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RESUMO

BIAGGIO, R. T. Adaptacéo de linhagens celulares humanas para crescimento
em suspensdo e meios de cultura livres de soro fetal bovino. 2014. 117f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Linhagens celulares humanas tém atraido grande interesse devido a sua capacidade
de glicosilar proteinas de maneira mais semelhante as proteinas nativas humanas,
reduzindo o potencial de respostas imunologicas contra epitopos ndo humanos. No
entanto, por se tratar de uma aplicacdo recente, essas células ainda nao foram
extensamente caracterizadas e cultivadas em condicbes reprodutiveis da escala
industrial, ou seja, em suspensédo e em meios de cultura livres de soro fetal bovino
(SFB). Em funcao disso, 0 objetivo principal deste trabalho foi estabelecer culturas
livres de SFB e em suspensédo para as linhagens celulares humanas SK-Hep-1,
HepG2 e HKB-11, que tém despertado grande interesse devido ao potencial de
producdo de proteinas recombinantes. Para isso, quatro formulac6es comerciais
livres de SFB foram avaliadas. As células que apresentaram bons resultados na
adaptacdo aos meios realizada em garrafas estaticas foram entdo adaptadas para
crescimento em suspensdo. Foi possivel realizar a adaptacao satisfatoria da célula
HKB-11 ao meio FreeStyle e da célula SK-Hep-1 ao meio SFMIl bem como a
criopreservacdo das mesmas também em condi¢cdes livres de SFB. A
caracterizacdo cinética das células adaptadas mostrou que a célula HKB-11
apresentou concentracdo celular quatro vezes superior a da célula SK-Hep-1
(8,6x10° e 1,9x10° células/mL, respectivamente) e apresentou crescimento celular
durante 18 dias em cultura. A velocidade especifica de crescimento maxima (MUmax)
foi semelhante nas duas células (0,0159 h™* para a HKB-11 e 0,0186 h™ para SK-
Hep-1). A limitacdo do crescimento das células adaptadas ndo parece estar
associada a exaustdo de glicose e glutamina, tampouco a formacao de lactato em
concentracdes inibitorias. Todavia, para ambos o0s casos, foi observada producéo de
amonia em concentracfes consideradas inibitérias (2 - 5 mM). De maneira geral, foi
possivel estabelecer culturas celulares em condicdes compativeis com o
desenvolvimento de um bioprocesso reprodutivel, seguro e em concordancia com as
boas préticas de fabricacao.

Palavras-chave: Células humanas, meios de cultura livres de soro fetal bovino,
adaptacao celular, SK-Hep-1, HepG2, HKB-11, cultura em suspenséo,
caracterizacao cinética, analise metabdlica, criopreservacao.



ABSTRACT

BIAGGIO, R. T. Serum-free suspension adaptation of human cell lines. 2014.
117f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2014.

Human cell lines have attracted great interest since they are capable of producing
glycosylated proteins in a more similar way to native human proteins, reducing the
potential for immune responses against non-human epitopes. However, these human
cell lines have not been extensively characterized and cultured in large scale and in
serum-free suspension conditions. As a result, the main objective of this work was to
adapt three human cell lines: SK-Hep-1, HepG2 and HKB-11 to serum-free
suspension cultures, since they are promising systems of recombinant protein
expression. For this task, four commercial serum-free media were tested. Adapted
cell lines in T-flasks were further adapted to suspension cultures. Results showed
that both HKB-11 and SK-Hep-1 were adapted to serum-free suspension cultures in
FreeStyle and SFMIl, respectively and were cryopreservated in serum-free
formulations. Kinetic characterization showed that HKB-11 cell concentration was
four times higher than SK-Hep-1 cell (8,6x10° and 1,9x10° cells/ml, respectively) and
showed cell growth in culture over 18 days. The maximum specific growth rate (Umax)
was similar for both cell lines (0,0159 h™ to HKB-11 and 0,0186h™ to SK-Hep-1).
Growth limitation of adapted human cell lines does not seem to be associated with
depletion of glucose and glutamine, nor with the formation of lactate in inhibitory
concentrations. However, in both cases, ammonia production achieved inhibitory
concentrations (2 - 5 mM). In general, it was possible to establish human cell cultures
that are compatible with reproducible and safe bioprocess conditions and in
compliance with good manufacturing practices.

Keywords: Human cell lines, serum-free medium, cell adaptation, SK-Hep-1,
HepG2, HKB-11, suspension culture, kinetic characterization, metabolic analysis,
cryopreservation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biofarmacos

A industria farmacéutica encontrou um ramo promissor na éarea de
biotecnologia com o advento da engenharia genética na década de 70. Trata-se dos
biofarmacos, classe de medicamentos compostos por proteinas recombinantes,
anticorpos, peptideos e substancias derivadas de acidos nucléicos, usadas para fins
terapéuticos ou de diagndstico in vivo produzidas através de métodos que ndo sejam
baseados na extracdo direta de uma fonte biologica nativa (WALSH, 2002).
Basicamente, os biofarmacos atuam de forma a compensar a deficiéncia ou falta de
uma enzima importante para o funcionamento do organismo (BERLEC e
STRUKELJ, 2013). Em 1982, a empresa Ely Lilly conseguiu a aprovagao do primeiro
biofarmaco pelo FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento do diabetes:
a insulina humana produzida em Escherichia Coli. Em 1986, a Genentech conseguiu
a aprovacado do ativador do plasminogénio tecidual (tPA) para tratamento de
doencas emboliticas, tornando-se esta a primeira proteina terapéutica obtida a partir
de células de mamiferos (CHU e ROBINSON, 2001; GRILLBERGER et al., 2009).
Atualmente, existem mais de 425 produtos biofarmacéuticos aprovados nos Estados
Unidos e Unido Européia, sendo que 140 séo proteinas recombinantes. Destas, 40
sdo consideradas blockbuster, ou seja, suas receitas sdo superiores a $1 bilhdo/ano,
e outras 18 apresentam vendas entre $500 milhdes-$1bilhdo (RADER, 2013b). So6
em 2012 foram aprovados 18 novos produtos biofarmacéuticos e existem cerca de
500 novos produtos que estdao em fase pré-clinica e clinica, visando o combate de
diversas doencas, como varios tipos de céancer, doencas reumaticas e doencas
negligenciadas (DUROCHER e BUTLER, 2009; RADER, 2013b). Esta nova classe
de medicamento apresentou uma expansao de mercado de $8 bilh6es em 1992 para
$149 bilhdes em 2010 e é esperado aumentar $239 bilhdes até 2015 (VISIONGAIN,
2012). Anualmente, este crescimento varia entre 10 a 20%, valores superiores aos
obtidos pela industria farmacéutica de maneira geral (ZHU, 2012). Em 2012, a
indastria biofarmacéutica faturou US$165 bilhdes, sendo $110 bilhdes relativos
apenas a anticorpos e outras proteinas recombinantes com taxa de crescimento
anual de 15% (RADER, 2013a). Estima-se que hoje o mercado biofarmacéutico seja

responsavel por mais de 40% de todo o investimento em pesquisa e
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desenvolvimento da indastria farmacéutica, valor cotado em mais de $80 bilhdes
(RADER, 2013b).

Um dos fatores que levam ao crescimento de 15% ao ano deste setor € a
gueda do numero de patentes de biofarmacos lideres de venda da primeira geracéao,
como eritropoietina, a-interferon, hormdnio de crescimento humano entre outros,
permitindo a fabricacdo de biosimilares, nos quais o desenho de bioprocesso é
extremamente importante para manter a competitividade do produto. Estima-se que
até 2016, sejam perdidos $33,2 bilhdes na queda das patentes (BUTLER, 2005;
WALSH, 2010a).

Por isso, a velocidade de desenvolvimento € muito importante no mercado
biofarmacéutico. Segundo Aunins, citado por GIRARD e colaboradores (2002), a
cada ano de atraso no langcamento do produto no mercado, sdo adicionados 10 a
100 milhdes de ddélares no processo de desenvolvimento e validacdo. Desta forma, a
escolha apropriada do sistema de expressdo e o modo de cultivo sdo essenciais
para garantir a rapidez no desenvolvimento e a qualidade do produto com elevada

produtividade.

1.2 Sistemas de expressao

Biofarmacos ou proteinas recombinantes terapéuticas podem ser produzidos
por sistemas microbianos, leveduras, células de inseto, de mamiferos (incluindo
células humanas), células vegetais e por animais transgénicos (ZHU, 2012).
Escherichia coli, leveduras e células de mamiferos representam juntos 89% de todas
as aprovacbes. As principais caracteristicas destes sistemas encontram-se

apresentados na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1. Comparacdo das principais caracteristicas dos sistemas de expressao
(Adaptado de GENWAYBIOTECH).

Caracteristicas

Bactérias

Leveduras

Células de
inseto

Células de
mamiferos

Crescimento
celular

Rapido (30 min)

Réapido (90 min)

Lento (18-24 h)

Lento (24h)

Complexidade e
custo do meio

Baixo

Baixo

Alto

Alto

Expresséo Secrecao para o Secrecao para o Secrecao para o Secrecao para o
extracelular periplasma meio meio meio
Nivei . . .
Vels dNe Alto Baixo - Alto Baixo - Alto Baixo - Moderado
expresséo
Rendimento 50-500 10-200 10-200 0.1-100
(mg/L de cultura)
Re-enovelamento | Re-enovelamento
Enovelamento
. usualmente pode ser Adequado Adequado
de proteinas .. ..
necessario necessario
Simples, sem
. - Al r . .
N-Glicosilagéo Ausente to teor de adicéo de acido Complexa
manose o
sialico
O-Glicosilagéo Ausente Presente Presente Presente
Taxa de sucesso
na produgao 40-60% 50-70% 50-70% 80-95%
(soluvel ou
funcional)
Custo do . .
Baixo Baixo Moderado Alto
processo

Sistemas microbianos, especialmente a Escherichia Coli, e leveduras nao

demandam muito investimento para estabelecer uma nova linha de producéo,
possuem ciclos rapidos, os processos sao facilmente controlaveis e apresentam alta
produtividade quando comparado as células de mamiferos. No entanto, apresentam
a limitacdo de ndo serem capazes de produzir proteinas glicosiladas com adequado
perfil para garantir a atividade biologica e auséncia de reacdes imunogénicas.
Sistemas de expressdo como células de insetos, fungos filamentosos e plantas sao
usados predominantemente para a producdo de vacinas. Entretanto, algumas
glicoproteinas produzidas nestes sistemas de expressdo encontram-se em fase
clinica (WALSH, 2010a,b; SWIECH et al., 2012; ZHU, 2012).

Por mais de 25 anos, as células de mamiferos tém sido as mais utilizadas
pela industria, sendo responsaveis por 43% das proteinas aprovadas (BERLEC e
STRUKELJ, 2013).

células de mieloma tipo linfoblastéide murino (NSO e Sp2/0-Agl4), células

Dentre as diversas células de mamiferos disponiveis, como as

embrionarias de rim humano (HEK-293), células de retina humana imortalizadas
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(PER.C6), fibrosarcoma humano (HT-1080), células derivadas de mieloma de
camundongo (NSO) e células de rim de hamster neonato (BHK-21), destacam-se as
células de ovario de hamster chinés (CHO), devido a sua extensa caracterizacéo e a
habilidade de realizar glicosilacdo semelhante a humana. Por este motivo, ha uma
maior aceitacdo pelas agéncias regulatorias para aprovacdes de biofarmacos
desenvolvidos nesta célula (DUROCHER e BUTLER, 2009; WALSH, 2010a;
SWIECH et al., 2012; ALTAMIRANO et al., 2013; BERLEC e STRUKELJ, 2013).

A glicosilacdo € uma das mais importantes modificacbes pos-traducionais
realizadas pela célula, estando relacionada com o enovelamento da estrutura
proteica, reconhecimento de ligantes, sinalizacdo celular, atividade bioldgica,
solubilidade, estabilidade, tempo de meia-vida e capacidade de produzir resposta
imunogénica (DUROCHER e BUTLER, 2009; WALSH, 2010b ; ALTAMIRANO et al.,
2013; BERLEC e STRUKELJ, 2013; PICANCO-CASTRO et al., 2013). Esta
associada a 40% de todos os produtos biofarmacéuticos aprovados, uma vez que a
maioria dessas proteinas apresenta uma ou mais modificacbes que influenciam nas
suas propriedades bioquimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas (WALSH,
2010a). Outras modificacdes poOs-traducionais realizadas pelas células sao
processamento proteolitico, formagdo de pontes dissulfeto, y-carboxilagdo, [-
hidroxilagdo, O-sulfatacdo e amidacdo (DUROCHER e BUTLER, 2009; BERLEC e
STRUKELJ, 2013). Como citado anteriormente, mais de 500 proteinas estdo em
fase pré-clinica e clinica e 70% destas proteinas sdo glicosiladas. Deste modo, um
sistema de expressao eficiente é requerido para adequada producdo destas
proteinas glicosiladas.

Apesar da capacidade de gerar um produto com propriedades terapéuticas
aceitaveis, a plataforma de expressdo de proteinas recombinantes em células de
mamiferos ainda possui algumas limitacdes. Enquanto que outros sistemas de
expressdo como, por exemplo, leveduras e bactérias, permitem a producdo da
proteina-alvo em grandes quantidades em meios de cultura de baixo custo, células
de mamiferos necessitam de meios de cultura complexos e de alto custo para a
manutencdo de seu crescimento e consequente expressao da proteina (VAN DER
VALK et al.,, 2010; WALSH, 2010a; BERLEC e STRUKELJ, 2013). Além disso,
limitacdes como baixa velocidade especifica de crescimento e densidade celular, e
elevado consumo de fontes de carbono e energia (usualmente glicose e glutamina)

gerando altas concentracdes de subprodutos toxicos (geralmente lactato e amonio),
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acarreta na limitacdo do tempo da cultura e pode interferir na qualidade da proteina
de interesse (SCHRODER, 2008; SUNLEY e BUTLER, 2010; DIETMAIR et al. 2011;
ALTAMIRANO et al., 2013). Como a concentracdo do produto final est4 vinculada
primariamente a produtividade especifica da célula, células com alto rendimento
permitem a reducdo do volume de biorreator, reduzindo os custos de manufatura
(MORETTI et al., 2010).

Portanto, para se ter um processo de producdo viavel economicamente, a
manipulacdo genética da célula deve resultar em uma expressdo eficiente da
proteina de interesse; o meio de cultura selecionado deve ser capaz de suportar o
crescimento da célula e a producdo da proteina em altos niveis com o0 menor custo
possivel e, finalmente, as etapas de upstream e downstream devem ser
desenvolvidas de maneira a se obter altos rendimentos do produto, também com
custo reduzido (MELLADO e CASTILHO, 2008; VAN DER VALK et al., 2010; ZHU,
2012).

1.2.1 Células humanas e suas vantagens

As células humanas sdo detentoras de uma maquinaria de expressdo que
produz glicoproteinas recombinantes homélogas as nativas, uma vez que as células
murinas, como a BHK e CHO, séo deficientes em algumas enzimas presentes em
humanos, como a a2-6 sialiltransferase, a1-3/4 fucosiltransferase e N-
acetilglucosamina transferase. Além de ndo possuir algumas enzimas humanas, as
células murinas produzem dois epitopos altamente imunogénicos para humanos e
gque podem reduzir o tempo de meia-vida do biofarmaco: o Gala1-3Galp1-
(3)4GIcNAc (a -Gal) e o acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) (PADLER-KARAVANI
e VARKI, 2011; GHADERI et al., 2012; SWIECH et al., 2012). O estudo de Padler-
Karavani e colaboradores (2008) mostraram que pacientes utilizando proteinas de
origem murina possuiam anticorpos IgM, 1gG e IgA circulantes contra os epitopos a-
Gal e Neu5G. Segundo Durocher e Butler (2009), cerca de 1 a 2% dos anticorpos
humanos sao direcionados contra os epitopos a-1,3-galactose, normalmente
produzidos por células ndo primatas como a CHO, podendo causar
hipersensibilidade. No entanto, ao contrario do epitopo a-Gal, o 4cido Neu5Gc pode
ser metabolizado e incorporado nos glicoconjugados das células humanas, apesar

da presenca de anticorpos policlonais anti-Neu5G circulantes. Isso também pode
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ocorrer na cultura in vitro de células humanas que séo cultivadas utilizando meios
suplementados com derivados animais, como o soro fetal bovino. Ghaderi e
colaboradores (2012) mostram em uma tabela contendo os principais biofarmacos
no mercado e a probabilidade de contaminacdo com o epitopo imunogénico Neu5Gc
em suas moléculas. Entre os biofarmacos listados, podemos destacar os produtos
comerciais Herceptin®, Humira®, Refacto® produzidos em células CHO, Helixate®,
Kogenate®, NovoSeven® produzidos em células BHK, Remicade®, Erbitux®,
Zenapax® produzidos em células Sp2/0. Portanto, o acido Neu5Gc € o primeiro
exemplo de um xeno-autoantigeno e deve ser evitado para melhorar a qualidade do
produto (PADLER-KARAVANI e VARKI, 2011, GHADERI et al., 2012).

