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RESUMO

Hidridoma é uma linhagem celular produzida em latioio a partir da fusdo de células
linféides produtoras de anticorpo com células cdgeaas nédo produtoras. Sao capazes de se
proliferar e produzir anticorpos monoclonais edpmas de forma continua. Anticorpos
monoclonais sdo glicoproteinas de alto valor aglegindicados para uso terapéutico e
diagndstico, e seu uso tem sido proposto pararieatto de infeccdes bacterianas resistentes a
multiplas drogas, tais com8aphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA), que
atualmente sao responsaveis por causar 29% dagdefe hospitalares no Brasil. O objetivo
deste trabalho foi investigar os fatores que poddinenciar na obtencdo de anticorpos
monoclonais em cultura de células de hibridoma mauainti-PBP2a, em frasco tipo spinner,
secretoras de anticorpo monoclonal anti-PBP2a,cquéere resisténcia ad@aphylococcus
aureus. Os efeitos da variacdo da concentracao do inamlidar inicial e da velocidade de
agitacao sobre o crescimento celular e a obtenedantdcorpo monoclonal anti-PBP2a de
MRSA (Mab-PBP2a) foram avaliados através do planejeo fatorial completo®2enquanto

a taxa de producdo de anticorpo monoclonal especidii avaliada por um plano fatorial
completo 3. Foi verificada uma tendéncia de aumento da cdraxgio de Mab-PBP2a com o
uso de maior concentracdo do indculo celular iheieelocidade de agitacdo e uma reducéo
na taxa especifica de producéo anticorpo monockmalPBP2a de MRSA foi verificada. A
velocidade de agitagcéo foi a varidvel que apresentaior influéncia sobre a concentracéo
maxima de células, secrecdo de Mab-PBP2ae taxaikspede producdo de anticorpo
monoclonal. Quando as células de hibridoma sea®to anticorpo monoclonal anti-PBP2a
de MRSA foram cultivadas em um frasco do tigmnner com eixo fixo agitacdo e
concentracéo celular inicial de 1,3 Xdélulas vidveis/mL a 112rpm, néo foi observadotefei
negativo sobre a concentracdo do Mab-PBP2a, ab dmaegundo dia de cultivo, sendo
obtida uma concentracdo deu8ImL. Foi observado que a concentracdo do indoeilolar
inicial pode ser reduzida, devendo ser consideaadancentracdo de anticorpo monoclonal
secretado e um adequado cultivo celular de hibradoreem prejuizos na secrecédo do
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA.
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ABSTRACT

Hybridoma is a cell line produced in laboratorynfraghe fusion of an antibody-producing
lymphocyte and a nonantibody-producing cancer CHfley are able to proliferate and
produce a continuous supply of a specific monodlaméibody. Monoclonal antibodies are
glycoproteins with high value-added and are applediagnostic and therapeutic, where its
use has been proposed to the treatment of multighsigtant infections like Methicillin
Resistant Saphylococcus aureus (MRSA), which currently account for 29% of nosogaim
infections in Brazil. The aim of this work was tovestigate in a spinner flask, the factors that
may influence the attainment of monoclonal antibedn cultured murine hybridoma cells
that secrete the monoclonal antibody anti-PBP2acwtonfers resistance &aphylococcus
aureus. The effects on cell growth and secretion of mdéowal anti-PBP2a of MRSA (Mab-
PBP2a) were verified by varying the initial celbsulum size and agitation speed, and it was
assessed using full factorial desigh ®hile the rate of production of specific monoaén
antibody was evaluated by a full factorial designl®was observed a tendency of increased
concentration of Mab-PBP2a when using a higherainiell inoculum size and agitation
speed, while a reduction in the rate specific potida of Mab-PBP2a was verified. The
stirring speed was the variable factor that hadntlest important influence on the maximum
cell concentration, secretion of Mab-PBP2a and iipe@te of production of monoclonal
antibody. When MRSA-secreting hybridoma cells wgrewn in aspinner flask type with
fixed stirring shaft at a initial cell concentrati@f 1,3x10viable cell/mL and 112rpm, no
negative effect on the Mab-PBP2a concentration Bdugbtained at the end of the second
day of cultivation was observed. It was observeat the initial cell inoculum size can be
reduced, if considered the concentration of sedre®noclonal antibody and a suitable
hybridoma cell culture without reducing the seanetiquality of monoclonal anti-MRSA
PBP2a.



1. INTRODUCAO

1.1. Staphylococcus aureus

As bactérias do génersaphylococcus sdo cocos gram-positivos encontrados como
organismos comensais ou patdégenos bacterianospgaradhumanos como para animais. Sao
imoéveis, com diametro variando entre 0,5 a 1,5 pan formadoras de esporos, podendo
aparecer de forma isolada, em pares, em forma dasacurtas ou em cachos, conforme

mostrado na Figura 1.1 (Zecconi & Hahn 2000).

Figura 1.1: Morfologia (A) e caracteristica morftirial pela técnica de coloracdo de Gram (B) de
microrganismos pertencentes ao género estafilod@snce Photo Library 2012).

Saphylococcus aureus (S aureus) sdo normalmente encontrados em seres humanos
colonizando as superficies externas da pele engaforatério superior, em especial as fossas
nasais (Stapleton & Taylor 2002). Aproximadamen@®b62das pessoas saudaveis sao
portadores permanentes 8eaureus, 30% séo portadores temporarios e 50% nunca foram
colonizados (Graveland et al. 2011). Esse micrasgam é responsavel por causar doencas
hospitalares que podem variar desde simples inésccid pele que se manifestam como
furdnculos e abcessos ou até mesmo quadros masoseyue podem comprometer a vida
(Graveland et al. 2011). As principais infeccOesisealas por essa bactéria incluem
pneumonia, mastite, infeccdes de pele (impetigdulite e furunculoses), osteomielite
endocardite e bacteremia. Esse patdgeno tambémaamdar intoxicacdo alimentar, como

resultado da producao enterotoxina (Stapleton &ora3002).



1.2. Mecanismo de resisténcia p-lactamicos

Os estafilococosassm como as demais bactérias grpositiva:, sdo envolvidos por
uma estrutura polimérica de -40nm de espessurdenominada peptideoglice, que Ihe
confere prote@o mecanica (Stapleton & Tay 2002). O peptideoglicio é formado por
pequenos residuos alternacde &acido Nacetilmuramico (MurNAc) eacido beta-1-4-N-
acetilglucosamina (GIcNAc). Cada residuo acido N-acetilmundico possui uma cade
peptidica formada pelos aminoéacido-alanina, D-glutamina, lisina e [-alanina que é
denominada pefuteo tronco (Stapleton & Tay! 2002).

As cadeias glicanas sao ligadas entre si por ponte pentaglicina que promove
ligacdo cruzada entre o residuo «lisina de um peptideo tronco com um resiD-alanina
de outro, conforme mostrad@ Figura 1.2. Essa ligacdo cruzatianbém conhecida con
transpeptidagdmcorre na superficie externa da membrana citoplisané écatalisada pelas
proteinas ligadora de penicilinpenicillin-binding-proteins-PBFs). Além de realizar react
de transpeptidacéo, as PBPs possuem outro domidieico que realiza a extenséo da ca
glicana, reacdo esta denominada de transglicosil&Staphylococcus aureus possui quatro
tipos de PBP, denominados PE PBP2, PBP3 e PBR&tapleton & Taylc 2002).

Cadeia glicana

MurNAc GlcNAc MurNAc —i GlcNAc

L-Ala L-Ala
| |
D-Glu D-Glu
| l
5Gly —L-Lys 5Gly —L-Lys D-Ala™)
D-Ala D-Ala D-Ala
| | l
D-Ala D-Ala% Gly-Gly-Gly-Gly-Gly — L-Lys [~ Peptideo tronco
Ponte pentaglicina |
D-Glu
|
L-Ala _]J

GleNAc HMurNAc — GleNAc

Cadeia glicana

Figura 1.2 Representacdo esquematica da ligacéo cruzadaderts cadeias glicanas do peptideoglicar
S aureus (Stapleton e Tayla2002.



Os antibioticos B-lactamicos, representados pelas Penicilinas, @sfatinas,
Carbapénicos e Monobactamicos, por exemplo, exeragdo antibacteriana através da
inibicdo da sintese da parede celular, uma vezsgies se assemelham ao peptideo terminal
D-alanil-D-alanina do peptideo tronco e inibem rassidominio de transpeptidacédo da PBP.
Uma vez inibida a reacdo cruzada entre as cadé@mas, a parede da célula torna-se
mecanicamente fraca e susceptivel a lise celulapl&on & Taylor 2002).

O mecanismo de resisténcia bacteriano mais frequeénta degradacdo do
antimicrobiano por enzimas. As enzinfalactamases hidrolisam a ligacdo amida do firel
lactamico, destruindo, assim, o local onde o ageantienicrobiano liga-se as PBPs e através
do qual exercem seu efeito antibacteriano. Essamas sédo codificadas em cromossomos ou
sitios extra cromossdmico através de plasmideogramsposons, podendo ser obtidas de
modo constitutivo ou indutivel (Bush et al. 1995).

Diante do surgimento de quadro de resisténcigrss tentativas foram feitas para
sintetizar novas moléculas resistenteg-sctamases. Em 1959, foi sintetizada a metigilina
derivada da benzilpenicilina que apresenta doipagnentos metoxi ligados ao grupamento
fenol da benzilpenicilina, conforme mostrado nauFagl.3. A adicdo destes substituintes ao
grupamento fenol criou um impedimento estéricoeator da ligacdo amida, reduzindo assim
sua afinidade pela enzinidactamase (Stapleton & Taylor 2002). Porém, eni18&atos de
cepas também resistentes a Meticilina passaram @eseritos e foram denominadas como

Saphylococcus aureus Resistentes a Meticilina—MRSA (Anvisa 2007).

\Y
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Benzilpenicilina Meticilina

Figura 1.3: Estruturas quimicas de antibidtifdactamicas Benzilpenicilina e Meticilina (Staplet& Taylor
2002).

1.3. Mecanismo de resisténcia das cepas MRSA

O mecanismo de resisténcia a Meticilina estd retaclo a alteracdo de proteinas
ligadoras de Penicilina (PBP), codificada pelo geeeA e sem relacdo com a producadide
lactamases (Stapleton & Taylor 2002).

Saphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (MRSA) originaram-se daisicao

de grandes elementos genéticos méveis, denomitiedesssete cromossémico estafilocdcico
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(Staphylococcal Cassete Chromosome mec -SCQAnec) que sdocarreadores do germecA,
por cepas d&aphylococcus aureus Sensiveis a Meticilin@MSSA). O genemecA codifica a
sintese de uma proteina ligadora de penicilinaaral denominada PBP2a que possui b
afinidade pela meticilina outros3-lactamicos (Grundmann et 2006.

O genemecA é regulado pelos gendanecl e mecRI, os quais sdo divergenteme
transcritos. Na auséncia do antibiotp-lactamico,mecl reprime a transcricdo dos outros ¢
genes do SCdec. Cinco tipos de SCmec tém sido descritos na literatura, cse diferem no
tamanho e composicdo genética (Je-Ben et al. 2006)Ja quando of-lactamicos estao
presentes, a proteimaecl, quese encontrdocalizada na regido ativa mecA, é clivada pelo
dominio metalgrotease da proteirmecR1, permitindo assina transcricdo demecA e
subseqgante producdo de PBP2Deurenberg et al. 2006Uma representacao do siste

mecA, mecR, mecl, esta mostida na Figura 1.4.

Promotor mecR1 — mecl

Regisio promotora { \

\

mecA mecR1 mecl

\_Y_)

Promotor mecA

Figura 14: Representacdo esquematica das regicdificadorasmecA-mecR-mecl. As setas indicam o sentic
de transcricdo dos genescA, mecR1 emecl (Stapleton & Taylor 2002).

1.4.Epidemiologia MRSA

Tradicionalmente os MRSA sdo considerados agerassg@nicos relacionadca
infecgcBes hospitalareque foram inicialmente isoladca partir dadécada de 1960 em
hospitaiscom registro de infec¢B«ccausadapor agentes bacterianos elevada resisténcia a
meticilina (Grundmanet al 2006).

Longa estadia em unidades hospitalares, internagdescentros de tratamer
intensivo, tratamento de longa duragdo com anitws} intervencdes cirdrgicas e cont
préximo com individuos infectados ou colonizados MRSA sé&o alguns fatores de ris
para a contaminacgmr MRSA(McCarthy et al. 2010).

Desde meados de 19Sa existéncia de cepas de MR&n sido relatac fora do
ambiente hospitalancometenddndividuos saudaveis que ndo apresentam nenhumda

risco. Essesasos sdo referidos como MRSA associadoomunidade (C-MRSA) e
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acredita-se que estas cepas tenham surgido dacaquie cassetes moveis S@L por
cepas deSaphylococcus aureus Sensiveis a Meticilina encontradas fora do ambient
hospitalar. Os CA-MRSA se caracterizam pela rapelacidade de disseminacdo, causando
infec¢des principalmente em individuos jovens eosaDtter & French 2011).

Cepas de MRSA associadas a comunidade (CA-MRS&)edn de cepas de MRSA
endémicas de hospitais (HA-MRSA). A distincdo emsetermos HA-MRSA e CA-MRSA
foi inicialmente realizada através do local de esigfo do individuo ao agente bacteriano, no
entanto, cepas de MRSA sdao classificadas, atuaémdet acordo com suas caracteristicas
microbioldgicas e genéticas (Grundmann et al. 2006)

A maioria das cepas HA-MRSA apresentam os cas&i&3nec tipo I, Il ou IlI
enquanto as cepas de CA-MRSA que sdo mais susgigpéivoutras classes de antibidticos
costumam apresentar 0 SO tipo IV ou mais raramente o tipo V, que sao cassbem
menores quando comparados aos outros tipos den&Cdas cepas HA-MRSA. Os CA-
MRSA albergam diferentes cassetes cromossomicaggilgténcia e sS40 mais propensos a
codificar o fator de viruléncia denominadanton-Valentine Leucocidina (PVL), que cria
poros na membrana de tecidos infectados. PVL élamneocidina encontrada na maioria das
linhagens de CA-MRSA, mas ausente em HA-MRSA, i@ eelacionada, desde infec¢des
brandas na pele e demais tecidos, até infeccoessmegras que podem causar pneumonia e
até choque séptico (Otter & French 2011).

Com o surgimento e a disseminacao de cepas bactenasistentes a Meticilina, as
infeccbes por MRSA comecaram a serem tratadas cotibidicos da classe dos
glicopeptideos, como vancomicina e teicoplaminas Mes ultimos anos, surgiram isolados
de MRSA com sensibilidade reduzida ou com resigéacvancomicina. Esses isolados
foram denominadosS. aureus Intermediario para Vancomicina (VISA) & aureus
Resistentes a Vancomicina (VRSA), e a classificacédependente de seu nivel de resisténcia
(Mejia et al. 2010).

O CDC Centersfor Disease Control and Prevention) defineS aureus como sendo de
reduzida susceptibilidade a vancomicina quandosaptam CIM (Concentracdo Inibitéria
Minima) inferior ou igual a 4ug/mL, como de susdajilade intermediaria quando
apresenta CIM de 4-8ug/mL, e como resistente a omitina quando o valor da
concentracdo minima inibitoria é superior a 16pg{@liveira et al. 2001). Cepas de VISA
foram detectadas pela primeira vez em 1996, sendoeq 2002 foi descrita a resisténcia

total doS. aureus a vancomicina, conforme mostrado na Figura 1.5



a Vancomicina.

Até 1996, todas as cepas
de MRSA eram sensiveis

a Vancomicina.

