mais
uma vez, o meio Ex-Cell forneceu condi¢gBes paraagieélulas se mantivessem por mais
tempo. Além disto, a producao de anticorpo foi egpivamente maior no meio Ex-Cell que
em meio DMEM.

5,0 100 3,0 10,0
» 451 90 r9.0
2 401 - 80 231 - 8,0
@ 351 70 ) F7.0 @
3 = < | £201 v g
a >
89251 L 50 & ®15 F50 ®
= Q [} [v]
] [ 1%
8 2,0 40 3 8 r40 &
1] S = 0] 9
£ 151 - 30 010 30 2
3
c — = L
g 10 20 05l 2,0
0,51 r 10 r1,0
0,0 T T T T 0 0,0 T T T T 0,0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo (dias) Tempo (dias)
‘ -+ Células Viaveis (10"6/mL) #-1gG (ug/mL) -# Viabilidade ‘ ‘ -o- Glicose (g/L) -o- Aménio (mM) -« Glutamina (g/L) - Lactato (mMi
() (b)

Figura 4.14. Perfil de crescimento do hibridomai-dahgue tipo 2 cultivado em frascos
spinnera 50 rpm (média das duplicatas dos cultivos), iteatns com células
adaptadas ao cultivo em garrafadler a 40 rpm, em meio Ex-Cell para
hibridomas, incluindo a viabilidade celular (a)ogucéo de anticorpo (IgG) (a),
consumo de glicose e glutamina (b) e produgéo dmene lactato (b).

Observando-se o cultivo em sistemas agitados, seotgde, nos cultivos em garrafas
roller a 4 rpm (inoculadas diretamente dos frascos Tyr&gy4.5a e b), a agitacdo parece ter
atuado negativamente sobre a concentracdo de séfidizeis e viabilidade celular, mesmo
em presenca de SFB, suplementando o meio DMEM. Quévidrealizada a adaptacao
durante 24 horas em cada velocidade utilizada gdaptacdo das células a agitacdo, antes do
indculo inicial do cultivo, a concentracdo de caétuViaveis alcancou niveis semelhantes aos
encontrados nos frascos T. A viabilidade celulanfantida acima de 50% até o sétimo dia de
cultivo com o uso do meio Ex-Cell e até o sexto clienn o uso do meio DMEM.

Nos cultivos em frascaspinner onde ndo houve adaptacéo das células a agitaté® a

do in6culo, as células sobreviveram somente atéaot@ dia de cultivo e, com adaptacdo a

agitacdo em garrafasller até 16 rpm, somente até o quinto dia de cultivas Bultivos em

frascosspinner,onde as células foram adaptadas a agitacdo eafagoller até 32 rpm, a

adaptacdo parece ter sido eficiente, jA que a otlag@o de células viaveis ultrapassou
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2 milhdes de células por mililitro e a viabilidackdular se manteve acima de 50% até o sexto
dia de cultivo em meio DMEM adicionado de 10% de ®F&¢é o décimo dia de cultivo em
meio Ex-Cell.