Deste modo, buscando plataformas alternativas para producdo de proteinas
recombinantes, as células humanas tém ganhado destaque pela producédo de
proteinas com correto perfil glicolitico e sem a presenca de residuos imunogénicos,
auxiliando na terapia de pacientes cronicos. Abaixo encontram-se descritas as
principais linhagens de células humanas que vem sendo estudadas para tal
finalidade.

A célula HEK-293, uma linhagem derivada de células embrionarias humanas
de rim, foi desenvolvida a 37 anos atras (GRAHAM et al., 1977), mas apenas nos
ultimos anos tem sido extensamente usada. Esta linhagem celular é provavelmente
a mais utilizada para pesquisas relacionadas a expressdao de proteinas
recombinantes (SUN et al., 2006; ADAM et al., 2008; BACKLIWAL et al., 2008;
LOIGNON et al., 2008; WAJIH et al., 2008; SONG et al., 2011; SWIECH et al., 2011;
DUMONT et al., 2012; FISCHER et al., 2012), apesar da Unica proteina licenciada
para uso terapéutico (Xigris, proteina C activada, aprovada em 2001) ter sido
retirada do mercado em 2011 devido a falta de efetividade (ELI LILLY, 2011;
SWIECH et al., 2012). Células HEK-293 também sdo amplamente utilizadas para a
producao de vetores virais (adenovirus, retrovirus, lentivirus e virus adenoassociado)
(LEE et al., 2003; KIM et al., 2009; PETIOT et al., 2011). Muitos vetores produzidos
usando esta linhagem estédo atualmente em fase Il e Ill de ensaios clinicos (HENRY
et al.,, 2011). Uma das razdes para a sua larga aplicagdo € o fato destas células
crescerem facilmente em suspensdo e em meios livres de soro disponiveis
comercialmente. Apesar das vantagens, essas células formam grandes agregados
em biorreatores, dificultando o processo de escalonamento (LIU et al., 2006; MEI et
al., 2006; DUROCHER e BUTLER, 2009; ZHU, 2012).
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A linhagem HT-1080 é uma linhagem humana derivada de fibrosarcoma com
um fendotipo do tipo epitelial que tem sido usada pela empresa Shire para produzir 4
proteinas terapéuticas comerciais: Dynepo (epoetina delta), Elaprase (iduronato-2-
sulfatase), Replagal (a-galactosidase A) e VPRIV (glucocerebrosidase) (SWIECH
et al.,, 2012). A empresa fabricante utiliza a tecnologia de ativagcdo génica,
introduzindo um promotor upstream ao gene de interesse (MORAN, 2010). Apesar
de sua utilizacdo comercial, ndo foram encontrados na literatura informagbes a
respeito das suas caracteristicas de crescimento e metabdlicas (SWIECH et al.,
2012).

A linhagem humana PER.C6 (Crucell Holland BV e DSM Biologics) € uma das
mais promissoras linhagens dentre as varias alternativas as células CHO e
provavelmente se tornard a maior plataforma para a producdo de anticorpos
monoclonais. Estd sendo extensivamente usada para a producdo de vacinas,
anticorpos monoclonais e enzimas (PAU et al., 2001; JONES et al, 2003;
BERDICHEVSKY et al., 2008; TCHOUDAKOVA et al.,, 2009; KRUIF et al, 2010;
ROSS et al., 2012; SANDERS et al., 2013). Produtividades acima de 15 g/L ja foram
relatadas (COCO-MARTIN e HARMSEN, 2008). Muitas companhias ja licenciaram a
PER.C6 para producdo em larga escala e para a producédo interna de candidatos
terapéuticos (LANGER, 2009). As células foram desenvolvidas imortalizando células
embrionarias de retina humana com o gene E1 do adenovirus. Crescem
prontamente em suspensdo ou aderidas, em meios livres de soro e componentes
animais. Esta linhagem mostrou oferecer vantagens significativas como: nao
necessitar amplificacdo génica e marcadores de selecdo, como o sistema
diidrofolato redutase (DHFR); clones estaveis altamente produtores podem ser
obtidos dentro de alguns meses; baixo niumero de copias € suficiente para manter
uma expressao eficiente e producéo estavel (FALLAUX et al., 1998; YALLOP et al.,
2005; COCO-MARTIN e HARMSEN, 2008). Seu desenvolvimento foi extensamente
documentado e estd de acordo com a regulacdo dos EUA e UE (JONES et al.,,
2003). Apesar das vantagens citadas, esta linhagem ndo se encontra disponivel
para pesquisas cientificas.

A linhagem CAP foi desenvolvida pela CEVEC e é composta por células
derivadas de fluido amniotico humano transformada para as fungdes EA1, E1B, pIX
e adaptadas para crescimento em suspensado em diversos sistemas de cultivo

(frascos de cultura, biorreator wave) visando o escalonamento (SCHIEDNER et al.,



Introducédo|8

2000; SCHIEDNER et al.,, 2008; SWIECH et al.,, 2012). Podem ser facilmente
transfectadas com agentes comerciais e expressam estavelmente altas quantidades
de proteinas recombinantes (ESSERS et al., 2011; SWIECH et al., 2012). Vérios
estudos demonstram seu potencial de produzir proteinas recombinantes e vacinas
virais (SCHIEDNER et al., 2008; ESSERS et al.,, 2011; FISCHER et al.,, 2012;
GENZEL et al., 2013). Além disso, um banco de células adaptadas para suspensao
foi produzido de acordo com a farmacopeia europeia tornando estas células
disponiveis comercialmente (SWIECH et al., 2012). Esta célula também nédo esta
disponivel para pesquisa, apenas para uso comercial.

A linhagem HKB-11 (ATCC, CRL-12568™) foi desenvolvida pela fusdo das
células 293S e a célula 2B8 (derivada do linfoma de Burkitt’'s) com polietilenoglicol,
sendo patenteada pela Bayer (CHO et al., 2002). Esta célula possui tanto
caracteristicas da HEK-293 (facil transfeccédo e expressdo de grandes quantidades
de proteina) como propriedades da célula B, como eficiente secrecdo (CHO et al,
2002). A HKB-11 foi desenvolvida para resolver o problema de agregados da 293S
cultivadas em suspensdo em meio livre de SFB. Portanto, essas células crescem
bem em meios livres de soro e em suspensao, possuem elevadas eficiéncias de
transfeccéo e secretam grandes quantidades de proteinas recombinantes com perfil
de glicosilacdo humana (CHO et al., 2002; MEI et al., 2006).

Alguns trabalhos exemplificam sua elevada capacidade de producdo (MEI et
al., 2010; FISCHER et al., 2012; TANG et al., 2013). Algumas glicoproteinas, como o
fator VIII da coagulacao (FVIII), sdo dificeis de expressar devido ao seu tamanho e
complexidade, tanto que a magnitude de expresséo do fator VIl é de 2 a 3 vezes
menor do que outras proteinas recombinantes produzidas por células de mamiferos.
Em comparacdo com outras linhagens, a HKB-11 mostrou um aumento nos niveis
de FVIII de 8 vezes em comparacdo com HEK-293 e 30 vezes em relacdo a BHK-21
(MEI et al., 2006). Em outro estudo, as células HKB-11 apresentaram maior
eficiéncia de transfeccdo e expresséo (aproximadamente duas vezes) de interleucina
e anticorpos que as células 293S (ZHU, 2012). No seu uso para expressar a muteina
da interleucina IL-2SA, Cho e colaboradores (2001) alcancaram produtividades de
470 mg/L, indicando seu potencial de escalonamento. Outras proteinas como IgG,
receptor de quinases, TGFf, IL-4, ICAM-1 também foram expressas com sucesso
(CHO et al., 2001; CHO et al., 2002; FISCHER et al., 2012). Apesar do potencial,

ainda nao foram relatados produtos comerciais relacionados a esta célula.
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A linhagem celular SK-Hep-1 foi estabelecida em 1971 e sua morfologia foi
descrita primeiramente por Fogh e Trempe em 1975. E uma linhagem celular
humana imortal, derivada do fluido ascitico de paciente com adenocarcinoma de
figado. Apesar da localizacdo do tumor, ndo apresenta caracteristicas de uma célula
hepatica como proteinas especificas desse tipo celular (albumina, a-fibrinogénio ou
y-fibrinogénio) (TURNER e TURNER, 1980), mas trata-se de uma célula de origem
endotelial. Em 1980, pesquisadores identificaram a1-antitripsina e o complemento
(C3) in vitro no meio de cultura das células SK-Hep-1 (TURNER e TURNER, 1980).
Trés anos apds, foi identificada a secrecdo de ativador de plasminogénio no
sobrenadante do meio de cultivo (BARLOW et al., 1983). Em 1984, pesquisadores
descreveram a sintese de fibronectina pelas células SK-Hep-1 (GLASGOW e
COLMAN, 1984). Em 1998, Herlitschka e colaboradores demonstraram que a
linhagem SK-Hep-1 também é uma excelente produtora de fator VI, sem a
necessidade de amplificacdo génica e com niveis de expressao superiores a de
células CHO. Picanco e colaboradores (2007) realizaram a expressao de fator VIII
em linhagens celulares hepaticas e ndo hepaticas utilizando vetores lentivirais com
diferentes promotores e concluiram que os melhores niveis de expressao foram
obtidos com o promotor CMV na linhagem celular SK-Hep-1. No entanto, por se
tratar de uma aplicacdo recente, essa linhagem ainda n&o foi apropriadamente
caracterizada do ponto de vista de sua utilizacdo na producdo de proteinas
terapéuticas através do cultivo em condicfes representativas a da escala industrial.

A linhagem celular HepG2 (ATCC, HB-8065™) é uma linhagem celular
humana imortal, obtida do carcinoma hepatocelular, com morfologia epitelial. E
aderente em garrafa estacionaria. Estudo demonstrou que a célula HepG2 secreta
as seguintes proteinas: a-fetoproteina, albumina, a-2-macroglobulina, a-1-
antitripsina, transferrina, plasminogénio, complemento C4, fibrinogénio entre outros.
(KNOWLES e ADEN, 1983). Essa célula despertou interesse, principalmente pela
expressdo dos fatores de coagulacdo. A célula HepG2, por exemplo, produz
naturalmente pequenas quantidades de fator VIII (HERLITSCHKA et al., 1998). Em
2008, pesquisadores analisaram a producdo de fator VIII em células HepG2
comparando-as com células CHO e perceberam que a expressado foi 10 vezes
superior na HepG2 (CAMPOS-DA-PAZ et al., 2008).
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1.3 Cultivos em meios livres de soro fetal bovino e em suspenséao

O cultivo de células de mamiferos requer condicdes mais rigorosas que as
células de microrganismos, como meio de cultura especializado, suprimento correto
de oxigénio e CO,, baixas densidades celulares de indculo, cuidados com estresse
mecénico e infec¢do por virus e micoplasma. Tradicionalmente, essas celulas sédo
cultivadas em meios de cultura suplementados com derivados humanos ou animais
de forma a aumentar a viabilidade e produtividade. Algumas proteinas presentes no
soro também séo utilizadas como excipientes e estabilizadores na formulagéo final
do medicamento. No entanto, o uso de derivados do plasma humano, como por
exemplo os concentrados de fator VIII, trouxe a tona problemas referentes ao uso de
componentes humanos devido a transmissdo de virus como a hepatite B na década
de 70, hepatite C e HIV na década de 80. Posteriormente, a encefalopatia
espongiforme bovina e a febre aftosa revelaram que o uso de componentes de
origem animal como o soro fetal bovino (SFB), preferido por apresentar menores
concentracbes de imunoglobulinas e elevadas propor¢cdes de fatores de
crescimento, poderia também causar sérios riscos aos pacientes que usassem
produtos manufaturados com tal componente. Mais recentemente, a hepatite A,
parvovirus humano B19 e a doenca de Creutzfeld-Jakob trouxeram preocupactes
com relacdo a possibilidade de transmissdo. Além disso, novos patégenos derivados
do sangue podem surgir e ndo devem ser negligenciados. A partir desses achados,
a comunidade cientifica comecou a procurar alternativas visando o desenvolvimento
de bioprocessos livres de derivados animais. Além da possibilidade de transmisséo
de agentes infecciosos (prions, virus, bactérias, fungos e micoplasma), podem ser
citadas outras desvantagens relacionadas ao uso de soro fetal bovino em qualquer
etapa de manufatura: aumento do custo de producéo devido ao meio de cultura com
alto valor agregado e de elevada complexidade, dificultando a purificacdo da
proteina de interesse (alto teor de proteinas heterélogas); variabilidade entre lotes e
fornecedores de soro; aumento da imunogenicidade devido a presenca de epitopos
nao humanos (a-Gal e Neu5Gc); além do aspecto ético relacionado a obtencéo do
soro fetal bovino. Pensando nisso, as agéncias regulatérias orientam que o0s
processos e a formulacdo de proteinas recombinantes sejam livres de componentes
animais (VAN DER VALK et al., 2004; MORAES et al., 2008; DUROCHER e
BUTLER, 2009; GRILLBERGER, et al., 2009; VAN DER VALK et al., 2010;
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PICANCO-CASTRO et al.,, 2013). Hoje, diversas proteinas recombinantes sao
produzidas por processos ausentes de soro (CHO et al., 2001, SUN et al., 2006;
ADAM et al., 2008; LOIGNON et al., 2008; MEI et al., 2010; KRUIF et al., 2010;
FISCHER et al., 2012; ROSS et al., 2012; SANDERS et al., 2013; SEO et al., 2013).

Os bioprocessos para producdo de proteinas recombinantes em células de
mamiferos tém priorizado a utilizacdo de células em suspensdao cultivadas em meios
de cultura livres de soro fetal bovino (SFB). A maioria das linhagens de células de
mamiferos sdo células dependentes de ancoramento, no entanto, com a utilizacéao
de procedimentos especificos e meios de cultura adequados, estas linhagens estédo
sendo adaptadas para o0 crescimento em suspensdao e tem demonstrado
susceptibilidade ao aumento de escala (WURM, 2004; DUROCHER e BUTLER,
2009; ZHU, 2012).

Uma das principais vantagens da propagacdo da cultura em suspensao € a
facilidade em relacdo ao escalonamento. Células que crescem aderidas a um
substrato necessitam de um aumento na area superficial desse substrato para que
continuem crescendo. Ja no caso das culturas em suspensédo, pode-se produzir e
coletar grandes quantidades de células sem ser necessario um aumento na area
superficial. Esta caracteristica possibilita o cultivo dessas células em biorreatores e o
escalonamento do processo com relativa facilidade (WURM, 2004; FRESHNEY,
2005; CHICO et al., 2008).

O uso do SFB como suplemento do meio de cultura pode trazer sérias
desvantagens, conforme citado anteriormente. No entanto, a retirada do soro nao é
tdo simples, uma vez que este rico suplemento fornece varios nutrientes necessarios
a sobrevivéncia das células como fatores de crescimento, hormoénios, aminoéacidos,
lipideos, minerais, vitaminas, elementos traco, entre outros agindo tanto no
crescimento celular (fatores de crescimento, hormbnios e proteases), quanto na
protecdo bioldgica (antitoxina, antioxidante, antiprotease, controle de pH) e
mecanica (albumina) (BRUNNER et al., 2010; VAN DER VALK et al., 2010). O
desenvolvimento de formulacdes livres de soro geralmente € dificil e requer a
adaptacao individual de cada linhagem celular e processo (MORAES et al., 2008;
GRILLBERGER, et al., 2009; VAN DER VALK et al., 2010). A composi¢cao do meio
de cultura tem papel determinante no crescimento celular, produtividade e qualidade
do produto, uma vez que deve fornecer as condicdes fisioloégicas adequadas para o

cultivo celular (ZHU, 2012). O desafio é encontrar substitutos para todos os fatores
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de crescimento presentes no soro e adaptar cada linhagem para o meio livre de
soro. Apenas 10-20% das tentativas de adaptacdo sdao bem sucedidas (PAZOS et
al., 2004).