Em 1997, isolamento de cepas de VISA foram relatadas nos
Estados Unidos: quatro casos de infec¢io foram detectadas em
Michigam, Nova Torque, Nova Jersey e Illnois. Esses pacientes
apresentavam infecgdes de repeticiio e desenvolveram infec¢des
por VISA em diferentes sitios anatdmicos , sem resposta clinica

Em 1996 a primeira cepa de
VISA foi relatada no Japéo.

Em 2002, foi descrito o primeiro
isolado de S. aureus com resisténcia
total a Vancomicina

|

Figura 15: Evolucéo da resisténcia de MRSA (Anvisa 2.

O primeiro caso de VRS- Saphylococcus aureus Resistente  Vancomicina foi
reportado nos Estados Unidos, em um paciente morthel VRE- EnterococcResistente a
Vancomicina. A presenca do gevanA, nessa cepa de VRSA sugere que a resisténcia
ter sido adquirida com a troca do material genétio VRE, isolado da mesma amo

(Anvisa 2007). O primeiro relato isolamento de/RSA da América Latina ocorreu €

1
1996

A

2001 no Brasil (Oliveirat al. 200).

O MRSA, centre os patdgenos resistentes a antilos, € um dosmais disseminados

no mundosendo encontracem paises desenvolvidos da Europa,Aragricas, Arica, leste

2002

A

Asiatico até no Qente Médi(, conforme mostrado na Figura 1.6.

I Walts

B Trinidadt - 1

Figura 16: Prevaléncia mundial MRSA (Grundmann et al. 2006).

Uma vez que infec¢bes por MRSA , em maior ocorrénciale origem hospitalar

se manifestam como complicacdo de procedimentogcasthem sempre 0 agente etioldc




7

da infeccdo € bem definido. Além de gerar gastos daternacédo, procedimentos
terapéuticos, diagnostico e medicamentos, as idscpor MRSA podem causar perdas de
atividades produtivas e excessiva mortalidade nds/iduos contaminados (Mejia et al.
2010). Segundo o Centro de Controle de Doencasdiofgas dos Estados Unidos (CDC),
essas infeccdes causam cerca de 19.000 oObitostanente nos Estados Unidos, nimero este
compativel com as mortes provocadas pela AIDS/Hi&gfatite e tuberculose (Boucher &
Corey 2007).

Entre os anos de 1999 e 2005 nos Estados Unidasyntero de internacoes
decorrentes de infec¢cdes por MRSA praticamenteodohia na Europa, a proporcao de
infeccdes hospitalares por MRSA foi de 25-50% no @& 2009 (Verkaik et al. 2011).

Dados epidemioldgicos de MRSA ndo sdo muito benhecdos em todo o mundo,
uma vez que nem todos o0s paises possuem um sideemgilancia epidemioldgica. Na
América Latina, por exemplo, até o ano 2000, apandggentina e Venezuela possuiam um
sistema proprio de monitoramento de infec¢des bantes. A partir desse mesmo ano, um
sistema de monitoramento de doencgas bacterianascoomra ser desenvolvido em outros
paises, inclusive no Brasil, com apoio da Orgadiaadéan-Americana da Saude (OPAS) e
United Sates Agency for International Development (USAID) (Mejia et al. 2010).

No Brasil, o MRSA também é endémico de unidadespitadares; porém, estudos
sobre sua colonizacdo sao escassos. Um estudo@isoa pacientes no setor de emergéncia
hospitalar identificou que 0,7% dos pacientes no da admissdo apresentavam-se
colonizados por MRSA (Ribeiro et al. 2005). Ja endades de terapia intensiva (UTI), Korn
(2001) relatou que cerca dos 13% de pacientes gawam-se colonizados enquanto
Cavalcanti e colaboradores (2006) observaram geeresmero correspondia a 46%. Segundo
levantamento da Rede Nacional de Monitoramentorer@le da Resisténcia Microbiana em
Servicos em Saude (Rede RM), entre os anos de @ @I®8, aproximadamente 29% das
infeccdes bacterianas em pacientes de UTI foranopealas por MRSA (Anvisa 2007).

O numero de infecgbes por MRSA é maior em Unidald@e$erapia Intensiva (UTI),
podendo ser responsavel por cerca de 50% das Gfed@cterianas que ocorrem neste local
(Mejia et al. 2010). Em unidades de terapia intensio Rio Grande do Sul, por exemplo,
64% das cepas de Estafilococos isoladas foramifidadas como sendo de MRSA no ano de
2003; e nos anos de 1993 e 1997 o municipio dodRidlaneiro relatou que 93% dos
Estafilococos isolados eram Resistentes a Metic(Ivtejia et al. 2010).

Em relacdo a outros paises da América Latina, uwrantamento realizado pela

Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) em 200gtrou uma prevaléncia alta de
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infeccdes hospitalares por MRSA na América Latomamo observado na Figura 1.7 (Mejia et
al. 2010).

52%, 32% 48% CusA< 6%
MEXICOES, 3 ° 257
— VENEZUELA4————25%, 27%, 33%
47%, 34% ——» COLOMBIA =
g w-_"""-wi
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12% - :
I‘__,.—-'"
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GUATEMALA NICARAGUA URUGUAY 29%, 24%
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e
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Figura 1.7: Percentagem ¢ aureus Resistentes a Meticilina em unidades hospitalaeegd\mérica Latina.
Areas sombreadas indicam >50% a proporgéo de z®ldd MRSA em pelo menos um estudo (Adaptado de
Mejia et al. 2010).

1.5. Anticorpo Monoclonal: Alternativa de tratamento no combate a cepas MRSA

Atualmente, uma percentagem muito pequena da @esglabal em sadde é dedicada
a descoberta de novos medicamentos ou vacinagleisencontrole de infec¢des bacterianas
(Conselho Regional de Farmacia do Estado de Sdo Padil).

Apesar do numero consideravel de antibioticos allisis para o tratamento de
infeccdes bacterianas, a resisténcia microbianarg@ncia de microrganismos resistentes e a
ineficacia de antibidticos em individuos imuno coampetidos, podem comprometer a
eficacia dessas drogas. A capacidade dos anticaposegular ou induzir uma resposta
imunologica humoral os torna promissores no comaaitdeccdes bacterianas em individuos
imunocomprometidos, ou em casos de inexisténcialrdgas eficazes (Casadevall et al.
2004).

A utilizacdo da imunoterapia passiva, cujos priaigprepresentantes sao 0s anticorpos
monoclonais, tem sido proposta como alternativaissiode antibiéticos no combate a cepas
multirresistentes e como ferramenta para uso d&goo Os anticorpos monoclonais podem
ligar-se diretamente a bactéria atuando como aggpdenizante ou neutralizar toxinas e

fatores de viruléncia. Nenhum anticorpo monocldoahainda aprovado para o tratamento de
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doencas infecciosas de origem bacteriana, apesdivelsos candidatos estarem em estudos
clinicos e pré-clinicos, sendo que dentre os catakg estdo trés anticorpos monoclonais
contraS aureus que nao apresentaram eficicia satisfatoria corageo(Fernebro 2011).

Ao administrar uma vacina de DNA em modelo murinatendo uma regido interna do
dominio transpeptidase da PBP2a no interior de etor\plasmidial, Senna e colaboradores
(2003) observaram que esta proteina era capazrde ajgicorpos protetores contra MRSA.
Diante dessa observacdo, o anticorpo monoclonalVHREA, que apresenta como alvo a
proteina PBP2a, foi desenvolvido em Bio-Manguinhosa Vice-Diretoria de

Desenvolvimento Tecnologico (VDTEC).

1.6. Anticorpos

A primeira evidéncia experimental do uso de antiosrfoi proposta pelo médico
alem&o Emil Adolf Von Behring, que demonstrountamente com Shibasaburo Kitasato, a
possibilidade da utilizagdo de imunoglobulinas paeatralizar a toxina diftérica, fato este
que gerou grande revolucdo no pensamento cientiicépoca e deu inicio a soroterapia na
Europa. Por este feito, Von Behring recebeu o Ryé@xabel de Medicina e Fisiologia em
1901 (Marques 2005).

Paul Ehrlich, médico e bacteriologista alemao agdaccom o Prémio Nobel de
Medicina em 1908, prop0s a teoria da cadeia latadd-chain), na formac&o do anticorpo,
muito semelhante ao pensamento atual sobre ostoeegmle superficie. Ehrlich referia-se a
essas novas moléculas como balas maginagi€ bullets) devido a capacidade destas
encontrarem o antigeno alvo e, por meio de inteia@8pecificas, neutraliza-lo e destrui-lo.
Alguns autores acreditam que foi a partir da tedaa balas magicas, desenvolvida por
Ehrlich, que o potencial terapéutico dos anticofpodesvendado (Benjouad 2009).

Anticorpos sao glicoproteinas produzidas por eélyglasméaticas, em resposta a uma
infeccdo ou inflamacédo. Sao capazes de reconheseiligar especificamente a substancias
conhecidas como antigenos. Cada molécula de gmiiquossui uma estrutura Unica que
confere sua especificidade, no entanto, apresentam estrutura geral em comum e séo
conhecidos coletivamente como imunoglobulinas (dageet al. 2002). Apresentam duas
cadeias pesadas e duas cadeias leves ligadassemm ligacdes dissulfeto, conforme

observado na Figura 1.8.
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Figura 1.8: Estrutura molécula de imunoglobulind#ptado de Abbas et al. 2000).
(S—S) Ponte dissulfeto—+ ) Carboidrato; (=) Cadeia pesada;
() Cadeia leve; ) Dominio Ig.

O peso molecular médio de cada cadeia leve é axia@damente 25kDa e de cada
cadeia pesada € de 50kDa. A cadeia pesada é foppadaregides constantes e uma regiao
variavel, enquanto a cadeia leve compreende umidoregpnstante e uma variavel. A
especificidade da molécula de anticorpo esta wmtada diretamente a sequéncia de
aminodacidos de sitios especificos, denominado8esgieterminantes de complementaridade
(Complementarity Determining Regions-CDR) que sao encontrados no dominio variavel de
suas cadeias pesadas e leves. Sao estas regliipsrariabilidade que interagem e se ligam
fortemente com o antigeno alvo (Chartrain & Chu&00

De acordo com a sequéncia primaria da regido auestda cadeia pesada, as
moléculas de imunoglobulina (Ig) podem ser clasaifas em IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE. As
imunoglobulinas da classe IgG, assim como da clagSesao secretadas como mondémeros e
sao subdivididas em 4 subclasses: IgG1, 1gG2, 1g38G4 (Janeway et al. 2002), que
diferem entre si pela sequéncia de aminoacidoscqugde a regido constante da cadeia
pesada, responsavel pela interacdo do anticorpo oatras moléculas do sistema
imunologico (Chartrain & Chu 2008).

A estrutura da molécula de anticorpos pode sofigastBio por enzimas proteoliticas
gerando os fragmentos Fab e Fc. O fragmento Fedmifient antigen binding) corresponde
ao braco das moléculas que permite a ligacdo doogmbd ao antigeno. O fragmento Fc é a

fracdo cristalizavel da molécula de anticorpo qe&emnina suas propriedades biolégicas
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como, por exemplo, tempo de meia vida, interaciidaree ativacdo do sistema complemento
(Janeway et aR002).

Os anticorpos podem exercer sua acao através desasvmecanismos que incluem
neutralizacdo do alvo antigénico, inducdo de umnspasta celular citotoxica dependente de
anticorpo (Aitibody Dependent Cell Mediated Citotoxicity-ADCC) ou citotoxidade
dependente do complementoo(iplement Dependent Cytotoxicity-CDC) (Janeway et al.
2002).

1.7. Anticorpo monoclonal

Anticorpos monoclonais (mAbs) sdo definidos comoauaasse de proteinas de
elevada especificidade produzida por clones dela=tlbibridas derivadas da fusdo de
linfécitos B e um mieloma (Kohler & Milstein 1975).

Séo biofarmacos com elevado valor agregado cujalavete um Unico produto
(Humira®, comercializado pela Abbott) foi estimada em sap#@ bilhdes/ano (Walsh 2012).
Levantamento realizado nos ultimos 5 anos mosteaapumAbs correspondem a 1/3 dos
biofarmacos aprovados para comercializacdo pel@ncas reguladoras americanas e
européias (Rodrigues et al. 2010, Walsh 2010, \20412).

O mercado de biofarmacos, em especial os anticampmsoclonais, tem crescido
rapidamente nos ultimos anos. No ano de 2009, Absntorrespondiam a 43% dos
biofarmacos aprovados enquanto em 2010, a taxgmeagdo subiu para 70%, numeros
estes que indicam um aumento de 62% em um ano I{\2alo, Walsh 2012).

Caracteristicas como a alta especificidade e gelatie os tornam ferramentas ideais
para pesquisa basica, diagnostico e aplicacdo éwatiap. Na area de pesquisa, Sao
amplamente utilizados em ensaios de imuno locdéagestern blot e imuno afinidade,
assim como na rotina diagnéstica para identificatfiagentes infecciosos (Chiarella & Fazio
2008). No campo terapéutico, sdo utilizados pana frrofilaticos ou no tratamento de
rejeicdes a transplantes, tratamento de cancencdseautoimunes e doencas infecciosas. Ja
guando conjugados a radioisotopos, quimioterapicosoxinas, 0s anticorpos monoclonais
tornam-se importantes veiculos de direcionamentoadao de farmacos. Anticorpos
monoclonais radiomarcados podem ser utilizados aagndstico e terapia (radio-
imunodiagnostico e radio-imunoterapia) (Chakhto&raAbdelnoor 2010, Mororé 2012).
Quando comparados a outros medicamentos apreseataagens significativas no que se
refere a farmacocinética, toxicidade e geracaddalos adversos (Reichert et al. 2005).
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1.7.1. Tipos de anticorpos monoclonais

Na década de 1980 iniciou-se grande numero de asstatinicos envolvendo
anticorpos monoclonais murinos (Reichert et al52080 entanto, a limitacdo de seu uso em
aplicacOes terapéuticas em humanos foi logo obdaresn decorréncia de sua elevada
imunogenicidade, tendo por isso sido restringidogiizacéo apenas para aplicacegtro
(Benjouad 2009). Anticorpos monoclonais murinos s&mnhecidos como antigenos pelo
sistema imunoldgico humano e por isso, desencad@manresposta imune conhecida como
HAMA (Human Antimouse Antibodies). Esta reacdo consiste na producdo de anticorpos
humanos antianticorpo murino que promovem a sualzacao ou exacerbacao da resposta
imunologica. Dessa forma, o uso terapéutico decammids monoclonais murinos torna-se
limitado, sendo eficaz somente na primeira admeéio (Reichert et al. 2005, Pucca et al.
2011).

Para superar os problemas de imunogenicidadevatolsenos anticorpos murinos, no
inicio da década de 80 foram adotadas técnicasgknhbaria genética para manipulacdo dos
anticorpos monoclonais que possibilitaram a obtenci anticorpos quiméricos e
humanizados. Os anticorpos quiméricos sdo resulfadfusdo de genes codificadores das
cadeias pesadas e leves das regides variaveis @babanticorpos murinos com 0s genes
codificadores da regido invariavel (Fc) do anticohumano. A semelhanca de 70% dos
anticorpos quiméricos com o0s anticorpos humanosuzredua imunogenicidade e
consequentemente, melhora sua farmacocinéticantdote, a afinidade e especificidade dos
anticorpos quiméricos tornam-se parcialmente comgtiolas (Benjouad 2009).