Comparando-se as Figuras 4.11 e 4.12 com 4.134e dbserva-se que a adaptacdo em
garrafagoller até 40 rpm néo levou a nenhum aumento de viab#didalular, sendo que, nos
cultivos mostrados nas Figuras 4.13 e 4.14, ahdablie celular decresceu mais rapidamente
gue nos cultivos mostrados nas Figuras 4.11 e ltt2pode se dever ao maior tempo levado
para adaptacdo a agitacdo, que pode ter aumentasivegse sobre as células ou por outro
fator ndo conhecido. Alguns autores, estudandeiboedla agitacdo e aeracdo em cultivo de
células animais, relataram que, quando expostasaiares forcas hidrodindmicas, estas
células costumam ativar seus mecanismos de apofbsst, 1993; Al-Rubeagt al, 1994a;
Al-Rubeai et al, 1994b). Nollert e colaboradores (1991) observacam células animais
respondem ao estresse fisico alterando sua taxeedeimento, morfologia, metabolismo e
expressdo génica, podendo aumentar a producdo adeinar de interesse. O resultado
observado neste trabalho poderia ser decorrerdtgde fendmeno deste tipo ou da diferenca
observada entre a viabilidade celular dos inOcutibigados para a realizacdo dos cultivos em
spinner utilizando células adaptadas a 32 e a 40 rpnprivioeiro, a viabilidade celular apés
a adaptacao até 32 rpm (96 horas apoés o inicialaptacdo) estava a 97,5% e 98,5%, nos
meios DMEM e Ex-Cell, respectivamente. No experimetgoadaptacdo até 40 rpm (120
horas apés o inicio da adaptacéo), a viabilidateev@sum pouco mais baixa (85 e 88 %,
DMEM e Ex-Cell, respectivamente), o que pode sigaifigue as células ja estariam em fase
estacionaria ou de morte celular.

Do mesmo modo como discutido no item 4.1, as Fgydrdb a 4.14b mostram que a
queda da concentracdo de células viaveis e ddigad® celular parecem estar associadas a
queda da concentracdo de nutrientes (glicose angiod) e ao aumento da concentracdo de
metabdlitos (amoénio e lactato). A Tabela 4.4 mostia forma comparativa, as diversas
variaveis selecionadas ao metabolismo, para asasitealizados em sistemas agitados.



70

Tabela 4.4: Resultados da concentragdo maxima déasé(Xnsy, taxa especifica de
crescimento celularpgyy), tempo de duplicagéogft quantidade maxima de
produto (R, produtividade volumétrica maximaysx) € dos coeficientes de
rendimento — Yygic, Yxsgin, Yeix, YnHaigine Yiaciglo Yrigio Yriging Yeix — €M spinner

e em garrafa roller, nas rotacdes utilizadas p@aptacéo, com os meios DMEM
suplementado com 10% de SFB e Ex-Cell (Sigma).

Roller Roller Spinner Spinner Spinner Spinner Spinner
DMEM Ex-Cell DMEM DMEM Ex-Cell DMEM Ex-Cell
40 rpm 40 rpm (16 rpm) (32 rpm) (32 rpm) (40 rpm) (40 rpm)
X max 11 3,9 1,7 2,1 2,0 1,6 14
(10°/mL)
Pmax 0,4 0,3 1,0 0,7 1,0 0,8 51
(Lg/mL)
Pv,Max
, 0,224 h 0,2 (22 h 1,1(22h 0,3 (27 h 3,51127 0,5(42h 51(24h
(o | 02 @4h) (22h) ( ( b (42h) (24h)
tll%g) 0,021 0,034 0,030 0,030 0,019 0,031 0,021
(tr?) 33,78 20,29 22,83 22,87 37,03 22,15 32,77
YX/9|C 1,005 2,332 1,586 1,994 1,731 2,348 1,600
(10°cél/g)
YX/Q'” 0,253 1,352 0,557 0,478 0,766 0,771 0,674
(10°cél/g)
Yeiglc 0,344 0,206 0,909 0,593 0,904 1,337 1,107
(Lo/g)
Y Prgin 0,087 0,120 0,319 0,142 0,400 0,439 0,466
(Lo/g)
Yeyx ) 0,3 0,1 0,6 0,3 0,5 0,6 0,7
(ng/10cél)
YNH4/9|n 0,104 0,237 0,116 0,092 0,116 0,092 0,264
(Lo/g)
YlaC/g|C 0,586 0,672 0,786 0,639 0,790 0,577 1,153
(Lo/g)

4.3 Comparacao do cultivo de hibridomas e producade anticorpo em meio

de cultivo adicionado de SFB e livre de soro

Neste item, parte dos resultados apresentadodarns4.1 e 4.2 ser@apresentadade

forma a destacar as diferencas geradas no culéidac e na producédo de anticorpo pela

utilizagdo dos meios de cultivo DMEM e Ex-Cell. Dedbrma, foram selecionados os

experimentos onde 0 mesmo sistema de cultivo $tad® com os dois meios de cultivo.

