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intermitente por 24 horas. Em 72 horas ({) foi realizada a
transferéncia celular, com o inicio da agita¢do intermitente
em 72 horas (¥) e final em 120 horas (1), em intervalos de
45 minutos de repouso e 60 minutos de agitacdo. Apos este
periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os
resultados representam a média de 2 replicatas biologicas e
2 replicatas técnicas e seu desvio padréo.

Determinacdo da concentracao de glicose e lactato no meio
de cultura referente ao experimento 1 do planejamento
fatorial completo 2% Glicose e lactato foram medidos
diariamente durante o periodo de transferéncia em processo
utilizando o modo de agitag&o intermitente por 24 horas, em
intervalos de 60 minutos de agitacdo e 45 minutos de
repouso e, posteriormente, seguido de agitagdo continua.

Determinacdo da concentracdo celular do processo de
transferéncia bead-to-bead referente ao experimento 3 do
planejamento fatorial completo 2 empregando agitacdo
intermitente por 24 horas Em 72 horas ({) foi realizada a
transferéncia celular, com o inicio da agitacdo intermitente
em 72 horas (¥) e final em 120 horas (1), em intervalos de
30 minutos de repouso e 45 minutos de agitacdo. Apés este
periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os
resultados representam a média de 2 replicatas técnicas e
seu desvio padréo.

Determinacdo da concentracao de glicose e lactato no meio
de cultura referente ao experimento 3 do planejamento
fatorial completo 2% Glicose e lactato foram medidos
diariamente durante o periodo de transferéncia em processo
utilizando o modo de agitagcéo intermitente por 24 horas, em
intervalos de 45 minutos de agitacdo e 30 minutos de
repouso e, posteriormente, seguido de agitagdo continua.

Determinacdo da concentracdo celular do processo de
transferéncia bead-to-bead referente ao experimento 4 do
planejamento fatorial completo 2 empregando agitacdo
intermitente por 24 horas. Em 72 horas ({) foi realizada a
transferéncia celular, com o inicio da agitagdo intermitente
em 72 horas (¥) e final em 120 horas (), em intervalos de
30 minutos de repouso e 15 minutos de agitagdo. Apos este
periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os
resultados representam a média de 2 replicatas bioldgicas e
2 replicatas técnicas e seu desvio padréo.

Determinacdo da concentracao de glicose e lactato no meio
de cultura referente ao experimento 4 do planejamento
fatorial completo 2% Glicose e lactato foram medidos
diariamente durante o periodo de transferéncia em processo

59

59

60

60

61

Xii



Figura 4.31

Figura 4.32

Figura 4.33

Figura 4.34

Figura 4.35

Figura 4.36

utilizando o modo de agitacdo intermitente por 24 horas, em
intervalos de 15 minutos de agitacdo e 30 minutos de
repouso e, posteriormente, seguido de agitacdo continua.

Determinacdo da concentracdo celular do processo de
transferéncia bead-to-bead referente aos experimentos 5, 6
e 7 do planejamento fatorial completo 2? empregando
agitacdo intermitente por 24 horas. Em 72 horas ({) foi
realizada a transferéncia celular, com o inicio da agitacdo
intermitente em 72 horas ({) e final em 96 horas (), em
intervalos de 45 minutos de repouso e 30 minutos de
agitacdo. Apds este periodo, o cultivo foi mantido sob
agitacao continua. Os resultados representam a média de 2
replicatas técnicas e seu desvio padrao.

Determinacdo da concentragcédo de glicose (A) e lactato (B)
no meio de cultura referente aos experimentos 5, 6 e 7 do
planejamento fatorial completo 2% Glicose e lactato foram
medidos diariamente durante o periodo de transferéncia em
processo utilizando o modo de agitacao intermitente por 24
horas, em intervalos de 30 minutos de agitacdo e 45
minutos de repouso e, posteriormente, seguido de agitacéo
continua.

Determinacdo da concentracdo celular do processo de
transferéncia bea-to-bead utilizando 5% (v/v) de SFB no
meio de cultivo empregando o modo de agitacdo
intermitente por 24 horas. Em 72 horas ({) foi realizada a
transferéncia celular, com o inicio da agitacdo intermitente
em 72 horas (¥) e final em 120 horas (¥), em intervalos de
60 minutos de repouso e 15 minutos de agitacdo. Apos este
periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os
resultados representam a média de 2 replicatas técnicas e
seu desvio padréo.

Microscopia do cultivo de células Vero em
microcarregadores em frascos tipo spinner. Processo de
tripsinizagdo ocorreu com 72 horas de cultivo utilizando
50mL de solugéo tripsina/verseno e 3 lavagens prévias com
Verseno.

Determinacdo da concentragdo celular em processo de
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resultados representam a média de 2 replicatas técnicas e
seu desvio padréo.

Microscopia do cultivo de células Vero em
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verseno e utilizando um volume de 25mL de solucdo
tripsina/verseno, sendo entdo submetido a agitacao
intermitente por 24 horas.

Determinacdo da concentragdo celular em processo de
tripsinizacdo de células em microcarregadores sendo
realizada uma lavagem prévia com verseno e utilizando um
volume de 25mL de solucéo tripsina/verseno. A seta indica
0 momento da tripsinizacdo e o inicio do processo de
intermiténcia com duracdo de 24 horas. Os resultados
representam a média de 2 replicatas técnicas e seu desvio
padrao.

Microscopia do cultivo de células Vero em
microcarregadores em frascos tipo spinner. Processo de
tripsinizacdo ocorreu em 72 horas de cultivo utilizando 13mL
de solucdo tripsina/verseno e uma lavagem prévia com
Verseno, sendo entdo submetido a agitacdo intermitente por
24 horas.

Determinacdo da concentracdo celular em processo de
tripsinizacdo de células em microcarregadores utilizando
13mL de solugéo tripsina/verseno com uma lavagem prévia
com verseno. A seta indica 0 momento da tripsinizacdo e o
inicio do processo de intermiténcia com duragcdo de 24
horas. Os resultados representam a média de 2 replicatas
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Determinacdo da concentragdo celular em processo de
tripsinizacdo de células em microcarregadores utilizando
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RESUMO

Devido a necessidade crescente de desenvolvimento de bioprocessos de producéo
de vacinas virais empregando linhagens de células de mamiferos e sem utilizar
componentes de origem animal, bem como de estabelecimento de uma nova
metodologia para a producdo de uma vacina inativada contra a febre amarela, é de
grande importancia investigar o desenvolvimento de um novo processo, baseado na
propagacdo do virus amarilico em linhagens celulares cultivadas em biorreatores
sob condicbes monitoradas e controladas que permitam uma maior
reprodutibilidade, ao invés do uso de ovos embrionados. Para isso, a ampliacao da
escala de producdo é uma etapa importante no desenvolvimento de um produto,
pois deve ser executada de forma que todos os resultados obtidos em escala de
laboratério possam ser reproduzidos também na escala industrial de producao
prevista.

No entanto, esse procedimento apresenta desafios a serem resolvidos, como, por
exemplo, quando se faz o uso de microcarregadores, precisamente no procedimento
de transferéncia celular entre microcarregadores, em escala industrial. Para esse
fim, inicialmente foi avaliada a técnica de tripsinizacdo com o objetivo de nao se
utilizar soro fetal bovino durante o processo de inativagdo da tripsina, ja que foram
utilizadas células Vero adaptadas ao meio sem soro, sendo, portanto, adotado o
meio condicionado para inativagdo da tripsina. Em seguida, utilizando
microcarregadores, foi avaliado o perfil cinético e metabdlico das células Vero, em
frascos estaticos do tipo T e frascos agitados do tipo spinner. Conhecendo o perfil de
crescimento, foi possivel empregar a técnica de transferéncia bead-to-bead,
utilizando agitacéo intermitente em diferentes intervalos de tempo. Observou-se que
apenas no intervalo de 1 hora de agitacdo e 15 minutos de repouso houve
crescimento celular significativo, tendo-se observado claramente, através de
microscopia Optica invertida, o fendmeno de formagédo de pontes entre as células.
Outra alternativa testada foi a tripsinizacao das células Vero nos microcarregadores,
de forma que estas se soltassem e pudessem servir de indculo tanto para 0s novos
microcarregadores quanto para os antigos e, consequentemente, se multiplicassem.
Foram testadas diferentes concentragbes de solugcbes de tripsina, tendo-se
observado que as células tripsinizadas apresentaram capacidade de aderir
novamente aos microcarregadores, porém sem proliferacdo significativa. Para
obtencdo de melhores resultados, foi adicionado a etapa de tripsinizacdo um
tratamento prévio do meio de cultivo com NaOH, alcalinizando-o até que atingisse
um pH entre 8 — 9. As células, além de mostrarem capacidade de aderir novamente
aos microcarregadores, também se multiplicaram nos mesmos, indicando que a
otimizacdo da técnica torna-se valida e aplicavel ne ampliacdo de escala do
bioprocesso.
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ABSTRACT

Due to the increasing need of developing production processes for viral
vaccines using mammalian cell lines in the absence of animal components, as well
as a new method for the production of an inactivated vaccine against yellow fever, it
is very important to develop a new process based on more controlled conditions. One
way to achieve such demand is the propagation of yellow fever virus in cell lines
grown in bioreactors using microcarriers and under monitored and controlled
conditions in order to enable greater reproducibility. For this reason, the expansion of
the production scale is an important step in the development of a product, since it
must be performed in such a way that all the results obtained at laboratory scale can
be reproduced at industrial scale.

However, this procedure presents challenges to be faced, for instance, when
using microcarriers, precisely in the cell transfer operation among microcarriers at
industrial scale. For this purpose, the commonly used technique of trypsinization was
evaluated aiming the removal of fetal bovine serum during the process of inactivation
of trypsin, substituting it by conditioned medium, since Vero cells adapted to serum-
free medium were used. The metabolic and growth profile of Vero cell cultures in
static T-flasks and stirred spinner flasks using microcarriers was also evaluated.
Knowing the growth profile, it was possible to use the technique of bead-to-bead
transfer, under intermittent stirring in different intervals. It was observed that only with
1 hour of stirring and 15 minutes of resting, there was significant growth and that
bridges among cells on beads were formed, as shown by microscopic analyses.
Alternatively, trypsinization of the cells on microcarriers was tested aiming the
releasing of the cells and their inoculation to cultures containing new and old
microcarriers. Different concentrations of trypsin were tested and it was observed that
trypsinized cells showed ability to adhere to microcarriers, but without significant
proliferation. For better results, a pretreatment of the medium with an alkalizing agent
was added to the trypsinization step until it reached a pH between 8-9. Under these
conditions the cells showed ability to adhere again to the microcarriers and to
proliferate, indicating that such pretreatment is valid and applicable on a seed train
strategy in microcarrier based processes.



1. INTRODUCAO

1.1. Vacinas Virais

O uso de vacinas foi introduzido a partir do inicio do século passado e
contribuiu de forma significativa para a reducdo da incidéncia das doencas
infecciosas. Nas Ultimas duas décadas o rapido progresso das pesquisas, em
particular nas areas da imunologia e da biologia molecular, contribuiu de forma
expressiva na implementacao de novas vacinas e de novas estratégias de vacinacao
em todo mundo (Schatzmayr, 2003).

O objetivo principal das imunizacfes é prevenir o desenvolvimento do quadro
clinico no individuo e, ao se alcancar um nivel de imunidade elevada em grandes
grupos populacionais, se obter o controle ou a eliminacdo de determinada virose.
Essa eliminagdo foi alcancada nas Ameéricas com a variola, por exemplo
(Schatzmayr, 2003).

Sabe-se que poucas politicas de saude publica apresentam uma relacéao
custo-beneficio tdo favoravel como a utilizacdo de vacinas em uma populacao.
Neste caso, podemos citar o custo de uma imunizacdo completa de trés doses para
a hepatite B com o custo do tratamento, ao longo de varios anos, de um caso clinico
da doenca que venha evoluir ao estado cronico. No Brasil a imunizacdo béasica para
as viroses inclui a poliomielite, o0 sarampo, a caxumba e a rubéola, além da hepatite
B e da febre amarela em regides endémicas (Schatzmayr, 2003).

As vacinas virais podem ser dos tipos atenuadas e vacinas inativadas. As
vacinas inativadas séo utilizadas rotineiramente na prevencédo de inUmeras doencas,
como a influenza (Plosker, 2012), poliomielite (vacina tipo Salk) (Callaway, 2013),
raiva (Hicks et al. 2012) e hepatite A (Wu et al. 2012). Os virus sdo inativados por
varios métodos quimicos, em particular o formol ou detergentes, ou fisicos que
eliminam a capacidade do virus se multiplicar no hospedeiro.

As vacinas inativadas oferecem como grande vantagem uma maior
seguranca, pois ndo ha multiplicacdo do agente no organismo do vacinado, porém,

tendem a induzir uma imunidade menos duradoura e a exigir, com isso, a aplicacéo
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de mais de uma dose no esquema de imunizacdo, bem como a repeticdo das
imunizagOes ao longo dos anos (Schatzmayr, 2003).

Nas vacinas virais atenuadas o virus € capaz de se multiplicar nos vacinados
e tiveram como trabalho pioneiro aquele desenvolvido por Jenner, em torno do final
do século XVIII, quando utilizou material obtido de lesées de pele de animais para
imunizar contra a variola. Essa pratica permaneceu por um determinado periodo até
que comecou a ser substituida por técnicas mais aprimoradas, como por exemplo o
cultivo dos virus em animais através de sucessivas passagens e, posterior
tratamento por métodos quimicos, tal técnica foi utilizada por Pasteur em coelhos
para a producdo da vacina anti-rabica (Schatzmayr, 2003).

O ovo embrionado de galinha, introduzido na década de 1930, também
permitiu o cultivo de alguns virus, tais como o virus da febre amarela, cuja vacina é
até hoje preparada através desse sistema (Silva et al. 2010).

As vacinas atenuadas apresentam algumas vantagens importantes sobre as
vacinas inativadas. Sendo a principal delas, o desenvolvimento de uma resposta
imune completa e que se mantém por longos periodos, reproduzindo muito fielmente
a resposta a infeccdo natural (Jang e Seong, 2012). Entre as desvantagens das
vacinas atenuadas destaca-se a possibilidade de efeitos adversos que podem vir a
surgir como consequéncia da multiplicacdo no hospedeiro, seja por fatores
individuais, seja por uma reversdo genética da amostra vacinal, tornando-a mais
virulenta (Jang e Seong, 2012). Outro problema que ocorre com as vacinas
atenuadas € a possibilidade de sua deterioracdo durante o processo de transporte e
armazenagem, tornando imprescindivel, para aquelas que nao podem ser
liofilizadas, a montagem de uma rede de refrigeragcéo, de forma a possibilitar que o

produto chegue ao receptor em perfeitas condi¢bes de uso (Schatzmayr, 2003).

1.1.1. A Vacina Amarilica

Estima-se que cerca de 200.000 pessoas sejam infectadas pelo virus da febre
amarela anualmente e que 15% delas evolua para a forma grave da doencga e mais
da metade chega a o6bito (WHO, 2013). Nao ha um tratamento antiviral especifico
para a infeccao pela febre amarela e, consequentemente, uma terapia de suporte é
necesséria. Assim sendo, a vacinacdo é o modo mais eficiente de evitar e controlar

a doenca, além de prevenir 0 seu retorno aos centros urbanos.
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A vacina utilizada atualmente no Brasil foi desenvolvida por Theiler e Smith em
1937 e duas subcepas da 17D (17D-204 e 17DD) sao usadas atualmente no mundo
para a producdo de vacinas. Atualmente, existem quatro produtores mundiais da
vacina anti Febre Amarela (Instituto Pasteur em Dakar, Senegal; Bio-Manguinhos,
FIOCRUZ, Brasil; Sanofi Pasteur nos Estados Unidos e Franca), os quais totalizam
de 20 a 25 milhdes de doses produzidas anualmente (Gardner e Ryman, 2010),
sendo Bio-Manguinhos o maior produtor.

Apesar de o Brasil dispor de uma vacina eficaz contra a Febre Amarela desde o
final da década de 1930, a tecnologia usada na sua manufatura pouco mudou,
sendo ainda baseada no processamento de ovos embrionados de galinhas (Barrett,
1997). Esse tipo de tecnologia limita a capacidade dos produtores de obter grandes
guantidades de vacina em um curto espagco de tempo devido a um processo
produtivo lento, por exemplo. Esta limitacdo pode representar um problema em
atender a demanda em casos de surtos, como aconteceu no Paraguai em 2008, que
ainda teve como agravante o fato dos estoques globais disponiveis estarem
defasados devido a uma epidemia ocorrida na Africa no mesmo ano (Gardner e
Ryman, 2010). E evidente a necessidade imediata de desenvolvimento de uma nova
tecnologia de producao visando o fornecimento de um produto em escala suficiente
para atender a demanda de vacinacdo das areas endémicas, bem como 0s surtos
da doenca que possam acontecer no futuro.

A seguranca da vacina contra a febre amarela era considerada indiscutivel
(Pugachev et al. 2005) até que com o advento da vacinacdo em massa em varias
regides do pais em um curto periodo de tempo, observou-se o surgimento de
reacoes adversas graves até entdo desconhecidas, inclusive com casos de Obito,
sendo: um em Goiania (GO),1999; um em Americana (SP), 2000; um em
Jaboticatubas (MG), 2001; e um em Trés Passos (RS), 2001 (Tauil, 2010). Na
literatura, também sdo reportados outros casos de mortes relacionados a vacina,
identificados nos Estados Unidos e Australia (Marianneau et al. 2001). Os fatores
que levam algumas pessoas a apresentarem severos efeitos adversos apos a
vacinagao ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Se, por um lado, ha argumentos sélidos contrarios a uma politica de
expansao da rotina de vacinacao contra a febre amarela devido ao risco de sérios
eventos adversos, por outro lado, ha o fato de que recentemente tem ocorrido uma

expansdo das &reas de transmissdo do virus da Febre Amarela e,
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consequentemente, o surgimento da necessidade de uma ampliacdo da cobertura
vacinal no pais.