A fim de reduzir ainda mais a imunogenicidade aloiscorpos quiméricos, as regioes
determinantes de complementaridade (CDR) dos aptisanonoclonais murinos podem ser
enxertadas em imunoglobulinas humanas. Os antisdnpmanizados apresentam 90% de
semelhanca aos anticorpos humanos e possuem mpo tde meia vida plasméatica e sdo
menos imunogénicos. No entanto, foi demonstradoatguens problemas relacionados a sua
especificidade e seletividade podem ainda ocomedecorréncia de processos mutagénicos
dos residuos de aminoécidos introduzidos na retg&econhecimento do antigeno (Chiarella
& Fazio 2008, Benjouad 2009).

1.7.2. Tecnologia de hibridomas
A obtencédo de anticorpos foi alterada em 1975 dmiatohler & Milstein (1975)
descreveram a técnica de obtencdo de anticorposatoois pela tecnologia de hibridomas

em que, utilizando como agente indutor de fusé@olareb virus Sendai inativado, obtiveram
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células hibridas secretoras de anticorpo monockpalrtir da fusdo de células mieldmicas e
linfécitos B de camundongos imunizados com hematgasarneiro.

Em cultivo celulaiin vitro, as células plasmaticas secretoras de anticogoosstram
incapazes de sobreviver por longo periodo de tedpaelulas mieldmicas, linhagem SP2/0
(n&o secretoras de anticorpo), por exemplo, sadaseimortalizadas que apresentam alta
atividade mitdtica. Como resultado da fusdo enstaseduas células diferentes sdo obtidos
clones celulares denominados de hibridomas, qusupos como caracteristica a capacidade
de crescer em cultura por longos periodos de terg®rretar anticorpos especificos (Kohler
& Milstein 1975, Even et al. 2006).

A técnica para obtencdo de hibridomas consistecdraente na fusdo de células
mieldides com linfocitos B retirados do baco de gadongos previamente imunizados com o
antigeno de interesse, com auxilio do agente fuscg®olietilenoglicol, conforme mostrado
na Figura 1.9 (Even et al. 2006). Apds a etapaudéd realiza-se o isolamento da célula
hibrida em meio seletivo HAT (Hipoxantina, Aminagfw@ e Timidina) e sua selecdo pela
técnica de diluigdo limitante (Even et al. 2006).

Durante a fusao celular, trés populacdes de céghdaranecem em cultivo: linfocitos
B, células de mieloma e células hibridas. O isotamelas células hibridas das células de
mieloma ocorre no meio de cultivo HAT. As células mhieloma ndo possuem a enzima
Hipoxantina-Fosforibosil Transferase (HPRT), owasefo incapazes de utilizar a hipoxantina
exdgena para biossintese de nucleotideos, ja ma@iiPRT € encontrada naturalmente nas
células hibridas. A aminopterina € um analogo ddoafdlico, presente no meio HAT, que
blogueia a sintese enddégena de nucleotideos daascéle mieloma, impedindo assim que
estas se multipliquem. Dessa forma, o hibridom@asg a Unica célula capaz de sobreviver a
etapa de selecdo em meio HAT, ja que as célulamidlma ndo se proliferam, e os
linfocitos B, por se tratarem de células primarne sobrevivem por longo periodo de tempo

em cultivo (Benjouad 2009).
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Figura 1.9: Processo de obtencdo de anticorpo rfumadcatravés da tecnologia de hibridomas (Eveal.et
2006).

1.8. Obtencao de anticorpos monoclonaig vivo

Kohler & Milstein (1975) descrevem duas possibilida de obtencéo de anticorpos
monoclonais: obtencda vivo a partir do soro de camundongos e obtemg&dro. A técnica
de obtencadn vivo passou a ser amplamente adotada quando a utilizikgasoro de
camundongos imunizados como fonte de anticorpsubstituida por fluido ascitico, também
de camundongos (Trebak et al. 1999).

A obtencéadn vivo de anticorpos monoclonais consiste em duas etégasunizacao
do camundongo para geracdo de clones de linféBitgae serdo fusionados as células de
Mieloma do tipo SP2/0, por exemplo, gerando umalaéiibrida denominada hibridoma; (b)
inducéo de ascite em camundongos (Hendriksen & d€98).

Para a obtencdo de um hibridoma, camundongos BAs&imormalmente escolhidos
para etapa de imunizagéo, ja que as células demmaeltilizadas na posterior etapa de fusao
sdo obtidas também desta linhagem de camundongpsot@colo de imunizacdo consiste

basicamente em uma imunizacdo primaria com antigenjugado ou ndo ao adjuvante,
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seguido de doses de refor¢co. Apos o periodo deizagéo, os camundongos sdo submetidos
a eutanasia para retirada do baco que sera utilizaho fonte de células linféides secretoras
de anticorpos. Ap0s processo de fusao celularpcae descrito no item 1.7.2, o hibridoma é
selecionado de acordo com sua especificidade (Hesedr& Leeuw 1998).

A geracao de ascite é realizada por inoculacdapatitoneal de 6leo mineral que
promove irritagdo abdominal com secrecdo de fllddoguineo na regido do peritonio,
recrutamento de células do sistema imune, maiompdente exposicdo das células de
hibridomas inoculadas e consequente, obtencdo deramaconcentracdes de anticorpos
monoclonais por fluido ascitico (Hendriksen & Le€l@®8).

Esta metodologia, apesar de envolver procedimestogples e fornecer altas
concentracées de anticorpos por volume (mL) corsmd® um lote de camundongos
inoculados, apresenta como desvantagens a obtdagdmnsideraveis concentracdes de IgM,
(sorologia nos primeiros dias logo apos a inoculggto custo de obtencdo e manutencao de
animais de laboratorio livres de patégenos espesifem biotérios controlados de criacdo e
de experimentos, presenca de anticorpos monocldedismixa especificidade decorrentes da
contaminacdo por imunoglobulinas enddgenas do idomgo, possibilidade de insucesso
no processo de formacédo de ascite e risco de cor@efio por patdgenos murinos diversos
(Hendriksen & Leeuw 1998).

1.9. Obtencao de anticorpos monoclonais vitro

Ao longo dos anos, melhorias nas técnicas e eqeipa® de cultivo celular e o
debate sobre a utilizacéo ética de animais dedatmw favoreceram a otimizacédo do cultivo
de células animais, como as células de hibridomastro e a tentativa de substituicdo, senéao
a diminuicéo e intengdo de término da utilizacdamienais de laboratorio para a obtencédo de

anticorpos monoclonais.

1.9.1. Cultura de células de mamiferos

O cultivo de células animais tem sido utilizadoeasivamente para obtencdo de uma
grande variedade de produtos proteicos com apbicdiggnostica, profilatica e terapéutica,
onde se destacam o0s anticorpos monoclonais, asagacirais e as glicoproteinas humanas
recombinantes, respectivamente (Doyle & Griffit899).

Um dos principais propulsores do desenvolvimewtauwltivo de células animais foi a
procura por vacinas virais, iniciadas durante auSeég Guerra Mundial. A partir desse

periodo, observou-se um grande desenvolvimentecologia de cultivos celulares para
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producdo de vacinas virais como, por exemplo, aglifero e HEK-293, producdo de
proteinas recombinantes em células CHO, BHK, HEB-@8tre outras (Alves et al. 2008).
Para obtencdo de mAb em sistenrasitro, as linhagens celulares CHO, NSO e hibridomas
murinos e humanizados sao as mais utilizadas (8&uKlhémmes 2010).

Dentre os marcos importantes no desenvolvimentiea®logia do cultivo celular pode-
se citar o desenvolvimento da técnica de conseovegacélulas em nitrogénio liquido na
década de 1940 e o desenvolvimento de formulacéputieentes para o crescimento de

célulasin vitro (Butler 1999).

1.9.2. Sistemas de produgé&o em escala laboratorial

Pequenas concentracdes de anticorpo podem seda®bém cultivo celulares
realizados em escala laboratorial (1-100pg/mL)jzahdo sistemas de cultivo simples e
desprovidos de automacdo como frascos-T, placaBeth ou placa de multiplos pogos.
Pequenas quantidades de anticorpo sao suficieatasspprir as necessidades de pesquisas
cientificas, porém ndo atendem as necessidadesapltacdes diagnosticas e terapéuticas
(Rodrigues et al. 2010).

Os sistemas de produgdo em pequena escala sdolmente simples, baratos e
pouco automatizados, o que favorece sua utilizagdcescala laboratorial, no entanto, sdo
pouco indicados para obtencdo de anticorpos emanmg&djrande escala, uma vez que o
processo de escalonamento pode tornar-se dispendiode dificil realizacdo, além de
requerer espaco fisico adequado, sdo desprovidosndgistema de controle de parametros

fisico-quimicos e de agitacédo capaz de manter ageneidade do sistema (Griffiths 2000).

1.9.3. Sistemas utilizados no processo de aumen®eakcala

O escalonamento do cultivo de células possibilitaobtencdo de uma maior
concentracdo de células e produto de forma efierdom menor custo. A primeira etapa do
processo consiste em utilizar sistemas cujo voldengabalho seja maior do que os utilizados
em frascos de cultivo em escala laboratorial redwi quantidade de ensaios e
consequentemente o espaco fisico utilizado (Doy&rigfiths 1999).

A grande maioria das técnicas de otimizagdo deepsucdescritas na literatura tem
como objetivo aumentar a longevidade da culturalaele, por conseguinte, aumentar a
produtividade do produto de interesse (Jain & Kugtf8).

Uma vez que cultivos de células aderentes apreseatalesvantagem de ter seu

crescimento limitado pela area superficial do foagde cultivo, alguns sistemas de pequena e
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média escala séo utilizados para cultivo de céleilassuspensdo (Rodrigues et al. 2010). O
cultivo em suspensdo é o método preferido na et#aescalonamento devido sua
simplicidade e baixo custo. Exigem menor espagoofipossibilitam obtencdo de maiores
concentracdes celulares e permitem o controle ekricnento celular e de parametros fisico-
quimicos, quando equipados com sensores espediogte & Griffiths 1999).

Os sistemas utilizados para cultivo de células eades também podem ser
empregados para propagacao de células em susplesimque estes sejam mantidos sobre
plataformas agitadoras a fim de evitar a formagidapdsitos celulares. No entanto, frascos
de cultivo proprios, fabricados com materiais qupecam a adesao celular e que apresentem
formato que favoreca a manutencdo de células epessdo, como os frascos agitados,
garrafas rotatérias e frasco tigpinner sdo mais indicados para obtencdo de anticorpos em
média escala, escalonamento de bioprocesso eagizle expansao celular (Rodrigues et
al. 2010).

A adocdo de sistemas agitados, quando comparadeaas estaticos utilizados no
cultivo de células aderentes, possibilita uma maensferéncia de oxigénio em decorréncia
da existéncia de uma maior superficie gas/liquidio @mprego de um sistema de agitacao
gque mimetiza as condi¢cdes encontradas em bioresatdtorém, sistemas submetidos a
oxigenagdo passiva dificilmente proporcionam a mjie de elevadas concentracdes
celulares. Desta forma, uma grande limitagdo dsiersas de cultivo empregados no processo
de aumento de escala pode ser o fornecimento inadeqle oxigénio e a falta de controle de

parametros fisico-quimicos relativos ao cultivautasl (Rodrigues et al. 2010).

1.9.3.1. Frasco agitado tip&pinner

O cultivo de células animais em suspensao quaradiaado em escala laboratorial ou
em escala piloto objetivando o aumento da prodidole € amplamente realizado em frascos
do tipo spinner, por apresentarem um sistema de agitacdo bem lsmmelaos encontrados
em biorreatores de tanque agitado (Deshpande &zkeR009). Osspinners sdo frascos de
cultivos de células fabricados em plastico ou violbeosilicato, contendo agitador magnético
e bracos laterais que sado utilizados para a adic@mocao de meio de cultivo e células,
conforme mostrado na Figura 1.10. Uma vez inocwadom células, ospinners sao
colocados sob placa de agitacdo magnética e inosbaoh condicdes adequadas para o

crescimento celular (Jain & Kumar 2008).
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Figura 1.10: Frasco tipgpinner de eixo radial (esquerda) e eixo pendular (diyéDayle & Griffts 2000).

Além de diferentes volumes de trabalho, varios nHusdaele frascospinner séo
disponiveis comercialmente, tais como, frascos eocienais com barra magnética agitadora
central (frascos com eixo fixo central de agitagfrascos com sistema pendular de agitacéo,
por exemplo (Griffiths 2000).

Apesar de serem capazes de gerar um ambiente hoewogé cultivo, a principal
limitagdo encontrada no processo de escalonamditando frascosspinner pode ser o
baixo fornecimento de oxigénio, uma vez que a baelacidade de agitacdo nado favorece
uma aeracao adequada (Heidemann et al. 1994).

Além de serem utilizadas para cultivo de célulasesoala laboratorial, realizagédo de
expansdo celular, obtencdo de anticorpos em mésialae e como ferramenta de
escalonamento de processo, os frascossppmer podem ser utilizados para adaptacdo de
células a crescimento em suspensédo e na otimizigéaltivo de células animais aderidas a

microcarregadores (Deshpande & Heinzle 2009, Rodsgt al. 2010).

1.9.4. Sistemas de producédo em escala industrial

Em razdo da crescente demanda mundial por imuldgiios e biofarmacos com
qualidade, oriundos da biotecnologia do cultivocétulas animais, dispositivos mecanicos
capazes de oferecer condicbes ambientais e figia®davoraveis ao cultivo celular, bem
como analises bioquimicas e fisico-quimicas vemdsentilizados na otimizagdo dos
bioprocessos celulares. Em relacdo a producéonteogos monoclonais, o0 uso de
biorreatores torna-se de fundamental importancra paoduzir grandes concentracfes de

produto e atender a demanda mundial de cerca d8d8g/ano (Jain & Kumar 2008).
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Os biorreatores devem assegurar o controle de stiseparametros essenciais a
proliferacdo celular como o equilibrio &cido-base theio de cultivo, temperatura,
fornecimento adequado de gases, suprimento deemigsi e, quando necessario, suporte para
adeséo celular, a fim de fornecer condi¢cdes quarégam a proliferacdo celular e a obtencao
do produto de interesse. O desafio fundamental pggiagdo dos biorreatores € garantir a
manutencdo de um ambiente fisico quimico homogéwitando a formacao de gradientes de
concentracdo (Chico et al. 2008).

Dentre os diferentes tipos de biorreatores disgsiiva escolha do equipamento a ser
utilizado no bioprocesso deve levar em considerag@otaxa de transferéncia de oxigénio,
homogeneidade do sistema, estresse celular geestiabilidade, confianca operacional,

escalonamento adequado e custo (Zhong 2010).

1.9.4.1. Biorreatores

Uma das formas de classificar os biorreatores acdedo com a homogeneidade do
sistema, conforme mostrado na Tabela 1.1. S&do deados biorreatores heterogéneos
agueles nos quais as células nao estéo distribdeléarma homogénea em todo volume de
fluido, ou seja, permanecem aderidas a uma suigedic imobilizadas no interior de um
polimero. Por outro lado, os biorreatores nos gasisélulas encontram-se uniformemente
suspensas na fase liquida recebem a denominadéiordesatores homogéneos (Chico et al.
2008).

Tabela 1.1: Classificacdo de biorreatores segundwbeneidade do sistema (Chico et al. 2008).