Os resultados estdo mostrados na Figura 4.15 dag) apresenta os perfis comparativos

do crescimento e da producédo de anticorpos dodoeilmid anti-dengue tipo 2 cultivado nos

diferentes sistemas de cultivo em meio DMEM com 1d¥4SFB e em meio Ex-Cell para

hibridomas (Sigma).



4,5 100 4.5 3,0
: + 90 4,0
g w 2,5
[ - 80 % 3,5
%A 70 < _823,0— 2,0 =
3 ‘.- L 6o B [ ... o)
3 ] ] 9 25 . - 15%
82 2E| Byl 5 A °g
~ [ ~ \ 4 ! T £
£ 30 2 g 15 < e 1,0
LN 1,0 .
g t 20 a .. . F 0.5
L 10 0,5 — o - e e e
- A
. ) 0,0 : : 0,0
10 12 o} 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)
(@) (b)
4,5 100
404 90 45 3,0
3 | 80 4,0 4
= 3,5 :§ 2,5
o E 3,01 70 < g 357
o ,
Egzs 60 & % 3.0 20 =
g3 s0 B g 251 o
S 0 N o) ¥ e A A 1,5 &
8 a Ha0 x gz,of ke .
25 als 30 ~ 1,5 x . 1,0 £
Q e
o . 20 10
o ! & ... > - . - 0,5
A, :! 10 05 - o -o---0--g--®
" " 0 0,0 : : : : A, 0,0
0o 2 4 6 8 10 12 o 2 6 10 12
(C) Tempo (dias) (d)
100 4,5 3,0
90 4,01
w w RRREN 25
3 , 80 3 3,54 AN
ey 3
o 70 < i ht L
85 > B | g,5° >0 g
g 60 & 0 o)
, 5 97 £2.5 < e
IS:L 50 & %@ gzo— A . 15§
£g Fa0 2| B S A 2
g3 1, S 1,5 . F1,0 <~
g s 30 < g
8 : 20 1.0 ; a | o5
10 057 & A e o ..o
. . . . . 0 0,0 #= . . . : ! 0,0
0 2 4 6 8 10 12 o} 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias) (e) Tempo (dias) (f)
0 100 4,5 5
0 t 90 4,04 r 4.5
8
Z r 80 l:;” 3,5 r4
= 70 < 8 d 301 a5
3 L60 & 3 g HER
o ‘. = ; 2,54 =
ko) 50 § 2 r25&
z% L 40 §‘ g % 2,0+ LA Lo ?_
2 i X z2
£ L0 S ggLs A R 15
g - 20 8 107 e e #e T eel, Mt
C A - ' Rl A
F 10 057 A& - 0,5
|5 = 3 '
: : : ; : 0 0,0 . . 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias) (g) Tempo (dias) (h)
4,5
100 '
PR - 50
© 90 N —
S ~ w 4 Q
S 80 _ | g 30 . L 400
= (=] 4 . g
0 S 05 8233 : Z
Tx 60 = S 2,5 . 303
W > L Q. = n © . -
S E L 50 2 S & <2
c = ) 3 8359 . 20 =
£2 ‘. 402 5 @ %5 % k---a T8
o () h N
g = F30 = (&) . M B >
eg = 19 D 1,0E
S~ A - A 20 05*" } 3 A T
(@] 10 o co---®
: 0 0 T T T T T 0,0
10 12 (|) 0 2 4 6 8 10

6
Tempo (dias)

—— Células viaveis
— Meio DMEM + 10% SFB
—&— Viabilidade

- 4- Células viaveis
--- Meio Ex-Cell
- B Viabilidade

Tempo (dias)

()