Assim sendo, uma alternativa para solucionar esse problema seria minimizar
os riscos de eventos adversos provocados pelo virus amarilico vacinal atenuado
através da imunizagcdo com uma vacina inativada, por exemplo.

A producdo da vacina amarilica atualmente estd inserida em um projeto
estratégico de Bio-Manguinhos que tem a finalidade de produzir uma vacina com
baixo indice de reacdes ou eventos adversos nos pacientes e que esteja alinhada as
mais recentes tendéncias mundiais do setor, dentro de uma nova plataforma de
producdo atendendo a uma crescente inclinagdo para producdo de vacinas virais

utilizando células animais.

1.1.2. Cultivo celular para producéao de vacinas

Atualmente, algumas vacinas sofreram ou estdo em processo de alteracdo do
processo de fabricacdo (Josefsberg e Buckland, 2012). Nos ultimos anos, tem-se
observado uma tendéncia mundial de desenvolvimento de novos processos de
producdo de vacinas virais empregando linhagens de células de mamiferos
utilizando meios de cultivo livre de soro fetal bovino (SFB). A utilizacéo de linhagens
estabelecidas de células animais na producdo de vacinas estd, dentre outras
vantagens, na melhor reprodutibilidade do bioprocesso, homogeneidade e
estabilidade lote a lote, assim como a possibilidade de cultivo sob condi¢cdes
monitoradas e controladas em biorreatores, que podem propiciar melhores
condicbes para a replicagcdo viral e consequentemente, maior rendimento de
producdo. Atualmente, o cultivo de linhagens celulares tem sido extensivamente
utilizado na fabricacdo de uma ampla variedade de produtos voltados para a saude
humana, em especial para a producdo de proteinas terapéuticas e vacinas (Barrett
et al. 2009).

Dentre as linhagens celulares continuas utilizadas para a producdo de
vacinas virais de uso humano, a linhagem celular Vero vem sendo amplamente
estudada (Frazzati-Gallina et al. 2001),sendo aprovada pela OMS para a producao
de imunobiolégicos de uso humano (Mendonca e Pereira, 1995). A célula Vero é

uma linhagem aderente, oriunda de rim de macaco verde africano (Cercopithecus


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barrett%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19397417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barrett%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19397417
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aethiops) e passivel de ser infectada por uma ampla variedade de virus (Doyle e
Griffths, 1998).

A producgao de diversas vacinas virais de uso humano tem sido estudada
empregando o cultivo de células Vero: influenza (Chan e Tambyah, 2012), raiva (Yu
et al. 2012), poliomielite (Simizu et al. 2006), sarampo (Langfield et al. 2011),
encefalite japonesa (Srivastava et al. 2001), dengue (Mantel et al. 2011), enterovirus
(Wu et al. 2004) e hepatite A (Sun et al. 2004) e hantavirus (Choi et al.2003). Em
escala comercial, células Vero cultivadas em microcarregadores vém sendo
empregadas na producdo das vacinas inativadas contra a poliomielite (Butler et al.
2000) e encefalite japonesa (Schuller et al. 2011).

Devido a necessidade crescente de desenvolvimento de bioprocessos para a
producdo de vacinas virais empregando linhagens de células de mamiferos, bem
como de novas metodologias para a producdo de vacinas inativadas, como a vacina
contra Febre Amarela, que n&o ofereca risco de reagbes adversas graves ao ser
utilizada na imunizagdo, é de grande importancia investigar o desenvolvimento de
novos bioprocessos com tecnologia otimizada, baseados na propagacdo do virus
amarilico em linhagens celulares passiveis de serem cultivadas em biorreatores, sob
condicbes monitoradas e controladas, como substitutos futuros e adequados ao
atual uso de ovos embrionados infectados para a producdo da vacina contra a febre

amarela (Souza, 2007).

1.1.3. Cultivo celular em meio livre de soro

O soro animal € um suplemento que vem sendo utilizado por varias décadas
nos meios para cultivo de células animais (Kadouri, 1994). Este suplemento € rico
em hormonios, fatores de crescimento e elementos que favorecem o crescimento
celular (Butler, 2005).

A presenca de soro fetal bovino (SFB) no meio de cultivo possui vérias
funcBes importantes, como auxiliar na adesdo das células a superficie e também
fornecer fatores de crescimento e hormoénios que promovam a proliferagdo celular
(Himes e Hu, 1987). No entanto, apesar de todas essas vantagens, o soro fetal
bovino possui elevado custo, pode dificultar a purificacdo do produto e apresenta
uma grande variabilidade de um lote para o outro, j& que ndo possui Composi¢ao
quimicamente definida, além de ser fonte de possiveis contaminagcfes por virus,

micoplasmas ou prions (Genzel et al. 2006).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22894963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22894963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simizu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16679028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Langfield%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21590404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mantel%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21745519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schuller%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21907747
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Dessa forma, tem-se procurado evitar o emprego de componentes de origem
animal nos processos de producao (Butler et al. 2000; Lubiniecki, 1998), visando
garantir a qualidade e seguranga do produto vacinal final (Dellepiane et al. 2000).
Véarias agéncias regulatorias tém encorajado os fabricantes de biofarmacos e
imunobioldgicos a reduzirem ou eliminarem o uso de substancias de origem animal
em seus processos de fabricacdo (Kallel et al. 2002). O desenvolvimento de meios
de cultivo livres de soro fetal bovino e de outros componentes de origem animal
possibilita esta eliminacéo, além de facilitar o processo de recuperacéo e purificacao
do produto para a obtencado do grau de pureza exigido (Souza, 2007).

N&o obstante, apesar da disponibilidade de grande variedade de meios de
cultivo isentos de componentes de origem animal no mercado, deve-se ressaltar a
necessidade de adaptacao linhagens celulares a esses meios de cultivo, inclusive a
linhagem Vero, que, apesar de na literatura ser descrita a sua utilizacdo para
producédo de virus em meio livre de soro fetal bovino, tais como reovirus (Butler et al.
2000), influenza (Kistner et al. 1998) e raiva (Frazzati-Gallina et al. 2004), requer

uma adaptacdo ao meio de cultivo.

1.1.4. Cultivo em microcarregadores

Uma das caracteristicas da célula Vero é ser uma célula aderente e,
consequentemente, necessitar de um suporte para se proliferar. Apesar da
dificuldade da adaptacdo de células Vero a suspensao, tal técnica ja foi reportada
(Daelliet al. 2009), porém, atualmente, ndo existe no mercado nenhum produto
proveniente dessa tecnologia. Dessa forma, considerando a linhagem aderente, ha a
necessidade de utilizagdo de um suporte para o seu cultivo, fato que pode ser um
fator limitante do método a ser empregado no cultivo celular em larga escala, pois a
quantidade de células obtida estd diretamente relacionada a area superficial
disponivel para o seu crescimento, o que tornaria imprescindivel a utilizacdo de um
grande numero garrafas do tipo roller ou frascos T para atingir altas concentracdes
celulares. Uma forma de solucionar esse problema foi através do desenvolvimento
dos microcarregadores por Van Wezel em 1967 (Van Wezel, 1967), permitindo a
realizacdo de cultivos de células aderentes em altas concentracfes, empregando
sistemas agitados. Neste caso, as células crescem aderidas aos microcarregadores,

0s quais, devido a sua densidade relativamente baixa, podem ser mantidos em
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suspensdo mesmo a baixas velocidades de agitacdo. Com isto, € possivel ndo
apenas o crescimento das células em sistemas agitados, como nos casos dos
biorreatores de grande volume (Montagnon, 1989), mas também obter cultivos com
concentracdes celulares bem superiores as obtidas em frascos estaticos.

Sao inumeras as vantagens do uso de microcarregadores. Além das ja
citadas anteriormente, pode-se destacar: (i) Nao sao tdo onerosos levando em
consideracdo a relacdo preco/m?; (i) a tecnologia proporciona um sistema de cultivo
homogéneo e passivel de ser ampliado; (iii) apresenta uma grande area superficial,
(iv) sua matriz fornece suporte as células permitindo a organizacdo do citoesqueleto
e organelas intracelulares (GE Healthcare, 2005).

A utilizacdo de microcarregadores na producdo de vacinas virais € bastante
citada na literatura, conforme mostrado na tabela 1.1. As vantagens do uso de
microcarregadores nos processo de producdo incluem, além do aumento da
produtividade, menor risco de contaminacdo quando comparado com outros
métodos que exigem intensa manipulagao, tais como frascos estéticos e garrafas do
tipo roller. Sinskey e colaboradores (1981) observaram que a produtividade na
obtencdode virus Sindbis em microcarregadores € 50 vezes maior se comparado
com garrafas roller. Von Seefried e Chun relataram rendimentos bastante altos na
producdo do virus da poliomielite quando usaram fibroblastos humanos (MRC-5)
crescendo em Cytodex (1981 Apud GE Healthcare 2005, p.33).

Tabela 1.1: Resumo das aplicagdes dos microcarregadores na industria de vacinas (Adaptado de GE
Healthcare, 2005).

Companhia Produto Microcarregador
Baxter, Austria Vacina contra Influenza Cytodex 3
Baxter, Austria Vacina contra Hepatite A Cytopore 2

NVI, Holanda Vacina inativada contra Cytodex 3

Poliomielite
Xenova Vacina contra o virus Herpes Cytodex 3

simplex tipo 2

Instituto Pasteur Vacina contra Raiva Cytodex 1
Aventis Vacina contra Encefalite Cytodex 1

Japonesa
GSK Vacina contra a Poliomielite Cytodex 3
Solvay Pharmaceuticals, Holanda Vacina contra Influenza Cytodex 3

Atualmente, ha varios tipos de microcarregadores disponiveis comercialmente

e diferentes aplicabilidades para cada um deles, podendo ser macroporosos ou
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microporosos. Basicamente, o0s microcarregadores macroporosos diferem dos
microporosos pela dimensdo dos poros que permite que as células entrem e
colonizem o interior dos microcarregadores proporcionando um aumento na area
superficial. Ja nos microporosos, seus poros possuem dimensdes tdo pequenas que
nao permitem que as células penetrem no seu interior, desta forma, a colonizagéo
ocorre apenas em sua superficie. A presencga de poros pode representar vantagens
e desvantagens dependendo do cultivo e do objetivo. Se, por um lado, com
microcarregadores macroporosos € possivel obter uma maior quantidade de células,
utilizar velocidades de agitacdo mais altas e obter maior protecéo das células contra
situacdes adversas (Nikolai e Hu, 1992; Kadouri, 1994), por outro lado, h& limitacdes
no uso para a replicagdo de virus devido a menor acessibilidade dos mesmos as
células presentes no interior dos poros dos microcarregadores (Berry et al. 1999).

Os microcarregadores sao confeccionados com diferentes tipos de materiais,
0s quais conferem caracteristicas especificas para cada um deles. A superficie dos
microcarregadores tém sido revestidas com materiais como gelatina, colageno,
vidro, ProNectina e Poli-L/D-lisihna e novos materiais para as matrizes das
microesferas vém sendo desenvolvidos. Dessa forma, é de grande importancia
escolher o microcarregador mais apropriado para cada tipo de trabalho de acordo
com as células utilizadas, produto de interesse e tipo de processo, por exemplo. A
tabela 1.2 apresenta uma lista dos principais tipos de microcarregadores disponiveis
comercialmente, bem como suas propriedades e fabricantes.

A figura 1.1 mostra uma representacdo esquematica de quatro tipos de
microcarregadores utilizados. Os microcarregadores Cytodex 1 sdo microesferas
microporosas formadas por uma matriz polimérica de dextrana contendo
grupamentos DEAE  (N,N-dietilaminoetil)  carregados positivamente. Os
microcarregadores Cytodex 3 sdo microesferas microporosas formadas por uma
matriz polimérica de dextrana coberta por uma fina camada de colageno. Os
microcarregadores Cytopore 1 sdo microesferas macroporosas formadas por matriz
polimérica de celulose contendo grupamentos DEAE (N,N-dietilaminoetil) carregados
positivamente. JA 0s microcarregadores macroporosos Cytoline sdo formados por

uma matriz de poliestireno de alta densidade, contendo silica (GE Healthcare 2005).

Tabela 1.2: Alguns microcarregadores comerciais e suas propriedades.



. - Densidade = Tamanho Area Referénci
Microcarregador  Fabricante ererencia
- (g/mL) (um)  (cm?g)
Cytodex 1 €= Microporoso DEAE-dextrana 1,03 147-248 4400 GE Healthcare
Healthcare - .
Life Sciences
GE _ Cytodex 1,
Cytodex 3 Healthcare Microporoso DEAE-dextrana 1,04 141-211 2700 Cytodex 3.
Collagen SoloHill Microporoso Poliestireno 1,03 150-210 325
Plastic SoloHill Microporoso Poliestireno 1,03 150-210 325
Poliestireno
revestido com SoloHill
FACT Il SoloHill Microporoso d°°'a99"° WOl 5551030 125212 360 Microcarriers:
e origem suina, eV
com carga .
positiva Solutions for Cell-
S Based Research &
Polletggreno Manufacturing
. revestidocom
ProNectin®F- SoloHill Microporoso proteina 1,022-1,030  125-212 360
COATED A
recombinante
(RDG)
PIIDallﬁt;c SoloHill Microporoso Poliestireno 1,03 150-210 325
Thermo Scientific:
; : Thermo ; . " HyClone
Cultispher-G Scientific Macroporoso Gelatina 1,04 170-270 CultiSpher G
Microcarriers
Thermo Scientific:
; : Thermo 3 . & HyClone
Cultispher-GL Scientific Macroporoso Gelatina 1,04 170-270 CultiSpher GL
Microcarriers
Thermo Scientific:
: Thermo . ) H)_/Clone
Cultispher-S Scientific Macroporoso Gelatina 1,04 170-270 CgltlSphgr S
Microcarriers
GE GE Healthcare
Cytopore 1 Healthcare Macroporoso Celulose 1,03 200-280 11000 Life Sciences
Cytopore™ —
GE . macroporous
Cytopore 2 Healthcare Macroporoso Celulose 1,03 200-280 11000 microcarriers
GE Healthcare
: GE Polietileno e Life Sciences,
Cytoline 1 Healthcare Macroporoso s 1,32 1700-2500 >3000 Cytoline™ 1
microcarrier
i i ot 1,026 + Corning®
Synthemax® Il Corning Microporoso Poliestireno 0,004 125-212 360 Synthemax@ Ii
Microcarriers
Poliestireno SoloHill
HILLEX® CT SoloHill * modificado 1,090-1,150 160-200 515 Microcarriers:
fornecido umido Innovative
Solutions for Cell-
HILLEX® || SoloHil * Poliestireno 4 5401 150 160-200 AL (Z22C0 REsEEEn &
modificado Manufacturing
L New Brunswick
. : New Poliéster -
Fibra-Cel® Disks . R . - * 6000 1200 Fibra-Cel®
Brunswick /Polipropileno Microcarrier Disks
Thermo Scientific :
Nunc® 2D Thermo ) o Nunc* 2D
MicroHex™ Scientific Poliestireno 1,05 125 760 MicroHex*

Microcarriers

* - Nao informado
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carregada ARRRRLL dextrana -0- CH,CH,~N { .HCL
positivamente Y CH,CH,4
e
Cytodex 3 — , OH
Superficie £ b polimero de 1 ]
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Figura 1.1: Representacdo esquematica dos microcarregadores Cytodex 1, Cytodex 3, Cytopore 1 e
Cytoline 1 (Adaptado de GE Healthcare, 2005).

Além da escolha do microcarregador mais adequado para o processo, ha
varios fatores que necessitam ser otimizados para garantir que 0 processo de
adesdao das células seja eficiente, tais como a velocidade de agitacdo, concentracéo
de microcarregador, condicbes e concentragdo do in6culo, relacdo entre a
concentracdo de in6culo celular inicial e a concentracdo de microcarregadores,
composicdo do meio de cultivo, pH, hidratacdo dos microcarregadores, e estado
fisiol6gico das células (Sun et al. 2000; GE Healthcare, 2005).

1.2. Sistemas de cultivo de células de mamiferos

Dentre os inUmeros sistemas de cultivo celular disponiveis, podem ser
exemplificados os cultivos de células em frascos do tipo T, cultivos celulares em
frascos do tipo spinner, garrafas roller e biorreatores tipo tanque agitado, os quais
sdo empregados conforme suas caracteristicas de manuseio, condicdes fisiologicas
celulares e obtencdo do produto de interesse com a qualidade requerida para

diferentes propdsitos.
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1.2.2. Frascostipo T

Os frascos do tipo T75cm? e T175cm?, por exemplo, s&o frascos utilizados em
cultivo de células que consistem em um sistema de cultivo estatico muito comum e
difundido, utilizado principalmente para o cultivo de células aderentes em escala
laboratorial. Normalmente sdo de poliestireno, com tampas rosqueaveis, podendo
ser ventiladas ou nao, conforme mostrado na figura 1.2. O cultivo de células em
frascos estaticos do tipo T se caracteriza por apresentar rendimento limitado pela
superficie de adesao celular (Falkenberg et al. 1995), sendo inviavel a sua utilizacéo
em escala industrial devido ao grande numero de frascos necessarios para alcancar
a quantidade requerida de células para a producdo, das excessivas manipulacdes
que aumentariam o0 risco de contaminacdo tornando o sistema oneroso e

desgastante quanto ao manuseio.