Os meios de cultura livres de SFB podem ser divididos em quatro categorias
quimicas: i) Meios livres de soro, que ndo requerem a suplementagcédo de soro, mas
podem conter fracBes de proteinas (extratos animais e vegetais); ii) Meios livres de
proteinas, que ndo contém proteinas ou fracées de alto peso molecular, mas podem
conter fragcbes de peptideos (hidrolisados de proteinas); iii) Meios livres de
componentes animais, que ndo contém nenhum tipo de derivados de animais, mas
nao precisam ser quimicamente definidos (extratos de plantas, hidrolisados de
fungos e bactérias); iv) Meios quimicamente definidos, que ndo contém proteinas,
hidrolisados ou qualquer outro aditivo sem composicdo definida (VAN DER VALK et
al., 2010).

Para o desenvolvimento de uma nova formulagéo, o procedimento tradicional
envolve a adicdo de componentes individuais a uma formulacdo basal e o
monitoramento do comportamento das células nessa formulacdo. Portanto, o
primeiro passo para a formulagdo de um meio livre de soro € a escolha do meio
basal apropriado e os suplementos a serem usados. O meio basal deve prover sais,
elementos traco, carboidratos, vitaminas e aminoacidos. Alguns exemplos de meios
basais amplamente utilizados sdo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium | Ham’s Nutrient mixture F-12 (DMEM/F-12),
Roswell Park Memorial Institute (RPMI), entre outros (HERNANDEZ e PIERA, 2010).
Na maioria das vezes, o meio basal deve conter um suplemento essencial chamado
ITS (insulina, transferrina e selénio). Insulina € um hormonio essencial para a cultura
celular. Transferrina é a proteina responsavel por internalizar o ion ferro nas células.
Ja o selénio € um elemento traco fundamental em selenoproteinas e evita o estresse
oxidativo nas células (VAN DER VALK et al., 2010).

Além do ITS, os suplementos mais utilizados sdo: i) hormdnios: regulam
varias funcbes como proliferacdo celular e apoptose (insulina, glicocorticéides,
triiodotironina); ii) fatores de crescimento: aumentam a proliferacdo celular e
estimulam funcdes especificas (EGF, ECGF, IGF); iii) carboidratos: substrato para a
respiracéo celular (glucose, frutose, galactose); iv) glutamina: precursor essencial
para sintese de proteinas e ribonucleotideos. Também funciona como combustivel

celular no caso de divisédo ou ineficiéncia no catabolismo da glicose; v) aminoacidos:
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sdo 13 aminoécidos essenciais (Arg, Cis, GIn, His, lle, Leu, Lis, Met, Phe, Thr,
Trp,Tyr, e Val) e estdo presentes nas concentragdes de 0.5-4 mM no meio basal
DMEM, por exemplo. Os 7 aminoacidos ndo essenciais (Ala, Asn, Asp, Glu, Gli, Pro,
e Ser) sao fornecidos pelo meio Ham’s F-12; vi) elementos traco: importantes para
funcionamento de enzimas, prote¢céo contra danos oxidativos, dentre outras fungdes.
Meio basal Ham’s F-12 é rico em elementos traco (Fe, Se, Zn, Cu, Co, Cr, |, F, Mn,
Mo, V, Ni, Sn); vii) lipideos: reserva de energia, constituintes das membranas
celulares, e atuam no transporte e sinalizacéo celular. Acidos graxos essenciais e
etanolamina sado recomendados para compor a formulagdo do meio de cultura; viii)
vitaminas: existem 7 compostos que S80 essenciais para 0 crescimento e
proliferacdo celular (colina, &cido fdlico, nicotinamida, pantotenato, piridoxal,
riboflavina, e tiamina). Sao fornecidas pelos meios basais. Outros compostos como
acido retinoico, a-tocoferol e ascorbato também podem ser usados; ix) agente contra
estresse mecanico: qualquer estresse mecanico, proveniente da agitagdo mecanica,
por exemplo, pode ocasionar efeitos negativos para as células e portanto,
suplementos que protegem as mesmas deste estresse sdo frequentemente
necessarios, como por exemplo, Pluronic® F68; x) inibidores de proteases: finalizam
a tripsinizacao e bloqueiam a acao das peptidases lisossomais, protegendo a célula
(az-antitripsina); xi) hidrolisados de proteinas: fornecem aminoacidos e pequenos
peptideos. Ndo sdo quimicamente definidos e ndo sdo essenciais, pois estdo
presentes no meio basal; xii) proteinas: funcionam como carreadores, dentre outras
funcBes. Nas primeiras culturas, a albumina era fornecida pelo SFB, mas hoje ja
existe albumina recombinante ndo proveniente de fontes animais (BRUNNER et al.,
2010; VAN DER VALK et al., 2010).

Atualmente, ja existem meios livres de soro comerciais para diversas
linhagens celulares, principalmente as que sdo frequentemente empregadas na
industria, como CHO, BHK, células Vero e hibridomas. Para células humanas, uma
grande variedade de produtos comerciais foram encontrados apenas para as células
HEK-293 (www.invitrogen.com). No entanto, as informagfes relacionadas as
formulacbes destes meios séo limitadas e alguns dos suplementos utilizados n&o
sao classificados como quimicamente definidos. Portanto, em alguns casos, para se
atender as demandas das agéncias regulatorias, faz necesséario o desenvolvimento
de meios livres de soro quimicamente definidos para cada linhagem celular
(GRILLBERGER et al., 2009 ).
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Algumas destas formulacdes podem ser encontradas em um banco de dados
criado especificamente para formulacdes livres de soro (BRUNNER et al., 2010). No
entanto, ainda nao foi possivel desenhar uma uUnica formulacao livre de soro que
funcione para todas as linhagens celulares. Na verdade, até diferentes clones da
mesma linhagem necessitam adaptacéo especial (BUTLER, 2005; VAN DER VALK
et al., 2010).

Ha diversas maneiras de se adaptar células para o crescimento em meios
livres de SFB. Tipicamente, a cultura € submetida a um processo gradual de
diminuicio do soro até as condigcbes livres de SFB serem atingidas.
Preferencialmente, as células devem, neste processo, estar na fase de crescimento
exponencial e possuirem viabilidades acima de 90%. Encontram-se apresentados na
Figura 1.1, diversos protocolos para realizar a adaptacao para meios livres de SFB
(VAN DE VALK et al., 2010).

1. Reduc¢ao da concentracao de SFB 3. Adaptacao com meio condicionado

+Cultivo em meio normal contendo 10% SFB ] +*Cultivo em meio normal contendo 10% SFB ]
+*Subcultivo em meiolivre de SFB com 5% SFB ] *Passagem 1: 50% meio condicionado; 50% meio livre de SFB ]
+*Subcultivo em meio livre de SFB com 1% SFB ] +Passagem 2: 50% meio condicionado P1; 50% meio livre de SFB]
*Subcultivoem meiolivre de SFB com 0,1% SFB ] +Passagem 3: 25% meio condicionado P2; 75% meio livre de SFBJ
+Cultivo e manutengdoem meio livre de SFB ] +Passagem 4: 100% meio livre de SFB ]

2. Adaptacdo sequencial 4. Adaptacdo “inside”
+Cultivo em meio normal contendo 10% SFB ] +Cultivo em meio normal contendo 10% SFB ate confluéncia ]
*Passagem 1: 75% meio normal; 25% meio livre de SFB ] *Trocar para meio livre de soro ]
+Passagem 2: 50% meio normal; 50% meio livre de SFB ] +*Manter em meio livre de SFB até confluéncia ]
+Passagem 3: 25% meio normal; 50% meio livre de SFB ] +Tripsinizagdo da monocamada confluente ]
-Passagem 4 100% meio livre de SFB ] .i’;?nc:ilct)irvos em meio livre de SFB com densidade de indculo 2- ]

Figura 1.1 — Comparacéo dos protocolos mais usados para adaptacdo de células para meios livres
de soro fetal bovino (Adaptado de VAN DE VALK et al., 2010).

Apesar do recente destaque das células humanas para producéo de proteinas
recombinantes, o cultivo destas células em meios livres de soro e em suspensao,

condi¢Oes ideais para a escala comercial, ainda ndo foi consolidado, como no caso
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das células murinas. Dentre as células humanas, apenas a HEK-293 e a PER.C6
tem sido frequentemente cultivadas desta maneira. Portanto, o estabelecimento de
culturas em suspensédo e meios livres de SFB para células humanas promissoras
como a HKB-11 e as hepéticas HepG2 e SK-Hep-1 sdo de extrema importancia para

uma futura aplicacdo em escala comercial.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste projeto foi estabelecer culturas livres de SFB e em

suspensao para as linhagens celulares humanas HKB-11, SK-Hep-1 e HepG2.

2.2 Objetivos especificos

1) Selecdo de meios de cultura livres de SFB dentre as formulacdes ja
existentes para células de mamiferos em garrafas estaticas.

2) Adaptacéo das linhagens celulares para crescimento em suspensao nos
meios previamente definidos.

4) Caracterizacdo da cinética de crescimento e do metabolismo celular das
linhagens adaptadas.

5) Estabelecimento de banco de células adaptadas criopreservadas em
condic0des livres de SFB.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Linhagens e meios de cultura

As linhagens SK-Hep-1, HepG2 e HKB-11 (HTB-52™, 6 HB-8065™ e CRL-
12568™  respectivamente) foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC), transportadas e mantidas congeladas a -194°C. Quando descongeladas,
um banco mestre e um banco de trabalho foram produzidos, este dltimo utilizado
para realizar os experimentos. Todos os procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Cultura Celular do Hemocentro de Ribeirdo Preto, FMRP-USP.
Quatro formulacdes comerciais quimicamente definidas e livres de derivados animais
e humanos foram avaliadas no processo de adaptacéo: FreeStyle™ 293 Expression
Medium (Invitrogen), CD 293 AGT™ (Invitrogen), 293 SFMIl (Invitrogen) e
CDM4CHO (HyClone). Estas formulagbes foram suplementadas com 1% do
antibiotico Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) (Invitrogen). Os meios CD 293 e
293 SFMII foram também suplementados com 1% de Glutamax® (Invitrogen). O pH
foi corrigido para 7,4. Ao final do procedimento de adaptacdo em garrafas estéticas,
foi também adicionado as formulagbes: ITS — Insulin-Transferrin-Selenium 100x
(Invitrogen), Cell Boost 5 (HyClone) e Pluronic® F-68 (Invitrogen).

3.2 Condic¢des de cultivo

Cultivo em frasco T: Uma vez que as células utlizadas séo originalmente

dependentes de ancoramento e portanto crescem aderidas, garrafas de poliestireno
de 25 e 75 cm? com superficie fisicamente tratada (Greiner Bio-One), foram
utilizadas para o cultivo das células, com volumes de trabalho de 5 e 10 mL de meio
de cultura, respectivamente. As garrafas foram mantidas em um ambiente de 5%
CO, a 37°C.

Cultivo em frascos Spinner e Erlenmeyer: A adaptagdo para crescimento em

suspensao foi realizada inicialmente em frascos spinner de 100 mL (Wheaton)
contendo 20 mL de meio de cultura com uma agitacdo de 80 rpm em um ambiente
de 5% CO, a 37 °C. Posteriormente, foi avaliada a utilizacdo de frascos erlenmeyer
de 125 mL (Corning), com volume de trabalho de 20 mL, sob agitacdo orbital. As

células adaptadas aos meios livres de SFB originarias das garrafas de cultura foram
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tripsinizadas com solucéo de dissociacdo TrypLE™ Select (1X) (Invitrogen) e entéo

transferidas para os frascos spinner ou erlenmeyer.

3.3 Procedimentos de adaptacdo para meio de cultura livre de SFB e para

crescimento em suspenséo

Partindo de um inéculo de 1x10° células em 5 mL de meio de cultura padréo
DMEM (Invitrogen) contendo 10% de soro fetal bovino (HyClone), 1% de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen), 3,7 g/L de bicarbonato de sédio (Merck) e 2,4
g/L de tampdo HEPES (Sigma-Aldrich), as células foram adaptadas de modo
sequencial aos meios livres de SFB em garrafas estaticas através da diminuicédo
gradativa de meio de cultura contendo SFB. A concentracdo de SFB foi reduzida de
25% a cada passagem, devido a adicdo de 25% das formulagdes comerciais livres
de SFB na solucéo final. As células foram mantidas por 2 - 3 passagens em cada
condicdo, sendo realizada a etapa seguinte de adaptacdo apenas quando a
viabilidade celular fosse superior a 90% (Figura 3.1).

Quando baixos valores de viabilidade e elevados tempos de duplicacdo
celular (tp) foram obtidos, passagens intermediarias foram realizadas, como por
exemplo 60%, 87,5% e 95% de meio livre de SFB, afim de se obter uma adaptacao
mais gradual. A cada passagem, as células aderidas foram tripsinizadas com
solucéo de tripsina-EDTA 0,5% 10x (Invitrogen) por 5 minutos, centrifugadas a
280xg a 20°C e ressuspendidas em meio de cultura contendo SFB. Quando
adaptadas aos meios 100% livres de soro, as células foram tripsinizadas com
solugdo de dissociacdo TrypLE™ Select (1X) (Invitrogen) e transferidas para os
frascos spinner para adaptacdo em suspensao. O indculo inicial para os cultivos foi
de 5x10° células/mL. As células foram mantidas em frascos spinner por um periodo
de 30 - 60 dias e entdo transferidas para cultivos sob agitacdo orbital em frascos

erlenmeyer.
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N Células:
= HKB-11
SK-Hep-1
l HepG2
Meio FreeStyle Meio CDM4 Meio CD 293 Meio SFMII
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) = == Q= Células aderidas
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DMEM 10%SFB 75% DMEM 10%SFB 50% DMEM 10%SFB 25% DMEM 10%SFB 100% Meio isento SFB
25% Meio isento SFB 50% Meio isento SFB  75% Meio isento SFB 10% Cell Boost

2 passagens 2 passagens 2 passagens 1%ITS
1%Pluronic-F68
%T/
¢ .-') L] _m |

e e
< o ’i‘ - :&' Células em Suspensao

Frasco spinner Frasco erlenmeyer

Figura 3.1 - Representacao esquematica do procedimento de adaptacao para meios de cultura livres
de SFB em garrafa estatica.

3.4 Criopreservacgao das células

As linhagens cultivadas em meios de cultura contendo SFB foram congeladas
em solugdo composta por 90% SFB e 10% DMSO (Sigma-Aldrich) (condic&o
padrdo). Para serem congeladas, as células foram tripsinizadas, quantificadas e
centrifugadas a 280xg, a 20°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressupendido em 1 mL de solucdo de congelamento e transferido para um
criotubo (Greiner Bio-One).

Como o objetivo principal deste trabalho foi estabelecer condi¢cbes de cultivo
livres de SFB, este teve que ser removido de todo o bioprocesso, incluindo no
estabelecimento do criobanco de células. Portanto, foram testados as seguintes
condicbes de criopreservacdo: (1) condicdo padrdo 90% SFB + 10% DMSO e
diversas formulacdes livres de SFB; (2) 45% de meio fresco + 45% de meio
condicionado + 10% DMSO; (3) Synth-a-Freeze (Invitrogen); (4) HyCryo (HyClone);
(5) ProFreeze-CDM (Lonza); (6) Cell Freezing Medium-DMSO Serum free (Sigma-
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Aldrich). Como o intuito foi avaliar o potencial de criopreservagao dos meios e a taxa
de sobrevivéncia das células, estas foram mantidas por 15, 30 e 60 dias a -194°C. A
concentracdo utilizada por criotubo foi 1,5x10° células/mL. Apds ressuspender as
células em meio de congelamento e transferi-las para criotubos, estes foram
mantidos a 4°C por 10 minutos para permitir a penetracdo do crioprotetor DMSO na
célula e posteriormente transferidos para o dispositivo de criopreservacdo Mr.
Frosty™ (Thermo Scientific) que foi armazenado a -80°C por 24 horas. Este
dispositivo regula a velocidade de congelamento a uma taxa de -1°C/minuto.