—— Células viaveis
— Meio DMEM + 10% SFB
—o—IgG

- 4- Células viaveis
--- Meio Ex-Cell
-e- 1gG

Figura 4.15: Perfis comparativos do crescimenso) ({do hibridoma anti-dengue tipo 2
cultivado em: frascos T (a e b), garrafaler a 16 rom (c e d) e a 40 rpm (e e f);
frascosspinnera 50 rpm inoculados com células adaptadas ganrallas a 32
rom (g e h) e inoculados com células adaptadas amafgsroller a 40 rpm
(ie)). Viabilidade celulars) e producao de anticorpo (IgG8)( meio DMEM

com 10% de SFB—) e meio Ex-Cell

cultivos).

(---) (média das duplicatas dos
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Os resultados mostram que, no cultivo em frascosnT garrafasoller a 16 rpm e em
frascosspinnera 50 rpm, inoculados com células adaptadas awewth garrafasoller a 32
rpm, a concentracdo de células viavehy @lcancou niveis semelhantes nos cultivos com os
dois meios, mas o meio Ex-Cell demonstrou ter foadzemais condi¢cdes para que o cultivo
pudesse ser mantido por mais tempo e com maioilidede celular &).

No cultivo em garrafasoller a 40 rpm, a concentragdo de células vidveis abcaniyeis
significativamente superiores no meio Ex-Cell do goeDMEM com 10% de SFB, mas o
perfil da viabilidade celular foi semelhante nossdueios.

No cultivo em frascospinnera 50 rpm, inoculados com células adaptadas avawdtn
garrafasroller a 40 rpm (Figura 4.15 i-j), a concentracdo de eélvidveis &) permaneceu
em niveis baixos nos dois meios e a viabilidadelae(m) caiu rapidamente a partir de 5 dias
de cultivo.

Os resultados dgexp tenderam a ser mais altosqdendeu a ser mais baixo nos sistemas
utilizados com meio Ex-Cell, se comparado ao meMEM suplementado com SFB. A
excecao ocorre quando a comparacao é feita nagosumspinner pois, neste caso, devido
ao maior estresse fisico, o SFB pode ter forngmidtecao as células ao cisalhamento (Tabela
4.5).

Tabela 4.5: Resultados das taxas especificas deimoeggo celular iexy), tempo de
duplicacdo () e coeficiente de rendimento de célula em prodiYde) nos dois
meios de cultivo utilizados neste trabalho.

Roller Roller Roller Roller Spinner | Spinner | Spinner Spinner
Frasco T| Frasco T DMEM Ex-Cell | DMEM | Ex-Cell | DMEM Ex-Cell DMEM Ex-Cell
DMEM Ex-Cell 16 rpm 16rpm | 40rpm | 40rpm | (32 rpm) [ (32 rpm) | (40 rpm) | (40 rpm)

Pexp 0,033 0,035 0,029 0,038 0,021 0,084 0,080 0,019 310,p 0,021

td 21,33 19,59 23,51 20,91 33,78 20,29 22,87 37(03 1522, 32,77

(h)

YP/X, 0,2 0,5 1,9 0,2 0,3 0,1 0,3 0,5 0,6 0,7
(ng/10cél)

Os resultados obtidos indicam que o melhor desehgpebtido com o meio Ex-Cell pode
estar associado ao fato deste conter uma concéatiaial de glicose superior, a qual
parece manter a viabilidade celular por mais temjlém disto, meios de cultivo de
composicao definida costumam conter outros suplessenle composicdo e concentragao
otimizadas pela empresa detentora da patente, el substituir com sucesso e, até
mesmo, superar as propriedades do SFB.