Figura 1.2: Frascos T para cultivo celular em sistema estatico (fonte Greiner Cellstar® Tissue Culture
Flasks with plug or filter cap closures)

1.3.2. Frascos do tipo spinner

O frasco do tipo spinner é normalmente feito de vidro borosilicato e possui
fixado, em sua tampa, um eixo que em sua outra extremidade, possui uma barra
magnética coberta de teflon, silicone ou vidro que serve como sistema de agitacéo
do cultivo. A barra magnética ndo deve encostar no fundo do frasco, nem em sua
parede, para evitar danos as células, sendo chamado de frasco tipo spinner com
eixo fixo de agitacdo (Doyle e Griffiths, 1998; Freshney, 2000).
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A tampa superior do frasco pode possuir um filtro hidrofébico que permite a
troca de gases entre o meio de cultivo e o ambiente. Possuem duas aberturas
laterais (bragos), mantidas fechadas com tampas rosqueaveis, que sdo utilizadas
para trocas de meio de cultivo, retirada de amostra de células e sobrenadante,
introducéo do indculo celular e outras fungdes, conforme mostrado na figura 1.3. Os
frascos spinner sdo posicionados sobre um agitador magnético (que permite o
controle da velocidade de agitagdo), e mantidos dentro de incubadora com
temperatura, umidade e atmosfera de CO, controlados (Doyle e Griffiths, 1998;
Freshney, 2000). Esse sistema ndo é de grande interesse industrial visto que néo
permite um controle efetivo sobre o cultivo, além de ndo permitir o uso de grandes
volumes de trabalho ja que a oxigenacdo do sistema pode ser comprometida, pois a
transferéncia de oxigénio para o meio liquido é limitada pela area de interface gas-
liguido. Como a area aumenta quadraticamente e o volume de forma cubica, é
previsivel que haja um limite de volume de trabalho nesses sistemas. No entanto,
sua utilizacdo torna-se importante para se estabelecer as condi¢bes de cultivo em

sistemas agitados e para se conhecer o comportamento celular, por exemplo.

Figura 1.3: Frasco Spinner (fonte: Tri Stars Laboratory Glassware & Scientific Equipment)

1.2.3. Garrafas rotatdrias (roller)

As garrafas rotatérias, ou garrafas tipo roller, sdo frascos cilindricos de varios
tamanhos de acordo com a éarea de superficie disponivel para o crescimento
(850cm? e 1750cm?, por exemplo), que permite a adeséo de células em toda a sua
superficie interna com tampas rosqueaveis (ventiladas ou nédo por filtros hidrofébicos
de poro 0,22um). O volume de meio de cultivo utilizado pode variar de 200 a 450mL,

conforme o tamanho da garrafa e a area disponivel para o crescimento celular. A
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garrafa € mantida na posicdo horizontal sobre um suporte giratério sob rotacdo
constante e controlavel, permitindo que o meio de cultivo entre em contato com as
células no decorrer da agitacéo giratoria. (Kumar et al. 2004).

Esse sistema apresenta vantagens como o uso de uma pequena quantidade
de meio de cultivo em relacdo a superficie de crescimento, obtencdo de
concentracOes celulares maiores que nos frascos “T” e maior oxigenacdo do meio
devido ao processo de rotacdo (Doyle e Griffiths, 1998; Freshney, 2000). No entanto,
apesar de ainda ser utilizado por algumas industrias (Chico et al. 2008), os custos de
operacédo desse tipo de sistema sao altos devido a intensiva mao-de-obra, justificada
pela grande quantidade de garrafas, e os riscos de contaminagdo também,devido a
necessidade de manipulacédo das mesmas (Doyle e Griffiths, 1998; Freshney, 2000).
Alguns avancos tecnologicos tém simplificado esse processo através do uso de
sistemas mecanizados, no entanto, torna-se mais caro e ainda sem a possibilidade
de monitorar as condi¢gdes ambientais internas do cultivo celular de cada garrafa,

tais como o pH e oxigénio dissolvido (Meignier, 1979).

1.3.4. Biorreatores

A producdo de diversas vacinas virais, anticorpos monoclonais e proteinas
recombinantes em biorreatores esta estabelecida, sendo que e a utilizacdo deste
sistema para a obtencdo de produtos biolégicos estd bem relatada na literatura
vigente (Lubniecki, 1990; Tokashiki e Yokoyama, 1997; Wang et al. 2005). O cultivo
em biorreatores possui inUmeras vantagens em relacdo ao frasco estético tipo “T” e
as garrafas roller, e tem sido utilizado predominantemente na industria,
principalmente por proporcionar sistemas de cultivo celular mais homogéneos e
permitir o controle e monitoramento constante dos bioprocessos.

O principal desafio operacional dos biorreatores € garantir um ambiente fisico-
quimico homogéneo para toda a populacdo celular, evitando o surgimento de
condi¢des inapropriadas para o seu desenvolvimento resultando em morte ou queda
no rendimento do processo produtivo. Desta forma, os biorreatores dispdem de
sistema de monitoramento e controle que através de sensores especificos permitem
o controle do pH do meio de cultivo, temperatura, velocidade de agitacao,
concentracéo de oxigénio dissolvido no meio de cultivo, entre outras variaveis.

Apesar das suas inUmeras vantagens, a agitacdo e a aspersdo de gases

produzem tensdes de cisalhamento que podem prejudicar o cultivo celular, ja que as
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células animais ndo possuem parede celular e, portanto, sdo mais frageis. Contudo,
tais danos podem ser reduzidos mudando a forma e o didmetro das pas de agitacdo
(impelidores) ou adicionando ao meio de cultivo substancias que promovam a
protecdo das células, como dextrana ou um surfactante ndo i6nico, como por
exemplo, Pluronic F-68® (Wang et al. 2005).0 Pluronic F-68® possui capacidade de
proteger as células animais contra danos provocados pelas tensdes de cisalhamento
gerado pelos impelidores durante a agitacdo, pela aspersdo de gases e a
consequente formacéo de bolhas, cujo rompimento na superficie do meio de cultivo
provoca morte celular (Kilourn e Webb, 1968; Handa et al. 1987;Handa-Corrigan et
al. 1989; Passini e Goochee, 1989; Reuveny et al. 1986; Radlett et al. 1971).

Para explicar o efeito protetor do Pluronic F-68®, dois mecanismos gerais sdo
propostos. O primeiro esta relacionado as propriedades fisicas e o segundo, ao
efeito provocado nas células alterando propriedades intrinsecas das mesmas. O
mecanismo fisico estd amparado por uma série de observacdes experimentais que
indicam que o Pluronic F-68° afeta as propriedades do meio de cultivo. Além disso,
tem sido demonstrado que o Pluronic F-68® estabiliza a camada de espuma e
diminui a velocidade de ascensdo das bolhas, consequentemente reduzindo as
forcas de cisalhamento, as quais as células sdo submetidas em biorreatores com
sistema de aspersdo de gases (Jordan et al. 1994; Handa-Corrigan et al. 1989;
Michaels et al. 1995). Esses efeitos podem ser atribuidos a mudancas nas
caracteristicas do meio de cultivo, como, por exemplo, na tensao superficial.

Também tem sido mostrado que o Pluronic F-68° é capaz de reduzir a
capacidade de adsorcao das células as bolhas devido a reducéo da hidrofobicidade
na superficie das mesmas, assim evitando o dano a célula provocado pela ruptura
da bolha na superficie do liquido (Michaels et al. 1995; Wu et al. 1997). Em relacéo
as propriedades bioldgicas, alguns autores indicam que o Pluronic F-68° afeta
propriedades intrinsecas das células. No caso de hibridomas TB/C3, observou-se o
aumento da resisténcia das membranas, da tensdo de rompimento da membrana e
do modulo de compressibilidade da area elastica, tornando-os mais tolerantes ao

estresse hidrodinamico (Zhang et al. 1992).

1.3.3.1. Tipos de biorreatores

Baseados nas especificidades de cada sistema, uma grande variedade de

biorreatores foi desenvolvida com o objetivo de alcancar altas concentracbes
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celulares e aumentar a produtividade dos bioprocessos. Os biorreatores podem ser
classificados de diferentes formas, no entanto, uma das mais Uteis é aquela que se
refere @ homogeneidade do sistema, podendo ser homogéneo ou heterogéneo. Um
sistema é dito homogéneo quando as células estdo uniformemente suspensas na
fase liquida, e heterogéneo quando nao estdo distribuidas homogeneamente (Chico
et al. 2008). A tabela 1.3 lista os diferentes tipos de biorreatores e sua classificacao

segundo a homogeneidade do sistema.

Tabela 1.3: Classificagdo dos biorreatores segundo a homogeneidade do sistema (adaptado de Chico
et al. 2008)

Biorreatores homogéneos

e Biorreatores do tipo tanque agitado

e Biorreatores do tipo air-lift

e Biorreatores de ondas

Biorreatores heterogéneos ‘

e Sistemas com microcarregadores

e Biorreatores de leito empacotado

e Biorreatores de leito fluidizado

e Biorreatores de fibras ocas

e Biorreatores com crescimento sobre superficies

Os biorreatores do tipo onda ou ‘wave” sdo constituidos de duas partes
principais: uma bolsa estéril de plastico especifico e uma plataforma mével sobre a
qual esta bolsa fica apoiada conforme mostrado na figura 1.4. Essa plataforma
moével proporciona um movimento oscilatério que gera ondas na interface gas—
liquido no interior da bolsa, o que deu origem ao nome do sistema. Esse sistema
possui varias vantagens: (i) 0 movimento evita o surgimento de zonas mortas
garantindo a homogeneidade, (ii) baixas tensdes de cisalhamento, (ii) a bolsa
plastica ja é fornecida estéril e descartavel e, portanto, ndo ha necessidade de
limpar e esterilizar o biorreator garantindo praticidade ao sistema (Chico et al. 2008).
Apesar das vantagens, a ampliacdo de escala é restrita devido a limitacdo de
transferéncia de oxigénio que é em funcao do movimento oscilatério uma vez que
este sistema ndo utiliza agitadores e aspersores submersos que injetam gas

diretamente na fase liquida como no caso dos biorreatores do tipo tanque agitado.
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Figura 1.4: Biorreator de ondas com capacidade de 100 a 500 litros (fonte: GE Healthcare Life
Sciences).

Os Dbiorreatores do tipo air-lift sdo caracterizados pela elevada razao
altura/diametro e pela existéncia de um cilindro concéntrico em seu interior (figura
1.5). Na regido central inferior, ha um tubo que injeta uma corrente gasosa no
biorreator e as bolhas formadas ascendem e fazem como que o liquido circule para
cima pela regido interna do cilindro e retorne para baixo pela regido externa,
formando uma recirculacéo vertical. Isso confere um menor dano celular comparado
como os biorreatores de tanque agitado devido a auséncia dos agitadores
mecanicos (Chico et al. 2008). Sua principal desvantagem é a capacidade limitada
de ampliacdo de escala, sendo descrito biorreatores desse tipo de até 5000 litros.
Este tipo de biorreator ja foi bastante utilizado para producdo de anticorpos
monoclonais para uso terapéutico e diagnostico (Bugarski et al. 1989; Kwong et

al.1989).

Saida de gas Saida de gés
g 3 Drowncome

Draft tube

Entrada de ar

Entrada de ar

Figura 1.5: Representagéo esquematica de um biorreator air-lift com recirculagdo interna (esquerda) e
recirculagcéo externa (direita) (adaptado de Warnock e Al-Rubeai, 2006).
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Os biorreatores de leito empacotado foram reportados para a producdo de varios
produtos bioldgicos, tais como, anticorpos monoclonais e proteinas recombinantes,
como, por exemplo, a proteina HIV-1 gp120 (Hu et al. 2000; Wang et al. 1992).

Nos biorreatores de leito empacotado, as células sdo mantidas em um leito fixo e
0 meio é circulado através desse leito, transportando nutrientes, metabdlitos e
produtos de interesse (figura 1.6). O meio é enriqguecido com oxigénio antes de
passar pelo leito empacotado e a medida que este passa pelo leito, sua
concentracdo de oxigénio decresce (Fassnacht e Pdrtner, 1999). Uma desvantagem
desse tipo de biorreator é a dificuldade de monitoramento da quantidade de células

viaveis devido a inacessibilidade aos carreadores utilizados.

o0

Coletor de Base
residuos

Figura 1.6: Representagdo esquematica de um biorreator de leito empacotado da CelliGen Plus
(Adaptado de Warnock e Al-Rubeai, 2006).

Nos biorreatores de leito fluidizado geralmente séo utilizados microcarregadores
de elevada densidade, sendo que uma dada quantidade € fluidizada em um
compartimento do biorreator como consequéncia da circulacdo do meio de cultivo
(figura 1.7). O processo de oxigenacdo do meio acontece fora do sistema, de forma
a nao gerar bolhas, cuja explosdo poderia provocar danos as células. Esses

biorreatores sao, em geral, operados em perfusdo (Warnock e Al-Rubeai, 2006).
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Figura 1.7: Representacdo esquematica do biorreator de leito fluidizado Cytopilot mini (Adaptado de
Warnock e Al-Rubeai, 2006).

Embora os biorreatores de tanque agitado sejam extensivamente utilizados
para culturas de células em suspensdo sem microcarregadores, neste tipo de
biorreator também podem ser cultivadas linhagens de células dependentes de
ancoragem, utilizando-se de suportes sélidos, tais como 0s microcarregadores.

Os biorreatores do tipo tanque agitado sado bastante utilizados atualmente e
uma variedade de produtos é produzida através dessa tecnologia devido a menor
complexidade de escalonamento e controle do bioprocesso (Chu e Robinson, 2001;
Birch e Racher, 2006). Sdo constituidos basicamente de um vaso, valvulas e um
motor ligado a um eixo de agitacdo para promover a mistura do meio de cultivo e
das células, cuja velocidade de agitacdo deve ser suficiente para garantir a
uniformidade do sistema. Nos biorreatores de tanque agitado, a forma de aeracao
mais comum € através do borbulhamento de gases no meio de cultivo, normalmente
a uma taxa de 0,005 - 0.2 vvm (volume de gases por volume de meio por min) (Oh et
al. 1992).

Para o sucesso do cultivo de células animais existem alguns desafios a serem
vencidos, ja que, devido ao fato de ndo possuirem parede celular, sdo mais frageis
e, portanto, mais susceptiveis a danos. A forma de aeracdo e as tensbes de
cisalhamento podem contribuir significativamente para o dano fisiolégico e morte
celular (Al Rubeai et al. 1993), porém isso pode ser reduzido através da adicao de

surfactantes tais como a Metilcelulose e o Pluronic F-68®.
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Os sistemas agitados de cultivo de células podem ser realizados,
basicamente, de quatro formas distintas: batelada, batelada alimentada, continuo
simples e em perfuséo (continuo com retencéo celular). Estes sistemas de cultivo de
células se diferem basicamente no que diz respeito ao modo de alimentacdo dos
nutrientes e remocdo dos metabolitos. A escolha dependera das caracteristicas da
linhagem celular utilizada (perfil de crescimento celular, padrdo de secrecao,
estabilidade da proteina de interesse, capacidade de resisténcia as concentracdes
de metabdlitos toxicos, resisténcia a tensdes de cisalhamento), capacidade de
producdo para atender a demanda, experiéncia da equipe no desenvolvimento do
processo, demanda esperada, da eficiéncia e do rendimento do processo de
purificacdo e a aplicacdo dos conhecimentos sobre os aspectos regulatérios (Chico
et al. 2008).

1.4. Escalonamento

O escalonamento de produtos biotecnolégicos requer uma compreensao de
mecanismos que governam a fisiologia celular e das caracteristicas biofisicas e
bioquimicas dos respectivos produtos e, devido a complexidade dessas variaveis, o
escalonamento torna-se um desfio. Um conhecimento aprofundado das etapas do
processo e suas limitagcdes, juntamente com um planejamento cuidadoso e controle
de processo, é possivel obter rendimentos consideraveis.

Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo na demanda por
produtos biofarmacéuticos a partir de células animais (Butler, 2005; Warnock e Al-
Rubeai, 2006; Walsh, 2010).

Para satisfazer a demanda de uma vacina no mercado, é necessario
aumentar a produtividade do bioprocesso e/ou ampliar a escala de produgéo. Essa
ampliagdo pode ser realizada aumentando o numero de biorreatores em operagao
ou o volume de trabalho. Porém, economicamente, o aumento de volume & uma
op¢cao vantajosa jaA que 0s custos com operacdo e manutencdo de varios
equipamentos de pequeno porte podem ser muito maiores do que com um Unico de
grande volume (Chico et al. 2008). Operacionalmente, facilta o controle e
monitoramento do processo produtivo, podendo propiciar um lote homogéneo do

produto de interesse com um unico bioprocesso (Chico et al. 2008).
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O escalonamento torna-se uma etapa fundamental para que os resultados de
bancada sejam aplicados em escalas industriais com possibilidade de
comercializacdo. A ampliagcdo da escala de cultivo celular pode ser realizada a partir
de um sistema de cultivo de menor porte que posteriormente podera ser transferido
para um sistema de cultivo de maior porte.

Uma parte fundamental da ampliacdo de escala € a multiplicacdo celular em
cada etapa do processo. O objetivo da expansado do indculo é aumentar o nimero
de células de forma a se alcancar a biomassa necessaria que servira de inéculo
para o sistema seguinte. E recomendavel a utilizagdo de uma concentracéo celular
minima de indculo para diminuir o periodo de fase lag e também uma concentracéao
celular méxima, para evitar a perda do cultivo devido a falta de nutrientes ou
acumulo de metabolitos toxicos.

O ideal € que se alcance uma alta densidade celular de forma a se obter um
fator de multiplicacédo alto, como por exemplo, em um cultivo com uma concentragao
celular inicial de 10* células/mL atingindo concentracées finais na faixa de 10°
células/mL, obtém-se um fator de multiplicacdo em torno de 100 vezes. Quanto
maior o fator de multiplicacdo em cada etapa do escalonamento na producéo do
volume final, uma menor quantidade de etapas sera necessaria para se alcancar a
biomassa necessaria (Bluml, 2007).