Biorreatores homogéneos Biorreatores heterogéneos

Biorreator de tanque agitado Sistemas com microcarregadores
Biorreatorair-lift Biorreatores de leito empacotado
Biorreator de onda Biorreatores de leito fluidizado

Biorreator de fibra oca

Biorreator com crescimento sobre superficies

Os biorreatores de tanque agitados sdo os maigadbs em escala industrial para
producao de proteinas recombinantes uma vez guacloente escalonaveis e possuem um
bom sistema de controle do bioprocesso e podemtiigados para cultivos de células que
sejam dependentes ou independentes de ancoradaimd (Kumar 2008). Devido a elevada
sensibilidade de células animais a agitacao, tensés de rotor utilizados sdo constantemente
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otimizados, a fim de promover uma transferénciandssa adequada sem que, no entanto,
ocorra danificagdo celular significativa. O escalmento de biorreatores do tipo tanque
agitado tem sido bem sucedido até 20.000 litros,epemplo. Para escalas menores, bem
como para a padronizacdo de sistemas de cultivas;dsspinners sdo indicados (Zhong
2010).

Os biorreatoresir lift, sdo muito empregados na producéo de anticorp@ciwmral,
para fins terapéuticos e diagnosticos. Consisteuembiorreator cujo meio reacional é
mantido sob agitacdo e gaseificado em decorrérecimntdoducdo de gases através de sua
base. Esses biorreatores promovem baixos niveislat®s celulares uma vez que a
homogeneizacdo ndo € resultado de agitadores mesannas sim de inje¢cdo de uma
corrente gasosa (Chico et al. 2008).

Os biorreatores de onda consistem basicamente em hotsa plastica estéril
parcialmente preenchida com meio de cultivo quensaotidas sobre uma plataforma maével
que controla a agitacdo e a temperatura do cul@venovimento oscilatério da plataforma
evita o surgimento de zonas mortas e aumenta isigtivemente a transferéncia de oxigénio,
sem, no entanto, gerar elevadas tensdes de cisailtague danifiguem as células (Chico et
al. 2008).

Como a maioria das células animais nao é capae deulfiplicar quando cultivadas
em suspensdo, foi necessario o0 desenvolvimento ideeditores heterogéneos que
apresentasse uma superficie sdlida para adesdarc&ao utilizados como suporte para
crescimento celular em sistemas agitados micrapda que podem ser constituidas de
diferentes materiais. Em geral, as particulas qgememipem crescimento celular na sua
superficie sdo denominadas microcarregadores (Brapppi et al 2011).

Biorreatores de leito empacotado, leito fluidizad&ibra-oca consistem em sistemas
de alta densidade celular que possibilitam a ineagéo das células sobre sua superficie (Jain
& Kumar 2008).

Outros exemplos de biorreatores heterogéneos s#&wweatores com crescimento
sobre superficie como, por exemplo, os sistemgslat®as empilhadas e garrafas giratorias

que séao utilizados para o cultivo de células depeted de ancoramento (Chico et al. 2008).

1.10. Fatores que influenciam a obtencdo de antiqguw monoclonalin vitro

Ao estabelecer bioprocesso de cultivos celularéasncédo deve ser dada ao
fornecimento adequado de nutrientes para o crestineelular e minimizar a produgao de

metabolitos téxicos. Além dos substratos necessaa proliferacdo celular, alguns
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parametros ambientais devem ser considerados, percegem influéncias sobre o
crescimento das células e secrecdo de anticorpmreDos principais fatores, com efeito,
sobre o crescimento e produtividade celular, podemcitados a concentracado de oxigénio
dissolvido no meio de cultivo (OD), pH, agitaca@acentracdo inicial do inéculo celular
(King 2007).

1.10.1. Substratos para o cultivo celular

As células de mamiferos quando cultivadiasvitro necessitam de um complexo
ambiente nutricional constituido de uma misturacdeboidratos, aminoacidos, vitaminas e
sais inorganicos. Esses constituintes foram ideatibs como essenciais para a manutencao
de células em sistemasvitro e sdo encontrados nos meios de cultivo basargen@mente
utilizados. Os meios de cultivo basais mais @ilizs para o cultivo de células de hibridomas
incluem o Meio Eagle modificado por Dulbeccos (DMEB RPMI 1640, por exemplo,
utilizados com suplementacdo de Soro Fetal BovkB] que possui fatores de crescimento,
horménios e outras proteinas que favorecem o anesto celular (Even et al. 2006).

Meios de cultivo de células animais devem contdrientes essenciais para a sintese
de novas células, substratos para o metabolismalacelalém de compostos que
desempenhem funcdes fisioldgicas, cataliticas euatiuem como cofatores (Altamirano et al
2008).

As células animais, inclusive os hibridomas, quam@mtidas em cultivo apresentam
padrdo metabdlico alterado o qual se caracterig@draente pelo consumo elevado de fontes
de carbono, nitrogénio e energia, o que conduzacge de metabdlitos indesejaveis como o
lactato e amonia (Altamirano et al. 2008).

A glicose e a glutamina sdo as principais fontescddbono e energia, e sao
consumidas em grande quantidade para favorecempidardproliferacdo das células de
hibridomas, sendo que o consumo completo desseasmas do meio de cultivo induz aos
processos de apoptose e morte celular (Yeo eD@6)2

Estudosin silico mostraram que 60-85% da glicose consumida poridoilras é
utilizada pela via glicolitica para geracdo de yato e energia, enquanto apenas 6% da
glicose é utilizada diretamente para producaolutese e NADPH pela via da pentose fosfato.
A glicose que ndo é metabolizada para gerar enérgiglizada na biossintese de amino-
acucares (Acosta et al. 2007).

Durante o inicio da faskag do crescimento celular, a via glicolitica é o pipal

produtor de piruvato, cerca de 80% na fase estag@me crescimento celular quando é
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observada reducdo na concentracdo de glicose, aliealitica gera cerca de 60% do
piruvato. Neste mesmo periodo, observa-se um aoneensideravel da producéo de piruvato
pelo ciclo do &cido tricarboxilico. A maior part® giruvato (50-80%) € convertida em
lactato, enquanto menos de 20% é utilizado nadmimacdo do glutamato em alanina e
menos de 5% é dirigido para o ciclo do acido thoailico (Selvarasu et al. 2008).

Apesar da conversdo da glicose em lactato ser peneogética, essa é a via de
catabolismo da glicose mais comumente utilizadaspeélulas de hibridoma, uma vez que
permite regenerar o NADH mantendo o estado oxidatevcélula (Schneider et al. 1996).

A glutamina € o segundo componente principal dogsnde cultura empregados,
sendo o aminoacido encontrado em maior concentr@aos5mM) no cultivo de células de
mamiferos e a principal fonte de geracdo de iondn@mE um importante substrato para
sintese proteica, sintese de nucleotideos e mestaiooenergético (Acosta et al. 2007). No
que se refere a sintese de anticorpos monoclosaés secrecdo ocorre paralelamente ao
consumo de glutamina, podendo ser independenteredwimento celular (Legazpi et al.
2005).

Além das fontes de carbono e nitrogénio, as vitamm sais inorganicos também sao
essenciais para o crescimento celular. As vitansdasuma importante matéria prima para a
sintese de enzimas e cofatores que catalisam aévamacdes metabdlicas. Ja os sais
inorganicos, além de serem fonte de ions metaledssforo, apresentam fundamental

importancia na manutencao da osmolaridade do reéib(ya et al. 2008).

1.10.2. Acimulo de metabdlitos téxicos

Dentre os principais fatores que podem limitar escimento celular, podem ser
citados a exaustao dos nutrientes essenciais @nouée de substancias toxicas como o lactato
e ion aménio oriundos do metabolismo da glicosmia@acidos, respectivamente, conforme
mostrado na Figura 1.11 (Altamirano et al. 2008).

O lactato é formado a partir da oxidacdo incompdietacicares como a glicose. Este
metabdlito exerce efeito negativo sobre o crescimeelular e formagdo do produto de
interesse uma vez que sua presenca gera aciddicidgameio de cultivo e aumento da
osmolaridade (Wilkens et al. 2011).

A oxidacdo incompleta de acucares, e consequenteradiormacao de lactato, pode
ser reduzida com a utilizacdo de agUcares comat@s# e galactose em substituicdo a glicose
ou através do fornecimento controlado de glicoseudtovo celular (Mulukutla et al. 2012).
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Figura 1.11: Rotas metabdlicas de células animajsgstas por Shuler e Kargi (1992).

Estudodgn silico indicam que a menor parte de glutamina (2-5%) disgb no cultivo
de hibridomas é utilizada para biossintese prqgtenguanto que 15-70% da glutamina &
convertida em glutamato por acdo da enzima glut@seio qual é em seguida transformado
em alfa-cetoglutarato, que pode posteriormente doramoénia ou alanina (Acosta et al.
2007).

Durante uma faskag de adaptacao celular, a glutamina é convertidecipaimente
em alanina (50-70%), enquanto que durante a faserekrimento celular uma rapida
formacdo de aménia é favorecida. Do ponto de @stagético, a formacdo de amobnia pela
via das desidrogenases gera 27 mols de ATP enqadotomacao de alanina pela reacao de
transaminacdo gera apenas 9 mols de ATP. Assimosemdalta demanda energética
necesséria durante o rapido crescimento celulzoréae a secrecdo de amodnia (Selvarasu et
al. 2008).

Outra forma de geracdo de amodnia ocorre a partitedeadacédo quimica no meio de
cultivo da glutamina em acido pirrolidoneocarbaxile aménia. Esta exerce sua acéo toxica
através da reducdo da taxa de crescimento celum@rferéncia sobre o processo de
glicosilacédo protéica e aceleracdo do metabolism@latose uma vez que ativa a enzima

fosfofrutoquinase (Acosta et al. 2007).
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1.10.3. Oxigenacao

O oxigénio exerce importante funcéo na reacao diritacdo oxidativa, onde atua
como receptor final de elétrons possibilitandoaxidacédo das coenzimas transportadoras de
elétrons e estocagem de energia, e tem sua difmpade reduzida com o aumento da
biomassa celular (Acosta et al. 2007). O oxigémimbiém interfere no metabolismo de
nitrogénio, uma vez que baixos teores de oxigen&amecem a formacdo de glutamato
(Selvarasu et al. 2008).

E recomendavel realizar o fornecimento continumxigénio ao sistema de cultivo
uma vez que este gas possui pequena solubilidadeetmaquoso, cerca de 10mg/L (Zhong
2010). No entanto, elevada oxigenacao do sistesda per prejudicial ao cultivo uma vez
gue pode danificar a membrana celular através miagi&o de lipidios, alteracédo de atividades
enzimaticas ou dano do material genético celulang¢Tet al. 2009). Em média, taxas de
oxigénio dissolvido entre 30 e 60% de saturaca@ardgdo consideradas adequadas para o
crescimento celular, sendo que concentracfes onésria 5% e superiores a 80% exercem
efeito negativo sobre a concentracdo celular (Rz&rPalsson 1990). A producédo de
anticorpo também € influenciada pela concentragioxigénio dissolvido, sendo que uma
menor concentragdo de oxigénio (30%) favorece @ec&c de anticorpo, enquanto teor mais
elevado (50%) favorece o crescimento celular (Gzttal. 1991).

Em sistemas de cultivo de células desprovidos deéimento mecéanico de oxigénio,
a oxigenacgdo do cultivo celular ocorre atravésitles@io passiva do ar para o meio liquido.
Em sistemas de cultivo de células submetidos dagpt mecéanica, a transferéncia de
oxigénio € dependente da velocidade de agitacd gedmetria dompeller (agitador) do
frasco de cultivo, sendo a transferéncia de ox@éavorecida em sistemas de cultivo de

pegueno volume inclusive (Desphande & Heinzle 2009)

1.10.4. Agitacao

A agitacdo do sistema de cultivo tem a finalidadentnter as células em suspenséo,
favorecer o transporte de nutrientes e oxigénia jparcélulas, promover a transferéncia de
calor e de remover o G@e forma mais eficiente quando comparados a sist@@o agitados
(Legazpi et al. 2005).

Em sistemas de cultivo agitados, a energia mecémicanpeller de agitacdo é
transferida para o liquido e posteriormente diskipaa forma de energia térmica. Essa
dissipacéo de energia pode causar também estreseditamico nas células (Godoy et al.
2009).



25

Um dos efeitos mais severos que este estresse gaagar € a morte celular por
necrose, acarretando em ruptura da membrana plaamétliberacdo de componentes
intracelulares no meio de cultivo (Tanzeglock e28D9).

As células animais sdo sensiveis as forcas hidkodeas, uma vez que ndo possuem
parede celular que Ihe confiram protecdo mecéafiaad et al. 2009). A sensibilidade celular
€ dependente de varios fatores, tais como, fasgedeimento celular, taxa de crescimento
celular, idade da cultura e composicdo do meio udgve. Com o intuito de aumentar a
sobrevivéncia de células em cultivos agitados, rdase substancias como SFB, albumina,

surfactante ndo idnico (Pluronic F§godem ser utilizados (Butler et al. 1999).

1.10.5. Potencial de Hidrogénio

No decorrer do cultivo de células animais é espegag ocorra uma reducao no valor
do potencial de hidrogénio (pH) devido a formacéddido latico. A acidificacdo excessiva
do sistema é prejudicial ao cultivo celular, dewersgr controlado pela utilizacdo de um
sistema tampao. O sistema tamp&o mais comumefitaddi no cultivo de células animais &
o tampao bicarbonato que quando na presenca dielaide carbono, favorece a formacao de
ions hidroxila evitando uma reducdo significatiwopH (Griffths 2000).

O crescimento celular 6timo normalmente é obsereml@H 7,2; sendo que o cultivo
de hibridomas em condi¢cbes acidas pode favore@aceecdo de anticorpos monoclonais
enquanto condi¢des béasicas aceleram o metaboliengliabse e glutamina favorecendo a
formagao de lactato e amonia (Ozturk & Palsson 1991

Valores de pH também podem interferir na qualidade produto de interesse

favorecendo ou reduzindo a formacao de agregadbsigos (Franco et al.1999).

1.10.6. Concentragéo do inoculo celular inicial

A concentracdo do inéculo celular inicial do bmgesso também deve ser
considerada, além da concentracdo de gases, teorpexgH (Dutton et all999).

A proliferacéo de células animais e a manutencasudeviabilidade sdo dependentes
da existéncia de fatores de crescimento que poderfosiecidos pela adicdo de soro fetal
bovino (SFB) ou produzidos pelas préoprias célutascélulas mantidas em cultivo secretam
fatores de crescimento autdcrinos em pequenas idades e por isso necessitam da
utilizacdo de uma densidade celular inicial minarfan de que a proliferacéo celular nao seja
prejudicada (Dutton et al. 1999).
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A concentracdo celular de 2X1@#lulas viaveis/mL foi relatada como concentracédo
critica para o cultivo de hibridomas murinos ensdraspinner no ano de 1986 (Ozturk &
Palsson 1990). Inéculos celulares na ordem dedldlas vidveis/mL estdo associados a uma
taxa de crescimento celular e secrecdo de antisarposistentes, enquanto concentracoes
celulares iniciais menores, na ordem dé ddlulas viaveis/mL, culminam com uma extensa
fase de adaptacao celular (Lee et al.1991).

Além de influenciar o crescimento celular, a coti@g@o do indculo celular inicial
esta relacionada com a concentragdo maxima cekllam menor proporcdo com a
concentracdo maxima de anticorpo secretado. Entaelas variaveis cinéticas, ha
divergéncia entre os autores no que se refere arelagdo entre concentragdo do inéculo
celular inicial e taxa especifica de crescimentoit/& Zintl 1999).

1.11. Planejamento Experimental

O método tradicional de experimentacdo € uma fodmaestudar um sistema e
consiste na variacdo de um unico fator a cada Empeto em que uma analise empirica pode
exigir a realizacdo de um grande numero de expatose Isso ocorre porque uma andlise
univariavel ndo fornece informacgéo a respeito teréigdes existentes entre diferentes fatores
significativos (Montgomery 1991; Rodrigues & lem2@09).