No que se refere a producao de anticorpo, os aefmdtndo parecem esclarecer qual dos

dois meios de cultivo utilizados pode ser maigragante para a obtencdo deste produto. Nos
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cultivos em frasco T e em frascgiinner 0 meio Ex-Cell parece gerar maior concentracao de
anticorpo logo no primeiro dia de cultivo, mas @dds os casos ocorre uma queda brusca de
concentracdo no segundo ou terceiro dia. J& naafgsnoller, com 16 rpm, o meio DMEM
adicionado de 10% de SFB, gerou maior producaondieoapo logo no primeiro dia de
cultivo, mas também ocorreu uma queda brusca deeotmacdo nas 48 horas seguinkse
resultado foi seguido pela producdo de anticorpsesiada no mesmo sistema quando
cultivado em meio Ex-Cef(lg, = 0,2075), o que, mais uma vez indica que os nueasultivo
nao parecem diferir significativamente no que $ereea producao de anticorpo.

Meios livres de soro, como o Ex-Cell, sdo desendolie testados ha mais de 20 anos.
Diferentemente do que foi observado no presenbaltra, na literatura a concentragéo celular
chega a aumentar em seis vezes e a producdo aquaté vezes se comparadas ao cultivo
em meio com SFB (Mertert al, 1994). van der Valk e colaboradores (2004) també
observaram que meios livres de soro, como o Ex1@&lto neste trabalho, podem chegar
gerar maior crescimento celular que os meios auwicios de SFB.

Meios sem soro quimicamente definidos podem seendedvidos com precisdo na
suplementacdo com reagentes quali- e quantitativiemadequados para cada linhagem
celular, pois o conhecimento de biologia celuldicguimica e os equipamentos com grande
quantidade de recursos permitem uma avaliagcaoveadanais precisa das respostas celulares.
O uso de proteinas recombinantes ainda permite nfiee haja fonte de variacdo ou
contaminagao em sua origem.

As vantagens de se trabalhar com meio sem sorm ftambém avaliadas por Huaeg
al. (2008), que trabalharam com algumas linhagenslarek, inclusive com o hibridoma
L243 secretor de IgG. Eles testaram uma lactofemat@mbinante como suplemento em
meios sem soro que, em concentracoes ideais didsrpara cada linhagem celular testada,
foi capaz de triplicar o crescimento celular e@dpicdo de anticorpos no hibridoma L243.

Para corroborar a idéia de que o uso de suplen@ntig meio de cultivo com SFB néo
resulta em alteragcdo significativa no metabolisreohibridomas, pode-se também citar o
trabalho de Schneider (1989), que -cultivou hibridemem meios livres de soro e
suplementados com porcentagens diferentes de 8RB0 tobservado que este suplemento
nao aumentou significativamente o crescimento aetuh a secrecao de anticorpos.

De forma diferente, Genzel e colaboradores (200&5traram em seus experimentos em
garrafasroller, utilizando células MDCK, que em meios livres deosas taxas de consumo
de glicose e producédo de lactato sdo claramenteomne®erdo que as obtidas em meios
contendo SFB. No que se refere ao metabolismo wangina, foi observado que, no meio

sem soro, as concentracbes de amonio produzidas) forenores que no meio com SFB.
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Estes pesquisadores também mostraram que, em meiendo SFB, o crescimento celular e
a producéo de virus foi maior do que em meiosdideste suplemento.

E importante destacar que, do mesmo modo como @ukermos resultados deste
trabalho, Koo e colaboradores (2009) observaram quando adaptadas ao meio livre de
soro, células CHO mantiveram suas concentracdesdtemivel e mantiveram sua viabilidade
por mais tempo. Além disto, alcancaram maiores eanacdes da proteina de interesse em
meio livres de soro, mas também apenas durantdadpede alta viabilidade celular.