No caso de células aderentes, o escalonamento poderia ser feito a partir de
frascos estacionarios e, posteriormente, as células poderiam ser inoculadas em
garrafas roller, no entanto, esse sistema pode se tornar extremamente laborioso a
medida que é necessaria a manipulacdo de um grande nimero de garrafas para se
atingir as concentracdes celulares ideais. Uma alternativa pode ser a utilizacdo de
um biorreator de pequeno volume, empregando microcarregadores como suporte de
adesao celular, para posteriormente ampliar para biorreatores de maior volume.
Comparativamente, biorreatores de 250L a 500L sao equivalentes a
aproximadamente 10000 garrafas roller de 850cm? (figura 1.8).

Essa alternativa gera uma melhor operacionalidade do sistema, contudo,
sistemas que utilizam microcarregadores em larga escala apresentam um desafio na
etapa de propagacdo do inoculo, ja que as células que estdo aderidas aos
microcarregadores em uma escala intermediaria precisam colonizar novos

microcarregadores para iniciar o cultivo em maior escala.
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Figura 1.8: Representacdo esquematica de formas de amplla(;ao de escala (Adaptado de GE
Healthcare, 2005) onde, partindo de garrafas estacionarias T175cm?, é possivel inocular 16 garrafas
roller de 850cm? que, por sua vez, sdo usadas para inocular outras 64 garrafas, ou entdo, um
biorreator de 5 a 10 litros. Esse biorreator servird de in6culo para um segundo biorreator de maior
volume podendo chegar a um volume de trabalho final de 250 a 500 litros, o qual equivaleria a
aproximadamente 10.000 garrafas roller de 850cm?.

A ampliagdo e escala no cultivo de células aderentes utilizando
microcarregadores como suporte de adesao pode ser feito através do aumento do
volume do vaso ou da concentragéo de microcarregadores no sistema (Bluml, 2007).

Geralmente, ha duas formas de transferéncia das células de um
microcarregador ja colonizado para um néo colonizado: através do desprendimento
das células do microcarregador de forma que figuem livres no meio de cultivo para

colonizar outros microcarregadores ou através da transferéncia bead-to-bead,
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possivel através da formacdo de pontes de células entre os microcarregadores
(Kong, 1998).

A primeira alternativa pode ser feita empregando diferentes técnicas, tais
como métodos enzimaticos (tripsina e colagenase), agentes quelantes, tratamento
hipotbnico, baixa temperatura e sonicacdo, por exemplo. Esses métodos podem ser
utilizados isoladamente ou conjugados. No entanto, eles podem apresentar algumas
desvantagens, como o comprometimento do crescimento celular ou da concentracéo
do produto (Wang e Ouyang, 1999), maior complexidade operacional, necessidade
de equipamentos especiais (no caso da sonicacao), utilizacdo de reagentes que
podem encarecer ainda mais 0 processo, envolvimento de muitas etapas, tornando-
0 mais laborioso, e 0 aumento da probabilidade de contaminacéo.

A transferéncia bead-to-bead pode ser mais vantajosa, por tornar o
escalonamento menos complexo, consistindo na adicdo de novos
microcarregadores, minimizando os danos fisiologicos que muitas vezes
caracterizam alguns métodos de desprendimento das células dos microcarregadores
(Wang e Ouyang, 1999). No entanto, existem variaveis que afetam a eficiéncia de
formacdo das pontes de células, as quais permitem que haja transferéncia de
células de um microcarregador para outro e, dentre as principais variaveis, pode-se
citar a velocidade e modo de agitacdo (continuo ou intermitente).

Durante o escalonamento, alguns parametros permanecem 0S mMesmMos,
independentes da escala de operacdo, tais como, o pH, temperatura e oxigénio
dissolvido. No entanto, existem outros parametros que sdo dependentes da escala
de operacao e, consequentemente, podem variar conforme a escala em que se esta
trabalhando (Cacciuttolo et al. 2001). Dentre eles, podemos destacar a agitagéo,
taxa de aeracdo e pressdo hidrostatica. As taxas de agitagdo e aeracdo estdo
diretamente relacionadas a qualidade da mistura, a taxa de transferéncia de massa
gas-liquido e ao estresse hidrodindmico ao quais as ceélulas sdo submetidas. Uma
mistura ineficiente pode resultar em um pH n&o homogéneo, concentracdo de
nutrientes e metabdlitos téxicos devido a formacao de microambientes.

O problema béasico no escalonamento ao se utilizar biorreatores de tanque
agitado trabalhando com células animais, € que em grandes escalas a qualidade da
mistura, taxa de transferéncia de massa gas-liquido e estresse hidrodinamico,
podem nao permanecer idénticos as escalas menores (Cacciuttolo et al. 2001).
Embora muitas correlagdes possam ser feitas, elas devem ser tomadas como uma

diretriz em vez de um preditor do desempenho do biorreator em larga escala, e além
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disso, eles raramente podem prever precisamente os parametros de controle do
biorreator sob condi¢cdes reais. Por exemplo, medidas da concentracao de glicose e
lactato um culturas com hibridoma murino mostraram uma alteragéo do metabolismo
anabdlico em uma escala de 300 litros, que nédo foi observada em uma escala de 3
litros (Cacciuttolo et al. 2001). Essa observacao indica que a limitacdo de oxigénio é
um fator a ser considerado ao se operar em grandes escalas. No entanto, este
problema poderia ser resolvido através do aumento da velocidade de agitagdo ou

através do aumento do set point para o oxigénio dissolvido.

1.4.1. Estratégias de escalonamento utilizando microcarregadores

Ha uma grande variedade de métodos usados para desprender células de
microcarregadores, sendo importante optar pelo procedimento que provocara o
minimo de dano as células, de forma que ndo comprometa o cultivo celular e,
consequentemente o bioprocesso, pois essas células servirdo de indculo para
cultivos subsequentes em maior escala. Normalmente, a escolha de determinada
estratégia de escalonamento é baseada na linhagem celular e em possiveis
caracteristicas particulares da cultura, como, por exemplo, a dependéncia de suporte
para o crescimento, crescimento em suspensao e a cinética de crescimento celular.

No caso da utilizacdo de agentes quelantes, como a ligacdo das células ao
substrato & dependente de ions divalentes, a lavagem com tampé&o (PBS) contendo
acido citrico ou EDTA 0,2% (m/v) pode ajudar a desprender as células. Geralmente,
guando sdo utilizados somente reagentes quelantes, estes ndo séo suficientes para
remover a maioria das células, sendo recomendada a utilizacdo de uma solucao
com algumas enzimas proteoliticas (GE Healthcare, 2005). No entanto, longos
periodos de exposicdo ao EDTA podem ser prejudiciais para algumas células,
principalmente algumas linhagens de fibroblastos (Bliml, 2007).

Enzimas, como a tripsina e a colagenase, sao utlizadas rotineiramente no
processo de desprendimento de células aderidas a superficies rigidas para a
realizagdo de subcultivos celulares em uma grande variedade de células. O tempo
de tripsinizacdo € um parametro critico, pois, se o tempo de incubacdo da enzima
com as células for muito curto, nem todas as células se desprenderdo dos
microcarregadores, resultando em um processo ineficiente, ndo havendo células
desprendidas no sobrenadante em concentracao suficiente para entrarem contato

com 0s novos microcarregadores para coloniza-los.
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Caso o tempo de tripsinizacdo seja longo, pode provocar morte celular e a ndo
colonizagcdo de novos microcarregadores ou a diminuicdo significativa na
concentracdo de células vidveis e, consequentemente, o aumento do tempo
necessario para a adeséo da célula ao novo microcarregador e da duracao da fase
Lag do cultivo subsequente (Zecchini et al. 2000). O longo tempo de incubacéo das
células com a enzima também pode provocar aglomeracdo entre elas,
impossibilitando que os microcarregadores sejam colonizados de forma homogénea.

Para otimizar o processo de tripsinizacdo celular, pode ser realizada uma
lavagem prévia das células com um agente quelante, normalmente EDTA,
empregando agitagdo continua a uma velocidade ligeiramente maior do que a
normalmente usada nos cultivos (GE Healthcare, 2005).

No caso de células mais sensiveis, esse processo pode ocorrer a uma
temperatura de 4°C (Ham, 1980), porém, pode haver um aumento do tempo
necessario para o desprendimento das células e uma tendéncia a agregacéo. O
metodo de tripsinizacdo favorece a distribuicdo celular e a taxa de crescimento,
porém envolve muitas etapas, incluindo o descarte do meio de cultura, lavagem com
tampao, tripsinizacdo e inativacdo da tripsina, tornando o processo mais demorado.

A colagenase somente pode ser empregada ao se utilizar o microcarregadores
cuja superficie seja revestida com colageno, tal como o Cytodex 3. Esta enzima é
capaz de digerir a superficie do microcarregador em vez da superficie celular,
evitando a remocdo de moléculas presentes na superficie da célula (Bluml, 2007).
Geralmente a utilizacdo da colagenase proporciona uma maior viabilidade celular e
maior integridade de membrana quando comparada a tripsina. Agentes quelantes
ndo devem ser utilizados j& que a colagenase requer a presenca de ions Ca* e
Mg?* e ndo necessita de etapa de inativacédo, diferentemente da tripsina (Bluml,
2007).

Algumas enzimas recombinantes também tém sido empregadas em substituicdo
a tripsina e a colagenase, ambas de origem animal. Podemos citar a TrypLE Select
(Invitrogen) e a Accutase (PAA Laboratories) utilizadas no processo de obtencao do
virus influenza (GE Healthcare, 2011).

O tratamento hipotdnico também pode ser utilizado, sendo mais adotado no caso
de células que ndo possuem fortes propriedades de adesédo. O choque osmotico faz
com que as células adotem uma morfologia mais arredondada e se soltem mais
facilmente dos microcarregadores (GE Healthcare, 2005). Uma vantagem deste tipo

de método é a ndo utilizacdo de proteinas exdégenas no processo.
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O tratamento a baixas temperaturas também pode promover o desprendimento
de algumas células, sendo observado que células aderidas em microcarregadores,
incubadas a uma temperatura de 4°C por 8 horas, apresentaram uma proporgcéao
significativa de células desprendidas (GE Healthcare, 2005). A queda brusca de
temperatura promove uma alteracdo da morfologia celular, de forma que a célula
apresente uma morfologia mais arredondada e se solte mais facilmente. Contudo,
esse método geralmente acarreta em viabilidade celular baixa, sendo indicado
guando outras alternativas ndo séo aplicaveis com sucesso (GE Healthcare, 2005).

A sonicacdo pode promover uma melhora no rendimento, mas geralmente ndo é
empregada como meétodo Unico, sendo combinada com outros metodos para o
desprendimento das células (GE Healthcare, 2005). A utilizacdo de agentes
guelantes, enzimas proteoliticas, sonicacdo, tratamento hipoténico e emprego de
baixa temperatura sdo alternativas para desprender as células dos
microcarregadores, de modo que estas células desprendidas possam colonizar
novos microcarregadores, servindo de inoculo para um segundo e subsequente
cultivo.

Apoés a utilizacdo de métodos que promovam o desprendimento celular dos
microcarregadores para iniciar um cultivo subsequente, € necessario que haja a
separacédo das células dos microcarregadores caso ndo haja o interesse de reutilizar
0s mesmos. Varias metodologias podem ser aplicadas, variando de acordo com o
objetivo e volume de trabalho utilizado. Pode-se citar a sedimentacédo diferencial,
filtrac&o e a centrifugacéo por gradiente de densidade (Bliml, 2007).

A sedimentacao diferencial € uma metodologia bastante simples, ja que tem
como vantagem o fato das células e os microcarregadores possuirem diferentes
taxas de sedimentacdo. Entretanto, permite a recuperacdo de apenas 80% das
células na suspenséao (Bluml, 2007). Ja a filtracdo pode ser utilizada quando se
deseja obter maior rendimento na recuperacdo das células. Normalmente, séo
utilizados filtros com didmetro de 100um. A centrifugacdo se baseia no principio de
diferenca de densidade entre células e microcarregadores permitindo a separacao.

O método de transferéncia bead-to-bead, ou seja, transferéncia de células de um
microcarregador colonizado para microcarregadores novos e nao colonizados, torna-
se uma alternativa diferente das demais, ndo sendo necessario que as células se
desprendam totalmente dos microcarregadores cheios de células para que ocorra a
adesdao de células em novos microcarregadores ndo colonizados. Essa transferéncia

depende do contato entre microcarregadores cheios e vazios e a consequente
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formacéo de pontes de células entre eles (Cherry e Papoutsakis, 1998). No entanto,
h& varias variaveis que afetam a eficiéncia da formacdo das pontes de células que
precisam ser melhor estudados, tais como a velocidade de agitacdo, o tempo de
agitacdo e o tempo de repouso (no caso da agitacdo intermitente), as interacdes
entre esses fatores, a concentracdo de indculo inicial de células, a concentracéo e o
tipo de microcarregadores, por exemplo (Luo et al. 2008; Durrschmid et al. 2003).

Wang e Ouyang (1999) estudaram o cultivo de células Vero utilizando 0,4g de
microcarregadores do tipo Cytodex 3 em 200mL de meio de cultura com
concentracdo celular inicial de 1,2x10° células/mL. No quarto dia de cultivo, quando
as células atingiram 90% de confluéncia nos microcarregadores, alcangando uma
concentracéo celular de 9,1x10° células/mL, foram adicionados mais 0,8g de novos
microcarregadores no mesmo cultivo celular, o qual foi mantido sob agitacdo
intermitente com 1 hora de agitacdo e 30 minutos de repouso por dois dias. Apos
esse periodo, foi restabelecida a agitagdo continua e, no oitavo dia de cultivo, foi
observado que n&o houve diferenca entre os microcarregadores novos dos
microcarregadores antigos, com um aumento significativo na densidade celular,
concluindo-se que o modo operacional € critico para o sucesso da transferéncia
bead-to-bead de células.

Alguns autores afirmam que este método € mais indicado ao se trabalhar com
células que ndo possuem fortes propriedades de adesdo ou que se desprendam
facilmente durante a mitose (Bliml, 2007).

Além disso, as caracteristicas do material que compde a superficie do
microcarregador podem influenciar fortemente na eficiéncia da adesao celular. Um
exemplo é a utilizacdo de fatores de adesdo celular, tais como a vitronectina ou
fibronectina para aumentar a eficiéncia desse processo (Ohlson et al. 1994).

A reutilizacdo de microcarregadores por mais de um ciclo de cultivo,
normalmente ndo é aconselhavel. Ao se empregar etapas de lavagens dos
microcarregadores com solu¢des muito acidas ou bésicas para remogédo de debris
celulares, pode-se modificar a matriz do microcarregador devido a alteracdo do pH,
comprometendo a adesdo subsequente de outras células (Bliml, 2007). A
reutilizacdo de microcarregadores por mais de 3 ciclos é impraticavel (Bluml, 2007).
E importante que se mantenha integra as caracteristicas da superficie do
microcarregador, principalmente a densidade de carga, pois pode comprometer
cultivos subsequentes influenciando na capacidade de adesdo das células ao

microcarregador.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € o estabelecimento de um protocolo
escalonavel de propagacéo de células Vero em microcarregadores do tipo Cytodex 1
para uso em biorreatores de tanque agitado, visando posterior infeccdo com o virus
da Febre Amarela 17DD e futura aplicacdo na producdo de uma vacina inativada
contra Febre Amarela.

2.2. Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos do trabalho sao:

1) Avaliar a cinética de crescimento das células Vero provenientes do banco de
células de trabalho, adaptadas ao cultivo em meio livre de soro fetal bovino, em
sistemas de cultivo estatico e agitado, utilizando frascos do tipo “T” e spinners.

2) Avaliar o consumo de substrato, formacdo de metabdlitos e determinar o tempo

de duplicacdo dos cultivos celulares realizados.

3) Estudar a dinamica de transferéncia de células entre microcarregadorese verificar
as melhores condicdes de cultivo para obtencdo de uma alta eficiéncia de

transferéncia celular entre microcarregadores.

4) Estudar o processo de tripsinizagdo celular em microcarregadores verificando a
eficiéncia do processo de desprendimento celular, capacidade de readesédo e

multiplicagé@o das células nos microcarregadores.

5) Sugerir uma estratégia de propagacdo celular na etapa de transferéncia de
células Vero em microcarregadores para o futuro emprego no processo de producao

do virus da febre amarela.



3. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo, sdo apresentados os materiais e a metodologia analitica
utilizados nos experimentos para o estabelecimento de um protocolo de propagacao

de células Vero utilizando microcarregadores passivel de ampliacdo de escala.

3.1. Materiais

3.1.1. Linhagem Celular

Foi utilizada a linhagem celular Vero, estabelecida a partir do rim de macaco
verde africano (Cercopithecus aethiops) adulto normal (Yasumara e Kawakita,
1963). Células Vero obtidas da European Collection of Animal Cell Cultures
(ECACC) séo aceitas como adequadas para a producdo de vacinas virais de uso
humano. As células Vero utilizadas nos experimentos estdo adaptadas ao cultivo em
meio livre de soro fetal bovino (SFB) e pertencem ao banco de células de trabalho
do Laboratério de Tecnologia Viroldgica (LATEV) de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, RJ.