Passado 24 horas, as células foram armazenadas a -194°C.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Andlise da concentracéo e viabilidade celular

Para a andlise de viabilidade e concentracédo de células foi utilizado o método
de exclusdo com o corante azul de tripan em hemacitdmetro (FRESHNEY, 2005).
Eventualmente, a viabilidade celular foi avaliada por citometria de fluxo (BD FACS
Calibur) utilizando o corante iodeto de propideo (BD Biosciences) para comprovagao
da viabilidade que estava sendo determinada com azul de tripan.

3.5.2 Analise de glicose, glutamina e acido latico

A determinacdo da concentracdo de glicose, glutamina e acido lactico
presente nos sobrenadantes dos cultivos foi realizada enzimaticamente no

analisador bioquimico YSI 2700 (Yellow Springs Instruments).
3.5.3 Anélise de ambnia

As analises de amdnia foram feitas nas amostras do sobrenadante do meio
de cultivo em eletrodo ion seletivo (Orion, Thermo Scientific), de acordo com as
instrucdes do fabricante. O medidor da Thermo Scientific (EUA), modelo ORION

710A foi utilizado para obter as medidas de concentracao.
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3.6 Analise dos resultados

A adaptacao das células aos meios de cultivo livres de SFB foi acompanhada
pela viabilidade celular e pelo tempo de duplicacdo celular (tp), definida como o
tempo necessario para duplicar o numero de células presentes na cultura. O tp foi

calculado utilizando a seguinte equagao:
to =t xlog 2/ [log(N / No)] [1]

onde t é o tempo de cultivo, N € o nimero de células final e No € o numero de
células inicial.

A caracterizacdo cinética das células adaptadas foi realizada levando em
consideracdo a concentracdo celular maxima (Xmax) € a velocidade especifica de
crescimento maxima (umax). Para a determinacédo de umax, foi utilizada a seguinte

equacao:
=—. 2
H=~ [2]

onde: p é a velocidade especifica de crescimento (h™); X, a concentracdo celular
(células/mL) e t, o tempo de cultivo (h).

Na fase exponencial de crescimento da célula podemos considerar que:
1 dX
——=Ccte=p,, 3
X e e R

Integrando esta equacdo da concentracdo inicial de células Xo a uma

concentracdo X num intervalo de tempo t, temos que,

InX =In X, + £, -t [4]

Nesta expresséao, o valor de umax € 0 coeficiente angular do grafico de InX em
funcdo do tempo. Esta andlise foi feita utilizando o programa Origin® (OriginLab

Corporation).
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4. RESULTADOS

4.1 Adaptacédo aos meios livres de SFB em garrafas estaticas

4.1.1 Ceélula HKB-11

e Meio FreeStyle

Inicialmente, nosso protocolo de adaptagdo contava com 3 concentracdes
intermediarias antes de remover completamente o soro (25%, 50% e 75% de meio
livre de SFB). Na 12 adaptacéao, a célula HKB-11 apresentou, em 100% de meio livre
de SFB, tp de 60,4 h e 86,6% de viabilidade, praticamente o dobro do valor obtido
concentracéo anterior de 75% (32 h) e na condi¢céo padrao (Meio DMEM 10% SFB)
(34,8 h), indicando que a retirada completa do soro fetal bovino afetou o crescimento
celular (Figura 4.1).

1* Adaptagao HKB-11 em FreeStyle

—e— Viabilidade 1* adaptagdo HKB-11 em FreeStyle
65 . . r . T . r . . 100

1 —_ L
=] { ]
9 o/ i L 90
55 o —* |t
| )

50 - I
g 45_- 70
= L
S 407 Leo <
Q34— — Foog
= 7] Lso =
g 304 3 g
0 5] L &
w &7 »-e
o A - <
2 204 L3 <
£ ] :
()
=18 L 20

10 - L

. L 10

0 0

T T T T T T T
0% 25% 50% 75% 100%
Concentragdo de meio livre de SFB

Figura 4.1 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo da adaptacdo para o
meio livre de SFB FreeStyle em garrafas estaticas (Adaptagéo 1).

Na passagem de 100% em meio FreeStyle, as células foram criopreservadas.
ApoOs o descongelamento, estas células apresentaram baixa viabilidade e ndo houve
crescimento celular, sendo necessaria a readaptacdo a partir da concentracado de
75% de meio livre de SFB, previamente congelada. Como nessa nova adaptacao as
células apresentaram baixo crescimento, uma vez que na primeira passagem nao

houve crescimento e na segunda passagem o tempo de duplicacédo celular atingiu
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137,5 h (Figura 4.2), uma adaptacdo mais gradativa foi realizada, acrescentando
concentragdes intermediarias de 87,5% e 95% de meio livre de soro. Os resultados

obtidos encontram-se apresentados na Figura 4.3.

2* Adaptagdo HKB-11 em FreeStyle 75% livre de SFB
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Figura 4.2 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo das passagens em
meio 75% livre de SFB FreeStyle.
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Figura 4.3 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo da adaptacdo para o
meio livre de SFB FreeStyle em garrafas estaticas (Adaptagéo 2).

Pela Figura 4.3, podemos observar que as células cultivadas em Freestyle

mantiveram o tp semelhante ao do cultivo controle DMEM 10%SFB até a
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concentracéo de 50% de meio livre de SFB (34,8 h no controle; 34 h em 25% e 35,1
h em 50% de meio livre de SFB). Essa semelhanca se repetiu na viabilidade celular,
gue se manteve em torno de 90,0% na mesma faixa de concentracédo (89,6% no
controle; 96,0% em 25% e 92,8% em 50% de meio livre de SFB). Ou seja,
inicialmente a célula HKB-11 apresentou boa resposta a remocdo do soro fetal
bovino. A partir da concentragédo 75% de meio livre de soro, o tempo de duplicacao
celular foi de 56,5 h, o que representa um aumento de aproximadamente 61% em
relacdo ao tempo da concentracao anterior, acompanhada de uma queda de 17% na
viabilidade (de 92,8% para 79,0%). A passagem para a concentracdo de 87,5% de
meio livre de SFB foi a mais critica, uma vez que as células HKB-11 sofreram um
aumento de 138% no tp se comparado com o controle (83 h e 34,8 h,
respectivamente). A viabilidade diminuiu 19% se comparada com o controle (72,2%
e 89,6%, respectivamente). No entanto, na concentracdo de 95% de meio livre de
soro, as células apresentaram tp de 37,6 h, ou seja, proximo ao controle (34,8 h), e
viabilidade em valores proximos a 90,0%, indicando uma possivel adaptacdo. Na
passagem seguinte, onde ocorreu a total retirada do soro, o valor do tempo de
duplicacdo celular foi de 52,8 h, ou seja, 40% maior em relacdo a 95%, e a
viabilidade foi de 76,6%, 15% menor em relacdo a passagem anterior, reforcando
novamente a importancia do soro na manutencao celular. Apesar do aumento do tp e
reducdo da viabilidade, estes foram considerados satisfatorios (tp = 52,8 h e
viabilidade = 76,6%), para dar prosseguimento as subsequentes passagens em meio
FreeStyle.

Com o intuito de melhorar o crescimento celular observado na passagem de
100% (tp = 52,8 h), o meio foi suplementado com 10% de Cell Boost 5 (HyClone),
1% Insulin-Transferrin-Selenium 100x (Invitrogen) e 1% de Pluronic® F-68
(Invitrogen).

Os resultados obtidos nesta etapa podem ser observados na Figura 4.4. Apos
a primeira passagem em meio livre de SFB, onde a célula apresentou baixo
crescimento (tp = 82,4 h e viabilidade = 51,2%), o tempo de duplicacéo ficou na faixa
de 44,3 h — 60,5 h e a viabilidade entre 75,8% e 95,9%. Apesar de na quinta
passagem a célula nédo ter apresentado tp semelhante ao obtido no controle (57,6 h
e 34,8 h, respectivamente), foi dado prosseguimento a adaptacéo para crescimento

em suspensao.
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Figura 4.4 - Tempo de duplicacdo (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo das passagens em
meio livre de SFB FreeStyle em garrafas estaticas.

Com relacdo a morfologia da HKB-11 durante a adaptacdo, observamos pela
Figura 4.5 que em meio DMEM 10% SFB (controle), as células crescem muito bem
aderidas a garrafa estatica, com formato um pouco mais alongado que as células
adaptadas ao meio FreeStyle livre de soro. Assim como as células adaptadas, as
células em meio controle também crescem de forma agrupada. Em meio FreeStyle,
as células apresentaram formato arredondado com crescimento em suspensao e

formando agregados celulares de tamanho variado.
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A) DMEM (10x) DMEM (20x)

Figura 4.5 - Morfologia da célula HKB-11 antes e ap0s a adaptacdo ao meio livre de SFB FreeStyle.
A) Meio DMEM 10% SFB; B) Meio FreeStyle.

e Meio CDM4

A célula HKB-11 necessitou de trés passagens intermediarias até obter uma
cultura livre de SFB em meio CDM4 na 12 adaptacao. Pela Figura 4.6, observamos
que a célula HKB-11 em meio CDM4 sofreu com a retirada do soro ja na primeira
passagem da adaptacdo, com aumento de 49% no valor do tempo de duplicagédo
celular e reducdo de 15% no valor da viabilidade em relagédo ao controle (52 h e
75,8% e 34,8 h e 89,6%, respectivamente). No entanto, na concentracéo de 50% de
meio livre de soro, as células apresentaram tp semelhante ao do controle (33,3 h e
34,8 h, respectivamente), apesar do menor valor de viabilidade (64,4%). Na
concentragcao de 75%, o tempo de duplicacdo celular foi de 38,2 h, enquanto que a
viabilidade aumentou (74,3%), mostrando que a célula estava suportando as
condicbes até entdo empregadas. Ja em meio CDM4 livre de soro, o tp aumentou

para 62,4 h, enquanto a viabilidade chegou a 70,4%.
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Figura 4.6 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo da adaptacdo para o
meio livre de SFB CDM4 em garrafas estéticas (Adaptagédo 1).

Uma vez adaptadas para CDM4 livre de soro, as células foram submetidas a

passagens sucessivas em meio suplementado com 10% de Cell Boost 5, 1% ITS-G

100x e 1% de Pluronic® F-68 para avaliar a reprodutibilidade da adaptacéo.

Conforme mostrado na Figura 4.7, o valor do tp ficou na faixa de 42,9 h — 95,4

h e a viabilidade, na faixa de 78,9% - 92,9%. A maioria das passagens resultaram

em um tp em torno de 45 h e viabilidade acima de 80%. Na quinta passagem em
meio CDM4, a célula apresentou tp de 48,1 h e 89,8% de viabilidade.
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Com relacdo a morfologia da HKB-11, observamos pela Figura 4.8 que a
célula adaptada em meio CDM4 apresentou morfologia semelhante a observada no

meio FreeStyle, com crescimento em suspensédo na forma de agregados.

A) D-MEM (10x) D-MEM (20x)

Og;‘

- - e
acdo ao meio livre de SFB CDM4. A)

Meio DMEM 10% SFB; B) Meio CDM4.

e Meio CD 293

Na 12 adaptacdo para o meio CD 293 observamos que as células HKB-11
apresentaram valores de tempo de duplicacéo celular entre 34,8 h e 66,3 h, com
viabilidade entre 68,2% e 93,5% (Figura 4.9). Os melhores resultados da adaptacéo
foram obtidos em 75% de meio sem soro, com valor de tp e viabilidade de 41,2 h e
93,5%, respectivamente. No entanto, este valor ndo foi mantido em CD 293 livre de
soro, sendo que o tp sofreu aumento de 61% em relacdo a concentracao de 75% de
meio livre de soro (66,3 h e 41,2 h, respectivamente) e redugdo de 8% em relacdo a
viabilidade (85,6% e 93,5, respectivamente). Na passagem subsequente, houve
contaminacao da cultura em CD 293 100% livre de soro e como nao haviam sido
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congeladas, a passagem 75% de meio livre de soro foi descongelada. ApGs o
descongelamento, ndo houve crescimento celular e a viabilidade caiu 72% entre a
primeira e ultima passagem (97,8% e 27,3%), ou seja, as células ndo se adaptaram
bem as novas condi¢des de cultivo e por isso sua adaptacdo para meio livre de soro

nao foi realizada.

| 1* Adaptagio HKB-11 em CD 293

—e— Viabilidade 1* adaptagdo HKB-11 em CD 293
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Figura 4.9 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo da adaptacéo para o
meio livre de SFB CD 293 em garrafas estaticas (Adaptagéo 1).

e Meio SFMII

Durante a 12 adaptacdo, as células HKB-11 em 25% de meio SFMII
mostraram um tempo de duplicacéo celular aproximadamente 3 vezes superior ao
controle (112,8 h e 34,8 h, respectivamente) (Figura 4.10). Na concentracdo de 50%
de meio livre de soro, as células apresentaram um tempo de duplicacdo celular mais
baixo (46,5 h) com 76,2% de viabilidade. Em 75%, este padréo de tp se manteve (56
h) com 86,3% de viabilidade. J& na passagem SFMII livre de SFB, a célula HKB-11
atingiu tp de 104,5 h, valor 87% maior que a passagem anterior e 76,1% de

viabilidade.
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Figura 4.10 - Tempo de duplicagéo (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo da adaptacéo para o
meio livre de SFB SFMII em garrafas estaticas (Adaptacéo 1).

Apesar da possivel adaptacdo da HKB-11 em SFMIl livre de soro, houve
contaminagcdo da cultura na passagem seguinte, sem que houvesse tempo para
criopreservar a célula. Por isso, foram descongelados criotubos referentes a
passagem 75% de meio livre de SFB para a realizacdo de uma nova adaptacdo. No
entanto, baixas concentracfes celulares foram alcancadas no descongelamento,
ndo sendo possivel realizar outra adaptacdo a partir de 75% de meio livre de soro.
Deste modo, uma nova adaptacao foi realizada partindo de DMEM 10% SFB.

Pela Figura 4.11, podemos observar que a maioria das passagens em meio
25% livre de SFB da 22 adaptacdo possuem viabilidades menores que 70% e tp
acima de 50 h, sendo que picos de 183,5 h (P1), 322,8 h (P4) e 716,6 h (P7) foram
encontrados e na ultima passagem nédo foi observado crescimento celular. Estes
resultados demonstram a dificuldade da célula HKB-11 em se adaptar ao meio
SFMII na auséncia de soro fetal bovino, de forma que este meio nao foi utilizado

para adaptacéo para crescimento em suspensao.
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Figura 4.11 - Tempo de duplicacdo (tp) e viabilidade da célula HKB-11 ao longo das passagens em
meio 25% livre de SFB SFMII.

4.1.2 Célula SK-Hep-1

e Meio FreeStyle

Durante a adaptacao da SK-Hep-1, observamos que a célula apresentou tp na
faixa de 38,1 h a 48,5 h e viabilidade entre 78,6% e 93,6% ao longo do cultivo
(Figura 4.12). Houve uma boa adaptacéo inicial da célula (passagem 25%) uma vez
gue seus valores de tp e viabilidade foram melhores que o controle (38,1 h e 93,6% e
44,2 h e 87,5%, respectivamente). Esta caracteristica de adaptacao se manteve até
75% de meio livre de SFB, concentracdo na qual a célula apresentou ligeira
dificuldade em se adaptar ao meio FreeStyle, pelo aumento de 17% no tp em relacéo
a passagem de 50% (48,5 e 41,5 h, respectivamente). Apesar da célula se adaptar
ao meio SFMII livre de soro (tp = 46,1 h e 78,6% de viabilidade), ndao houve
crescimento nas passagens subsequentes em meio livre de soro e as células
adaptadas e criopreservadas ndo sobreviveram ao congelamento, sendo necessario
0 descongelamento na passagem de 75% de meio livre de soro para uma segunda

tentativa de adaptacao.
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Figura 4.12 - Tempo de duplicagdo (tp) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo da adaptacéo para
0 meio livre de SFB FreeStyle em garrafas estéaticas (Adaptagdo 1).