O planejamento estatistico de experimentos € umanienta que permite a realizacéo
de uma analise multivariavel que por sua vez ctmsism uma abordagem com fundamento
matematico que permite estudar todos os fatoreimtdeesse simultaneamente e, obter as
informacdes desejadas a partir da realizacdo dmenor numero de experimentos (Nikel et
al. 2005, Didier et al. 2007).

A metodologia de planejamento fatorial foi introaizZz por Box na década de 1950,
mas tem sido aplicada mais intensamente somentéltiw®s anos devido a facilidade do
uso de programas computacionais que realizam agadistatisticas (Rodrigues & lemma
2009).

O planejamento experimental consiste na avaliagaltanea de diferentes variaveis
para que o efeito da interagdo que possa havee elds ndo seja desprezado. Em um
planejamento fatorial completo € necessaria azaggflo de experimentos de modo que todas
as possiveis combinacdes dos valores extremosantas fescolhidas para cada parametro de
estudo, denominada de variavel, sejam analisadasteNplanejamento, o0 numero de
experimentos é determinado pdt @nde “n” é o nimero de variaveis avaliadas. Qoamd

namero de variaveis € muito grande, realiza-seigmente uma triagem das variaveis atraves
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da execucdo de um ou mais planejamento fatorieiofmario. Neste tipo de planejamento,
verificam-se quais variaveis ndo sao estatisticéenesignificativas e a partir destas
informacbes realiza-se o planejamento fatorial detop subsequente. Os modelos
matematicos obtidos, que correlacionam as varidugiependentes com as variaveis-
resposta, sdo propostos com base em uma anahseiélecia e permitem a determinacéo das
faixas 6timas de operacdo (Rodrigues & lemma 2009).

Quando o modelo é validado e considerado adequardoapdescricdo do processo, ele
pode ser utilizado para prever condicOes diferedéegielas empregadas no plano fatorial e
gue atendam a sua necessidade, devendo ser astassgmmprovadas experimentalmente nas
condicbes preditas pelo modelo. Revelando destaaf@r potencialidade do emprego destas
técnicas estatisticas que, permitem atingir conenannumero de experimentos as condi¢cdes
Otimas de um processo, quando comparado com aagd@alique emprega métodos que
analisam uma variavel por vez (Rodrigues & lemm@92®arini 2011, Larentis et al. 2012).
Por outro lado, uma das limitacdes da técnica éaqpeedicdo de respostas sé é realmente
confiavel do ponto de vista estatistico nas faestadadas no plano experimental, neste caso,

entre (+1) e (-1), podendo somente indicar ten@@ntas condicOes fora destas faixas.

1.12. Justificativa

by

Os Saphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (MRSA) apresentam amplo
espectro de resisténcia a diversos antibidticosue promove graves dificuldades em
assegurar um tratamento adequado e eficaz. Aligasabo uso de antibidticos tém sido
propostas, entre elas, a adocéo da imunoteraps&vpaeeste caso, tendo como alvo a PBP2a
gque € uma enzima transpeptidase especifica de MRR&&nte na superficie da bactéria.

Conhecer o comportamento dos cultivos de célulakildgdomas e os padrdes de
secrecdo do anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MB@Asistemas de cultivos em frascos
Soinners tornam-se etapas importantes da caracterizacamhigém celular, do anticorpo
monoclonal secretado e do modo de obterigdatro com possibilidade de aplicacdo no
desenvolvimento de bioprocesso em biorreatoresgrachucdo de anticorpo monoclonal anti-
PBP2a de MRSA visando atender a atual e crescem@rdla pelo anticorpo monoclonal
anti-PBP2a de MRSA, gerar conhecimento técnicotifiem em Tecnologia de
Imunobioldgicos e Biofarmacos e méo de obra eslmsia com aplicacdo futura em plantas

produtivas de grande escala de kits diagndsticeagentes em Bio-Manguinhos/Fiocruz.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia da velocidade de agitagd@ eahcentracdo do indculo celular
inicial sobre a obtencdo de anticorpos monocloaaiscultivos de células de hibridomas em

suspensao, secretoras de anticorpo monoclonaPBfi2a de MRSA, em frasco tigpinner.

2.2 Objetivos Especificos

1) Estudar o comportamento cinético dos cultivolsilaees de células de hibridomas em
suspensao, clone 90DA5/CB5/AA3 secretoras de apticanonoclonal anti-PBP2a de
MRSA, utilizando frascos do tipgpinner;

2) Avaliar o comportamento do metabolismo bioquoméas células de hibridoma, clone
90DA5/CB5/AA3, secretoras de anticorpo monoclomdl-BBP2a de MRSA, em relagéo ao
consumo de glicose e formagao de lactato;

3) Determinar a concentracdo de anticorpo monotlam&PBP2a de MRSA secretado nos

cultivos realizados.

4) Analisar a influéncia da velocidade de agitag@oncentracdo do indculo celular inicial no

padrédo de secrecao do anticorpo monoclonal antRRBE MRSA.



3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos em Bio-Mangsnhna Vice-Diretoria de
Desenvolvimento Tecnolégico (VDTEC), no Laboratérd@ Tecnologia de Anticorpo
Monoclonal (LATAM) e Laboratoério de Tecnologia Redoinante (LATER).

3.1. Materiais

3.1.1. Linhagem celular

Células de hibridoma murino, clone 90/DA5/CB5/AAS8ecretora de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a dé&taphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (MRSA),
pertencente ao banco de células do Laboratorioedmologia de Anticorpos Monoclonais

(LATAM)-Bio-Manguinhos -Fiocruz foram utilizadas f@aa realizacéo deste trabalho.

3.1.2. Meio de cultivo

Foi utilizado meio basal DMEM (Invitrogen), confoencomposicao basica mostrada
no Anexo 1; suplementado com 10% (v/v) de sord ted&ino (SFB) (Sigmd), 3mM de
Glutamina (MercR), ITS: 5mg/L de Insulina, 5mg/L de Transferrina e 5pg& Selénio
(Sigm&), 15mM de tampado Hepes (Sigha3,7g/L de Bicarbonato de Sédio (Merck),
0,003% (v/v) deé8-Mercaptoetanol (Signfa e 1% (v/v) de solucdo de antibiético: Penicikna
10000 U, Estreptomicina — 10 mg e Anfotericina 25(Sigm&).

3.1.3. Sistema de cultivo das células de hibridomaslone 90/DA5/CB5/AA3
As células de hibridomas, clone 90/DA5/CB5/AA3 dior cultivadas e propagadas em

frascos com tampa ventilada estéreis para culiévoétllas de poliestireno do tipo T25 cmz2 e
T75 cm? (Corninfj). Para a realizacdo os experimentos, as célulamfretiradas dos frascos

de sistema de cultivo estatico do tipo T753crassuspendidas e inoculadas em frascos estéreis
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do tipospinner em vidro borosilicato com eixo fixo de agitacdonccapacidade de 500 mL e
volume de trabalho de 200mL (Belf§o Os spinners foram mantidos sob placas agitadoras

magneéticas em estufas a 37°C e atmosfera de 5% CO

3.2. Métodos

3.2.1.0btencéo da célula de hibridoma clone 90/DASB5/AA3

A célula de hibridoma, clone 90/DA5/CB5/AA3, sdora de anticorpo monoclonal
anti-PBP2a de MRSA, foi obtida de acordo com aitécuescrita por Kohler e Milstein
(1975). Camundongos Balb/C, fémeas, de 4 a 8 seantoraecidos pelo Centro de Criacéo
de Animais de Laboratério (CECAL) da Fiocruz e ndog no Laboratério de
Experimentacdo Animal (LAEAN) em Bio-Manguinhos,rgpas ensaios de imunizagéo e
protecaan vivo, foram inoculados por via intraperitoneal com uhoae inicial de plasmideo
pCl-Neo contendo o fragmento do genecA de MRSA (Senna et al. 2003). Apos 14 dias, os
camundongos foram inoculados via intraperitoneah aoma 22 dose contendo 10ug de
proteina recombinante purificada, correspondenteunaa regido interna da PBP2a
emulsificada em adjuvante de Freund incompletoforore descrito por Roth et al. 2006.
Quatorze dias ap0s a segunda inoculacdo, o camgodque apresentou melhor resposta
imune, avaliada por ensaio imunoenzimatico (ELISP¢cebeu uma 32 inoculagdo via
intravenosa de 10ug de proteina purificada dileisatampao fosfato de sodio (PBS). Trés
dias apds a inoculacéo via intravenosa, o animatudbmetido a eutanasia ética conforme
protocolo CEUA n° L0009-07-Fiocruz, sendo o badorado assepticamente para obtencéo
dos linfocitos utilizados na fuséo celular.

Os linfocitos foram entdo submetidos a fusdo cadtulas de Mieloma SP2/0,
empregando polietilenoglicol como agente fusionampds a fusdo, as células foram
cultivadas em meio Hipoxantina Aminopterina TimairfHAT), em estufa a 37°C e
atmosfera de 10% de G@onforme protocolo para producdo de anticorposationais em
Current Protocols in Immunology (Yokoyama 1995). As células de hibridomas obtidaam
avaliadas 14 dias apos a fusdo celular por ELISApregando a proteina recombinante
purificada como antigeno. Os hibridomas que mastaresultados satisfatorios foram
submetidos a clonagem, seguida da selecdo dosmeeltlones secretores. Os clones obtidos,
como o 90/DA5/CB5/AA3 foram congelados e armazegaglm de nitrogénio liquido a -
196°C.
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A célula de hibridoma, clone 90/DA5/CB5/AA3, seoret do anticorpo monoclonal
anti-PBP2a de MRSA, conforme descrito foi desendolvem Bio-Manguinhos, na Vice-
Diretoria de Desenvolvimento Tecnolégico (VDTEC)jnoulado ao Programa de
Biofarmacos e atualmente é protegido pelo pedidgatente n° W0O/2011/017791, que
reivindica sua aplicacdo em estudos de imunotemjrainodiagnadstico.

3.2.2. Preservacéo celular e obtencédo do banco agdutas de trabalho

As células de hibridomas, clone 90/DA5/CB5/AA3,dlior preservadas em criotubos
mantidos em nitrogénio liquido a -196°C. Para ogetamento, as células em fase
exponencial de crescimento celular foram centrifiagaa 180y por 5 minutos e apos
descarte do sobrenadante foram ressuspendidas endeneongelamento mantido a 4°C e
constituido de 39% (v/v) do meio DMEM completo (m&MEM suplementado com 10%
(v/v) SFB), 50% (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB1@% (v/v) de dimetilsuféxido (DMSO)
(Sigm&). A suspensdo celular na concentracdo de “1x#lulas viaveis/mL foi ent&o
distribuida em criotubos (Nuficde 1mL e mantidos por 24h em freezer & -70°@s agte
periodo, os criotubos foram transferidos definitiemte para tanque de nitrogénio liquido a

-196°C, estabelecendo-se assim um banco de toabalh

3.2.3. Descongelamento de células de hibridomasyreé 90/DAS5/CB5/AA3

Para a realizagdo dos experimentos, os criotubdsengentes ao banco de trabalho
foram descongelados sempre que necessario. Obwifduretirado do tanque de nitrogénio
liquido e, apos rapido descongelamento em banhagde a 37°C de temperatura, seu
conteudo foi transferido para tubo cénico estariitendo 10mL de meio de cultivo DMEM
completo a 37°C de temperatura e submetido a frggagdo a 180xpor 5 minutos. O meio
de cultura foi entdo descartado para remocao do @MEAs células ressuspendidas em 5mL
de meio DMEM completo e transferida para frascouwdgvo T25cm? que foram mantidas em

estufa em temperatura de 37°C em atmosfera umiBgodie CQ.

3.2.4. Manutencgéo e cultivo das células de hibridaas, clone 90/DA5/CB5/AA3

Apos o descongelamento, as células foram cultivadasrascos de cultivo dos tipos
T25cnf e T75cm e mantidos em estufa & 37°C e atmosfera Gmid&dde5CQ. As trocas

de meio de cultura foram realizadas a cada dois didim de manter o fornecimento
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adequado de nutrientes e controle de pH, e os kibsurealizados sempre que a confluéncia
celular era atingida, através do desprendimentaélasas da superficie do frasco de cultivo
por acao mecanica.

Uma vez obtida quantidade celular suficiente paalizacdo dos experimentos, as
células foram homogeneizadas e colocadas em tuktéseis de centrifuga de 50 mL,
submetidas a centrifugacdo a 1§(or 5 minutos, e ressuspendidas em meio DMEM com
10% (v/v) de SFB.

3.2.5. Numero de passagens das células de hibridgnwdone 90/DA5/CB5/AA3, e sua

influéncia na obtencao de anticorpo monoclonal anfPBP2a de MRSA

Os cultivos de células de hibridomas, utilizadosa peerificar a secre¢do de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA ao decorrer dos stibes, foram realizados em duplicata
em placas de poliestireno de 24 orificios (Falyprcom volume de trabalho de 1mL,
utilizando o meio de cultivo DMEM com 10% (v/v) SFB\pés realizar subcultivos a cada
trés dias em frasco T75énas células de hibridomas nas passagens 10, 1302@0 e 50
foram inoculadas em placa de poliestireno com aunegdio celular de 0,5xi@lulas

viaveis/mL e incubadas em estufa em temperatuBy e e 5% de Cg£por 8 dias.

3.2.6. Avaliacdo dos efeitos da concentragdo do inéculolekar inicial e velocidade de

agitacao sobre o crescimento celular e producdo daticorpo

Os efeitos da variacdo da concentragdo do inéalldar inicial e da velocidade de
agitacao sobre o crescimento celular e a produedanticorpo monoclonal anti-PBP2a de
MRSA foram avaliados através de um planejamentwifdtcompleto de duas variaveis’ 2
com triplicata do ponto central. Para a velocidddeagitacdo, os niveis inferiores (-1) e
superiores (+1) relativos aos parametros experamgenforam de 40 e 100rpm,
respectivamente, com ponto central (0) de 70rpreodcentracdo do indculo celular inicial
empregada variou de 0,6X16élulas viaveis/mL no nivel inferior (-1) a 2,2x16%lulas
vidveis/mL no nivel superior (+1), com ponto ceht@d de 1,4x18células viaveis/mL.

As variaveis independentes (concentracdo inoculolazeinicial e velocidade de
agitacao) analisadas e suas faixas de trabalhmsginadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Faixa de valores dos fatores empregaulptanejamento fatorial complet 2

Niveis
Fatores Inferior Superior Ponto central
(-1) (+1) (0)
Velocidade de agitagcédo (rpm) 40 100 70
Concentracao do inéculo celular inicial 0.6 22 14

(x10°células viaveis/mL)

Os ensaios relativos a condicdo do ponto centrednforealizados de forma a
determinar o erro experimental e avaliar a lineatéddos efeitos das varidveis independentes
sobre as respostas do bioprocesso, sendo suaatdplitilizada para calcular as médias e
desvio padréo das respostas avaliadas.

Para a construcdo do plano fatorial completo de gaaaveis apresentado na Tabela
3.2, os valores normalizados (+1) e (-1) foramro#tiados em duas colunas de forma que
todas as combinagBes experimentais possiveis foebéidas e adicionadas repeticdes do
valor zero, relativo a condi¢cdo do ponto centrd) (ue corresponde ao valor intermediario
entre 0s niveis superior e inferior. Através ddizaitdo de variaveis normalizadas, seus
efeitos podem ser comparados sem que sofram icfué&a amplitude dos valores reais
correspondentes ao nivel superior e inferior, pimdo, desta forma, identificar aqueles com

maior influéncia sobre as respostas avaliadasajwdxesso (Larentis et al. 2012).