3.1.2. Microcarregadores

Os microcarregadores microporosos Cytodexl (GE Healthcare) na
concentracdo de 3g/L foram utilizados como suporte para a adesao das células Vero
nos cultivos em frascos agitados do tipo spinner. Os microcarregadores foram
pesados em tubos conicos de 50mL e hidratados com PBS através de 3 lavagens
(30 a 50mL de PBS por grama de microcarregador), sendo que, na primeira, 0S
microcarregadores permaneceram por no minimo 3 horas em contato com a
solucéo. Apds a autoclavagem (121°C durante 15 minutos), o PBS foi removido e os

microcarregadores lavados 3 vezes com meio de cultivo VP-SFM (Gibco Invitrogen).
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3.1.3. Meios de Cultivo

O meio de cultivo utilizado foi o VP-SFM (Gibco Invitrogen) queconsiste em
um meio de cultivo totalmente livre de soro fetal bovino, fabricado sem componentes
de origem animal, com teor de proteinas ultra baixo (5ug/mL). Este meio de cultivo é
indicado especificamente para o crescimento celular e producéo de virus em células
Vero (Jayme et al. 1999). No momento da utilizagdo, o meio de cultivo VP-SFM foi
suplementado com uma solucdo de glutamina a 200mM em volume suficiente para
obter uma concentracao final de uso igual a 4mM. Nos cultivos em sistema agitado
utilizando spinners, o meio de cultivo também foi suplementado com Pluronic F-68°
(Sigma Aldrich) a 10% (v/v) para uma concentracéo final de uso no meio de cultivo a
0,01% (v/v), e solucéo de sulfato de gentamicina a 4g/L de concentracéo final de uso

no meio de cultivo de 1% (v/v).

3.1.4. Solugéao de tripsina/verseno

A partir de uma solucgéo estoque de verseno (5% de EDTA e 1% de vermelho
de fenol em solucdo aquosa, pH 7,6), foram preparadas solucdes de trabalho de
verseno 0,1% (v/v) em PBS. Apo0s ajuste do pH para 7,6, a solucao de verseno foi
fracionada em aliquotas de 50mL, esterilizada a 121°C por 20 minutos e estocada a
temperatura ambiente. Na solugcéo de verseno foram adicionados 500uL de solug&o
estoque de tripsina 1/250 derivada de pancreas suino (Gibco Invitrogen) preparada

na concentracdo de 5%(m/v).

3.1.5. Solucéao de azul de trypan

A solucéao azul de trypan continha o corante azul de trypan (Sigma) a 0,5%
(m/v) em solugao salina a 0,9% (m/v) tamponada com tampéo fosfato (PBS) a 0,1M,
pH7,1 a 7,3. Ap0s a dissolucdo do azul de trypan, a solucdo foi filtrada em
membrana de 0,22 ym (Kuchler, 1977).
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3.1.6. Solucéao de cristal violeta

A solucéo de Cristal Violeta foi preparada com o reagente cristal violeta
(Sigma) 0,1% (m/v) em &cido citrico (Sigma) 0,1 M. Apos a dissolugédo de todos os

componentes, a solucao foi filtrada em membrana de 0,22um (Sanford et al. 1951).

3.1.7. Solugao inibidora de tripsina

A solucédo estoque inibidora de tripsina de soja (Sigma Aldrich) foi preparada
em PBS, sendo utilizada uma massa de 0,8g de inibidor de tripsina de soja para
cada litro de PBS. A solucéo estoque inibidora de tripsina foi submetida a uma dupla
filtracAo esterilizante epossuiapH7,4+0,2 e osmolaridade de 280+20 mOsm/kg,
sendo armazenada a temperatura de -20°C. Partindo da solucdo estoque
descongelada, foi feita uma diluicdo de 1/25 em meio de cultivo VP-SFM para sua

utilizacdo na inativacao da tripsina sobre as células.

3.2. Equipamentos

3.2.1. Frascos estéaticos do tipo T

Frascos estacionarios para cultivo de células dos tipos T75cm? e T175 cm?
com tampas ventiladas foram utilizados no cultivo das células Vero em monocamada
empregando um volume de trabalho de 20mL e 40mL, respectivamente. Os frascos
do tipo T utilizados no cultivo de células Vero em monocamada foram incubados a
temperatura de 37°C e atmosfera com 5% de CO,. As células cultivadas em
monocamada em frascos do tipo “T”, ao atingirem 90% de confluéncia, foram
tripsinizadas, ressuspendidas em meio VP-SFM e utilizadas como inéculo celular

inicial para os cultivos em frascos spinner.

3.2.2. Frascos tipo spinner

Frascos agitados do tipo spinner, com volume nominal de 250mL, foram
utilizados nos experimentos com células Vero em microcarregadores, com um

volume de trabalho de 150mL. Para a agitacdo dos spinners foi utilizado agitador
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magnético para quatro frascos com controle de agitacdo, modelo MCS-104S
(Techne), o qual foi instalado no interior de uma estufa incubadora a temperatura de
37°C com atmosfera de 5% de CO, e umidade controlada. Nos experimentos onde
diferentes modos de agitacdo foram empregados, foi conectado ao agitador um
temporizador, modelo TM-22(Elcon), de forma a permitir o controle do tempo de
agitacdo e repouso dos microcarregadores e das células. Os frascos tipo spinner
foram previamente tratados com silicone liquido Sigmacote® (Sigma Aldrich) para

evitar a aderéncia dos microcarregadores e das células em suas laterais de vidro.

3.3. Metodologia Experimental

Nesta secdo estdo apresentados os procedimentos experimentais para o
cultivo das células Vero em microcarregadores e a andlise das variaveis fisico-
quimicas que podem influenciar na transferéncia das células entre as escalas de

propagacéao de inéculo em frascos agitados do tipo spinner.

3.3.1. Crescimento Celular

Os experimentos realizados durante essa dissertacdo foram feitos em
replicatas técnicas e/ou biolégicas. A replicata biol6gica se da quando o0 mesmo tipo
de organismo é cultivado e tratado sob as mesmas condi¢des, como por exemplo,
diferentes frascos contendo o mesmo tipo de célula (preferencialmente a mesma
linhagem e passagem) que tenham sido cultivados e mantidos sob condigbes
idénticas. Ja a replicata técnica acontece quando exatamente a mesma amostra é
analisada varias vezes, tendo por objetivo principal estabelecer a variabilidade da

técnica de analise (erro experimental).

3.3.1.1. Descongelamento e propagacao das células em monocamada

A partir de um criotubo proveniente do banco de células de trabalho, as
células Vero adaptadas em meio de cultivo livre de SFB foram descongeladas em
banho de agua a 37°C. As células foram transferidas para um tubo estéril cdnico de
centrifuga contendo 10mL de meio de cultivo VP-SFM a 37°C e submetidas a

centrifugacéo a 220g por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado para a remocéo
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do DMSO sendo as células ressuspendidas em um volume adequado de meio de
cultivo VP-SFM e transferidas para frascos de cultivo estéreis estaticos para
subsequentes cultivos celulares, os quais foram mantidos em estufa a 37°C em
atmosfera de 5% de CO..

Apés o0 estabelecimento de uma monocamada celular confluente, o
sobrenadante das culturas foi recolhido, armazenado em frasco estéril e as células
foram lavadas com meio de cultura VP-SFM para aumentar a eficiéncia da
tripsinizacdo, removendo proteinas livres. Posteriormente, a monocamada foi lavada
com 4mL (no caso de frascos T175cm?) com solucdo 0,1% (v/v) de verseno
acrescida de 500pL de tripsina e, em seguida, foram removidos 3 mL dessa solucao,
mantendo 1mL da solucdo de tripsinizacdo dentro do frasco com as células. As
células foram mantidas em contato com a solucdo de tripsinizacdo a 37°C, por 4
minutos ou até o inicio do desprendimento da monocamada celular dos frascos
T175cm?, visualizados em microscépio éptico invertido. Os frascos T175cm? foram
submetidos a suaves batidas com as maos para facilitar o desprendimento da
monocamada de células aderidas em sua parede.

Para inativar a acdo da tripsina, foi utilizado um volume de 10mL de meio
condicionado separado de etapas de subcultivos celulares anteriores, ou meio VP-
SFM contendo SFB 5% (v/v), ou 16mL de solucéo inibidora de tripsina (obtida da
solucéo inibidora de tripsina estoque diluida em meio VP-SFM na proporcéo de 1/25)
para a lavagem das células apés a tripsinizacdo. Apés homogeneizacdo da
suspensao celular e centrifugacdo a 200g por 6 minutos, o sobrenadante celular com
residuos de tripsina foi descartado e as células ressuspendidas em meio de cultivo
VP-SFM, sendo que o procedimento de lavagem das células foi realizado duas

vezes.

3.3.2. Propagacdo das células em microcarregadores em frascos agitados do

tipo spinner

Os microcarregadores foram transferidos para um frasco do tipo spinner,
juntamente com 100mL de meio de cultivo VP-SFM, sendo mantidos em estufa
incubadora a temperatura de 37°C e 5% de CO, sob agitacdo de 60rpm durante as
24 horas anteriores a adi¢cdo do inéculo celular. A concentracdo de células utilizada

como indculo foi de 2,1x10° células/mL.
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Apoés a adicdo do inoculo celular, foi utilizado um volume de trabalho de
100mL e velocidade de agitacdo de 40rpm durante 24 horas, de forma a facilitar o
processo de adesao celular (GE Healthcare, 2005). Apos esse periodo, o volume foi
completado com meio de cultivo VP-SFM para 150mL e a velocidade ajustada para

60rpm.

3.3.3. Transferéncia bead-to-bead

Para a etapa de transferéncia entre particulas de microcarregador, as células
Vero foram previamente cultivadas em um spinner (denominado spinner de
transferéncia) conforme descrito na etapa 3.3.2. Apés 3 dias de cultivo, todo o
volume contido no spinner de transferéncia foi homogeneamente dividido de forma
que 50mL desse meio contendo microcarregadores colonizados servissem de
in6culo para um segundo spinner, o qual continha previamente 3g/L de
microcarregadores ndo colonizados em 100mL de meio de cultivo, totalizando um
volume final de trabalho de 150mL (onde 1/3 dos microcarregadores estavam
colonizados e 2/3 ndo estavam colonizados). O segundo spinner foi submetido a
dois tipos de agitacdo (intermitente e continua) por diferentes intervalos de tempo,

conforme condic¢des do planejamento experimental apresentados na tabela 3.4.

3.3.4. Tripsinizacédo de células aderidas a microcarregadores

As células Vero foram cultivadas em frascos do tipo spinner utilizando
microcarregadores na concentracado de 3g/L e meio VP-SFM por 3 dias. Apds esse
periodo, as mesmas foram submetidas a tripsinizacdo para que todo o contetdo de
células fosse utilizado como in6culo para um segundo spinner, o qual continha
previamente 50mL de meio de cultivo VP-SFM e microcarregadores na
concentragéo de 3g/L.

Apés cessar a agitacdo e com a decantacdo das células e dos
microcarregadores, houve a remoc¢ao de 100 mL do sobrenadante para descarte e a
adicao de 50mL de solucéo de verseno a 0,1% (v/v). A mistura de verseno, meio VP-
SFM, células e microcarregadores foi levemente homogeneizada e novamente
deixada em repouso até que os microcarregadores decantassem. Apds este passo,

diferentes volumes de solugéo tripsina/verseno foram testados na tripsinizagdo dos
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microcarregadores, de modo que foi removido um volume de meio de cultivo
correspondente a um volume de solucéo tripsina/verseno que seria adicionada no
spinner considerando o volume total de 100mL nesta etapa. A tripsinizagdo ocorreu
durante 10 minutos em estufa de CO, sob agitacdo de 80rpm. ApdOs esse periodo, 0
conteudo deste spinner foi dividido entre outros dois frascos spinners, os quais
continham previamente 50mL de meio VP-SFM suplementado com 5% (v/v) de SFB
ja contendo microcarregadores na concentracdo de 3g/L, totalizando um volume final
de 100mL. Os spinners que receberam as células tripsinizadas provenientes do
cultivo anterior foram submetidos a agitacao intermitente por 24 horas, sendo 5
minutos de agitacdo a 60rpm e uma hora de repouso. Apds 24 horas, foi removido
50mL do meio de cultivo VP-SFM antigo e adicionado 100mL de meio VP-SFM sem
soro fetal bovino totalizando um volume de trabalho de 150mL e a agitacdo continua
foi restabelecida a uma velocidade de 60rpm. A concentracdo final de

microcarregadores no sistema foi de 3,5¢g/L.

3.4. Metodologia Analitica

3.4.2. Determinacdo do crescimento celular em frascos estaticos

As amostras obtidas de cultivos em monocamada foram submetidas a
ensaios de contagem do numero de células e a viabilidade celular determinada
através do método de exclusdo do corante azul de trypan (Doyle e Griffths, 1998).
Este método baseia-se na incorporacdo do corante azul de trypan nas células
mortas, devido ao comprometimento da integridade da membrana plasmatica. A
contagem do numero de células totais e de células coradas (mortas) foi realizada em

camara de Neubauer, ap6és as diluicbes necessérias.

3.4.3. Determinagcdo da concentracdo de células nos cultivos com
microcarregadores

Nos cultivos celulares com microcarregadores, foi realizada a determinacéo
da concentracdo de células nos microcarregadores empregando o método de
coloracdo dos nucleos celulares com cristal violeta (Sanford et al. 1951). Amostras

de 1mL de suspensdo de células em microcarregadores foram recolhidas
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diariamente dos experimentos e transferidas para um microtubo de 1,5mL. Apos
centrifugagdo por 3 minutos a 100g, descartou-se 850uL do sobrenadante e
acrescentou-se o mesmo volume removido de uma solugéo de cristal violeta 0,1%
(m/v) em &cido citrico 0,1 M. Apo6s homogeneizacdo, as amostras foram mantidas
durante 1 hora a 37°C. A contagem dos nucleos corados com cristal violeta foi

realizada em camara de Neubauer, apés as diluicbes necessarias.

3.4.4. Determinacdo da concentracao de glicose e lactato

Nos cultivos de células Vero, tanto nos experimentos em frascos estaticos
como em frascos agitados tipo spinner, foram monitorados o consumo do substrato
glicose, bem como a formacdo do metabdlito lactato, o qual, dependendo da
concentracdo no meio de cultivo, pode ser téxico as células. A analise da
concentracdo de glicose e lactato presente no sobrenadante do meio de cultivo foi
realizada utilizando-se o analisador bioquimico YSI modelo 2700 (Yellow Springs
Instruments) com membranas proprias para deteccdo de ambas as substancias.
Brevemente, a concentracdo de glicose e lactato baseia-se na utilizacdo de uma
sonda contendo uma membrana onde as enzimas glicose oxidase e lactato oxidase,
respectivamente, estdo imobilizadas. A reacdo enzimatica gera peroxido de
hidrogénio, que é detectado em um eletrodo de platina, sendo proporcional a

concentracédo de ambas as substancias presentes na amostra.

3.4.5. Microscopia Optica

Estudos de microscopia Optica foram realizados para observacdo da
confluéncia da monocamada celular em frascos estaticos do tipo T e, também, para
analise da estrutura dos microcarregadores bem como a colonizacdo celular em sua
superficie durante o cultivo em frascos do tipo spinner. Foi utilizado o microscépio

optico invertido de modelo DM IRB (marca Leica).
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3.5. Planejamento experimental para avaliacdo do protocolo de agitacao

Para definir a melhor estratégia de escalonamento para o cultivo de células
Vero em microcarregadores, foi realizado um planejamento fatorial completo 22,
onde, na etapa de transferéncia de células de um microcarregador para outro, a
variavel agitacdo foi estudada no modo intermitente, bem como os intervalos de
intermiténcia e o respectivo tempo de duracdo para determinar a ocorréncia da
formacao de pontes de células entre os microcarregadores, como forma de avaliara
eficiéncia da transferéncia de células entre os microcarregadores. Para determinar o
erro experimental, o ponto central foi realizado em triplicata. As condi¢cdes
experimentais estao apresentadas na tabela 3.4 e a matriz do planejamento fatorial
completo 2% com as combinacdes das variaveis estabelecidas esta apresentada na
tabela 3.5. A velocidade de agitacdo durante o cultivo ndo foi alterada, sendo
mantida em 60rpm e o tempo de intermiténcia foi de 24 horas. Em todos os
experimentos, amostras diarias foram retiradas por um periodo minimo de sete dias
consecutivos, sendo determinada a concentracdo de células totais, a qual foi a

variavel resposta analisada.

Tabela 3.4: Condi¢Bes experimentais do planejamento fatorial completo 2%

Variaveis - 0 +
Repouso 30 minutos 45 minutos 60 minutos
Agitacéo 15 minutos 30 minutos 45 minutos

Tabela 3.5: Matriz do planejamento fatorial completo 2%,

Experimento Repouso Agitacao
2 + -
3 - +
4 - -
5 0 0
6 0 0
7 0 0
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3.6. Avaliacdo de parametros representativos do metabolismo celular

Para a avaliacdo das condicbes de cultivo, foram calculados alguns
parametros importantes relacionados ao metabolismo celular: concentragdo maxima
de células (Xmax), taxa especifica de crescimento celular (u), tempo de duplicacao (tq)
e coeficiente de rendimento de glicose em células (Yxsic), calculados conforme as

equacgbes 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Equacéo 1
IJexp = (Ian - |nX1)/(t2 - tl);
onde Uexp € a taxa especifica de crescimento durante a fase exponencial, sendo X,

concentragéo celular no tempo n (ty).

Equacéo 2
ta= (In2)/u
Onde tq € o tempo de duplicacao celular durante a fase exponencial.

Equacéo 3
Jaic= 1/X.(-dS/dT) =[-( Glc,-Gles)/(tz-t1)]. (X1-X2)/2

Equacéo 4

gLac = 1/Xv.(dS/dT) = [( Lace-Lacy)/(tx-t1)].(X1-X2)/2

Onde qggic € a taxa especifica de consumo de glicose, g,c @ taxa especifica de
formacéao de lactato e Glc, e Lac, sdo as concentracdes do componente no momento

n.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Cultivo de células Vero em meio livre de soro fetal bovino

Nesta secdo séo apresentados e discutidos os perfis de crescimento das
células Vero provenientes do banco de trabalho, adaptadas ao cultivo em meio livre
de soro fetal bovino, tanto em sistema estatico quanto em frascos do tipo spinner. A
partir da determinacao, para o sistema estacionario, dos periodos de cada fase do
crescimento (fase lag, exponencial e estacionaria), bem como as concentracdes
celulares maximas obtidas e a taxa especifica de consumo de glicose para as duas
condi¢cBes iniciais de inéculo utilizadas, foi possivel estabelecer as condi¢cdes
favoraveis (tempo de cultivo, volume de meio empregado e indculo celular) para o

subcultivo em frascos spinner das células Vero aderidas a microcarregadores.