A 22 adaptacdo foi realizada descongelando a passagem de 75% de meio
livre de soro. No entanto, as células ndo apresentaram viabilidade superior a 50% no
descongelamento. Células criopreservadas na passagem de 50% de meio livre de
soro foram descongeladas e as passagens podem ser acompanhadas pela Figura
4.13. Ap6s o descongelamento, o tempo de duplicacdo foi alto (276,4 h), uma vez
gue a célula precisou se adaptar as condi¢cdes de cultivo. J& nas passagens 75% e
87,5% podemos observar uma queda no tp e na viabilidade em ambas as passagens
(94 h, 829% e 71,4 h, 75%, respectivamente), indicando a retomada do
crescimento. Porém, na passagem 87,5% as células contaminaram, e novamente
células em 50% de meio livre de soro foram descongeladas. Como a viabilidade
destas células descongeladas foi baixa, 31,6% na média, a adaptacdo nao foi
realizada, uma vez que a célula SK-Hep-1 estava apresentando dificuldade em se
adaptar ao meio livre de soro assim como em se recuperar do processo de

descongelamento.
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Figura 4.13 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo da adaptacéo para
0 meio livre de SFB FreeStyle em garrafas estéaticas (Adaptacgéo 2).

e Meio CDM4

Durante a adaptacao da célula SK-Hep-1 em meio CDM4, o valor de tp variou
entre 42,4 h e 132,1 h e a viabilidade entre 42,7% e 88,1%, conforme mostrado na
Figura 4.14. Apesar da boa adaptacéo inicial em 25% (42,4 h e 88,1%), alcangcando
valores semelhantes ao controle (44,2 h e 87,5%), a célula apresentou um gradativo
aumento no tempo de duplicacdo celular, conforme o SFB estava sendo eliminado
da cultura. Em CDM4 100% livre de soro, o tp foi de 132,1 h e 42,7% de viabilidade,
valor 107% superior e 45% inferior em relacdo ao tp e viabilidade da passagem de
75% de meio livre de soro (63,8 h e 77,8%, respectivamente).

Uma vez atingido 100% de meio livre de soro, as células SK-Hep-1 foram
submetidas a passagens sucessivas em meio CDM4 suplementado, assim como foi
realizado com a célula HKB-11. Conforme observado na Figura 4.15, o tp ficou entre
36,9 h e 152,6 h e a viabilidade na faixa de 21,2% e 93,7%. As duas primeiras
passagens tiveram valores acima de 110 h e viabilidade abaixo de 70%. A partir de
P3 estes valores foram otimizados, atingindo na 52 passagem 36,9 h e 86,7% de
viabilidade, indicando uma possivel adaptacdo ao meio CDM4. ApGs verificarmos o
crescimento e viabilidade satisfatorios da célula SK-Hep-1 em meio CDM4 livre de

SOoro prosseguimos com a adaptagdo para crescimento em suspensao em frascos
spinner.
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Figura 4.14 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo da adaptacéo para
0 meio livre de SFB CDM4 em garrafas estaticas (Adaptagéo 1).
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Figura 4.15 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo das passagens em
meio livre de SFB CDM4 em garrafas estaticas.

Com relagdo a morfologia da SK-Hep-1, vemos que a célula cresce muito
bem aderida a garrafa estatica quando cultivada em DMEM 10% SFB (Figura 4.16A)
e sdo predominantemente maiores e mais alongadas quando comparadas com as
células HKB-11 No meio livre de SFB CDM4 (Figura 4.16B), as células adaptadas
crescem predominantemente em suspensdo e com grande quantidade de grumos,

resultado semelhante ao encontrado com a célula HKB-11 adaptada em CDMA4.
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D-MEM (20x)

A) Meio DMEM 10% SFB; B) Meio CDM4.

e Meio CD293

De acordo com a Figura 4.17, pode-se observar que a SK-Hep-1 apresentou
um aumento de 69% no tempo de duplicacédo na primeira passagem da adaptacéao,
com tp de 74,6 h e 90,1% de viabilidade em comparacdo a 44,2 h e 87,5%
apresentados no controle. Durante as outras passagens, o tempo de duplicacdo se
manteve em torno de 55 h e 80% de viabilidade. No entanto, na passagem 100% de
meio CD 293 livre de soro, houve uma queda de 73% na viabilidade das células em
relacio a passagem de 75% de meio livre de soro (22,8% e 84,8%,
respectivamente), indicando que a célula ndo conseguiu se adaptar ao meio CD 293
livre de SFB.
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Figura 4.17 - Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo da adaptacéo para
0 meio livre de SFB CD 293 em garrafas estéticas (Adaptacao 1).

Para avaliar se a célula conseguia se adaptar, foram descongeladas células
na passagem 75% de meio livre de soro, porém estas células ndo sobreviveram ao
descongelamento. Como o tempo de duplicacdo e viabilidade da célula SK-Hep-1
durante a primeira adaptacdo foi relativamente constante, uma nova tentativa de
adaptacao foi realizada.

Como podemos observar pela Figura 4.18, o tempo de duplicacdo celular
mais que duplicou ja na primeira passagem e quintuplicou em 60% de meio livre de
soro em relacdo ao controle (245 h e 44,2 h, respectivamente), indicando que a
célula SK-Hep-1 tem dificuldade em se adaptar ao meio CD 293 livre de soro. Em
funcdo destes resultados, o meio CD 293 ndo foi utilizado para adaptagdo em

suspensao.
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Figura 4.18 - Tempo de duplicacéo (Ip) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo da adaptacéo para
0 meio livre de SFB CD 293 em garrafas estaticas (Adaptacao 2).

e Meio SFMII

Durante a adaptacdo ao meio 293 SFMII livre de SFB, a célula SK-Hep-1
apresentou tp entre 53,4 h e 96,7 h e viabilidade entre 57% e 85,3% (Figura 4.19).
Na primeira passagem, o tempo de duplicacdo aumentou 52% e a viabilidade
reduziu 17% em relacdo ao controle (67,1 h e 442 h, e 72,4% e 87,5%,
respectivamente). Nas subsequentes passagens, o tp diminuiu, atingindo 53,4 h em
75% de meio livre de soro, apesar da reducdo de 33% na viabilidade em
comparacdo com a passagem de 50% de meio livre de soro (85,3 h e 57%,
respectivamente). Em 100% de SFMIl livre de soro, o tempo de duplicacao
aumentou 81% em relacdo a passagem anterior (96,7 h e 53,4 h, respectivamente).

Nas passagens sucessivas, o0 meio SFMII livre de soro foi suplementado,
assim como realizado com o meio CDM4. Pela Figura 4.20, podemos observar que a
célula SK-Hep-1 apresentou elevados tempos de duplicagéo celular, acima de 100 h
na média, atingindo maximo de 455 h (P3). A viabilidade néo foi constante, oscilando
entre 36% e 81%. No entanto, devido a adaptacdo na primeira tentativa e a
sobrevivéncia da célula ao meio 100% SFMII, demos continuidade a adaptacao para

crescimento em suspensao em frascos spinner.
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Figura 4.19- Tempo de duplicacao (tp) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo da adaptagéo para
0 meio livre de SFB SFMII em garrafas estaticas (Adaptacéo 1).
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Figura 4.20 - Tempo de duplicacédo (tp) e viabilidade da célula SK-Hep-1 ao longo das passagens em
meio livre de SFB SFMII em garrafas estaticas.

A morfologia da célula adaptada em meio SFMII apresentou caracteristicas
similares ao cultivo da SK-Hep-1 em CDM4 pela forma arredondada, crescimento

em suspensao e em grumos (Figura 4.21).
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D-MEM (20x)

Figura 4.21 - Morfologia da célula SK-Hep-1 antes e apos a adaptacdo ao meio livre de SFB SFMII.
A) Meio DMEM 10% SFB; B) Meio SFMII.

4.1.3 Célula HepG2

e Meio FreeStyle

Durante a adaptacao da célula HepG2, o tp manteve-se entre 68,8 h e 111,1 h
e a viabilidade entre 41,6% e 87,8% (Figura 4.22). Mesmo em meio DMEM 10%
SFB, a célula apresentou elevado tempo de duplicacdo (88,1 h), praticamente o
dobro se comparado com os controles da HKB-11 e SK-Hep-1 (34,8 h e 44,2 h,
respectivamente). Como em 50% de meio livre de SFB houve elevacdo de 55% no
tempo de duplicagdo em relacdo a passagem anterior (111,1 h e 71,6 h,
respectivamente) e em 75% de meio livre de SFB a viabilidade celular diminuiu 28%
em relacdo a passagem de 50% de meio livre de SFB (59,2% e 82%,
respectivamente), uma passagem intermediaria (87,5%) foi acrescentada. Mesmo
assim, a célula HepG2 apresentou uma queda de 54% na viabilidade em relacéo ao
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controle em 87,5% de FreeStyle livre de soro (90% e 41,6%, respectivamente). As

passagens posteriores em 87,5% nao apresentaram crescimento celular de modo

gue este meio nao foi utilizado para adaptacao para suspenséao da célula HepG2.
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Figura 4.22- Tempo de duplicacéo (tp) e viabilidade da célula HepG2 ao longo da adaptacéo para o
meio livre de SFB FreeStyle em garrafas estéaticas (Adaptagéo 1).

Em relacdo a morfologia, a célula HepG2 quando cultivada em meio DMEM

10% SFB cresce aderente e sob a forma de aglomerados, os quais dificultam a

tripsinizacdo e as contagens (4.23A). Esta caracteristica se manteve para as

adaptacdes em meios livres de SFB. Como podemos observar pela Figura 4.23B, as

células cultivadas em meio FreeStyle 50% livre de soro fetal bovino se mantiveram

agrupadas e parcialmente aderidas, com algumas poucas células em suspensao.
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D-MEM (10x)

Figura 4.23 - Morfologia da célula HepG2 antes e ap6s a adaptacédo para o meio FreeStyle 50% livre
de SFB. A) Meio DMEM 10% SFB; B) Meio FreeStyle 50% livre de SFB.

e Meio CDM4

Analisando a Figura 4.24, foi observado que durante as quatro primeiras
passagens, a célula HepG2 apresentou tp um pouco menor que o controle (71,2 h,
77,6 h, 78,8 h, 78,9 h e 88,1 h, respectivamente), assim como foi menor a viabilidade
(87,7%, 80,5%, 50,7%, 47,8% e 90%, respectivamente). Em 100% de CDM4 livre de
SFB, o tempo de duplicacdo aumentou 268% em relacdo a passagem anterior (78,9
h e 290,3 h, respectivamente), e a viabilidade foi de 71,6%, indicando que a célula
teve dificuldade em se adaptar ao meio CDM4. Devido ao alto valor de tp e ao fato
das células em CDM4 100% livre de soro criopreservadas néo terem sobrevivido,
este meio ndo foi utilizado para continuar com o processo de adaptacdo para
suspensao.
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A morfologia da célula HepG2 em meio CDM4 50% livre de soro foi
semelhante as células cultivadas em meio FreeStyle 50%, crescendo agrupadas e
aderidas (Figura 25B).
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Figura 4.24 - Tempo de duplicagdo (tp) e viabilidade da célula HepG2 ao longo da adaptagdo para o
meio livre de SFB CDM4 em garrafas estéticas (Adaptagédo 1).

A) D-MEM (10x) D-MEM (20x)

Figfa 4.25 - Morfologia da célula HepG2 antes e ap6s a adaptacédo para o0 meio CDM4 50% livre de
SFB. A) Meio DMEM 10% SFB; B) Meio CDM4 50% livre de SFB.
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e Meio CD293

A adaptacéo da célula HepG2 em meio CD 293 também n&o foi satisfatoria
em funcdo dos baixos valores de viabilidade (Figura 4.26). A passagem para 50% de
meio livre de soro foi critica para o processo de adaptacdo, uma vez que a
viabilidade nesta concentracdo decaiu 74% em relacéo a passagem de 25% de meio
livre de soro (18% e 69,9%, respectivamente), acompanhada de aumento de 14% no
to (122,4 h e 107,1 h, respectivamente) em relacdo a mesma passagem. Na
passagem de 75% de CD 293 livre de soro, o tp foi de 162,5 h e a viabilidade de
6,4%, valor irrisrio para dar prosseguimento com a adaptacdo para 100% de meio
livre de soro fetal bovino.
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Figura 4.26 - Tempo de duplicacéo (tp) e viabilidade da célula HepG2 ao longo da adaptagéo para o
meio livre de SFB CD 293 em garrafas estaticas (Adaptagdo 1).

A maioria das células HepG2 em 50% de CD 293 livre de SFB cresceram em
suspensao e apresentaram morfologia mais arredondada em relagdo aos meios
FreeStyle e CDM4 50% livres de soro (Figura 4.27B).
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A) D-MEM (10x) D-MEM (20x)

B) CD 293 (10x)

: o - :
Figura 4.27 - Morfologia da célula HepG2 antes e apds a adaptacao para o meio CD 293 50% livre
de SFB. A) Meio DMEM 10% SFB; B) Meio CD293 50% livre de SFB.

e Meio SFMII

A célula HepG2 cultivada em meio SFMII, assim como nos demais meios,
apresentou altos valores de tp e e baixos valores de viabilidade (Figura 4.28). Na
primeira passagem da adaptagéo, a viabilidade celular sofreu uma queda de 55%
em relagé@o ao controle (40,6% e 90%, respectivamente) com aumento de 23% no tp
(108,8 h e 88,1 h, respectivamente). Em 50% de SFMII livre de SFB, a viabilidade foi
de 17,4%, valor 81% menor que o controle (90%) e o tp foi de 94,7 h. Nas duas
passagens subsequentes, o valor de viabilidade se manteve abaixo de 30% (29,4%
em 75%, e 22,1% em 87,5% de meio livre de SFB) e o tempo de duplicacdo celular
chegou a 223,1 h em 75% de meio livre de soro. Na passagem 100% SFMII ndo
houve duplicacéo celular, sendo que a viabilidade se manteve em 30%.
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Figura 4.28 - Tempo de duplicagdo (tp) e viabilidade da célula HepG2 ao longo da adaptagdo para o
meio livre de SFB SFMII em garrafas estaticas (Adaptacao 1).

A) D-MEM (10x)

B) SFMII (10x) SFMII (20x)

Figura 4.29 - Morfologia da célula HepG2 antes e ap0s a adaptacao para o meio SFMII 50% livre de
SFB. A) Meio DMEM 10% SFB; B) Meio SFMII 50% livre de SFB.
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A célula HepG2 cultivada em 50% de SFMII livre de SFB cresceram de forma
semelhante ao cultivo em CD 293, arredondadas, em suspensdo e com baixo

namero de células (Figura 4.29B).
4.2 Adaptagdes para crescimento em suspenséo

Os meios de cultura que apresentaram resultados satisfatorios durante a
etapa de adaptacdo em garrafas estaticas foram utilizados na adaptacdo para
crescimento em suspensdo realizada inicialmente em frascos spinner e
posteriormente em frasco erlenmeyer sob agitacdo orbital. Como néo foi possivel
adaptar a célula HepG2 para os meios livres de SFB, a adaptacdo para crescimento

em suspensao foi realizada apenas para as células HKB-11 e SK-Hep-1.

4.2.1 Célula HKB-11

e Meio FreeStyle

Pela Figura 4.30, as células HKB-11 cultivadas em meio FreeStyle em frascos
spinner ndo apresentaram crescimento durante os 34 dias de cultivo. Houve
decréscimo da concentracdo e da viabilidade durante as passagens, sendo que a
concentracdo celular s6 ultrapassou a concentracdo inicial de indculo (5x10°
células/mL) nas trés primeiras passagens, atingindo valor maximo de 7,6x10°
células/mL na primeira passagem com 96,4% de viabilidade. Apés a 32 passagem,
nao houve significativo crescimento celular.