Tabela 3.2: Plano fatorial completd @om triplicata no ponto central apresentando dsres das variaveis
codificadas e reais, ond¥;,V,=Velocidade de agitacdo (rpm) codificada e reab,®,=Concentracao celular
inicial (x10°células viaveis/mL) codificada e real, respectivarae

Variaveis codificadas Variaveis reais
X1 X Vi Va
Ensaio Concentracao Concentragao inéculo
Velocidade Velocidade
o indculo celular o celular inicial
agitagao inicial agitagao (rpm) (x10°células viaveis/mL)
1 -1 -1 40 0,6
2 1 -1 100 0,6
3 -1 1 40 2,2
4 1 1 100 2,2
5 0 0 70 1,3
6 0 0 70 1,3
7 0 0 70 1,3
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As avaliacOes de significancia estatistica foraalizadas empregando o testedé
Sudent” (distribuicdo de Student) a qual avalia a probddéie de que as variaveis analisadas
apresentem efeito sobre a resposta de interessaoD& grande variabilidade inerente aos
bioprocessos envolvendo cultivo de células, fdizatilo o intervalo de confianga de 90%
para reduzir a probabilidade de que fatores retegaiossem considerados nao significativos
(Rodrigues & lemma 2009, Marini 2011).

Os dados experimentais foram processados empregana@rograma Statistica 6.1 e
0s modelos propostos validados primeiramente pelélige de Variancia (ANOVA). A
qualidade do ajuste do modelo foi verificada peleficiente de determinacéo3jRealculado
pela razdo entre variacdo explicada pelo modelariagéo total, enquanto que a distribuicdo
“F” foi utilizada para se verificar a significancilb modelo, a qual é comprovada quando o
valor de Faculado© Maior que fpelade O Modelo também foi validado pela comparacdo dos
dados experimentais e dados preditos, sendo swidafde preditiva confirmada quando

baixos erros relativos forem encontrados (Rodrigummma 2009, Larentis et al. 2012).

3.2.7. Avaliacdo da concentracdo do inoculo celular inicla velocidade de agitagéo e
tempo de cultivo sobre a taxa especifica de produgé@le anticorpo

O efeito da concentracéo do inéculo celular injoialocidade de agitacdo e tempo de
cultivo sobre a taxa especifica de producdo decapth foi avaliada através de um
planejamento fatorial completo para trés varia(&fy com triplicata do ponto central em
cada um dos dias de cultivo. Os parametros expetaisepara a concentracao celular inicial
e velocidade de agitacdo foram 0os mesmos empregadogplanejamento fatorial 22
apresentados no item 3.2.5, ou seja, concentrag@wdulo celular inicial variando entre 0,6
e 2,2 x18células viaveis/mL e velocidade de agitacdo vadaemtre 40 e 100rpm e condicdo
utilizada no ponto central de 1,3 Xt6lulas viaveis/mL e 70rpm. Os cultivos foram aagdis
ao final do primeiro e segundo dias de cultivo, qoespondem ao nivel inferior (-1) e nivel
superior (+1) empregado para a variavel tempo,eas@mmente. O ponto central das
variaveis, concentracdo do inoculo celular ini@aVelocidade de agitacdo, foram obtidos
através da média dos valores referentes ao niyarisu (+1) e inferior (-1) a fim de
determinar 0s erros experimentais relacionados @cepso através do ponto central.
Diferentemente das demais variaveis (concentragdondtulo celular inicial e velocidade de
agitacdo), o tempo de cultivo neste planejameriteigado como varidvel de tipo, uma vez
que o tempo intermediario n&o teria significaddipoéem termos de processo. Neste caso, 0

ponto central deve ser avaliado nas condicdesmeidiarias das variaveis, concentracdo do
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inoculo celular inicial e velocidade de agitacdo @ada um dos dias de cultivo, cada um em
triplicata, totalizando seis pontos centrais, com® mostrado nas Tabelas 3.3 e 3.4.
Os parametros avaliados foram analisados nos néugisrior (+1), inferior (-1) e

ponto central (0) conforme mostrado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Faixa de valores dos fatores empregaalptanejamento fatorial completd 2

Niveis
Fatores Inferior Superior Ponto central
(1) =D (0)

Velocidade de agitacao (rpm) 40 100 70
Concentrac&o do in6culo celular inicial (Xtélulas

. 0,6 2,2 1,4
viaveis/mL)
Tempo de cultivo celular (dia) 1 2 le2

A construcéo do planejamento fatorial apresentaddabela 3.4 foi realizada em trés
etapas. As sete primeiras linhas foram preenchliddsrma intercalada com os valores (+1) e
(-1) em duas colunas de forma que todas as conti@eagxperimentais possiveis fossem
obtidas e em seguida adicionado trés repeticbegaltw O (zero), referentes ao ensaio do
ponto central. Em seguida, os mesmos valores adidas nas primeiras linhas da tabela
foram repetidos nas sete ultimas linhas da taB@lalmente, a terceira coluna foi completada
com uma repeticdo de sete valores (-1), seguidepidicdo de sete valores (+1).

Observa-se na Tabela 3,4 que a amplitude dos galeats entre o nivel inferior (-1),
central (0) e superior (+1) da varidvel concentadd indculo celular inicial ndo mantiveram
o principio da ortogonalidade. No entanto, ao a®rsir 0 erro experimental envolvido na
determinacdo da concentracdo do ino6culo celularainiverifica-se que a diferenca entre o
valor real (1,3 x19células viaveis/mL) e o valor proposto (1,4 Xt6lulas viaveis/mL) ndo
foi significativo, indicando assim que a estimatd@s efeitos da varidvel analisada néo foi
comprometida.

Dos quatorze ensaios propostos pelo planejamerttriala completo para trés
variaveis (3), os ensaios de 1 a 7, correspondem as combinda&esriaveis velocidade de
agitacdo e concentragdo do indculo celular iniagdim como a triplicatas do seu ponto
central para os cultivos mantidos por um dia, entjuas ensaios de 8 a 14 se referem as
mesmas combinacdes das variaveis velocidade decagie concentracao do inoculo celular

inicial e triplicatas do ponto central para osigok mantidos até o segundo dia.
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Tabela 3.4: Plano fatorial completd@mnpregado, apresentando os valores das variédwdificados e reais onde
X.,Vi= Velocidade de agitacdo (rpm) codificada e reglV,=Concentracdo celular inicial (dlulas
vidveis/mL) codificada e real ¥3,V,=Tempo de cultivo (dias) codificada e real, respaatente.

Variaveis codificadas

Variaveis reais

X]_ X2 X3 Vl V2 V3
Concentragao
) N ) . Tempo
Ensaio _ Concentragdo Tempo  Velocidade in6culo

Velocidade . o de
. _ in6culo celular de de agitacdo celular inicial _

de agitacéo o _ ] cultivo
inicial cultivo (rpm) (x10°células _

. (dias)

viaveis/mL)

1 -1 -1 -1 40 0,6 1
2 1 -1 -1 100 0,6 1
3 -1 1 -1 40 2,2 1
4 1 1 -1 100 2,2 1
5 0 -1 70 1,3 1
6 0 -1 70 1,3 1
7 0 -1 70 1,3 1
8 -1 -1 1 40 0,6 2
9 1 -1 1 100 0,6 2
10 -1 1 1 40 2,2 2
11 1 1 1 100 2,2 2
12 0 0 1 70 1,3 2
13 0 0 1 70 1,3 2
14 0 0 1 70 1,3 2

Os dados experimentais foram processados empregando programa Statistica

versdao 6.1 e os modelos propostos validados pameinte pela Analise de Variancia

(ANOVA). A gualidade do ajuste do modelo foi verdda pelo coeficiente de determinacao

(R?) calculado pela razdo entre variacéo explicada mpeldelo e variacéo total, enquanto que

a distribuicdo “F” foi utilizada para se verificar significAncia do modelo, a qual é

comprovada quando o valor dgyfado€ maior que gpelade O Modelo também foi validado

pela comparacdo dos dados experimentais e daddsopresendo sua capacidade preditiva

confirmada quando baixos erros relativos foram etmados (Rodrigues & lemma 2009,
Larentis et al. 2012).
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3.2.8. Procedimento experimental

Os ensaios de cultivo de células de hibridomasnforaalizados em frasco tipo
spinner de eixo fixo central de agitacdo com volume deaifzo de 200mL, utilizando o meio
de cultura DMEM completo com 10% (v/v) SFB. ApoOdearitdo de concentracdo celular
suficiente em frasco T75¢mpara a realizacdo dos experimentos, as célulasbdieldmas
entre as passagens 17 e 20 foram inoculadas eto fipe spinner de eixo de agitacéo fixo e
incubados em estufa a temperatura de 37°C e 5% Qjep&a realizacdo dos ensaios

estabelecidos pelo planejamento fatorial complata puas variaveis {2

3.3. Metodologia Analitica

Aliquotas de 1mL do cultivo celular foram coletadhariamente, centrifugadas a
180xg por 5 minutos e os sobrenadantes armazenadosparegora de -70°C para posterior

realizacdo de determinacgfes analiticas.

3.3.1. Monitoramento do Crescimento e da Viabilidad Celular

A concentracéo e viabilidade celular foram mondasaatravés de microscopia Optica
(Nikon-Eclipse TS100). A distincédo de células viavenéao viaveis foi realizada pelo método
de exclusdo celular do corante Azul de Trypan (0,4%igm&) que se baseia na
permeabilidade seletiva da membrana celular, emagueélulas mortas se coram de azul
enquanto as células vivas, com membrana integmraagpecem incolores (Freshney 1994).

A concentracédo celular foi determinada por contagem hemocitdmetro (Bright-
Line) preenchido com uma mistura de 10uL de coramtd de trypan (0,4%) e 90uL de
sobrenadante celular, e em seguida submetido agemtcelular em microscépio 6ptico com
aumento de 200x.

3.3.2. Determinacéo da concentracdo de glicose eti#o nos sobrenadantes de cultivo

celular

As concentracfes de glicose e lactato nos sobretesddos cultivos celulares foram
determinadas através do analisador bioquimico Y®02 Analyzer (Yellow Spring
Instruments, EUA). A metodologia do equipamentoelsse no emprego de enzimas
imobilizadas em membranas de policarbonato parateccfio de substancias quimicas. A
glicose ou lactato presente na amostra difundetseés da membrana e € submetida a

Reacdo 1 e 2, respectivamente.
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Reacéo 1

B-D-glicose + Q » D-Gluconos-lactona + HO,
Glicose oxidase

L-lactato + Q : » Piruvato + HO, Reacao 2
L-lactato oxidase

O peroéxido de hidrogénio gerado é entdo oxidadaeneletrodo de platina, segundo

a Reacéo 3.

Reacao 3
H20;

. 2H" + O+ 2¢€
Anodo platina ©

Os elétrons gerados sédo quantificados e a respostavertida na concentracdo da

substancia de interesse.

3.3.3. Determinacéo da concentracdo de anticorpo moclonal anti-PBP2a de MRSA em

sobrenadantes de cultivo celular por Imunoensaio Eximatico (ELISA)

O anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA presangesobrenadantes de cultivo
celular foram quantificados por técnica de Imunaen&nzimatico direto (ELISA) adaptado
de Senna et al. (2003). Para o ensaio foram wdéizanicroplaca NUNC Maxisol), onde
foi adicionados 0,25 pg/poco de proteina recombénparificada PBP2a diluida em tampéo
carbonato-bicarbonato pH 9,0. Apds incubag@night a temperatura de 4°C para adsorcao
do antigeno, foram efetuadas trés lavagens comTPE®ucdo Tampdo Fosfato de Sdodio
10mM, NaCl 150mM, Tween 20 0,05% pH 7,2). Em segufdi realizado o bloqueio com
200uL/poco de PB&ilk 5% (Solugdo Tampao Fosfato de Sédio 10mM, NaChiMBQleite
desnatado 5% (p/v)) e a reacdo incubada a 37°Q poras. Apos incubacao, a solucdo de
bloqueio foi desprezada e realizada trés lavagemsRBS-T.

O anticorpo monoclonal anti-PBP2a purificado fduitlo em PBS-milk 5% (p/v) de
modo a obter as concentracdes entre 50ng e 0, @rmppo, em um volume final de 100uL.
Os sobrenadantes provenientes do cultivo tambéamfaliluidos em PB&ilk 5% (p/v). A
reacdo foi novamente incubada a 37°C por 2 horapds 3 lavagens com PBS-T, foi
adicionado 100p L/poco da Imunoglobulina anti-motsgjugada HRP (Sigriy, na diluicdo
de 1:10.000 em PBS-milk 5% (p/v). Apos incubacap 9 minutos a 37°C, procederam-se

novamente trés lavagens com PBS-T seguido da ade&d®0uL/poco do cromoégeno TMB
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(Tetrametilbenzidina 1% (v/v), Sigifiae incubado por 5 a 10 minutos. A reacéo foi
interrompida pela adicdo de 50uL de acido sulfuideSO;) 1IN e as densidades 6ticas
determinadas a um comprimento de onda de 450nmeion te microplaca SUNRISE
(Tecar?).

Foi construida uma curva de calibragdo correlacidoaa absorbancia e a
concentracdo de anticorpo monoclonal anti-PBP2aM&SA purificado. Os valores de
absorvancia das amostras foram interpolados utdzaum intervalo de confianca de 95%
para realizar a quantificacdo de anticorpos momaato presentes nos sobrenadantes dos
cultivos celulares. As amostras cujos valores d@m@ncia apresentaram-se acima do valor
de quantificacdo da curva de calibracdo foram dkisii de modo a permitir que passassem a

apresentar valores compreendidos na faixa lineaude de calibracao.

3.3.4. Determinacao de variaveis cinéticas de cré@sento e metabolismo celular

A partir dos resultados das analises dos sobretelaos cultivos celulares foram
calculados parametros para avaliar o crescimentee®bolismo celular, tais como, taxa
especifica de crescimento celular da fase expoalefsiy), tempo de duplicagéo celulag)(t
taxa especifica de consumo de glicosgicf taxa especifica de producéo de lactatq:)q
taxa especifica de formag¢do de anticorpo monoclfmal), coeficiente de rendimento de
células a partir de glicose {¥ic) e coeficiente de rendimento de anticorpo monati@n

partir de glicose (NMab/gid-

Na fase exponencial de crescimento, a taxa espectfe crescimento, a taxa
especifica de consumo de nutrientes e a taxa éspet® producdo de metabdlito e produto
sdo mantidas constantes (Legazpi et al. 2005).

A velocidade de crescimento celular maxima detemdanna fase exponencial de
crescimento (k) foi obtida através do coeficiente angular da agigtada para a variagéo do
Logaritmo Neperiano da concentracdo celwarsus o tempo, durante o periodo de

crescimento exponencial. Sendo calculada atravésjdacao 1.

1dX ~
Mexp = 3 o; Equacao 1

No qual, |4 corresponde a taxa especifica de crescimento celika concentracéo
celular et ao tempo de cultivo.
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Uma vez determinada a taxa especifica de cresaneehtlar, o tempo de duplicacdo

(tg) foi calculado segundo a Equacéo 2.

In2 «
ty = — Equacéo 2
Hexp

As taxas especificas de producdo de anticorpo ntmmalc (Gnay) € as taxas
relacionadas ao metabolismo celular foram detemainiatravés da relacdo entre seus valores
médios e a integral da concentragéo de célulagigi@o longo do tempo (ICV) (Chen 2012).