4.1.1. Cinética de crescimento celular em frascos estacionéarios

Para caracterizar e avaliar o desempenho das células adaptadas ao meio de
cultivo sem SFB, 42 frascos T75cm? foram inoculados com células Vero em duas
diferentes concentracdes, 30.000 células/cm?® e 60.000 células/cm? sendo 21
frascos para cada concentracdo de indculo. Diariamente, por sete dias consecutivos
(168 horas), a concentragdo celular de trés garrafas de cada inoculo celular foi
determinada. Os valores meédios com seus respectivos desvios padrdao sao
mostrados na figura 4.11. Cultivos iniciados com concentracdo celular de 30.000
células/cm? alcancaram a fase estacionaria apds 96 horas de cultivo, sendo que a
fase de maior atividade proliferativa (fase exponencial do crescimento) aconteceu no
intervalo entre 24 e 96 horas.

Os cultivos iniciados com maior concentracdo celular (60.000 células/cm?)
alcancaram a fase estacionaria em 72 horas, apresentando uma fase de maior
atividade proliferativa (fase exponencial do crescimento) no intervalo entre 24 e 72

horas, conforme mostrado na figura 4.9. As concentracdes celulares maximas, ao
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final da fase exponencial, foram 270.000+2,5 células/cm? e 293.000+3 células/cm?,
para os in6culos de 60.000 e 30.000 células/cm?, respectivamente.

As velocidades especificas de crescimento celular foram calculadas por
regressdo para ambas as concentracdes celulares na fase exponencial de
crescimento. Os valores encontrados foram 0,0281 h™* para o inéculo de 30.000
células/cm? e 0,0273 h™ para o in6culo de 60.000 células/cm?. Com base nesses
dados, o tempo de duplicacdo celular foi calculado, sendo de 24,7 horas para o

indculo de 30.000 células/cm? e de 25,4 horas para o de 60.000 células/cm?.

35 4

30

25

20
——Indculo 30.000/cm2

(10%células/cm?)

—&-Indculo 60.000/cm2

Concentragao de células vidveis

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (horas)

Figura 4.9: Cinética de crescimento celular de células Vero com diferentes concentragées de inoculo:
( ©) 30.000 células/cm?® e ( o) 60.000 células/cm®. Os resultados representam a média de 3
replicatas bioldgicas e seu desvio padréo.

De acordo com os resultados, foi observado que a menor concentracdo de
inoculo pode ser a mais indicada para a rotina de manutencéo celular, pois permitiu
passagens a cada 4 dias sem alongar demasiadamente a fase lag. A microscopia
dos cultivos foi acompanhada diariamente (Figura 4.10) e mostrou que a densidade
celular na superficie de crescimento da cultura com o maior in0culo apresentou um
grau de ocupacéo elevado em 24 horas de cultivo, além de monocamada totalmente
confluente em 72 horas, corroborando para alcance da fase estacionaria ap0s este

periodo.
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Figura 4.10: Microscopia dos cultivos de 30.000 células/cm? e 60.000 células/cm?.
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30.000 células/cm? 60.000 células/cm?

Continuacéo da Figura 4.10: Microscopia dos cultivos de 30.000 células/cm? e 60.000 células/cm?.

O consumo de glicose e formacdo de lactato nos cultivos de células Vero
adaptadas ao meio livre de SFB inoculadas em sistema estatico nas concentracdes
30.000 células/cm? e 60.000 células/cm? foram determinados e estéo apresentados,
respectivamente, nas figuras 4.11A e 4.11B.
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Figura 4.11 A e B: ( 11 ) Consumo de glicose, ( ) formacdo de lactato e ( ¢ ) concentracdo de
células Vero viaveis cultivadas em sistema estatico, para inéculo inicial de 30.000 células/cm? (A) e
60.000 células/cm? (B) utilizando meio de cultivo VP-SFM.

Tanto para a condigdo de cultivo com menor concentracdo inicial de células,
como para a de maior concentracdo, durante todo o periodo de cultivo, as
concentracdes de glicose ndo se esgotaram. As concentracdes de lactato formadas
durante o mesmo periodo para as duas condi¢des de inoculacdo celular também
nao atingiram niveis inibitérios, sendo os niveis de lactato acima de 2g/L (Ozturk et
al. 1992). Os niveis de glicose foram superiores ao Ks (coeficiente de Monod)
reportado para hibridomas. Este parametro do modelo de Monod representa a
concentracdo de substrato em que o 1 é diminuido pela metade do seu maximo e foi
reportado para hibridomas na faixa de 0,2g/L a 0,6g/L (Ozturk et al. 1997). Desta
forma, conclui-se que o crescimento celular ndo foi comprometido nem por

esgotamento nutricional nem por inibicdo por formacao de lactato.
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A Figura 4.12 apresenta a taxa especifica de consumo de glicose observada
para as células Vero adaptadas ao meio livre de SFB, inoculadas em sistema
estatico com concentracdes iniciais de 30.000 células/cm? e 60.000 células/cm?.
Durante o periodo de 96 horas pds-indculo, o cultivo com menor concentracao inicial
de células apresentou uma maior taxa especifica de consumo de glicose. Durante a
fase exponencial de crescimento da cultura de menor inéculo (24 a 96 horas), as
taxas especificas de consumo de glicose se assemelharam as respectivas taxas do
cultivo de maior in6culo, quando essas culturas apresentaram um grau semelhante
de ocupacéao da superficie de crescimento. Por exemplo, com 48 horas de cultivo na
condicdo inoculada com 60.000 células/cm?, a taxa especifica de consumo de
glicose (7,41x10g/h/célula) assemelhou-se a taxa (7,08x10''g/h/célula) na
condicdo inoculada com 30.000 células/cm?, com 72 horas de cultivo. Nestes dois
tempos, o espalhamento e ocupacdo das células na superficie dos frascos
encontraram-se semelhantes, conforme apresentado na Figura 4.10. O mesmo

fenébmeno foi observado para o periodo de 72 e 96 horas de ambos os cultivos.
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Figura 4.12: Determinacdo da taxa especifica de consumo de glicose das diferentes concentracfes
de inéculo em frascos T: ( 0') 30.000 células/cm® e ( 0') 60.000 células/cm?.

4.1.2. Comparacao do uso de meio com soro fetal bovino e meio condicionado

na etapa de tripsinizac&o de células Vero

O crescimento de células animais utilizando meios totalmente livres de SFB e
de proteinas de origem animal é de extrema importancia na obtencdo de produtos

voltados para a salde humana. Isto se deve a constante pressdo por parte das
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agéncias regulatorias para a eliminacdo de insumos de origem animal, que possam
representar fonte de contaminagdo por agentes adventicios, como é o caso da
Encefalite Bovina Espongiforme (Lubniecki,1998).

O SFB contém inibidores de proteases que fazem com que ele seja utilizado no
processo de tripsinizacdo, inativando a tripsina empregada neste procedimento
(Lundgren e Bluml, 1998; Doyle e Griffiths, 1998). O cultivo de células animais em
meios livres de SFB exige alternativas para sua substituicdo no processo de
inativacdo da tripsina, de forma que em nenhuma etapa do processo este insumo
seja utilizado, garantindo mais seguranca e melhor qualidade ao produto vacinal
final. O uso de inibidores de tripsina € uma alternativa para a neutralizacdo da
atividade desta enzima nos procedimentos de tripsinizacdo. No entanto, em escala
industrial, a utilizacdo de um insumo de alto custo como os inibidores de tripsina
pode aumentar os custos de producdo. Uma alternativa seria a inativacdo da
atividade da tripsina utilizando meio condicionado, ou seja, o préprio meio onde as
células foram cultivadas. No meio condicionado ha uma série de componentes,
inclusive proteinas secretadas pelas células, que podem contribuir no processo de
inativacdo da tripsina. Estas duas alternativas de inativacdo citadas acima foram
comparadas com a inativacao da tripsina utilizando meio VP-SFM com 5% (v/v) de
SFB, sendo avaliadas através dos experimentos de passagem das células Vero
tanto de frascos estacionarios para frascos agitados do tipo spinner empregando
microcarregadores, como de frascos estacionarios para frascos estacionarios.

Apesar do uso de inibidor de tripsina ser eficaz no processo de inativacdo da
tripsina (Zhouet al. 1989) e ser utilizado em garrafas estacionérias (Allikmets et al.
2009),neste trabalho, o uso do inibidor se mostrou inviavel na etapa de tripsinizagéo
guando se faz uso de microcarregadores, porque suspensdes celulares provenientes
de uma etapa de tripsinizacdo empregando inibidor de tripsina ndo foram capazes
de se aderir ao microcarregador Cytodex 1. Além da né&o colonizacdo dos
microcarregadores, as células inoculadas formaram grumos celulares que
prejudicaram e impossibilitaram o cultivo. No entanto, é encontrada na literatura a
utilizac&o do inibidor de tripsina de soja em células Vero na producdo de virus para
fabricacdo de vacinas com resultados satisfatorios. Em um desses trabalhos, para a
producdo do virus influenza, é utilizado o inibidor de tripsina em células Vero
utilizando microcarregadores Cytodex 1, porém nao € utilizada tripsina de origem
animal (pancreas suino) para o desprendimento as células e sim proteases

recombinantes, a TrypLE Select (Invitrogen) ou a Accutase (PAA Laboratories) (GE
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Healthcare, 2011). Durante esse processo de tripsinizacdo, as células foram
mantidas por 2 minutos a 37°C em contato com uma destas proteases e, em
seguida, as células foram transferidas para um biorreator do tipo wave com meio de
cultivo ja contendo inibidor de tripsina, sendo 20mg de inibidor de tripsina para cada
100mL de TrypLE Select em 2 litros de meio de cultivo (GE Healthcare, 2011).

A figura 4.13 compara o crescimento de células Vero em microcarregadores
em frascos spinner, cujos procedimentos de obtencdo do inoculo celular
compreenderam o uso de meio com SFB e meio condicionado para a inativacédo da
tripsina. Nao houve diferenca significativa no crescimento das células entre os
spinners cujo processo de inativacdo utilizou meio com 5% (v/v) de SFB e os
spinners onde foi utilizado meio condicionado. As imagens do cultivo em spinners
também ndo apontam diferencas significativas na colonizacdo dos
microcarregadores pelas células Vero, quando meio condicionado ou meio contendo
SFB foram utilizados na etapa de obtencdo de uma suspensdo celular por
tripsinizacdo, conforme observado na figura 4.14.

—e—SFB

—8— Meio
condicionado

Concentragao de células totais
{105 células/mL)

0 T T T 1

0 24 48 72 96
Tempo (horas)

Figura 4.13: Cinética de crescimento celular da célula Vero em microcarregadores em frascos
spinner, cujos procedimentos de obtengdo do indculo celular compreenderam o uso de ( ¢ ) meio com

SFB 5% (v/v) e ( O ) meio condicionado para a inativagdo da tripsina. Os resultados representam a
média de 2 replcatas bioldgicas e 3 replicatas técnicas e seu desvio padrao.
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Meio com SFB Meio condicionado

Figura 4.14: Microscopia do cultivo de células Vero em microcarregadores empregando spinners, cujo
inoculo foi proveniente de processo de tripsiniza¢édo utilizando meio condicionado e meio com SFB,
conforme descrito na figura.
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No entanto, as mesmas suspensfes de células provenientes da etapa de
neutralizacdo da atividade da tripsina empregando o meio condicionado, quando
utiizadas na inoculagdo em frascos T, promoveram a formacdo de uma
monocamada celular ndo homogénea, com falhas ou espacos nao colonizados,
diferentemente daquelas em que se utilizou meio suplementado com SFB. A
presenca de falhas na monocamada celular torna-se mais evidente & medida que a
populacdo celular aumenta, cobrindo toda a area do frasco, como pode ser
observado na figura 4.15.

Meio com SFB Meio condicionado

Figura 4.15: Microscopia do cultivo de células Vero em frascos T estaciondrios utilizando indculo cujo
processo de tripsinizacdo foi utilizado meio condicionado e meio com soro fetal bovino, conforme
descrito na figura.
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Visando estabelecer uma metodologia que ndo empregasse o uso de soro fetal
bovino na etapa de tripsinizacdo das células, a condicdo experimental empregando
meio condicionado para a inativacdo da tripsina foi modificada. Supondo que as
falhas na monocamada celular pudessem ser provenientes de uma inativacao
parcial da atividade da tripsina, foi incluida uma etapa extra de lavagem da
suspensao celular com meio condicionado. A figura 4.16 mostra que a introducéo
de uma segunda etapa de lavagem com meio condicionado reduziu
significativamente a ocorréncia desse evento, apresentando uma monocamada
homogénea e confluente.

Este protocolo utilizando meio condicionado para neutralizar a atividade da
enzima tripsina apresentou algumas vantagens em relagdo ao uso de soro fetal
bovino e do inibidor de tripsina. Além da eliminacdo do soro animal, uma outra
vantagem seria 0 baixo custo, pois é utilizado o proprio meio de cultivo em que as
células foram cultivadas e ndo sdo requeridos suplementos adicionais, como o
inibidor de tripsina, reduzindo os custos com insumos. Além disso, o ndo uso do soro

fetal bovino ou do inibidor de tripsina pode facilitar o processo de recuperagédo e

purificagéo do produto final.

Figura 4.16: Microscopia do cultivo de células Vero em frascos T estacionarios utilizando in6culo cujo
processo de tripsinizacdo foi utilizado meio condicionado e empregada uma segunda etapa de
lavagem.

4.1.3. Cinética de crescimento celular em spinners

Uma vez conhecidos os periodos para cada fase do crescimento (fase lag,

exponencial e estacionaria) das células Vero adaptadas ao cultivo em meio livre de
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SFB em frascos T e também tendo-se estabelecido o método de inativacdo da
tripsina mais apropriado para a obtengdo da biomassa necessaria para o indculo dos
spinners, foi realizado um estudo cinético para conhecer o perfil de crescimento
dessas células em sistema agitado utilizando microcarregadores e assim, determinar
as condicdes a serem utilizadas nos estudos de escalonamento da etapa de
inoculagdo das células. As células Vero na concentracdo inicial de 30.000
células/cm?, foram cultivadas em meio livre de SFB em frascos T durante quatro dias
(96 horas). Apos tripsinizacdo das células, a atividade da tripsina foi neutralizada
com duas lavagens com meio condicionado e as células foram utilizadas como
in6culo dos spinners contendo 3g/L de microcarregadores.

A figura 4.17 mostra o perfil de crescimento das células e indica que o final da
fase exponencial esta em 72 horas. A taxa especifica de crescimento e o tempo de
duplicacdo durante a fase exponencial de crescimento foram calculados por
regresséo e os valores encontrados foram 0,025 h™ e 27,72 horas, respectivamente.
Petriot e colaboradores também realizaram um estudo sobre o perfil cinético de
células Vero adaptadas ao meio livre de SFB (meio de cultivo ndo especificado no
estudo) em microcarregadores utilizando frascos tipo spinner, sendo inoculadas 2.75
x10°células/mL (Petriot et al. 2010). Nessa condicdo de cultivo, as células Vero
foram capazes de atingir uma taxa especifica de crescimento de 0,021 h™* e uma
concentracao celular maxima de 9,6x10° células/mL apés 90 horas de cultivo (Petriot
et al. 2010). Um crescimento similar em meio de cultivo livre de SFB também foi
registrado por outros pesquisadores (Quesney et al. 2003; Rourou et al.2009;
Trabelsi et al. 2006). O perfil cinético encontrado na literatura se assemelha ao que
foi demonstrado neste trabalho, embora sejam ligeiramente inferiores ao obtido no

presente trabalho.
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Figura 4.17: ( 0 ) Cinética de crescimento celular da célula Vero em microcarregadores em frascos
spinner, cujo procedimento de obtencdo do indculo celular se deu através do uso de meio
condicionado para a inativacdo da Tripsina. Os resultados representam a média de 3 replicatas
biolégicas, 2 replicatas técnicas de cada uma delas e seu desvio padréo.

4.2. Ensaios de transferéncia de células Vero pela metodologia bead-to-bead

4.2.1. Transferéncia bead-to-bead utilizando agitacdo intermitente e continua

Uma vez conhecida a cinética de crescimento das células Vero em meio de
cultivo VP-SFM sem soro fetal bovino utilizando sistema agitado e
microcarregadores, foram estudadas as formas de obtencdo de indculo para a
ampliacdo de escala.

A transferéncia bead-to-bead propde uma solugcdo simples para o
escalonamento de processos que utilizam células aderentes em microcarregadores.
Normalmente, essa transferéncia acontece quando as células se soltam de
microcarregadores confluentes e aderem em microcarregadores vazios (Cong et
al.2001; Kong et al. 1998) ou, entdo, através da formacdo de pontes celulares entre
os microcarregadores (Cherry e Papoutsakis 1998; Durrschmid et al. 2003). No
entanto, Wang e Ouyang (1999) demonstraram que a transferéncia em células Vero
acontece da segunda forma e que o contato direto fornecido pela agitacéo
intermitente poderia promover a formacdo de pontes de células, contudo, as
variaveis que afetam o fendmeno de pontes ainda precisam ser melhor estudados.
Dessa forma, foi realizada uma série de experimentos para se investigar algumas
dessas variaveis, tais como o tempo de agitacdo e de repouso durante o periodo de

intermiténcia.
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Segundo Wang e Ouyang (1999), a agitacao intermitente € a forma mais
simples de se promover uma ampliacdo de escala, pois permite que as células
tenham tempo suficiente para entrar em contato com um microcarregador vazio,
migrar para o mesmo e se multiplicar. A metodologia empregada é o ponto de
partida desta etapa do trabalho. A comparacdo da agitacao intermitente e continua
foi proposta, sendo que a intermiténcia se deu por 7 horas, ja que ndo se dispunha
de um temporizador, com 30 minutos de repouso e 30 minutos de agitacéo.