Para avaliar se o problema de adaptacédo era referente ao meio ou ao sistema
de cultivo em suspensao, resolvemos testar o sistema orbital, utilizando frascos
erlenmeyers e comparar os resultados entre os dois sistemas. A Figura 4.31 mostra
0os resultados obtidos nesta comparagdo. Novamente, a célula HKB-11 quando
cultivada em frasco spinner ndo apresentou resultados satisfatorios, uma vez que
nao ocorreu o0 crescimento celular e, conjuntamente, a viabilidade da célula
decresceu durante os 7 primeiros dias de cultivo, corroborando com o resultado
anterior. Em sistema orbital, a célula HKB-11 apresentou continuo crescimento ao
longo dos dias, com velocidade especifica de crescimento maxima (umax) de

0,0185h™, concentracéo celular maxima (Xmax) de 3,42x10° células/mL e 86,5% de
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viabilidade no 8° dia. Além disso, a concentracao celular permaneceu em torno de
3x10° células/mL até o 13° dia, onde o cultivo foi encerrado.

—e — Concentragao HKB-11 100% FreeStyle spinner
--0-- Viabilidade HKB-11 100% FreeStyle spinner
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Figura 4.30 - Crescimento e viabilidade da célula HKB-11 cultivada em meio FreeStyle em frasco
spinner durante varias passagens em suspensao.
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Figura 4.31 - Comparagdo do crescimento e da viabilidade da célula HKB-11 cultivada em meio
FreeStyle em frasco spinner e erlenmeyer.

Apés adaptacdo para crescimento em suspensao, a célula HKB-11 cultivada
em meio FreeStyle foi criopreservada para avaliagdo da estabilidade da adaptacéo
apos sucessivos ciclos de congelamento e descongelamento. Frente aos resultados

satisfatérios neste meio de cultura, foi dado continuidade ao trabalho com a
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caracterizagdo cinética e metabdlica da célula. Esta etapa foi realizada em frascos

erlenmeyer sob agitacdo orbital em triplicata.

e Meio CDM4
A primeira adaptacéao para suspensao em meio CDM4 foi realizada em frasco
spinner, assim como realizado para o meio FreeStyle. A Figura 4.32 mostra esta
adaptacdo na qual a célula HKB-11 apresentou bom desempenho, com passagens
sucessivas apresentando perfil semelhante de crescimento. O valor de pmax Nessas
13 passagens (48 dias) variou entre 0,0090 - 0,0281h™, com concentracdo celular
méxima de 3,92x10° células/mL (62 passagem). De um modo geral, a viabilidade se
manteve acima de 80% por 41 dias, variando de 66,7% (92 passagem) a 93,7% (32
passsagem). No entanto, a partir da 132 passagem, podemos observar a fase de
declinio celular, indicada tanto pelo baixo valor da concentracdo como de
viabilidade.
Conforme realizado com o meio FreeStyle, cultivamos a célula HKB-11 em
meio CDM4 tanto em frasco spinner como erlenmeyer, para comparar os resultados
entre os sistemas.
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Figura 4.32- Crescimento e viabilidade da célula HKB-11 cultivada em meio CDM4 em frasco spinner
durante vérias passagens em suspensao.

Comparando ambos os sistemas, observamos que houve uma grande
variacéo de crescimento (Figura 4.33), assim como observado para o meio FreeStyle

(Figura 4.31). Em frasco spinner n&o se nota significativo crescimento ao longo de 9
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dias de cultivo, além do continuo decréscimo da viabilidade em funcéo do tempo. Por
sua vez, o cultivo em erlenmeyer se mostrou muito promissor, atingindo no 7° dia de
cultivo concentragéo celular méaxima de 8,01x10° células/mL, 90,6% de viabilidade e
valor de pmax de 0,0278h™. Logo apés, ocorreu o declinio do crescimento (8° dia),

gque pode ser observado tanto pela queda na concentracdo celular como pela
progressiva diminuicdo da viabilidade.

— A — Concentragdo HKB-11 CDM4 erlenmeyer -- ©-- Viabilidade HKB-11 CDM4 spinner
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Figura 4.33 - Comparagdo do crescimento e da viabilidade da célula HKB-11 cultivada em meio
CDM4 em frasco spinner e erlenmeyer.

Apesar de ter apresentado bom crescimento durante a adaptacdo para
suspensdo, a célula cultivada em meio CDM4 ndo suportou a etapa de
congelamento e descongelamento. Todos o0s criotubos congelados nao
apresentaram crescimento pés-descongelamento. Em funcéo disso, nao foi realizada

a etapa de caracterizacdo cinética e metabdlica neste meio.

4.2.2 Célula SK-Hep-1

e Meio CDM4
A Figura 4.34 mostra que a célula SK-Hep-1 em meio CDM4 apresentou bons
resultados até a 72 passagem, uma vez que posteriormente houve baixo crescimento
celular e ndo se observou padrdo neste crescimento. A velocidade especifica de

crescimento maxima (pmax) Variou nesses 57 dias de cultivo entre 0,0062 - 0,0169h™,
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com concentracdo celular maxima de 3,14x10° células/mL e viabilidade entre 31,5%

e 95,1%. Esses valores de pmax € Xmax OCOrreram na 62 passagem, com uma
viabilidade de 76,5%.

—e — Concentrag¢do SK-Hep-1 100% CDM4 spinner
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Figura 4.34 - Crescimento e viabilidade da célula SK-Hep-1 cultivada em meio CDM4 em frasco
spinner durante varias passagens em suspensao.

A comparacao do crescimento em frascos spinner e erlenmeyer também foi
realizada. Podemos observar pela Figura 4.35, que houve uma grande variacao
entre os cultivos. Em frasco spinner ndo ocorreu significativo crescimento ao longo
de 240 h (10 dias), com valores de concentragéo celular abaixo da concentracao de
indculo (5x10° células/mL). A viabilidade do cultivo em spinner também nao foi
satisfatdria, com declinio progressivo a partir do tempo 0 h, terminando em 29,7%
em 240 h. No cultivo em frasco erlenmeyer, a célula SK-Hep-1 apresentou
crescimento exponencial a partir de 24 h de cultivo, atingindo pmax de 0,0101h™, Xmax
de 1,37 x10° células/mL e 96,5% de viabilidade em 168 h (7° dia). Ap6s este tempo,
houve declinio da concentracéo celular até o tempo de 240 h.
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Figura 4.35 - Comparacdo do crescimento e da viabilidade da célula SK-Hep-1 cultivada em meio
CDM4 em frasco spinner e erlenmeyer.

Apesar do resultado promissor da célula SK-Hep-1 cultivada em meio CDM4
em suspensdo, problemas na criopreservacdo desta célula, assim como ocorrido

com a célula HKB-11, inviabilizaram a continuidade do trabalho neste meio.

e Meio SFMII
De acordo com a Figura 4.36, podemos observar que o cultivo da SK-Hep-1
em SFMII em frasco spinner ndo obedece a um padrao e, além disso, a maioria dos
valores de concentracéo celular esta abaixo do inéculo inicial (3,04x10° células/mL).
Durante os 38 dias de cultivo e por 13 passagens, 0s valores de concentracdo
celular variaram de 2,2x10° células/mL até 8,1x10° células/mL e a viabilidade variou
entre 36,4% e 90,4%.
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Figura 4.36 - Crescimento e viabilidade da célula SK-Hep-1 cultivada em meio SFMIl em frasco
spinner durante varias passagens em suspensao.

Para avaliar se o problema de adaptacao era referente ao meio ou ao sistema
de cultivo, uma batelada comparando os sistemas foi realizada. Pela Figura 4.37,
observamos este foi 0 Unico caso até entdo em que houve crescimento em frasco
spinner, apresentando concentracdo celular entre 5,51x10° — 2,24x10° células/mL,
sendo o ultimo valor referente ao Xmax (216 h). Apds este tempo, se observou
declinio celular. A viabilidade manteve-se em torno de 90%, variando entre 87,8 —
95,9%. O Hmax foi de 0,0165 h™. Em relacdo ao cultivo em frasco erlenmeyer,
podemos observar que a concentracdo celular manteve-se entre 5,21x10° - 2,13x10°
células/mL, sendo este Ultimo valor 0 Xmax,, que ocorreu em 120 h, momento apods o
qual verificamos declinio celular. De modo geral, o cultivo apresentou viabilidades
acima de 95%, variando entre 87,9 - 98,1%. A velocidade especifica de crescimento
maxima foi de 0,0225 h™. Em funcdo do superior desempenho observado quando as
demais células adaptadas foram cultivadas em frasco erlenmeyer, optou-se por
continuar com a etapa de caracterizacdo cinética e metabdlica da célula SK-Hep-1

em meio SFMII também neste sistema.
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Figura 4.37 - Comparacdo do crescimento e da viabilidade da célula SK-Hep-1 cultivada em meio
SFMII em frasco spinner e erlenmeyer.

4.3 Caracterizacao cinética e metabdlica das células adaptadas

Nesta etapa do trabalho foram utilizadas apenas as células adaptadas para
crescimento em suspensao que apresentaram bons resultados apds o congelamento
e descongelamento. Para a célula HKB-11 foi selecionado o meio FreeStyle e para a
célula SK-Hep-1 o meio SFMII.

4.3.1 Célula HKB-11

Pela Figura 4.38A, podemos observar que a célula HKB-11 apresentou
crescimento celular até 432 h (18° dia), tempo no qual o valor de concentracdo
celular foi méaxima de 8,6x10° células/mL com 76,8% de viabilidade, ou seja,
obtivemos um cultivo com concentracéo de 6,6x10° células viaveis/mL. A velocidade
especifica de crescimento méaxima foi de 0,0159 h™. Apés 432 h, a concentracdo
celular decaiu, acompanhada da viabilidade. A viabilidade apesar de se manter
acima de 80% na maior parte do cultivo ndo foi constante, apresentando valor
maximo de 91,7% (0 h) e minimo de 62,2% (504 h).
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Figura 4.38 - Crescimento e viabilidade celular (A); perfil da concentracéo de glicose, lactato (B);
glutamina, glutamato e aménia (C) durante o cultivo da célula HKB-11 em meio FreeStyle em frasco

erlenmeyer (n=3).
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Em relacdo ao metabolismo celular, podemos observar pela Figura 4.38B,
gue a concentragao de glicose no meio comecou a diminuir e a de lactato aumentar
a partir do tempo 0 h. A concentracao inicial de 7,6 g/L de glicose progressivamente
decai até exaustdo em 290 h (12° dia). A concentracdo de lactato aumentou nos dois
primeiros dias e se manteve aproximadamente constante entre 48 h e 264 hem 1,2 -
1,3 g/L (13,5 -14,6 mM). Apds este periodo, foi consumido até exaustdo em 336 h
(14° dia).

Pela Figura 4.38C, podemos observar que houve um aumento da
concentracdo de glutamina até 194 h, havendo entdo declinio da concentracdo de
0,618 g/L até alcancar 0,005 g/L em 481 h (20° dia) ou seja, foram necessérios 12
dias para esgotar a concentracdo de glutamina. A concentracdo de glutamato
cresceu a partir do tempo Oh (0,014 g/L), até atingir um maximo de 0,105 g/L em 481
h (20° dia). Com relagdo a amonia, houve um crescente aumento na concentragao
inicial de 4,78 mg/L durante todo o cultivo. Também houve um pico de 60,83 mg/L
de aménia (3,57 mM) em 216 h, 24 h apds o pico maximo de glutamina na solucao.
A concentracdo maxima atingida pela amoénia foi de 71,20 mg/L (4,18 mM).

Encontra-se apresentada na Figura 4.39, a morfologia da célula HKB-11
adaptada para crescimento em suspensao. Do tempo inicial at¢ 0 momento no qual
a concentracdo celular foi maxima (432 h), houve um grande crescimento celular,
com as células crescendo de forma independente em sua maioria, mas também

nota-se a formacao de pequenos aglomerados.
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Figura 4.39 — Morfologia da célula HKB-11 quando cultivada em suspensao em frascos erlenmeyer
no meio de cultura FreeStyle.

4.3.2 Célula SK-Hep-1

De acordo com a Figura 4.40A, o crescimento celular foi exponencial por trés
dias, entrando na fase estacionaria em 96 h (4° dia). Durante os 13 dias de cultivo, a
viabilidade celular ficou acima de 90%, variando entre 94,3 — 97,6%. A concentragédo
celular atingiu seu valor méaximo, 1,93x10° células/mL, no tempo de 192 h e o valor
de pmax foi de 0,0186 h™. Apés 192 h, a concentracéo celular comecou a diminuir até

o fim do cultivo.
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Figura 4.40 - Crescimento e viabilidade celular (A); perfil da concentracdo de glicose, lactato (B);
glutamina, glutamato e amoénia (C) durante o cultivo da célula SK-Hep-1 em meio SFMII em frasco

erlenmeyer (n=3).
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Este perfil de crescimento se reflete no consumo de glicose, que foi mais
intenso nos trés primeiros dias de cultivo. A concentracéo inicial foi de 7,5 g/L e
chegou a 2,7 g/L em 312h (13° dia), onde o cultivo foi encerrado. Como esperado,
houve formacédo de lactato decorrente do metabolismo da glicose, atingindo em 96h
o valor méximo de 1,4 g/L (15,7 mM), permanecendo praticamente constante
durante o restante do cultivo (Figura 4.40B). A glutamina aumentou a sua
concentracdo inicial de 0,197 g/L até atingir o valor maximo de 0,427 g/L em
aproximadamente 43 horas de cultivo. Apés 43h, a glutamina foi consumida,
alcancando o valor de 0,182 g/L no ultimo dia de cultivo (13° dia), reducéo de 57%
do valor inicial. A concentracdo de glutamato manteve-se praticamente constante
durante os 13 dias de cultivo em torno de 0,03 g/L (Figura 4.40C), atingindo maximo
de 0,034 g/L em 312h. Podemos observar que a concentracdo de amodnia no
sobrenadante aumenta a partir do tempo 0 h. Esse crescimento ocorre até 192h (8°
dia), onde atinge seu valor maximo de 35,59 mg/L (2,09 mM). Apés 192h, a
concentracdo de aménia comeca a decair até 12,21 mg/L (0,72 mM) em 312h, onde
o cultivo foi encerrado.

Encontra-se apresentada na Figura 4.41, a morfologia da célula SK-Hep-1
adaptada para crescimento em suspensdo. Podemos observar que, do momento do
in6bculo até a concentracdo celular maxima (192 h), houve grande crescimento
celular, mas ao contrario da célula HKB-11, quase nao se observa a formacéo de

agregados, sendo que as células crescem de forma unitaria.
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SK-Hep-1 SFMII (0 h) 10X SK-Hep-1 SFMII (0 h) 20X

Figura 4.41— Morfologia da célula SK-Hep-1 quando cultivada em suspensédo em frascos erlenmeyer
no meio de cultura SFMII.

4.4 Estabelecimento de um banco de células adaptadas criopreservadas em
condicdes livres de SFB

Durante a adaptacao celular verificamos a necessidade de modificar o meio
de congelamento padréo (90% SFB + 10% DMSO), uma vez que ambas as células
HKB-11 e SK-Hep-1 apresentaram baixa viabilidade no descongelamento, sendo
gue varios lotes foram perdidos, principalmente para os cultivos em meio CDM4.
Além disso, para se obter um produto biofarmacéutico seguro e de qualidade, é
necessario remover completamente o soro fetal bovino de todo o bioprocesso, ou
seja, do descongelamento até a formulagdo final. Deste modo, quatro meios de
congelamento livres de SFB comerciais (Synth-a-Freeze (Invitrogen); HyCryo
(HyClone); ProFreeze-CDM (Lonza); Cell Freezing Medium-DMSO Serum free
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(Sigma)) e a condicdo 45% de meio fresco + 45% de meio condicionado + 10%
DMSO foram testados e comparados com a condi¢céo de congelamento padréo (90%
SFB + 10% DMSO). Foram avaliados 3 tempos de congelamento (15, 30 e 60 dias)
e foram preparados dois lotes diferentes para cada condicdo. Esta etapa do trabalho
foi realizada para a célula HKB-11 adaptada ao meio FreeStyle e para a célula SK-
Hep-1 adaptada ao meio SFMII.

4.4.1 Célula HKB-11

A Figura apresentada abaixo (Figura 4.42) é relativa as taxas de
sobrevivéncia no momento do descongelamento e as viabilidades na 5% passagem
do cultivo para os diferentes tempos de congelamento. A taxa de sobrevivéncia € a
razdo entre a viabilidade na qual as células foram congeladas e a viabilidade
apresentada apds descongelamento.
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Figura 4.42- Taxa de sobrevivéncia e viabilidade da célula HKB-11 em meio FreeStyle na quinta
passagem apoés descongelamento: A) 15 dias; B) 30 dias; C) 60 dias em -194°C.