4.4 Comparacao do cultivo de hibridomas e producade anticorpo entre 0s

sistemas de cultivo utilizados

Neste item, parte dos resultados apresentados tepns #.1 e 4.2 sera novamente
reapresentadale forma a facilitar a observacao das difereneaadgs no cultivo celular e na

producdo de anticorpo pelos trés sistemas de cultilizados: frascos T, garrafasller e

frascosspinner Nas garrafasoller e nos frascospinner foram selecionadas as condi¢des
onde o hibridoma apresentou maior secrecéo defdgsslijto).
Na Figura 4.16 observa-se que, independente densstle cultivo utilizado, ocorreu

pouca variacdo no crescimento celular.
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Figura 4.16: Perfis comparativos do crescimerkq € producédo de anticorpo (IgGe)(do
hibridoma anti-dengue tipo 2, cultivado em frasto& ), garrafagoller a 16
rom ) e frascosspinnera 50 rpm, inoculados com células adaptadas ao
cultivo em garrafas roller a 40 rpm-) (média das duplicatas dos cultivos) em
meio DMEM com 10% de SFB (a) e em meio Ex-Cell paradomas (b).

Quanto a obtenc¢do do anticorpo monoclonal em mB&R com SFB, observa-se que o
sistemaroller a 16 rpm apresentou o melhor desempenho, obtendoi® este sistema

maiores niveis de producédo. Nos outros dois sisemeacultivo, a producédo do anticorpo
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monoclonal neste meio permaneceu com valores rhaikms (Figura 4.16a). Entretanto, para
0 meio Ex-Cell, a produgdo méxima de 1gG néo difemisito entre o cultivo em frasco T e
roller, sendo, contudo, inferior para o cultivo epinnet conforme pode ser observado na
Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Resultados das taxas especificas deinoeggo celular (exy), tempo de
duplicacdo @ e concentracdo maxima de produtgsJPnos trés sistemas de
cultivo utilizados neste trabalho.

Roller Roller Spinner | Spinner
FrascoT | Frasco T | DMEM | Ex-Cell | DMEM Ex-Cell
DMEM Ex-Cell 16 rpm | 16 rpm | (40 rpm) | (40 rpm)

l(ie/;(]F)) 0,033 0,035| 0,029 0,033 0,031 0,031

(t#) 21,33 19,59 | 23,51 2091 22,1p 32,47

Pmax 0385 | 1,761| 2,792 1,456 0820 5,047
(Hg/mL)

Kallel e colaboradores (2002) cultivaram célulaskB®L C13 para obtencéo do virus da
raiva, adaptadas ao crescimento em meios livresod® incluindo dois tipos de meio Ex-
Cell. Ao cultivar as células em frascos T, os awtawbtiveram concentracfes celulares
superiores a 1 milhdo de células por mililitro. EBminner a 30 rpm, as concentracdes
celulares alcancaram 2 milhdes de células por itrdlilQuanto a producao de virus, foi
observado que esta acompanhou o crescimento celdémaindo juntamente com a
concentracdo de células. No que se refere aogadssl|obtidos no presente trabalho com
meio de cultivo sem soro, os mesmos parecem esgtaacdrdo com os de Kallel e
colaboradores (2002).

Jeffs e colaboradores (2006) compararam o cuttev@élulas CHO UG21 secretoras de
gp140 — glicoproteina de envelope do virus HIV-dm-frascos T de 175 éngarrafagoller
(com e sem superficie expandida) e fragmsner utilizando meios Ex-Cell livres de SFB e
livres de proteina, e também suplementados com A&%FB. Seus resultados mostraram
que, para esta linhagem celular, o crescimentolatekesstava diretamente associado a
produtividade de gpl140. Sendo a linhagem CHO atikz altamente aderente, os melhores
resultados foram encontrados com a utilizacdoakeds T, cultivadas em meio suplementado
com SFB, seguidos pelos resultados obtidos emfganmaller com superficie expandida,
também em meio suplementado com SFB. No caso sieBspinner o uso de meio livre de
SFB propiciou melhores resultados do que aqueleesigmtado com soro. Tais resultados
mostram que, para linhagens de células altamenteerstes, os sistemas agitados so

apresentam melhor produtividade na auséncia de j@kfie os fatores de adeséo fornecidos
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pelo soro sdo significativos para o crescimentalaek, consequentemente, para a producao
da molécula de interesse. No presente traballzamilo células de hibridoma pouco ou néao
aderentes, observou-se o crescimento celular,aalaktravés dgey, foi aproximadamente
equivalente nos trés sistemas de cultivo, quandudilszeou 0 meio DMEM com SFB, porém,
em meio Ex-Cell livre de soro, decaiu significativearte em cultivo erspinner