A taxa de producdo especifica de anticorpo monatlma fase exponencial de
crescimento celular {gp foi determinada através da Equacao 3 que, apéseaganjada,
pode ser escrita de forma que a variavel integratéulas viaveis ao longo do tempo (ICV)
possa ser utilizada, conforme apresentado na Equ4aca

1d b ~
Qmab = ;—[Zlf ] Equacéo 3
Cmab = Qmab fX dt Equacao 4

Na qual, Gap € a concentracdo de anticorpegf a taxa especifica de formacéo de
anticorpo monoclonal ¢ X dt corresponde ao ICV (Ozturk et al. 1991).
A taxa especifica de consumo de glicose e formalg lactato foi determinada

através da Equacéo 5 e 6, respectivamente (Acoata2607).

1 d[Glc]

dotic = -7 Equagao 5
1 d[L =
Qrac = %, [ d‘tw] Equacao 6

Sendo Glic a concentracdo de glicoseac a concentracdo de lactato X a

concentracao de células viaveis.

O coeficiente de rendimento de células a partgldese foi calculado de acordo com

a equacéo 7:
X—Xo
Glicg—Glicy

Yx /Glic = Equacéo 7
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onde Glig¢ € a concentracdo de glicose no instante t,o@lia concentracdo de glicose no
instante inicial, Xé a concentracao de células viaveis no instamt&té a concentracdo de
células no instante inicial.

O coeficiente de rendimento de anticorpo monoclanpértir de glicose foi calculado

de acordo com a equacao 8:

mab¢—mabg ~
Ymab/Gli(; = Equacao 8

GliCt—GliCO

onde, Glig € a concentracdo de glicose no instante t,o@lia concentracdo de glicose no
instante inicial, mabé a concentracdo de anticorpo monoclonal anti-BBRRinstante t e

malky é a concentracdo de anticorpo monoclonal anti-BB®anstante inicial.



4. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultadosedeiroento celular, produgédo de
anticorpo monoclonal, consumo de substratos e fghmae metabdlitos dos experimentos
propostos pelo planejamento fatorial compléta®dstrando a relacéo dos fatore®locidade
de agitacdo e concentracdo do in6culo celularahita secrecdo de anticorpo monoclonal
anti-PBP2a de MRSA, bem como a influéncia destesda em relacdo a taxa especifica de
producéo de anticorpo monoclonal mostrada no pamajto fatorial completo®2

4.1. Avaliacdo do numero de passagens das célulase dhibridoma, clone
90/DA5/CB5/AA3, e sua influéncia na obtencdo de anbrpo monoclonal anti-PBP2a de
MRSA

As células de hibridomas, clone 90DA5/CB5/AA3, passagens numero 10, 15 e 20,
cultivadas em placas de 24 orificios, ao fim dcawwt dia de cultivo apresentaram as
concentracdes de 4,8+0,4ug/mL; 5,0+0,4ug/mL e 57ft@mL de anticorpo monoclonal
anti-PBP2a de MRSA, respectivamente. As célulabidedoma nas passagens numero 30,
40 e 50 apresentaram concentragcbes de 1,5+0,2udll+0,002ug/mL e 0,025+0,002
png/mL de anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MR®A&pectivamente, conforme mostrado
na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Concentracdo de anticorpo monoclonghXGo fim do oitavo dia de cultivo de células de
hibridomas cultivado em diferentes passagens ecaplde 24 orificios. Médih Desvio padrdo (n=2)

NGmero da Cinab

passagem (Lg/mL)
10 48+04
15 50+04
20 57+0,7
30 1,5+0,2
40 0,21 10,02

50 0,025 + 0,002




43

4.2. Avaliagdo do cultivo de células de hibridomauttivadas em frasco tipospinner

4.2.1 Cinética celular da condicdo experimental deminada de ponto central do

planejamento fatorial completo 2

As células de hibridomas foram cultivadas em fragigm spinner de eixo fixo central
de agitacdo utilizando uma concentracdo do inéamdhlar inicial de 1,3x10células
viaveis/mL e velocidade de agitacdo de 70rpm, comdcestabelecido pela condicdo do ponto
central do planejamento fatorial complefo @s cultivos da condicdo experimental do ponto
central (ensaio ponto central) foram realizadostepticata sendo os valores médios com
seus respectivos desvios das cinéticas de credcinmular, producdo de anticorpo
monoclonal, consumo de substrato e formacgéo debdiégtes apresentados nas Figuras 4.1A
e 4.1B.

Na cinética celular da condicdo experimental denana de ponto central (cinética do
ponto central), a concentracdo celular inicial dwculo no dia O (zero) foi de
1,3+0,2x10células vidveis/mL e de 2,0+0,1xt@élulas viaveis/mL ao fim do primeiro dia de
cultivo, mostrando um aumento de 1,4 vezes na obraggio de células viaveis, no segundo
dia com relacdo ao dia 0. No primeiro dia de calt& concentracdo celular foi de
2,0+0,1x16células vidveis/mL e no segundo dia de cultivo aceatracdo celular maxima
atingida foi de 3,9+0,8xf8élulas vidveis/mL, com uma fase exponencial dscareento
celular de um dia conforme mostrado na Figura 4.NA. terceiro dia de cultivo a
concentracdo de células foi de 2,4+0,6x&6lulas viaveis/mL, concentracdo celular menor
que a do segundo dia de cultivo que foi de 3,94I®¢lulas vidveis/mL, sendo que no
quarto e quinto dias de cultivo as concentracbéslaces foram de 1,3+0,3x3¢¥lulas
vidveis/mL e 0,4+0,1xT@élulas vidveis/mL, respectivamente. A concentragéocélulas
viaveis diminuiu a partir do segundo dia de culteyano sexto dia atingiu a concentracéo
celular de 0,5+0,1xP@élulas viaveis/mL, no sétimo dia de cultivo a @nttacédo de células
foi de 0,4+0,2x18células viaveis/mL e no oitavo dia de cultivo a@amtracdo celular foi de
0,6+0,3x16células viaveis/mL, indicando que as células eatnaem fase de declinio e morte
celular, conforme mostrado na Figura 4.1A.

Na cinética do ponto central a secrecdo de anticonpnoclonal anti-PBP2a de
MRSA ocorreu a partir do primeiro dia de cultivo eque a concentracdo foi de
1,0£0,3pg/mL. No dia O (zero) a concentracdo decamo monoclonal anti-PBP2a de

MRSA foi Opg/mL e no segundo dia a concentracaardeorpo monoclonal anti-PBP2a de



44

MRSA foi de 13+1ug/mLA concentracdo méaxima de anticorpo monoclonatRBf2a de
MRSA foi de 25+4ug/mL no terceiro dia de cultivo.

As concentracfes de anticorpo monoclonal anti-PBR2BMIRSA a partir do terceiro
dia de cultivo foram de 20pg/mL no quarto dia diéan, 25pg/mL no quinto dia de cultivo,
23ug/mL no sexto dia de cultivo, 21pg/mL e 20pg/miLsétimo e oitavo dias de cultivo,
respectivamente, conforme mostrado na Figura 4.1A.

Ao realizar a dosagem de glicose do meio DMEMa&dio no cultivo das células de
hibridomas, a concentracdo de glicose inicial etada no meio no dia O (zero) foi de
0,905+0,003¢g/L, conforme mostrado na figura 4.1®. pdimeiro dia do cultivo celular a
concentracdo de glicose foi de 0,557¢g/L, no seguimale cultivo a concentracao de glicose
foi de 0,192¢g/L e no terceiro dia de cultivo a camtcacdo de glicose foi de 0g/L (zero g/L),
permanecendo em 0g/L até o ultimo dia do cultivtayo dia), conforme mostrado na Figura
4.1B.

No decorrer do cultivo das células de hibridomaseteres de anticorpo anti-PBP2a
de MRSA, a concentracdo de lactato aumentou daeti@ (0,153+0,005g/L) até o segundo
dia de cultivo quando a concentracdo maxima deatlacfoi de 0,517+0,014g/L. A
concentracdo de lactato foi de 0,415+0,053 g/Lenceiro dia de cultivo, e 0,042+0,04 g/L no
quarto dia de cultivo, sendo que do quinto ao oitaviltimo dias de cultivo a concentracao

de lactato foi de Og/L (zero g/L), conforme mostraa Figura 4.1B.
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Figura 4.1: Cultivo celular referente ao ensaio mhnto central do planejamento fatorial complefo 2
Concentracéo celular do inéculo inicial: 1,3 Xb@lulas vidveis/mL e velocidade de agitacdo demOi(A)
Crescimento celular e concentragdo de anticorpamoional anti-PBP2a de MRSA. (B) Dosagem bioquindiea

glicose e lactato.

4.2.2. Cinética celular da condicdo experimental @@eminada de ensaio 1 do
planejamento fatorial completo 2

As células de hibridomas, da condicdo experimatgabminada de ensaio 1, foram
cultivadas em frascos tipgpinner de eixo fixo central de agitacdo utilizando uma
concentracéo de indculo celular inicial de 0,6cKulas viaveis/mL e velocidade de agitacdo

de 40rpm, conforme estabelecido pelo planejamentoiél completo 2
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As cinéticas de crescimento celular e secrecdantieorpo monoclonal anti-PBP2a
de MRSA séo apresentadas na Figura 4.2A, e asceiséte consumo de glicose e formacéo
de lactato séo apresentadas na Figura 4.2B.

Na condicdo experimental denominada de ensaio %ai@nl) ndo foi possivel
determinar a fase exponencial de crescimento cetidaido a problemas encontrados na
realizacdo do experimento que impossibilitaramrdicaidade do cultivo a partir do segundo
dia de cultivo. Com os dados obtidos do ensaimilpdssivel verificar que a concentracao
celular no primeiro dia de cultivo foi de 1,0Xk#lulas vidveis/mL, que corresponde a 1,7
vezes maior que a concentragdo do inéculo celuiaial utilizada no dia 0 (zero). No
segundo dia de cultivo, a concentracdo celulard®i1,5x18 células viaveis/mL, que
corresponde a 2,5 vezes a concentracado do indeluacinicial utilizada no dia zero. Sendo
que a concentracdo de células do primeiro dia devapara o segundo dia de cultivo
aumentou em 1,5 vezes, conforme mostrado na FHgRsa

No dia 0 (zero) a concentracdo de anticorpo monatlanti-PBP2a de MRSA foi de
Opg/mL e no segundo dia a concentracao de anticommclonal foi de 9ug/mL, conforme
mostrado na Figura 4.2A.

No dia O (zero) da cinética, a concentracdo deosggicinicial foi de 0,96g/L, no
primeiro dia de cultivo a concentracéo de glicasalé 0,74g/L e no segundo dia de cultivo a
concentracdo de glicose foi de 0,48g/L. A conceatrade lactato aumentou do dia zero de
cultivo até o segundo dia de cultivo em que a coinagdo foi de 0,45g/L, conforme
mostrado na Figura 4.2B.
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Figura 4.2: Cultivo celular referente ao ensaicolpthnejamento fatorial completd. Zoncentracdo celular do
inéculo inicial: 0,6 x10 células viaveis/mL e velocidade de agitacdo deomOr(A) Crescimento celular e
concentracao de anticorpo monoclonal anti-PBP2dRISA. (B) Dosagem bioquimica de glicose e lactato.

4.2.3. Cinética celular da condicdo experimental deminada de ensaio 2 do

planejamento fatorial completo 2

As células de hibridomas, da condicdo experimedgabminada de ensaio 2, foram

cultivadas em frascos tipgpinner de eixo fixo central de agitacdo utilizando uma
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concentracéo de indculo celular inicial de 0,6cBulas vidveis/mL e velocidade de agitacdo
de 100rpm, conforme estabelecido pelo planejanfatidal completo 2

As cinéticas de crescimento celular e secrecamtileogpo monoclonal anti-PBP2a de
MRSA do ensaio 2 sdo apresentadas na Figura 4.88,cenéticas de consumo de glicose e
formacgao de lactato, sédo apresentados na Figusa 4.3

Na cinética celular do ensaio 2, a concentracaindoulo celular inicial no dia 0
(zero) foi de 0,6x10células vidveis/mL e a concentracéo de célulaginuefro dia de cultivo
foi de 1x10 células viaveis/mL, que corresponde a um aumentb,@leezes a concentracio
de células viaveis utilizadas no dia 0 (zero). Gaém 2 apresentou uma fase exponencial de
dois dias com concentragdo méaxima celular de 5°%dl0las viaveis/mL no terceiro dia de
cultivo, como pode ser observado na Figura 4.3A.gharto dia a concentracdo de células
viaveis foi de 4,5x10células viaveis/mL, indicando que as células eamaem fase de
declinio e morte celular, conforme mostrado na f&gu3A. A partir do quarto dia de cultivo
houve reducdo na concentracdo de células viavergjosque a concentracdo celular de
1,2x16 células viaveis/mL no sexto dia de cultivo foi dami & concentracdo de
0,8x10células vidveis/mL no oitavo dia de cultivo (ltirdia).

Na cinética do ensaio 2, a secrecao de anticorpmohmnal anti-PBP2a de MRSA
ocorreu a partir do dia zero. No dia O (zero) aceoitracdo de anticorpo monoclonal foi
Opg/mL, logo apds o indculo, porém, houve um aumentre o dia zero e o primeiro dia de
cultivo, sendo que no segundo dia de cultivo a entragcdo de anticorpo monoclonal anti-
PBP2a de MRSA foi de 14 pg/mL. A concentracdo die@po monoclonal aumentou até o
terceiro dia de cultivo celular, quando a concefdtoa maxima foi de 30ug/mL. As
concentracdo de anticorpo monoclonal anti-PBP2dRI8A no quarto, quinto, sexto, setimo
e oitavo dias foram de 35ug/mL, 38ug/mL, 35pug/mEZu@mL e 35ug/mL conforme
mostrado na Figura 4.3A.

A concentracdo de glicose inicial encontrada nconBWMIEM no dia O (zero) foi de
0,969g/L. No decorrer do cultivo celular a concagdio de glicose diminuiu para 0,725g/L no
primeiro dia; 0,389g/L no segundo dia e 0,155¢g/L teeceiro dia de cultivo, o que
corresponde a uma reducéo de 25%, 59% e 83% egdoedaconcentracédo de glicose inicial
(do dia zero), respectivamente, conforme mostradbigura 4.3B. A concentragéo de lactato
aumentou do dia zero até o segundo dia de culthandp a concentracdo maxima foi de
0,53g/L, reduzindo para 0,369 g/L no quarto dizwulévo e para Og/L a partir do sexto dia de
cultivo, conforme mostrado na Figura 4.3B.
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Figura 4.3: Cultivo celular referente ao ensaicoZptanejamento fatorial’2Concentracéo celular inicial= 0,6
x10° células viaveis/mL e velocidade de agitacdo deptf0(A) Crescimento celular e dosagem de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA (B) Dosagem biogudndie glicose e lactato.

4.2.4. Cinética celular da condicdo experimental d@eminada de ensaio 3 do

planejamento fatorial completo 2

As células de hibridoma foram cultivadas em fradgmsspinner de eixo fixo central
de agitacdo utilizando uma concentracdo celulatiahide 2,2x18células viaveis/mL e
agitacao de 40rpm, conforme estabelecido pela caadio ensaio 3 do planejamento fatorial
completo 3. A cinética de crescimento celular, producdo deamo monoclonal, consumo
de glicose e formacéao de lactato do ensaio 3, m@&sentados na Figura 4.4A e 4.4B.

Na condicdo experimental denominada de ensaio 8ai@n3) ndo foi possivel
determinar a fase exponencial de crescimento cetidaido a problemas encontrados na
realizacdo do experimento que impossibilitaramrdicaidade do cultivo a partir do segundo
dia de cultivo. Com os dados obtidos do ensai®i3pdssivel verificar que a concentracao
celular no primeiro dia de cultivo foi de 1,7xX&6lulas viaveis/mL, que corresponde a 1,3
vezes menor que a concentracdo do indculo cehitaali utilizada no dia 0 (zero).