4.4.2 Célula SK-Hep-1

Observando a Figura 4.43, podemos observar que os resultados do

descongelamento do 1° lote foram insatisfatdrios, uma vez que nos trés tempos de

congelamento testados, as taxas de sobrevivéncia da SK-Hep-1 foram menores que

50%. No 2° lote, por sua vez, houve pela menos 1 meio promissor cuja taxa de

sobrevivéncia celular foi superior a 80% em todos os tempos: o0 meio HyCryo

(Hyclone).
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Figura 4.43- Taxa de sobrevivéncia e viabilidade da célula SK-Hep-1 em meio SFMIlI na quinta
passagem apés descongelamento: A) 15 dias; B) 30 dias; C) 60 dias em -194°C.

Com relacdo a viabilidade na quinta passagem poés descongelamento,
podemos observar que os melhores resultados, para ambos os lotes e diferentes
tempos, foram obtidos com os meios HyCryo (Hyclone) e Cell Freezing Medium-
DMSO Serum free (Sigma).

De modo geral, as solucbes de criopreservacdo HyCryo e Cell Freezing
Medium-DMSO Serum free foram as que se demonstraram mais promissoras para
criopreservar a célula SK-Hep-1 em meio SFMII livre de soro, com taxas de
sobrevivéncia pés descongelamento e viabilidades na 52 passagem na média de
63,2% e 59,6% e de 76,7% e 82,8%, respectivamente. Portanto, serdo utilizadas
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para posteriores estudos e para estabelecimento de um criobanco de células SK-
Hep-1 adaptadas para suspensao e condigdes livres de SFB.



SDisoussio
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5. DISCUSSAO

5.1 Adaptacdo aos meios livres de SFB em garrafas estaticas

A adaptacéo para os meios livres de soro foi realizada através da diminuicao
gradativa da concentragéo de SFB presente no meio. Esta redugéao gradual aumenta
a chance de uma adaptacdo satisfatoria para condi¢des livres de soro (KIM et al.,
1999).

De uma forma geral, os resultados das adaptacbes aos meios livres de SFB
nas trés linhagens celulares testadas, HKB-11, SK-Hep-1 e HepG2 mostraram o
aumento do tempo de duplicacdo (tp) ao longo das passagens devido a progressiva
retirada de soro. Os valores de tp das passagens foram maiores que 0s respectivos
valores de tp dos controles de cada célula (meio DMEM suplementado com 10%
SFB). A passagem com retirada completa de soro (100% meio livre de SFB) foi a
mais critica, com elevado tempo de duplicacdo e baixa viabilidade celular. A Tabela
5.1 apresenta os valores do tp estimados antes e apds a adaptacdo. Para a célula
HKB-11, houve aumento no valor de tp de 74, 79, 91 e 200% nos cultivos em meios
FreeStyle, CDM4, CD 293 e SFMII, respectivamente, em comparacao ao controle.
Na célula SK-Hep-1, houve aumento de 199, 119, 4 e 18% no valor de tp nos cultivo
em CDM4, SFMII, FreeStyle e CD 293, respectivamente, em relacdo ao controle. A
célula HepG2 apresentou crescimento apenas no meio CDM4 livre de SFB, com
aumento de 229% no valor de tp em comparacdo com o controle. Além disso,
mesmo em DMEM suplementado com 10% de SFB, a célula HepG2 apresentou
altos valores de tp, além de crescimento na forma de grandes e compactos
aglomerados. Estas caracteristicas fazem com que a célula ndo seja interessante do
ponto de vista de uma futura aplicacdo industrial. Em funcéo disso, o trabalho foi
continuado apenas com as linhagens HKB-11 e SK-Hep-1.
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Tabela 5.1. Tempos de duplicacdo estimados antes e apds a 12 adaptacédo para os
meios de cultura livres de SFB realizada em garrafas estéticas.

_ Tempo de Duplicagdo (h)
Meios de cultura
HKB-11 SK-Hep-1 HepG2
DMEM+10% SFB 34,8 442 88,1
FreeStyle 60,4 46,1 n.d.
CDM4 62,4 132,1 290,3
CD 293 66,3 52,3 n.d.
SFM I 104,5 96,7 n.d.

n.d. — valores ndo determinados devido a ndo adaptacdo da célula.

O soro fetal bovino é um suplemento rico em carboidratos, aminoacidos,
vitaminas, lipideos, hormoénios, fatores de crescimento, proteinas, dentre outros
fatores que auxiliam a manutencdo, sobrevivéncia e duplicacdo celular. Esse
complexo e rico suplemento torna os meios de cultura universais, uma vez que o
SFB é capaz de nutrir todas as necessidades das células. As suas principais funcdes
no meio de cultura s&o: 1) prover fatores hormonais que estimulam o crescimento e
a proliferacdo das células; 2) fornecer proteinas que carream hormonios
(transcortina), minerais e elementos traco (transferrina) e lipideos (lipoproteinas); 3)
prover fatores de adesédo e espalhamento; 4) fornecer fatores de estabilizacdo e
detoxificacdo, necesséarios para manter o pH e inibir proteases de forma direta (a-
antitripsina ou a2-macroglobulina) ou indireta (agindo como um ligante inespecifico)
(BRUNNER et al., 2010). Sem este suplemento, as células dependem da formulagéo
dos meios de cultura, que deverdo conter 0s requisitos minimos para a
sobrevivéncia de cada linhagem e nem sempre somente o meio basal € capaz de
suprir todas as necessidades da célula (VAN DER VALK et al., 2010). Vale ressaltar
que, além dos meios terem que fornecer os nutrientes para a célula, cada linhagem
tem necessidades diferentes, de modo que seu metabolismo deve ser considerado.
Por isso, os resultados nao foram semelhantes para todas as células e 0 aumento no
tempo de duplicagao celular reflete a falta de alguns componentes no meio que
antes eram supridos pelo soro fetal bovino.

Apesar de algumas linhagens celulares poderem ser mantidas em meios de
cultura basais, a maioria das células necessita de suplementos adicionais para
sobreviver ou proliferar de maneira satisfatoria (HUTCHINGS e SATO et al., 1977;
GSTRAUNTHALER, 2003; BRUNNER et al., 2010; VAN DER VALK et al., 2010),
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principalmente nas formulacdes livres de SFB. No caso das células HKB-11 e SK-
Hep-1 adaptadas aos meios livres de soro, essa necessidade foi verificada pelo
aumento significativo do tempo de duplicacdo celular em comparacdo aos valores
obtidos nos cultivos em meio suplementado com SFB. Na tentativa de melhorar este
crescimento, os meios de cultivo livres de SFB foram suplementados com 10% de
Cell Boost 5 (Hyclone), 1% de Pluronic® F68 (Invitrogen) e 1% de ITS, Insulina-
Transferrina-Selénio (Invitrogen). Cell Boost 5 é um suplemento quimicamente
definido livre de componentes animais, que prové lipideos, aminoacidos, vitaminas,
elementos traco, colesterol e fatores de crescimentos. A Insulina-Transferrina-
Selénio promove captacao de glucose e aminoéacidos, lipogénese, transporte de ion
ferro, reduz radicais de oxigénio e prové cofator para a glutationa peroxidase e
outras proteinas, além de atuar como antioxidante. Pluronic® F-68 € um surfactante
nao ibnico capaz de proteger as células das forcas de cisalhamento em culturas em
suspensao, evitando o estresse e morte celular. Essa suplementacéo foi formulada
visando suprir 0s nutrientes presentes no SFB, descritos na literatura (PRICE e
GREGORY, 1982; GSTRAUNTHALER, 2003; BRUNNER et al., 2010).

O cultivo das células inicialmente adaptadas foi realizado nos meios
suplementados por pelo menos 5 passagens, e as respectivas médias de tp podem
ser observadas na Tabela 5.2. A célula HKB-11 cultivada em FreeStyle apresentou
tempo de duplicacdo 70% superior ao tp no DMEM suplementado com 10% de SFB,
ao passo que o cultivo em CDM4 mostrou tp 61% superior ao controle. Ja para a
célula SK-Hep-1, o cultivo em CDM4 representou um tempo de duplicacdo 113%
maior que o controle, enquanto que o cultivo em SFMII apresentou um tp 556%
superior em relacdo ao controle. Esses valores demonstram que, apesar da
suplementacdo dos meios livres de soro, o tempo de duplicacdo ndo foi 0 mesmo
com relagcéo ao controle, uma vez que o SFB € um complexo e rico nutriente celular.
Apesar disso, vemos que a célula HKB-11 foi a que apresentou valores de tp mais
proximos ao tempo de duplicacdo do controle, o que indica que esta célula se
adaptou melhor aos meios livre de soro. O cultivo em CDM4 foi 0 mais promissor
para ambas as células, com tp de 56 h e 94,2 h para a célula HKB-11 e SK-Hep-1,
respectivamente.

Nas sucessivas passagens em meio livre de SFB, foi observado que a célula
HKB-11 nao suportou a retirada de SFB nas formula¢des CD 293 e SFMII, enquanto

que a célula SK-Hep-1 ndo se adaptou aos meios FreeStyle e CD 293, indicando
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que provavelmente estes meios ndo contém o0s requisitos nutricionais especificos

exigidos para estas células.

Tabela 5.2. Tempos de duplicagdo estimados antes e apds as passagens
sucessivas nos meios de cultura livres de SFB suplementados realizadas em
garrafas estéticas.

Tempo de Duplicagéo (h)
Meios de cultura
HKB-11 SK-Hep-1

DMEM+10% SFB 34,8 44,2
FreeStyle 59 n.d.
CDM4 56 94,2

CD 293 n.d. n.d.
SFM I n.d. 289,8

n.d. — valores nao determinados devido a ndo adaptacgédo da célula.

Apesar de estarem descritos na literatura diversos protocolos para adaptacéo
de células a condicdes livres de SFB (SINACORE et al., 2000; SCHRODER et al.,
2004, VAN DER VALK et al., 2010), nem todas as linhagens celulares conseguem
ser adaptadas utilizando os métodos convencionais, geralmente baseados na
progressiva retirada de soro (JALURIA et al., 2008). Mesmo as células adaptadas
demandam tempo e esforcos consideraveis para concluir o processo de adaptacao
(passagens livres de soro). Além disso, durante a adaptacdo podem ocorrer diversas
alteracdes como reducdo de viabilidade, mudancas na morfologia, aberracées
fisiol6gicas e mudancas no metabolismo (VAN DER VALK et al., 2004).

No estudo de Jaluria e colaboradores (2008), os autores observaram essas
alteracbes durante a adaptacdo das células HEK-293 para concentracdes
decrescentes de SFB. Em meio contendo 2% de SFB, as células haviam se tornado
mais esféricas e compactas, além de desaderirem da superficie e se agregarem com
outras células. Além disso, as células que foram cultivadas com baixas
concentracbes de SFB permaneceram por um periodo prolongado na fase lag,
exibindo menor viabilidade e velocidade especifica de crescimento. Na tentativa de
melhorar os resultados da adaptacdo, os autores, apoOs analisar diferencas na
expressao génica das ceélulas durante a adaptacdo, modificaram a célula HEK-293

com os genes egrl (early growth response 1) e gas6 (growth arrest specific 6) e
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verificaram que o0 aumento da expressdo destes genes, aumenta de maneira
moderada a habilidade da célula em se adaptar a condic¢es livres de SFB.

Hernandez e Fischer (2007) realizaram a adaptacdo de diversas linhagens
celulares de mamiferos (mieloma do BALB/c, NSO, hibridoma, Vero, COS-1, COS-7,
BHK e HEK-293) para meios de cultura livres de SFB e quimicamente definidos,
através da reducdo gradativa da concentracdo de SFB, o mesmo procedimento
utilizado no presente trabalho. De maneira geral, foi possivel adaptar todas as
linhagens celulares. No entanto, essas células apresentaram uma reducdo na taxa
de crescimento celular apés a adaptagédo. Por exemplo, o tempo de duplicacdo da
célula COS-7 passou de 40 horas no meio contendo 10% SFB para
aproximadamente 55 horas apdés 11 passagens. Ja para a célula VERO foi
observado um aumento de 2,5 vezes no valor de tp ap0s a adaptacéao.

Dentre as células humanas, a HEK-293 ja foi adaptada e vem sendo
amplamente cultivada em meios livres de SFB e em suspensédo (ADAM et al., 2008,
BACKLIWAL et al., 2008; ; LOIGNON et al., 2008, SONG et al., 2011; SUN et al.,
2006; SWIECH et al., 2011). O mesmo néo foi observado para as células utilizadas
neste trabalho. Nao foram encontrados trabalhos relatando a adaptacdo para tais
condi¢bes para as células SK-Hep-1 e HepG2. Para a célula HKB-11, encontram-se
descritos na literatura estudos mostrando o cultivo destas células ja adaptadas para
a producdo de proteinas recombinantes (CHO et al, 2002, MEI et al., 2006,
FISCHER et al.,, 2012, TANG et al.,, 2013), no entanto, ndo foram encontrados
relatos das adaptacoes.

Vale ressaltar a importancia da adaptacédo de células antes da modificacdo
genética para producdo de determinada proteina recombinante, como esta sendo
proposto neste trabalho. Belin e Rousselle (2006), adaptaram a célula HEK293-
EBNA transformada com o fragmento rLG4/5 da laminina 5 ao meio livre de soro
Pro293s-CDM (Cambrex). Apesar de obterem sucesso na adaptacdo em meio livre
de soro, ndo houve a producédo da proteina de interesse (fragmento rLG4/5).

Em relacdo a morfologia da HKB-11 e SK-Hep-1 durante a adaptacéo,
observamos que em meio DMEM 10% SFB (controle), ambas as células crescem
muito bem aderidas a garrafa estatica, apresentando formato mais alongado do que
as células adaptadas aos meios livres de SFB, sendo a SK-Hep-1
predominantemente maior e mais alongada quando comparada com a célula HKB-
11. Em meios livres de soro (FreeStyle e CDM4 para HKB-11 e CDM4 e SFMII para
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SK-Hep-1), as células apresentaram formato arredondado com crescimento em
suspensao e agregados celulares de tamanho variado. A fusdo que originou a célula
HKB-11 inicialmente foi realizada para melhorar a tendéncia de formar grandes
agregados pela 293S, um dos tipos celulares que deu origem a HKB-11 (CHO et al.,
2002). Este estudo cita que a maioria dos clones estdo prontos para adaptacéo para
suspensao em culturas livres de soro sem formar grandes agregados. No entanto, o
autor revela que a HKB-11 formou pequenos agregados (de 10 a 20 células), que
foram muito menores que os formados pela 293S (de 20 para mais de 100 células).
Essa tendéncia de formar pequenos agregados ainda se manteve na linhagem HKB-
11 cultivada em FreeStyle e CDM4. A formacdo de grumos é uma medida de
autoprotecdo celular que ocorre naturalmente no processo de adaptacdo, conforme
observado por diferentes autores (HU e AUNINS, 1997; HALDANKAR et al., 1999).

E desejavel o cultivo de células individualizadas, uma vez que os agregados
celulares podem ser um problema e reduzir a viabilidade da cultura, devido a maior
tensdo de cisalhamento e pela dificuldade na transferéncia de massa para as células

que estdo no interior, limitando os nutrientes (SUN et al., 2008).

5.2 Adaptacgao para crescimento em suspenséo

A adaptacdo para crescimento em suspensdo foi realizada apenas nas
células que apresentaram resultados satisfatorios na etapa de adaptacdo aos meios
livres de SFB em garrafas estaticas: célula HKB-11 adaptada aos meios FreeStyle e
CDM4 e SK-Hep-1 adaptada aos meios SFMIl e CDMA4.