Shibuyaet al. (2008) demonstraram que a producdo de anticotdodagtamente ligada
ao crescimento celular. Desta forma, utilizandoon®ire de soro em cultivo em batelada
alimentada, eles alcancaram 400 mg/L de anticaspgue, no trabalho por eles realizado,
corresponde a cinco vezes o obtido no cultivo eteléd@da em meio suplementado com soro.
O presente trabalho, apesar de apresentar nivei®deto muito mais baixos, também parece
indicar (com excecdo do experimento conduzidoreler com meio DMEM) que o meio
livre de soro estimula maior producédo de anticape o meio com soro e durante a fase de

crescimento celular.

4.5 Comparacao da avaliacdo da producéo de anticassegundo dois

meétodos de analise

Ao longo de todo o trabalho, as concentra¢cbes da@ups foram determinadas utilizando
um kit de deteccéo de IgG de camundongos. Contudo, uamoeths PRNT com amostras de
um mesmo cultivorpller em meio Ex-Cel a 40 rpm) foi realizado para cordicdo do
anticorpo produzido pelo hibridoma cultivado neésdalho. Como o ensaio de neutralizagcéo
é realizado especificamente contra o virus do detigo 2, os resultados obtidos indicam se
0 anticorpo avaliado é realmente especifico paeawsis.

O ensaio de PRNT apresentou altos titulos de aptisor acima de 1:1000 — superiores
ao soro utilizado como controle positivo do testdjcando que, além de especifico para o
virus do dengue 2, a producéo de anticorpos faifgigtiva.

Novos ensaios de PRNT deverao ser realizados paliaratodos os sistemas e meios de

cultivo.
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4.6 Comparacao da producao de anticorpm vivo ein vitro

Amostras de trés lotes de fluido ascitico anti-dentjpo 2 foram analisadas pedit de
dosagem de IgG de camundongo (Pierce) e os ressilammparados com os obtidos nos
cultivos realizados neste trabalho.

Os lotes de fluido ascitico apresentaram dosagerns4d 78 e 41 ug/mL, enquanto as
maiores dosagens de anticorpo encontradas nosireepérs deste trabalho foram de
2,8 ug/mL, nos cultivos em sistermaller a 16 rpm, em meio DMEM, e 5,1 pg/mL no
sistemaspinner inoculado com células adaptadas ao cultivo emafgaroller a 40 rpm, em
meio Ex-Cell. Tais resultados indicam que a produgEanticorpos em fluido ascitico é de
10 a 26 vezes superior que nos cultivogitro.

Apesar das concentracdes mais elevadas de antiobtigasin vivo, o volume de fluido
ascitico obtido por camundongo ao final de todadrasagens (3-4) situa-se na faixa de 9-
20 mL. J& o volume de sobrenadante de cultivo oletid cadaoller e spinnerneste trabalho
foi de 300 e 100 mL, respectivamente.

Esses volumes de sobrenadante resultam, enralelaa 16 rpm com meio DMEM, em
uma producéao de 0,84 mg (840 ug) do anticorpo,,5i1 g (510 pg) empinnercom meio
Ex-Cell (Tabela 4.7).

Isto demonstra a viabilidade de substituicdo dayogaoin vivo pela obtencdo da IgG em
sistemas agitados. Se consideradas também as tigm@nda producdo vivo, como: baixo
rendimento, alto custo, risco de contaminacdo doduyip, presenca de proteinas néao
especificas, variacoes significativas na composirére os fluidos asciticos (relacionadas no
item 1.2.1), pode-se concluir que o cultivo do icibma anti-dengue 2 em frascos agitados €

altamente promissor.