Na figura 4.18, observa-se que o spinner de transferéncia, representado pela
primeira curva do grafico (em verde), alcancou concentracfes de aproximadamente
7x10° células/mL, sendo ent&o, realizada a transferéncia bead-to-bead com 72 horas
de cultivo. Observa-se que ndo houve crescimento celular significativo ap6s o
procedimento de transferéncia, independentemente do modo de agitacdo ao qual o
sistema foi submetido. A figura 4.19 mostra que as concentracdes de glicose e
lactato no meio de cultivo foram bastante semelhantes em ambos os modos de
agitacdo e ndo alcancaram niveis inibitérios, concluindo que nédo contribuiram para o

impedimento do crescimento celular.
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w
‘_3" ‘g (agitacdo continua)
= 5
o= —ée— Agitacdo continua
€3 4- |
(=T 5
w Y
g 3 /1
£ _
§ 2 & —8— Agitacio
5 1 intermitente
’ |

O T T MI T T T T 1

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo {horas)

Figura 4.18: Comparagéo do crescimento celular entre os sistemas de ( ¢ ) agitagdo continua e ( 0)
intermitente. O momento da transferéncia e o inicio do processo de intermiténcia se deram com 72
horas de cultivo (¥) tendo duragéio de 7 horas com intervalos de 30 minutos de repouso e 30 minutos
de agitacdo. ApoOs este periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os resultados
representam a média de 2 replicatas biologicas e 2 replicatas técnicas e seu desvio padréo.
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Figura 4.19: Determinacdo da concentragéo de ( ¢) glicose e ( ') lactato no meio de cultivo para os
spinners submetidos ao modo de agitacao continuo (A) e intermitente (B).

Utilizando um temporizador, foi feito um ensaio utilizando um tempo de
intermiténcia de 48 horas conforme proposto por Wang e Ouyang (1999). Contudo,
diferentemente destes autores, empregaram-se intervalos de 30 minutos de agitacéo
e 30 minutos de repouso. A figura 4.20 mostra que nao houve crescimento
significativo ap0s a transferéncia e que as concentracdes de glicose e lactato (figura
4.21) nao foram fatores limitantes no processo, ja que ndo se encontravam em

niveis inibitérios.
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Figura 4.20: Determinagdo da concentragdo celular em processo de transferéncia bead-to-bead
utilizando o modo de agitacdo intermitente durante 48 horas. Em 72 horas (¥), foi realizada a
transferéncia celular, com o inicio da agitac&o intermitente em 72 horas ({) e final em 120 horas ({),
com intervalos de 30 minutos de repouso €30 minutos de agitagdo. Apés este periodo, o cultivo foi
mantido sob agitagdo continua. Os resultados representam a média de 2 replicatas técnicas e 2
replicatas bioldgicas e seu desvio padréo.
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Figura 4.21: Determinacdo da concentracdo de ( © ) glicose e ( (1) lactato no meio de cultura. Glicose
e lactato foram medidos diariamente durante o periodo de transferéncia em processo utilizando o
modo de agitacéo intermitente por 48 horas, em intervalos de 30 minutos de agitacdo e 30 minutos de
repouso e posteriormente seguido de agitacao continua.
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4.2.2. Transferéncia bead-to-bead empregando planejamento experimental

Baseando-se nas referéncias bibliograficas (Luo et al. 2008; Wang e Ouyang,
1999) que obtiveram sucesso na transferéncia bead-to-bead através da agitacao
intermitente, foram estudadas as condi¢cdes de intermiténcia e repouso, visando
alcancar a transferéncia de células de microcarregadores colonizados para 0s
vazios, condicdo essencial para o escalonamento do processo. Com este objetivo,
foi realizado um planejamento experimental e, consequentemente, foi feita uma
programacdo dos experimentos considerando algumas variaveis (tabela 3.5 —
Materiais e Métodos).

Luo e colaboradores (2008) empregaram o método de Taguchi L8 para a
determinacado de alguns parametros criticos que pudessem interferir na eficiéncia da
formacdo das pontes de células entre microcarregadores colonizados e néo
colonizados na transferéncia bead-to-bead utilizando células Vero (sendo
empregadas 8 horas de agitacdo intermitente, seguidas de agitacdo continua
durante o restante do cultivo). Neste artigo, quatro variaveis foram estudadas: tempo
de agitacdo e repouso, velocidade de agitacdo e a presenca de SFB 5% (v/v) no
meio de cultivo. Andlises estatisticas indicaram que o0s tempos de repouso e
agitacdo bem como a interacdo entre eles, sdo muito importantes. Desta forma, no
presente trabalho, foram estudados apenas os tempos de agitacdo e repouso, ja que
a influéncia da presenca do soro fetal bovino é bastante complexa na formacéo das
pontes de células e ndo apresentou resultados significativos. A velocidade de
agitacdo também é complexa pois, caso seja muito alta, tanto pode favorecer a
formacdo das pontes devido ao aumento do numero de colisbes entre o0s
microcarregadores confluentes e vazios, mas também destruir essas pontes ja que
sao interagdes fracas (Luo et al. 2008).

De forma resumida, a tabela 4.6 mostra a matriz de experimentos utilizada
para avaliar o crescimento de células Vero nos microcarregadores microporosos
Cytodex 1, contendo as condi¢cdes experimentais testadas e os resultados obtidos
em termos de concentracdo celular maxima. Os cultivos foram avaliados por um
periodo minimo de sete dias, sendo computadas as maximas concentracoes
celulares obtidas em cada experimento, independentemente do tempo de cultivo que

foi necessario para obté-las.
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Tabela 4.6: Matriz do planejamento fatorial completo 2? para a determinacdo das melhores condicfes
para transferéncia bead-to-bead. A matriz demonstra os pontos experimentais codificados, os valores
inicias e maximos da concentracéo celular observados e o seu percentual de incremento. O repouso
foi avaliado entre 30 e 60 minutos e a agitacéo entre 15 e 45 minutos.

©)

©)

Experimento Repouso Agitacéo Concentracéo Concentracéo Aumento da
celular inicial celular médxima concentracéo
(10°células/mL)  (10° células/mL) celular (%)
60 minutos 45 minutos 2,33 3,84 64,8
) (+)
60 minutos 15 minutos 2,38 7,15 200,4
) Q)
30 minutos 45 minutos 2,32 2,86 23,3
Q] (+)
30 minutos 15 minutos 3,18 3,40 7,0
Q] Q)
45 minutos 30minutos 3,53 3,9 10,5
(0) (0)
45 minutos 30 minutos 2,80 3,05 8,9
(0) (0)
45 minutos 30 minutos 2,60 2,98 14,6

Inicialmente o intervalo de intermiténcia foi 60 minutos de repouso e 15
minutos de agitacdo (experimento 2) por 24 horas e a velocidade de agitacdo
mantida a 60 rpm. Pode-se observar, na figura 4.22, que, nestas condi¢cfes, houve
um crescimento celular relevante comparado com os resultados anteriores, porém
sem observar duplicagdo da concentracdo celular a cada dia. A figura 4.23
representa a determinacdo das concentragfes de glicose e lactato no meio de
cultivo.

Fotografias ao microscopio, referentes a todo o processo de transferéncia,
desde o spinner de transferéncia, o qual serviu de inéculo, até o segundo, que foi
submetido ao processo de agitacdo intermitente, estdo apresentadas na figura 4.24.
As imagens mostram de forma clara a formacdo de pontes de células, mostrando
que muitos dos microcarregadores vazios foram colonizados, fato que poderia
justificar o crescente aumento do nimero de células ja que estariam se multiplicando

Nos Novos microcarregadores.
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Figura 4.22: Determinacdo da concentracdo celular do processo de transferéncia bead-to-bead
referente ao experimento 2 do planejamento fatorial completo 2° empregando agitacdo intermitente
por 24 horas. Em 72 horas () foi realizada a transferéncia celular, com o inicio da agitagdo
intermitente em 72 horas (¥) e final em 96 horas ({), em intervalos de 15 minutos de agitacdo e 60
minutos de repouso. Apés este periodo, o cultivo foi mantido sob agitagcdo continua. Os resultados
representam a média de 2 replicatas bioldgicas e 2 replicatas técnicas e seu desvio padrao.
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Figura 4.23: Determinacdo da concentracdo de glicose e lactato no meio de cultura referente ao
experimento 2 do planejamento fatorial completo 2°. Glicose e lactato foram medidos diariamente
durante o periodo de transferéncia em processo utilizando o modo de agitacdo intermitente por 24
horas, em intervalos de 15 minutos de agitac@o e 60 minutos de repouso. Apds este periodo, o cultivo
foi mantido sob agitacdo continua. A seta indica momento em que foi realizada a substituicdo de
100mL do meio.

Seguindo o planejamento experimental cuja sequéncia de experimentos se
deu de forma aleatdria, em nenhum dos demais experimentos foi observado um
crescimento celular expressivo. O experimento 1, o qual foi submetido a 45 minutos

de agitacdo e 60 minutos de repouso, esta representado na figura 4.25, bem como a
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determinacdo das concentracdes de glicose e lactato no meio de cultivo, na figura
4.26.

Figura 4.24: Microscopia do acompanhamento do processo de transferéncia, sendo 1A e 1B
referentes ao segundo dia de cultivo do spinner de transferéncia; 2A e 2B ao terceiro dia de cutivo; 3A
e 3B sdao referentes ao primeiro dia nos spinners submetidos a agitacdo intermitente; 4A e 4B ao
segundo dia de agitacdo intermitente e 5A e 5B ao terceiro dia. As setas indicam onde pode ser
visualizado o fenémeno de ponte.
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Continuacéo da Figura 4.24: Microscopia do acompanhamento do processo de transferéncia, sendo
1A e 1B referentes ao segundo dia de cultivo do spinner de transferéncia; 2A e 2B ao terceiro dia de
cutivo; 3A e 3B sao referentes ao primeiro dia nos spinners submetidos a agitagdo intermitente; 4A e
4B ao segundo dia de agitacdo intermitente e 5A e 5B ao terceiro dia. As setas indicam onde pode
ser visualizado o fendmeno de ponte.
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Figura 4.25: Determinacdo da concentragdo celular do processo de transferéncia bead-to-bead
referente ao experimento 1 do planejamento fatorial completo 22 empregando agitacdo intermitente
por 24 horas. Em 72 horas (¥) foi realizada a transferéncia celular, com o inicio da agitacdo
intermitente em 72 horas ({) e final em 96 horas (), em intervalos de 60 minutos de repouso e 45
minutos de agitacdo. Apés este periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os resultados
representam a média de 2 replicatas bioldgicas e 2 replicatas técnicas e seu desvio padréo.
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Figura 4.26: Determinagdo da concentracdo de glicose e lactato no meio de cultura referente ao
experimento 1 do planejamento fatorial completo 2% Glicose e lactato foram medidos diariamente
durante o periodo de transferéncia em processo utilizando o modo de agita¢éo intermitente por 24
horas, em intervalos de 60 minutos de agitacdo e 45 minutos de repouso e, posteriormente, seguido
de agitagéo continua.

O experimento 3, submetido a 45 minutos de agitacdo e 30 minutos de
repouso, também ndo apresentou resultados positivos quanto a eficiéncia da
transferéncia de células de um microcarregador para outro, tomando por base a
avaliacdo do crescimento celular conforme indicado na figura 4.27. As
concentracbes de glicose e lactato no meio de cultivo (figura 4.28) néo

demonstraram ser a causa desse fendémeno.
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Figura 4.27: Determinacdo da concentracdo celular do processo de transferéncia bead-to-bead
referente ao experimento 3 do planejamento fatorial completo 2° empregando agitacdo intermitente
por 24 horas. Em 72 horas () foi realizada a transferéncia celular, com o inicio da agitagéo
intermitente em 72 horas (Y)e final em 96 horas (¥), em intervalos de 30 minutos de repouso e 45
minutos de agitacdo. ApOs este periodo, o cultivo foi mantido sob agitagdo continua. Os resultados
representam a média de 2 replicatas biol6gicas e 2 replicatas técnicas e seu desvio padrao.
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Figura 4.28: Determinacdo da concentracdo de glicose e lactato no meio de cultura referente ao
experimento 3 do planejamento fatorial completo 2%, Glicose e lactato foram medidos diariamente
durante o periodo de transferéncia em processo utilizando o modo de agitacéo intermitente por 24
horas, em intervalos de 45 minutos de agitacdo e 30 minutos de repouso e, posteriormente, seguido
de agitacdo continua.

O experimento 4, cujo resultado € mostrado nas figuras 4.29 e 4.30, também
€ inexpressivo em relacdo a concentracao celular e as concentracdes de glicose e

lactato no meio de cultivo ndo foram fatores limitantes.
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Figura 4.29: Determinacdo da concentragdo celular do processo de transferéncia bead-to-bead
referente ao experimento 4 do planejamento fatorial completo 2> empregando agitagdo intermitente
por 24 horas. Em 72 horas () foi realizada a transferéncia celular, com o inicio da agitag&o
intermitente em 72 horas (1) e final em 96 horas ({), em intervalos de 30 minutos de repouso e 15
minutos de agitacdo. Apés este periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os resultados
representam a média de 2 replicatas bioldgicas e 2 replicatas técnicas e seu desvio padrao.
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Figura 4.30: Determinacdo da concentracdo de glicose e lactato no meio de cultura referente ao
experimento 4 do planejamento fatorial completo 2% Glicose e lactato foram medidos diariamente
durante o periodo de transferéncia em processo utilizando o modo de agitacéo intermitente por 24
horas, em intervalos de 15 minutos de agitacdo e 30 minutos de repouso e, posteriormente, seguido
de agitacdo continua.

Os experimentos 5, 6 e 7 sdo referentes ao ponto central, o crescimento
celular é representado pela figura 4.31 e as respectivas concentracdes de glicose e
lactato no meio de cultivo ao longo do processo € representado pela figura 4.32. O
ponto central representa 0s experimentos nos quais as variaveis estdo em seus
valores médios, os quais, neste trabalho, correspondem aos niveis testados
previamente ao planejamento experimental. Além disso, devido ao elevado nimero

de replicatas biol6gicas, evidencia repetibilidade do processo.
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Figura 4.31: Determinacdo da concentracdo celular do processo de transferéncia bead-to-bead
referente aos experimentos 5, 6 e 7 do planejamento fatorial completo 2° empregando agitacédo
intermitente por 24 horas. Em 72 horas ({) foi realizada a transferéncia celular, com o inicio da
agitacdo intermitente em 72 horas ({) e final em 96 horas (1), em intervalos de 45 minutos de repouso
e 30 minutos de agitacdo. Apds este periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os
resultados representam a média de 2 replicatas técnicas e seu desvio padrao.
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Figura 4.32: Determinacdo da concentracdo de glicose (A) e lactato (B) no meio de cultura referente
aos experimentos 5, 6 e 7 do planejamento fatorial completo 2°. Glicose e lactato foram medidos
diariamente durante o periodo de transferéncia em processo utilizando o modo de agitacédo
intermitente por 24 horas, em intervalos de 30 minutos de agitacdo e 45 minutos de repouso e,
posteriormente, seguido de agita¢éo continua.

Com excecdo do experimento 2, todos os outros, conforme as observacdes
realizadas ao microscoépio, apresentaram pouca ou nenhuma formacao de pontes de
células, fato que pode justificar a ndo migracdo das mesmas para outros
microcarregadores e, consequentemente, a auséncia de crescimento celular. A néo
utilizacdo das ferramentas estatisticas para analise desses resultados é justificada
pelo fato dos valores de concentracdo celular nos experimentos, que seriam
utilizadas como valores de resposta do planejamento, serem baixos e proximos,
exceto por um ponto (experimento 2), inviabilizando tal analise.

Dessa forma, apesar da expectativa de que o0s pontos analisados
proporcionassem melhores resultados, os valores de resposta obtidos no ponto 2,
em termos de crescimento celular, sugerem que, dentre todas as condi¢des
experimentais testadas, esta seria a mais favoravel para a transferéncia das células
cultivadas em microcarregadores Cytodex 1.

Sendo assim, pode-se inferir que a proporcao entre o tempo de repouso e
agitacdo é importante para proporcionar tempo de contato suficiente entre as
células, favorecendo a formacao das pontes de células conforme ja relatado por
Wang e Ouyang (1999).
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4.2.3. Transferéncia bead-to-bead empregando soro fetal bovino

Com o objetivo de investigar a influéncia do soro fetal bovino sobre a
transferéncia bead-to-bead, foi feito um experimento suplementando o meio de
cultivo com 5% (v/v) de SFB e adotando as mesmas condi¢cBes do experimento 2 (60
minutos de agitacdo e 15 minutos de repouso), conforme mostrado na figura 4.22.
Comparando os experimentos do ponto 2 com e sem SFB 5% (v/v), ambos
apresentaram crescimento significativo, alcancando concentracdes celulares na
faixa 7,15x10° células/mL e 9,6x10° células/mL apds a transferéncia celular, nos
experimentos sem suplementacao e com suplementacédo de SFB, respectivamente.

No entanto, apesar desta suplementacdo estar relacionada a uma melhor
proliferagao celular devido aos fatores mitogénicos presente no soro fetal bovino, o
experimento utilizando esta estratégia alcancou um percentual de incremento da
concentracdo na faixa de 95,5% em relacdo a sua concentracdo inicial, enquanto o
experimento livre de SFB alcangou cerca de 200,4%, como mostrado na tabela 4.6.