A adaptacdo da célula HKB-11 para crescimento em suspensdo em meio
FreeStyle realizada inicialmente em frascos spinner néo foi satisfatoria, uma vez que
nao houve crescimento celular e as células apresentaram diminuicdo da viabilidade
ao longo das passagens (34 dias). Ja para a adaptacdo em meio CDM4, as células
HKB-11 apresentaram bons resultados de crescimento até a 13% passagem (39 dias
de cultivo). Passado este periodo, observou-se apenas o declinio do crescimento
celular e da viabilidade. O mesmo comportamento foi observado para a célula SK-
Hep-1, onde o cultivo em SFMII ndo obteve resultados satisfatorios em spinner e em
CDM4 houve crescimento celular somente até a 72 passagem, ou seja, a célula ndo

se adaptou ao crescimento em suspensao em frascos spinner nos meios testados.
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Em fungcdo deste comportamento, as células foram também cultivadas em
frascos erlenmeyer sob agitacdo orbital e a comparagcdo com o crescimento em
frasco spinner foi realizada. Novamente foi observada auséncia de crescimento
celular em frasco spinner na maioria dos cultivos em ambas as células. J4 as células
cultivadas em suspensao sob agitacao orbital apresentaram bons resultados para os
meios testados, conforme pode ser observado na Tabela 5.3. Isto pode estar
associado a uma elevada tensao de cisalhamento no frasco spinner em funcao da
velocidade de rotacdo utilizada (80 rpm) ou a uma transferéncia de oxigénio
ineficiente.

Muller e colaboradores (2005) demonstraram que células HEK-293 EBNA e
CHO-DG44 adaptadas para cultivos em suspensédo e meios livres de SFB, possuem
crescimento superior quando cultivadas sob agitacdo orbital em comparacdo ao

cultivo em frascos spinner.

Tabela 5.3. Comparacao dos parametros cinéticos de crescimento, Umax , Xmax € tb,
das células HKB-11 e SK-Hep-1 cultivadas em suspensao em frascos erlenmeyer
nos meios de cultura livres de SFB.

Células
Meios de HKB-11 SK-Hep-1
CUItura p-max Xmax tD p-max Xmax tD
(h'Yy | (células/mL) | (horas) | (h™) (células/mL) | (horas)
FreeStyle 0,0185 3,42x10° 37,5 n.d. n.d. n.d.
CDM4 0,0278 8,01x10° 24,9 0,0101 1,37 x10° 68,6
SFM I n.d. n.d. n.d. 0,0225 2,13x10° 30,8

n.d. — valores ndo determinados devido a ndo adaptacdo da célula.

De maneira geral, podemos observar que para a célula HKB-11 cultivada em
frascos erlenmeyer, os melhores resultados foram obtidos utilizando o meio CDM4 e
para a célula SK-Hep-1, o meio SFMII. Os tempos de duplicacdo dos cultivos em
suspensao diminuiram significativamente em relacdo aos tp estimados durantes as
passagens sucessivas nos meios livres de SFB em garrafas estéticas (Tabela 5.2),

apresentando em alguns casos tp menores que 0s estimados nas condi¢des controle
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(suplementado com SFB). Isto se deve a maior adaptacdo da célula a nova condicéo
de cultivo em funcéo das sucessivas passagens em meio livre se soro.

Apés a adaptacdo para crescimento em suspensdo, as células foram
criopreservadas (90% SFB, 10% DMSO) para verificar a estabilidade da adaptacao.
N&o foi observado crescimento celular pés-descongelamento, tanto para a célula
HKB-11 quanto para a SK-Hep-1 cultivada em meio CDM4. Em func¢éo disso, foi
dado continuidade ao trabalho, com a caracterizacdo cinética e metabodlica das
células adaptadas, apenas para a célula HKB-11 cultivada em FreeStyle e SK-Hep-1
em SFMII.

5.3 Caracterizacdo cinética e metabdlica das células adaptadas

Para uma melhor caracterizacdo cinética das células adaptadas, foram
realizados cultivos em triplicata em frascos erlenmeyer. Os principais parametros
cinéticos de crescimento das células adaptadas para suspensdo encontram-se

resumidos na Tabela 5.4.

Tabela 5.4. Parametros cinéticos de crescimento, Umax , Xmax € tp, das células HKB-
11 e SK-Hep-1 adaptadas para cultivo em suspenséo e meio de cultura livre de SFB.

Célula Meio de Mmax to Xnax Tempo Xmax
Cultura (hh (horas) (células/mL) (dias)
HKB-11 FreeStyle 0,0159 43,6 8,6x10° 18
SK-Hep-1 SFMII 0,0186 37,3 1,9x10° 8

O perfil de crescimento da célula HKB-11 adaptada apresentado na Figura
4.38 e os parametros cinéticos indicam que esta célula possui um periodo de
crescimento extenso e atinge altas concentracdes celulares, -caracteristica
interessante para uma eventual aplicacdo industrial. As células apresentaram um
valor de Xma de 8,6x10° células/mL (432 h) e pmax de 0,0159 h™.
Surpreendentemente, a concentragcédo celular e a viabilidade comecaram a decair
significativamente apenas apos 432 horas de cultivo.

Os valores de concentracao celular alcancados no cultivo da célula HKB-11
sao altos quando comparados aos valores comumente obtidos no cultivo de outras

células humanas como a HEK-293 e a PER.C6 em condi¢Oes livres de SFB.
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Concentracdes celulares maximas na faixa de 2-3x10° células/mL para a célula
HEK293 (SUN et al., 2006; LOIGNON et al., 2008) e 3x10° células/mL para a célula
PER.C6 (MARANGA et al., 2005; BERDICHEVSKY et al., 2008) tem sido reportadas
para cultivos em batelada. Loignon e colaboradores (2008) realizaram o cultivo da
célula HEK293-6E, HEK-293 que expressa constitutivamente a proteina EBNA1 do
virus Epstein Barr, para produgao da proteina IFNa2b. Essa célula foi adaptada para
suspensao e para o meio livre de soro F17 (Invitrogen) suplementado com 0,5% de
peptona. Durante 9 dias de cultivo em batelada alimentada, foi obtido Xmax de
aproximadamente 3x10° células/mL (inéculo de 2,5x10° células/mL) no 7° dia, tempo
de duplicacdo de 46,9 h e pmax de 0,0148 h™.

O crescimento da célula HKB-11 também € superior se comparado a célula
de mamifero (célula murina) mais utilizada nos processos industriais, a CHO-K1.
Usualmente esta linhagem adaptada para crescimento em suspensao e meio livre de
SFB, consegue atingir concentracbes de 1-2x10° células/mL em frascos spinner,
com um tempo de duplicacdo de aproximadamente 24-30 horas (HALDANKAR et al.,
1999; SINACORE et al., 2000).

A cinética de crescimento da célula SK-Hep-1, foi similar a comumente
observada para as células animais em cultura. Houve crescimento exponencial até o
terceiro dia, com uma velocidade especifica de crescimento de 0,0186 h™. O cultivo
atingiu concentracdo celular maxima de 1,93x10° células/mL em 192 horas de
cultivo. Estes valores sdo semelhantes aos reportados no cultivo de células
humanas em suspenséo e meios livres de SFB, conforme citado anteriormente. A
célula apresentou viabilidades superiores a 95% durante todo o cultivo.

Em funcdo da aplicacdo recente das células HKB-11 e SK-Hep-1 para a
producdo de proteinas recombinantes, ainda ndo foram encontrados trabalhos na
literatura reportando as caracteristicas de crescimento destas células tanto em
cultivos empregando SFB quanto em cultivos livres desta suplementacéao.

Além da velocidade especifica de crescimento, viabilidade e concentracdo
celular, o metabolismo é outro fator importante que deve ser observado durante o
cultivo, uma vez que a disponibilidade de nutrientes interfere na regulacdo e
crescimento celular (ALTAMIRANO et al., 2008). Além disso, a caracterizacdo do
metabolismo e fisiologia celular permite uma melhor definicdo dos requerimentos

necessarios para o crescimento da célula, de modo que o meio de cultura e as
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condicbes de cultivo possam ser desenvolvidos para suportar o processo de
producdo (MORETTI et al., 2010).

Tanto para a célula HKB-11 quanto para a SK-Hep-1, em funcdo do
crescimento celular, a concentracdo de glicose no meio comecou a diminuir,
decorrente do consumo de fonte de carbono para producéo de energia pela célula.
Houve exaustdo de glicose (12° dia de cultivo) apenas no cultivo da célula HKB-11,
decorrente do alto crescimento apresentado. Apesar disso, esta exaustdo nao
parece estar associada a limitacdo do crescimento celular.

Outro efeito do metabolismo que reflete o crescimento celular e deve ser
acompanhado é a concentracdo de glutamina. A glutamina é um aminoacido nao
essencial que € degradado para a formacéo de glutamato e aménia. Com o decorrer
do metabolismo, a concentracdo de glutamina decai, uma vez que este aminoacido
€ utilizado nas reacdes do ciclo do &cido tricarboxilico, transformando-se em
glutamato pela perda de aménia do seu esqueleto carbénico. Em sua forma
desaminada, o glutamato pode estar envolvido no ciclo do acido tricarboxilico, na
gliconeogénese, sintese proteica, entre outros. Amodnia serd utilizada para a
formacdo de purinas, pirimidinas e aminoacucares (ALTAMIRANO et al., 2008;
ALTAMIRANO et al., 2013).

Foi observado nos primeiros dias de cultivo em ambas as células, o aumento
da concentracdo de glutamina, indicando uma possivel producédo deste aminoacido
pela célula. Isto ndo ocorre pois a glutamina é consumida e utilizada em diversas
rotas do metabolismo celular, inclusive como fonte de energia, apesar do consumo
preferencial ser fontes de carbono (glicose).

Os meios de cultura utilizados neste trabalho foram suplementados com
GlutaMAX™ (Invitrogen), o que explica o comportamento atipico do aumento da
concentragéo de glutamina. O GlutaMAX™ é um dipeptideo formado por L-alanina-
L-glutamina, complexo que promove maior estabilidade em meio aquoso e nédo se
degrada espontaneamente, como ocorre com a L-glutamina. E degradado
lentamente por aminopeptidases que sao liberadas pela célula, formando os
aminoacidos L-alanina e L-glutamina no meio de cultura. Essa situagdo se
assemelha a uma operacdo em batelada alimentada, uma vez que a glutamina é
continuamente liberada para o meio de cultura, mas é mantida a baixas
concentracoes (LIFETECHNOLOGIES, 2014). Por esta razdo, podemos observar o

crescimento da concentracdo de glutamina no meio, ndo por estar sendo sintetizada
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pela célula, mas sim pela clivagem de GlutaMAX™ no meio. Novamente foi
observada exaustdo da glutamina apenas para a célula HKB-11, sendo que esta
exaustdo aconteceu no final do cultivo.

Um dos maiores problemas da cultura in vitro é a formagédo de lactato e
amobnia decorrente do metabolismo celular. Quando excedem determinada
concentracdo, possuem efeitos toxicos e inibitérios para as células. O lactato
formado pela degradacdo de glicose e conversdo de piruvato pela enzima lactato
desidrogenase, pode reduzir o pH do meio ou aumentar a osmolaridade deste. De
modo geral, concentrag6es menores que 20 mM (1,78 g/L) ndo afetam a célula, ao
passo que de 20-40 mM (1,78 - 3,56 g/L) atrapalham a produtividade e acima deste
valor, inibem o crescimento celular. J& a ambnia tem um efeito mais potente que o
lactato, uma vez que a concentracao inibitéria deste subproduto € em torno de 2 a 5
mM (34,06 — 85,15 mg/L). Apesar do seu mecanismo nao estar completamente
esclarecido, a elevacao de sua concentragdo diminui a concentracdo de UTP e com
isso inibe o crescimento. Aparentemente compete também com cétions (K*) pelo
transporte para o interior celular através dos transportadores Na'/K*-ATPase e
Na’K*2Cl-cotransportadora. O subproduto amonia pode afetar a glicosilacdo de
proteinas, uma vez que interfere na ramificacdo da cadeia de glicanas e diminui a
concentracdo de acido (ALTAMIRANO et al., 2008; ALTAMIRANO et al., 2013).

Foi observada producdo do metabdlito secundéario lactato apenas nos 3
primeiros dias de cultivo para ambas as células. Passado este periodo, a
concentragdo permaneceu constante na faixa de 1,2-1,3 g/L para a célula HKB-11 e
1,4 g/L para a célula SK-Hep-1, valores considerados néo inibitérios. Para a célula
HKB-11, a partir da exaustdo da glicose (290 h) houve também o consumo de
lactato. Como a fonte de carbono principal havia se exaurido, a interconversao de
lactato para piruvato foi realizada, de forma a fornecer uma fonte de energia para a
célula. O piruvato pode entrar no ciclo do acido tricarboxilico, transformando-se em
energia.

No cultivo da célula HKB-11, concentracbes de amobnia consideradas
inibitérias para células de mamiferos, a partir de 34,06 mg/L (2 mM), foram
observadas apos 200 horas de cultivo, sendo que os valores aumentaram até atingir
71,20 mg/L (4,18 mM) no final do cultivo. Apesar disso, a célula apresentou
crescimento celular até 432 horas de cultivo. Para a SK-Hep-1, a concentracdo

maxima de amonia, 35,56 mg/L (2,09 mM) coincidiu com o inicio do declinio celular
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em 192 h. Além disso, o crescimento celular pode sido inibido quando a
concentracdo de aménia atingiu cerca de 30mM (1,8 mM), uma vez que a célula

entrou na fase estacionaria em 96 horas.

5.4 Estabelecimento de um banco de células adaptadas criopreservadas em
condicdes livres de SFB

De modo geral, podemos notar que ndo houve um padrdo de melhor meio de
congelamento para a HKB-11, uma vez que dependendo do dia de
descongelamento ou da duplicata, um meio apresentou melhor resultado que outro.
Porém, os meios Synth-a-Freeze e HyCryo foram os que apresentaram melhores
resultados para o descongelamento e viabilidade na quinta passagem: 83,7% e
82,7% para Synth-a-Freeze, 84,4% e 829% para HyCryo, na média,
respectivamente. A condi¢ao de criopreservacéo 45% M.F / 45% M.C. / 10% DMSO
também apresentou bons resultados com taxa de sobrevivéncia de 81,2% e 80,2%
de viabilidade na quinta passagem . Por isso, estes trés meios podem ser utilizados
para o estabelecimento de banco de células HKB-11 criopreservadas em condi¢cfes
livres de SFB.

Em relacdo a célula SK-Hep-1, os meios Hycryo e Cell Freezing Medium-
DMSO Serum free foram os que demonstraram ser mais promissores para
criopreservar a célula em meio SFMII livre de soro, com taxas de sobrevivéncia pos
descongelamento e viabilidades na 52 passagem na média de 63,2% e 59,6% e de
76,7% e 82,8%, respectivamente. Portanto, podem ser utilizados para o
estabelecimento de banco de células SK-Hep-1 criopreservadas em condicdes livres
de SFB.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel adaptar duas das trés linhagens celulares humanas inicialmente
propostas para meios livres de soro fetal bovino e para crescimento em suspensao.
A célula HKB-11 foi adaptada para o meio FreeStyle e a célula SK-Hep-1 para o
meio SFMII. Essa adaptacdo se mostrou estavel durante véarias passagens em
cultura e apos diversos ciclos de congelamento e descongelamento. Nao foi possivel
adaptar a célula Hep-G2 para tais condicoes.

A caracterizagdo cinética das células adaptadas mostrou que a célula HKB-11
apresentou densidade celular quatro vezes superior ao da célula SK-Hep-1 (8,6x10°
e 1,9x10° células/mL, respectivamente) e superior inclusive ao dados da literatura.
Além disso, a célula HKB-11 apresentou crescimento durante 18 dias em cultura,
caracteristica interessante para uma futura aplicacdo industrial. A velocidade
especifica de crescimento maxima (Hmax) foi semelhante nas duas células (0,0159 h™
para a HKB-11 e 0,0186 h™ para SK-Hep-1).

A limitacdo do crescimento celular ndo parece estar associada a exaustao de
glicose e glutamina, tampouco a formacgéo de lactato em concentracdes inibitorias.
Todavia, para ambos os cultivos, foi observada producdo de amonia em
concentragdes consideradas inibitérias (2 - 5mM).

Além da adaptacédo, também foi possivel criopreservar as células, de maneira
satisfatoria, em meios livres de soro fetal bovino, condicdo importante para o
desenvolvimento de um bioprocesso reprodutivel, seguro e em concordancia com as

boas préticas de fabricacéo.
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