Tabela 4.7: comparacdo da producdo de anticamp®ivo (fluido ascitico) ein vitro
(sobrenadante de cultivo).

Fluido Ascitico Sobrenadante de Cultivo
54,78 e 41 pg/mL 2,8e5,1 ug/mL
10 mL 300 e 100 mL
(roller e spinne)
(X) 580 ug 840 e 510 pg
(roller e spinne)
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Baseando-se nos resultados discutidos no tépiaiantpodem ser tiradas as seguintes

conclusoes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Foi possivel realizar o cultivo do hibridoma seaorato anticorpo anti-dengue tipo 2
em meio livre de soro animal sem necessidade e celular a estas condic¢des.
Comparando-se os resultados dos cultivos em mei&MMuplementado com 10%
de SFB com aqueles obtidos com o meio livre de fiexeCell HighTiter, Sigma),
observa-se que este ultimo forneceu melhores ocdeslipara o cultivo celular,
mantendo uma alta viabilidade celular por um periodhior de tempo nos trés
sistemas de cultivo testados e propiciando, namaaitns experimentos, uma maior
formacéo de produto (IgG).

A reducdo nas concentracfes de nutrientes (glieogiutamina) e o acumulo de
metabdlitos (lactato e amonio) conduziram a umadguea concentracdo e na
viabilidade celular nos cultivos realizados.

A avaliacdo dos diferentes sistemas de cultivo mosjue o melhor crescimento e
viabilidade celular foram obtidos em garrafaker a 40 rpm, em meio Ex-Cell.
Quanto & comparagdo da producdo de IgG entre mnsis de cultivo testados, a
maior concentracao obtida deste anticorpo ocormeurascos do tipspinnera 50
rpom (apos adaptacdo em garrafaléer até 40 rpm), em meio Ex-Cell e em garrafas
roller a 16 rpm, em meio DMEM suplementado com 10% de. SFB

A maior producdo de anticorpos ocorreu na fase rexpoal de crescimento celular.
Contudo, de forma surpreendente, esta producdeusofipido declinio durante as
fases subsequentes do cultivo.

As concentracdes de IgG dos lotes de fluido ascitimm 10 a 20 vezes maiores que
as obtidas no cultivim vitro.

A producéo do anticorpo monoclonal anti-dengue Bpo vitro pode ser considerada
viavel, pois o volume de sobrenadante contendc estcorpos obtido em cultivos
em pequena escala, utilizando sistemas de culivdadil manipulacédo, é até 100

vezes maior que o volume de fluido ascitico obtida@amundongo.

Com base nos resultados e conclusdes obtidos rsenpeetrabalho, sugere-se como

atividades futuras:

v' Realizar experimentos adicionais com os sistemasligo in vitro que apresentaram 0s

melhores resultados neste trabalho, com o objedrcavaliar a reprodutibilidade do
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processo e de determinar as condicfes operacidtiraias para maximizacdo da obtencao
de anticorpos monoclonais anti-dengue tipo 2.

Avaliar o cultivo dos hibridomas e a producdo décanpos monoclonais em sistemas
gue mantenham as células sempre em fase exponelgiatescimento, como, por
exemplo, o sistema MiniPERM.

Realizar estudos de estabilidade e qualidade dtupro

Estudar as condic¢des de cultivo utilizando outressilivres de soro.

Estabelecer novas metodologias de quantificac&mticorpo especifico.

Consolidar uma plataforma tecnolégica baseada tovaun vitro de hibridomas em
sistemas agitados utilizando meios de cultivo $vde soro animal, que possibilite a
reducdo do numero de animais utilizados, com otigbjede minimizar os gastos

envolvidos na obtencéo de anticorpos monoclonalsadco de hibridomas do Latam.
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