Sugere-se que a utilizacdo do SFB como suplemento ao meio VP-SFM nao
influencie significativamente a proliferacao celular apos a transferéncia, uma vez que
o percentual de incremento da concentracdo atingido na sua auséncia foi superior,
apesar da concentragdo celular maxima alcancada, que pode ser explicada pela

maior concentracao celular inicial utilizada como indculo.
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Figura 4.33: Determinacdo da concentragdo celular do processo de transferéncia bead-to-bead
utilizando 5% (v/v) de SFB no meio de cultivo empregando o modo de agitagdo intermitente por 24
horas. Em 72 horas () foi realizada a transferéncia celular, com o inicio da agitacéo intermitente em
72 horas () e final em 96 horas (Y), em intervalos de 60 minutos de repouso e 15 minutos de
agitacao. Apos este periodo, o cultivo foi mantido sob agitacdo continua. Os resultados representam
a média de 2 replicatas bioldgicas e 2 replicatas técnicas e seu desvio padrao.
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4.2.4. Tripsinizagao celular em microcarregadores

Uma vez que os resultados obtidos no planejamento experimental ndo se
mostraram tdo eficientes, investigou-se uma nova estratégia que parte do principio
do desprendimento das células dos microcarregadores para que estas possam
aderir novamente tanto aos novos microcarregadores quanto aos antigos
provenientes do inoculo anterior. Para isso, foi utilizada a metodologia de
tripsinizacdo das células aderidas aos microcarregadores, utilizando tripsina.

Diferentes volumes de solugdo tripsina/verseno foram testados para se
determinar o volume que proporcionasse um processo de tripsinizacao eficaz. A
principio, como o objetivo foi apenas determinar o volume ideal de solucao
tripsina/verseno a ser utilizado, a inativagdo dessa tripsina foi feita com meio VP-
SFM suplementado com 5% (v/v) de SFB. Mendonca e colaboradores (1999)
mostraram, em trabalhos utilizando o soro fetal de bezerro (FCS), que a habilidade
das células Vero de se espalhar sobre a superficie dos microcarregadores €
totalmente dependente da presenca deste insumo e que a taxa de espalhamento
diminui progressivamente com a adi¢cdo retardada do mesmo ao meio de cultura.
Quando as células Vero em suspenséao cultivadas em meio de cultura suplementado
com FCS 5% (v/v) entraram em contato com microcarregadores (também
previamente incubados com meio de cultivo suplementado), o espalhamento celular
se iniciou apdés uma hora do contato inicial e atingiu 87% das células apGs 8 horas
de cultivo. Em culturas sem FCS, o espalhamento celular come¢cou somente apos 2
horas, atingindo cerca de 82% das células em 8 horas (Mendonca et al. 1999).
Dessa forma, além de inativar a tripsina (GE Healthcare, 2005), o soro parece ser
importante no espalhamento das células na superficie dos microcarregadores
(Mendonga et al. 1999) e também na adesé&o celular devido a presenca de proteinas
tais como a fibronectina (Luo et al. 2008), reforcando 0s motivos para a utilizacao de
soro fetal bovino nessa etapa.

Partindo do spinner de transferéncia contendo células Vero aderidas a
microcarregadores Cytodex 1 em meio sem SFB por 3 dias (quando as mesmas
alcancaram o final da fase exponencial), foram realizadas trés lavagens prévias com
uma solucéo de verseno, visto que tal procedimento poderia otimizar o processo de
tripsinizacdo, e em seguida, foi realizada tripsinizacéo utilizando um volume de 50mL
de tripsina/verseno. O sistema foi submetido a uma agitacado continua de 80rpm por

3 minutos durante este procedimento. Apesar de ter sido eficiente em desprender
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as células dos microcarregadores, a figura 4.34 mostra que, apos 24 horas de
cultivo, ndo houve adesao celular, resultado que foi confirmado na figura 4.35,

mostrando que ndo houve crescimento celular apds a transferéncia.

Spinner de transferéncia (3° dia)

Tripsinizacao

24 h pos tripsinizacéo

Figura 4.34: Microscopia do cultivo de células Vero em microcarregadores em frascos tipo spinner.
Processo de tripsinizagdo ocorreu com 72 horas de cultivo utilizando 50mL de solugéo
tripsina/verseno e 3 lavagens prévias com verseno.
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Figura 4.35: Determinacdo da concentracdo celular em processo de tripsinizacdo de células em
microcarregadores utilizando 50mL de solugéo tripsina/verseno com 3 lavagens prévias com verseno.
A seta indica o momento da tripsinizacdo. Os resultados representam a média de 2 replicatas
biolégicas e 2 replicatas técnicas e seu desvio padréo.

Duas hip6teses ajudam a explicar este resultado. A primeira seria a
concentragédo de soro fetal bovino no meio ser insuficiente para inativar a elevada
concentracdo de tripsina utilizada, causando a morte celular. Mendonca e
colaboradores (1999) mostraram que as células Vero submetidas ao processo de
tripsinizagcdo em microcarregadores demonstraram viabilidade baixa e pouca
capacidade de aderir novamente aos microcarregadores. A segunda hipétese estaria
amparada na incapacidade das células de aderir aos microcarregadores devido a
diminuicdo de ions calcio no meio, consequéncia das lavagens com quelante,
afetando a sua capacidade de adesao e, consequentemente, impossibilitando o seu
crescimento. Considerando essas duas hipoteses, foi feita apenas 1 lavagem com
verseno e o volume da solugdo tripsina/verseno foi reduzido para 25mL. Apos a
tripsinizacdo, que se deu por 10 minutos a 80rpm, o sistema foi submetido a uma
agitagcao intermitente por 24 horas com um volume de trabalho de 100mL, sendo 5
minutos de agitacédo e 1 hora de repouso. Apés esse periodo, foram retirados 50mL
do meio de cultivo VP-SFM antigo e adicionado 100mL de meio VP-SFM sem SFB.

A figura 4.36 mostra que as células aderiram aos microcarregadores, porém,
com o decorrer do cultivo, se desprenderam totalmente dos mesmos chegando a

niveis de concentracao celulares minimos (figura 4.37)
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Figura 4.36: Microscopia do cultivo de células Vero em microcarregadores em frascos tipo spinner
apos término do processo de intermiténcia. Tripsinizacao ocorreu em 72 horas de cultivo sendo feita
uma lavagem prévia com verseno e utilizando um volume de 25mL de solugéo tripsina/verseno,
sendo entdo submetido a agitacdo intermitente por 24 horas.
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Figura 4.37: Determinacdo da concentracdo celular em processo de tripsinizacdo de células em
microcarregadores sendo realizada uma lavagem prévia com verseno e utilizando um volume de
25mL de solucéo tripsina/verseno. A seta indica 0 momento da tripsinizacdo e o inicio do processo de
intermiténcia com duracéo de 24 horas. Os resultados representam a média de 2 replicatas bioldgicas
e 2 replicatas técnicas e seu desvio padréo.

Supondo a necessidade de ajuste da concentragdo de tripsina empregada
para as condi¢cdes experimentais propostas, mais uma vez o volume da solugao
tripsina/verseno foi reduzido, sendo adotado um volume de 13mL. Porém, mais uma
vez os resultados se repetiram, sendo possivel observar que houve adeséao (figura
4.38), mas as células ndo permaneceram aderidas aos microcarregadores ao longo
do cultivo nem se multiplicaram (figura 4.39). Também é possivel observar que ha
uma  distribuichio  heterogénea de  microcarregadores,  distinguindo-se
microcarregadores amplamente colonizados e outros praticamente livres de células
aderidas. Hu e colaboradores (1985) através de experimentos observaram que
células FS-4 em meio de cultivo DME (Dulbecco’s Modified Eagle’s) suplementado a
10% (v/v) com soro de cavalo (HS — horse serum) crescem melhor nos novos
microcarregadores (microcarregadores Sephadex modificados com grupo DEAE) do
gue nos reutilizados, resultando em uma populacao desigual de microcarregadores.
Segundo estes autores, esse fendmeno poderia ser explicado por 2 mecanismos,
sendo o primeiro a adeséao preferencial das células aos novos microcarregadores e o0
segundo a diminuicdo da capacidade de crescimento das células em
microcarregadores que serviram anteriormente de substrato para outras células.
Eles concluiram que a taxa de adesdo celular aos novos microcarregadores era
significativamente mais rapida do que nos antigos. Também € importante ressaltar
gue este fato pode afetar o crescimento celular subsequente, ja que € necessario um

namero apropriado de células por microcarregador para que ocorra um crescimento
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normal sem afetar o comportamento cinético da cultura, especialmente durante a

fase exponencial de crescimento.

v Tripsinizacao: (72 h)

Figura 4.38: Microscopia do cultivo de células Vero em microcarregadores em frascos tipo spinner.
Processo de tripsinizacdo ocorreu em 72 horas de cultivo utilizando 13mL de solucéo tripsina/verseno
e uma lavagem prévia com verseno, sendo entdo submetido a agitacéo intermitente por 24 horas.
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Figura 4.39: Determinacdo da concentracdo celular em processo de tripsinizacdo de células em
microcarregadores utilizando 13mL de solugdo tipsina/verseno com uma lavagem prévia com
verseno. A seta indica o momento da tripsinizagdo e o inicio do processo de intermiténcia com
duracdo de 24 horas. Os resultados representam a média de 2 replicatas biolégicas e 2 replicatas
técnicas e seu desvio padréo.

Visando a utilizacdo de uma concentracdo minima de tripsina, mas que ainda
fosse eficiente no processo de desprendimento das células, novamente o volume da
solucéo tripsina/verseno foi reduzido para 6,5mL. No entanto, uma mudanca foi
introduzida na metodologia. ApGs a transferéncia, no spinner 1 foram mantidas as
mesmas condicdes dos experimentos anteriores, onde, apds as 24 horas de
agitacao intermitente foram retirados 50mL do meio de cultivo antigo e adicionados
100mL de meio VP-SFM sem SFB. No entanto, ao spinner 2,ap0s esse periodo
foram adicionados 100mL de meio VP-SFM suplementado com 5% (v/v) de SFB.
Apesar da tripsinizagéo néo ter sido tao eficaz, resultando em um grande namero de
células ainda aderidas aos microcarregadores, quando comparado com os volumes
testados anteriormente onde quase a totalidade das células se desprenderam, o
spinner 2 manteve sua concentracdo celular estavel ao longo do cultivo

diferentemente do spinner 1 (figura 4.40).
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Figura 4.40: Determinacdo da concentracdo celular em processo de tripsinizacdo de células em
microcarregadores utilizando 6,5mL de solucdo tripsina/verseno com uma lavagem prévia com
verseno. A seta indica o momento da tripsinizacdo e o inicio do processo de intermiténcia com
duracdo de 24 horas. Os resultados representam a média de 2 replicatas biolégicas e 2 replicatas
técnicas e seu desvio padrao.

4.2.4.1. Tripsinizagao celular em pH alcalino

Tendo por base a informacdo de que o pH étimo de atuacdo da tripsina se
encontra entre 7 e 9 (Sipos e Merkel, 1970), optou-se pelo ajuste do pH do meio de
cultivo antes da adicdo da tripsina, ja que 0 mesmo se encontrava bastante acido
devido a formacdo do metabdlito lactato. Essa medida teve por objetivo otimizar o
processo de tripsinizagcdo. Outro fato importante que deve ser considerado ao
realizar o procedimento de tripsinizacdo € a caracteristica da superficie do
microcarregador. Sabe-se que a presenca de grupos DEAE na superficie do
microcarregador desempenham um papel importante, tornando mais dificil e/ou
impedindo que as células adquiram uma conformacéo mais arredondada e se soltem
com facilidade do microcarregador (Hu et al. 1985). Se a densidade de carga impede
a dissociagao celular dos microcarregadores, entao reduzi-la durante a tripsinizacao
poderia facilitar o processo de desprendimento das células dos microcarregadores.
A afinidade entre DEAE e moléculas carregadas que se ligam aos
microcarregadores pode ser alterada variando o pH (Hu et al. 1985). Estes autores
observaram que, na tripsinizacdo de células FS-4 com pH elevado, a morfologia
celular era modificada, mudando da forma alongada para uma forma arredondada e
retraida, havendo uma melhora progressiva no processo de desprendimento das

células e mantendo a sua capacidade de adesdo aos microcarregadores (Hu et al.
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1985). Este mesmo procedimento foi testado em células Vero em pH 9 e também foi
observado um aumento da eficiéncia no processo de tripsinizacdo sem aumento da
fase Lag ou diminuicdo da taxa de crescimento. Mendonca e colaboradores (1999)
também mostraram que melhores resultados de desprendimento celular da
superficie dos microcarregadores, viabilidade e readesdo foram obtidos com
tripsinizacdo em pH 8 em vez de pH 7.

Sendo assim, o pH do meio de cultivo do spinner de transferéncia foi ajustado
de forma a permanecer dentro da faixa de 8 a 9 através da adicdo de NaOH e, em
seguida, removeu-se 63mL de meio e adicionou-se 13mL de solucéo
tripsina/verseno totalizando um volume final de 100mL. A tripsinizacéo se deu por 10
minutos a 80rpm e, em seguida, o conteddo deste spinner de transferéncia foi
distribuido igualmente entre os spinners 1 e 2, ou seja, um volume de 50mL para
cada spinner. Ambos os spinners continham previamente 50mL de meio de cultivo
suplementado com 5% (v/v) de SFB e microcarregadores na concentracédo de 3g/L,
totalizando um volume final de 100mL. O sistema foi mantido sob agitacéo
intermitente (5 minutos de agitacdo e 1 hora de repouso) por 24 horas e, apds esse
periodo, foi removido 50mL e adicionado 100mL de meio suplementado com 5% de
SFB. Conforme observado na figura 4.41, houve crescimento celular significativo
chegando a concentragdes celulares similares ao spinner de transferéncia ao final
de sua fase exponencial (apenas no spinner 2, ja que o spinner 1 foi descartado
devido a problemas técnicos).

Um segundo experimento foi realizado adotando-se as mesmas condigdes do
anterior (com 5% de SFB), no entanto, a tripsinizacdo foi feita com um volume
reduzido, ou seja, foram removidos 100mL do meio de cultivo, foi feita a
alcalinizacdo com NaOH do conteudo restante no spinner e, em seguida, foram
adicionados 13mL da solucéo tripsina/verseno, totalizando um volume final de 63mL
em vez de 100mL. Essa alteracdo teve o objetivo de remover o maximo possivel de
meio condicionado de forma a minimizar a interferéncia das proteinas que se
encontram presentes nesse meio e, assim, otimizar ainda mais o processo de
tripsinizagcdo. Conforme a figura 4.42, houve crescimento celular significativo

atingindo concentrages maximas de 9.05x 10° células/cm?em 192 horas de cultivo.
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Figura 4.41: Determinagdo da concentragcdo celular em processo de tripsinizacdo de células em
microcarregadores utilizando 13mL de solugéo tripsina/verseno e alcalinizacdo prévia do meio de
cultivo. A seta indica o momento da tripsinizacao e o inicio do processo de intermiténcia com duragéo
de 24 horas. Os resultados representam a média de 2 replicatas técnicas e seu desvio padrao.
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Figura 4.42: Determinacdao da concentracdo celular em processo de tripsinizacdo de células em
microcarregadores utilizando 13mL de solucdo tripsina/verseno e alcalinizagdo prévia do meio de
cultivo em volume reduzido (63mL). A seta indica 0 momento da tripsinizacdo e o inicio do processo
de intermiténcia com duracdo de 24 horas. Os resultados representam a média de 2 replicatas
técnicas e seu desvio padréo.

Dessa forma, os resultados que se mostraram mais promissores foram
agueles em que houve a alcalinizacdo do meio de cultivo antes da etapa de
tripsinizacdo, que além de promover um bom desprendimento das células da
superficie dos microcarregadores nao interferiu nas propriedades de adeséo e
espalhamento das mesmas e, consequentemente, no seu crescimento, permitindo
gue essas células possam ser utilizadas como in6culo em outro sistema

posteriormente.



5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Baseando-se nos resultados discutidos no capitulo anterior, podem ser tiradas as

seguintes conclusoes:

1. Diferentes concentracdes iniciais de células Vero, 30.000 células/cm? e
60.000 células/cm?, foram empregadas como indculo de cultivos em frascos
estacionarias e de acordo com os resultados observados, foi possivel concluir
gue a menor concentracdo de inéculo é a mais aconselhada para a rotina de

manutencao celular.

2. Devido a impossibilidade do uso do inibidor de tripsina, outra alternativa foi
testada para inativar o efeito da tripsina: o meio condicionado. Este se
mostrou viavel no trabalho com microcarregadores e demonstrou resultados
equivalentes ao meio suplementado com soro fetal bovino ao se adotar 2

lavagens da suspenséo celular.

3. Nos ensaios de transferéncia bead-to-bead somente na condicdo 2 do
planejamento experimental (60 minutos de repouso/15 minutos de agitacéo)
ocorreu a transferéncia de células entre microcarregadores e subsequente

proliferagao.

4. Empregando a metodologia de transferéncia através da tripsinizacao
observou-se que a manutencdo de um pH ideal para a atividade da enzima &

critico para o processo.

Com base nos resultados e conclusdes obtidos no presente trabalhos, séo feitas as

seguintes sugestdes para trabalhos futuros:

v' De forma a complementar os experimentos de tripsinizacdo sugere-se avaliar

a utilizacao de tripsina recombinante e sua inativacdo com inibidor de tripsina,
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devido aos bons resultados reportados na literatura e a vantagem da néo

utilizagdo de componentes de origem animal no processo.

No caso da transferéncia bead-to-bead, estudar outras variaveis, como, por
exemplo, a alteracdo da proporcdo na concentracdo de microcarregadores

vazios inseridos no cultivo.

Aplicar a melhor condigdo de transferéncia encontrada neste trabalho e
associa-la aos novos estudos propostos para uma aplicagdo futura em
experimentos de ampliacdo de escala em biorreatores para producdo de

antigenos virais, como, por exemplo, o da Febre Amarela.
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