No segundo dia de cultivo, a concentracéo celaadé 1,1x18células vidveis/mL,
que corresponde a metade da concentracdo do inéelilar inicial utilizada no dia zero.
Sendo que a concentracao de células do primeirded@iltivo para o segundo dia de cultivo
diminuiu em 1,2 vezes, conforme mostrado na FigutaA.

No dia O (zero) a concentracdo de anticorpo monatlanti-PBP2a de MRSA foi de
Opg/mL e no segundo dia a concentracdo de anticommclonal foi de 8ug/mL, conforme
mostrado na Figura 4.4A.

No dia O (zero) da cinética, a concentracdo deosggicinicial foi de 0,98g/L, no
primeiro dia de cultivo a concentracéo de glicaselé 0,42g/L e no segundo dia de cultivo a
concentracdo de glicose foi de 0,08g/L. A conceatrade lactato aumentou do dia zero de
cultivo até o segundo dia de cultivo em que a aoimaedo foi de 0,59g/L, conforme

mostrado na Figura 4.4B.
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Figura 4.4: Cultivo celular referente ao ensaico3ptanejamento fatorial’2Concentracéo celular inicial= 2,2
x10° células vidveis/mL e velocidade de agitacdo d@mOIA) Crescimento celular e dosagem de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA (B) Dosagem bioquéndie glicose e lactato

4.2.5. Cinética celular da condicdo experimental d@®eminada de ensaio 4 do

planejamento fatorial completo 2

As células de hibridomas, da condicdo experimatgabminada de ensaio 4, foram
cultivadas em frascos tipgpinner de eixo fixo central de agitacdo utilizando uma
concentracdo de inéculo celular inicial de 2,Zk&ulas viaveis/mL e velocidade de agitacdo
de 100rpm, conforme estabelecido pelo planejanfamdal completo 2

As cinéticas de crescimento celular e secrecamtiigogpo monoclonal anti-PBP2a de
MRSA do ensaio 4 sdo apresentadas na Figura 4.88,cenéticas de consumo de glicose e
formacdao de lactato, sédo apresentados na Figua 4.5

Na cinética celular do ensaio 4, a concentragdindoulo celular inicial no dia 0
(zero) foi de 1,3x1®élulas vidveis/mL e a concentracéo de célulasrinefro dia de cultivo
foi de 3,3x168células viaveis/mL, que corresponde a um aumenthSleezes a concentracio
de células viaveis utilizadas no dia 0 (zero). Gagm4 apresentou uma fase exponencial de
um dia com concentracdo maxima celular de 6,2céllas viaveis/mL no segundo dia de
cultivo, como pode ser observado na Figura 4.5AtéMceiro dia a concentragdo de células
vidveis foi de 2,0x1®@élulas vidveis/mL, indicando que as células eataem fase de
declinio e morte celular, conforme mostrado na REgl.5A. A partir do terceiro dia de
cultivo houve reducdo na concentragdo de célukageid, sendo que a concentracdo celular
de 1,0x16células viaveis/mL no quarto dia de cultivo foi #an & concentracdo de
0,7x10células viaveis/mL no oitavo dia de cultivo (ltirdia).

Na cinética do ensaio 4, a secrecado de anticorpmoahmnal anti-PBP2a de MRSA
ocorreu a partir do dia zero. No dia O (zero) aceoitracdo de anticorpo monoclonal foi
Oupg/mL, logo ap6s o inéculo, porém, houve um aumentre o dia zero e o primeiro dia de
cultivo, sendo que no segundo dia de cultivo a enimacdo de anticorpo monoclonal anti-

PBP2a de MRSA foi de 26 ng/mL. A concentracdo de@po monoclonal aumentou até o
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terceiro dia de cultivo celular, quando a conce@diba maxima foi de 40ug/mL. As

concentracdo de anticorpo monoclonal anti-PBP2dRI8A no quarto, quinto, sexto, setimo
e oitavo dias foram de 37ug/mL, 38ug/mL, 37pg/mRug/mL e 43ug/mL conforme

mostrado na Figura 4.5A.

A concentracdo de glicose inicial encontrada nconB®MEM no dia O (zero) foi de
0,96g/L. No decorrer do cultivo celular a concagdio de glicose diminuiu para 0,39g/L no
primeiro dia e 0 g/L no terceiro dia de cultivogoe corresponde a uma reducao de 59% e
100% em relacdo a concentracéo de glicose inid@ld{a zero), respectivamente, conforme
mostrado na Figura 4.5B. A concentracdo de lacatoentou do dia zero até o segundo dia
de cultivo quando a concentracdo maxima foi dedll53eduzindo para Og/L a partir do

terceiro dia de cultivo, conforme mostrado na FagllbB.
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Figura 4.5: Cultivo celular referente ao ensaiocodptanejamento fatorial’2Concentracéo celular inicial= 2,2
x10° células viaveis/mL e velocidade de agitacdo depf0(A) Crescimento celular e dosagem de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA (B) Dosagem bioguéndie glicose e lactato

4.2.6. Determinacdo de parametros cinéticos e biommico-metabdlicos dos cultivos do

planejamento fatorial completo Z

Para sistematizar a analise dos efeitos das vasjdaes como, concentracdo celular
inicial e velocidade de agitacdo nos cultivos eeks de hibridomas, foram determinados os
parametros cinéticos e bioquimico-metabdlicos & fxponencial de crescimento celular:
velocidade maxima especifica de crescimepia,d, tempo de duplicacaoy)f taxa especifica
de producdo de anticorpo monoclonal ) taxa especifica de consumo de glicosgcd
taxa especifica de formacao de lactatqg coeficiente de rendimento celular em relacdo ao
consumo de glicose (¥qic) € coeficiente de rendimento de anticorpo monailem relacéo

ao consumo de glicose {Xbgid , conforme mostrados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Concentragdo méxima de células vid¥eis {axa especifica de crescimento celujgf.f), tempo de duplicagdo
(ta), concentracdo maxima de anticorpo,4f), taxa especifica de produgéo de anticorpo redaponencial (g ), taxa
especifica de consumo de glicosg;{)] taxa especifica de formagdo de lactafg.(gcoeficiente de rendimento celular em
relacéo ao consumo de glicosex(yic) e coeficiente de rendimento de anticorpo monadlem relagdo ao consumo de
glicose (Ynapgid das células de hibridomas cultivadas em fragmmspinner em meio DMEM completo com 10% (v/v) de
SFB.

Ensaio Xv HMmax tq Crnab Omab Jolic OLac Yxvigc Y mabiglic
(10°cel/mL) (dia) (dia) (ug/mL) (pg/cel*dia) (pg/cel*dia) (pg/cel*dia) (10°cellg) (ug/g)
1* 1,5* nd nd 9* nd nd nd nd nd
2 5,7 0,85 0,82 35 2,0 0,00148 0,00088 7 48
3* 1,1* 0 0 8* nd nd nd nd nd
4 6,2 0,61 1,14 40 2,1 0,00081 0,00009 7 94
Ponto 0,00125 0,00051
3,910,8  0,740,21,1+0,3 254 1,7+0,.2 + + 512 34+2

central
0,00009 0,00004

* determinado no segundo dia de cultivo
nd: n&o determinado.

4.3. Efeitos da concentracdo do indculo celular ioial e velocidade de agitacdo sobre o

crescimento celular e producéo de anticorpo

Como a fase exponencial de crescimento celulaiounige ao fim do primeiro dia de
cultivo, os resultados coletados no segundo diansdie representativos do comportamento
celular, uma vez que no primeiro dia as célulameinam-se em fase de adaptadag)( Por
esse motivo, os dados referentes ao segundo daultleo foram escolhidos para serem
utilizados na realizacdo do planejamento fatooahpleto 2.

Os resultados provenientes das determinacdesieaslitos sobrenadantes do cultivo
celular, coletados ao fim do segundo dia de culfm@am organizados de acordo com a
proposta estabelecida pelo planejamento fatoriapbeto Z na forma de matriz experimental
apresentada na Tabela 4.3.

A concentracao celular observada ao fim do segulaale cultivo variou de 1,2-
1,5x1Ccélulas viaveis/mL nos ensaios 1 e 3 (velocidadagitacdo de 40rpm e concentragéo
do inéculo celular inicial de 0,6 e 2,2R1@&élulas viaveis/mL, respectivamente) a
6,2x10células vidveis/mL no ensaio 4 (velocidade de a§iiade 100rpm e concentracdo
celular inicial de 2,2x1@élulas viaveis/mL) conforme mostrado na Tabela A.diferenca
de 5,2 vezes na concentracdo celular dos ensa&dkifidica a existéncia de que algumas das
variaveis avaliadas apresentaram influéncia solrenaentracdo celular ao fim do segundo
dia de cultivo. Através da realizacdo dos ensaopahto central realizado em triplicata, foi
obtida uma concentracéo celular média de 3®é&0las viaveis/mL com desvio padrdo de

0,8x10células viaveis/mL e desvio padréo relativo de %9,2
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Tabela 4.3: Matriz experimental e resultados daceoimacdo celular (Xv) e concentracdo de anticorpo
monoclonal (G obtidos ao fim do segundo dia de cultivo atrad@planejamento fatorial completd 2

Cmab

X1 Xs Xv
_ . Concentragao de
Ensaio Concentracéo Velocidade Concentracgao celular .
o _ ] o anticorpo monoclonal
celular inicial agitacdo  (x10°células viaveis/mL)

(Hg/mL)
1 -1 -1 15 9
2 -1 +1 3,5 14
3 +1 -1 1,2 8
4 +1 +1 6,2 26
5 3,9 13
6 4,7 15
7 3,2 12

As maiores concentragdes de anticorpo monoclomaihfoobservadas no ensaio 4
(26pg/mL) em que a concentracdo do indculo celolaial de 2,2x18células viaveis/mL foi
adicionada em frascapinner mantido sob agitacdo de 100rpm. Uma variacdo na
concentracdo de anticorpo monoclonal de aproximadseB,3 vezes indicou a existéncia de
que as variaveis avaliadas apresentaram influésctae a concentracdo de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA ao fim do segundaldiaultivo. De acordo com os dados
obtidos a partir dos ensaios do ponto central ogg®o pode ser considerado confiavel ja que
apresentou desvio padrao relativo de 11,4%.

Através do programa computacional “Statistica”,afor calculados os efeitos das
variaveis independentes (concentracdo do inocuildacanicial e velocidade de agitacdo) e
suas interacdes sobre as respostas: concentrdgfo ogaxima e concentracao de anticorpo
monoclonal ao fim do segundo dia de cultivo.

A significancia dos efeitos das varidveis princgpaisuas interacfes foram verificadas
pela andlise dg-valor. De acordo com a andlise estatistica aptadama Tabela 4.3, a
velocidade de agitacéo foi a Unica variavel queaxeefeito significativog=0,028) sobre a
concentracéo celular, quando considerado a unvaltede confianga de 90%. O aumento da
concentracdo celular verificada pode ser proveaielet uma melhoria no fornecimento de
nutrientes e oxigénio para as células, a qual éréaida pelo emprego de maiores

velocidades de agitacéo (Legazpi et al. 2005).
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Tabela 4.4: Efeitos estimados, erro padrgevelor para concentragdo de anticorpo e concemtrdgdndculo
celular segundo planejamento fatorial completo pduas variaveis (@ para avaliagdo dos efeitos da
concentracéo celular inicial e velocidade de agtagpds o segundo dia de cultivo de hibridoma estér tipo
spinner.

Concentragao de anticorpo Concentragéao celular
(ng/mL) (x10células viaveis/mL)
Fator
. Erro .
Efeito ~ p-valof?  Efeito Erro padrdo p-valdr
padréao
Média 13,9 0,5 0,000 3,5 0,3 0,002
Concentracao
o 1,4 0,031 1,2 0,9 0,266
celular inicial K1)
Velocidade de
L 11,5 1,4 0,004 3,5 0,9 0,028
agitacao X2)
X1 X2 6,5 1.4 0,019 15 0,9 0,186

% Nivel de significAncia para as variaveis e suasragdes;p<0,1 indica que a varidvel é estatisticamente
significativa (destacado em negrito)

As duas variaveis analisadas, concentracdo do Im@elular inicial e velocidade de
agitacao, assim como suas interagfes apresentigansggnificativo positivo a um intervalo
de confianca de 90%, sobre a concentracédo de godicoonoclonal, conforme mostrado na
Tabela 4.4. Comparando-se jpsalores, a velocidade de agitacdo € a variavel exgece
maior influéncia sobre a concentracédo de anticarpnoclonal encontrada em sobrenadantes
de cultivo celular

O aumento da velocidade de agitacdo de 40 pargprhO0o cultivo com menor
concentracéo do inéculo celular inicial (0,6%ulas viaveis/mL) resultou no aumento de
1,5 vezes na concentracdo de anticorpo monocldni@aonos cultivos celulares dos ensaios
1 e 2, enquanto que um aumento maior, de 3,2 vdaewerificado nos cultivos que
apresentaram maior concentracdo do inéculo celniaial (2,2x10células viaveis/mL)
conforme mostrado no ensaio nos ensaios 3 e 4.

Um aumento na concentracdo de anticorpo monoclang&lPBP2a de MRSA no
sobrenadante de cultivo celular pode ser decorgmixisténcia de uma maior concentracao
de células viaveis e ainda do emprego de condgpdepromovam estresse celular de modo a
diminuir sua taxa de crescimento celular. O aumemdo concentracdo de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA quando maiores vedules de agitacdo sdo empregadas
esta diretamente relacionada com o0 aumento da miwacao de células viaveis nos cultivos
(Ozturk et al. 1990).
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Um aumento na concentracéo do inéculo celularahité 0,6x108 células viaveis/mL
para 2,2x1fcélulas vidveis/mL aumentou em 1,9 vezes a coragdr de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA no sobrenadante div@uquando a velocidade de
agitacdo empregada foi de 100rpm. Enquanto queudtiaas celulares agitados a 40rpm, o
aumento na concentracdo do indéculo celular inic&d interferiu na concentracéo final de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA secret@éermo de interacdo velocidade de
agitacao*concentracdo do inoculo celular inicialum intervalo de confianca de 90%,
mostrou ser estatisticamente significativo, fodelelo as observacdes realizadas
anteriormente, de que o aumento da concentracAmdimlo celular inicial favorece o
aumento da concentracdo de anticorpo no sobremadehilar quando maiores velocidades
de agitacdo sdo empregadas.

O modelo mateméatico proposto para predizer a caraggio de anticorpo monoclonal
anti-PBP2a de MRSA no sobrenadante do cultivo aekrn funcdo das variaveis codificadas

€ representado por:
Cmar= 13,8 + 2,&; + 5,8 + 3,3 X,

A partir do modelo matematico linear obtido, foinstruido o gréafico de superficie
resposta mostrado na Figura 4.6. Observa-se quaeemracdo de anticorpo monoclonal
anti-PBP2a de MRSA néo atingiu um valor maximo aigd de trabalho analisada, e que um
aumento na velocidade de agitacdo e da concentdigdodculo celular inicial poderiam
aumentar a concentracado de anticorpo monoclonalaobt

A primeira ferramenta estatistica utilizada par&ddea o modelo matematico proposto
para a determinagdo da concentracdo de anticorpocaiomal anti-PBP2a de MRSA foi a
analise de variancia (ANOVA) cujos resultados giresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Andlise de variancia (ANOVA) do plameganto fatorial completopara concentracdo de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA.

. . Graus de o .
Fonte de variagdoSoma Quadratica . Média Quadratica Fcaiculado
Liberdade
Regresséo 204,75 3 68,25 33,53
Residuo 6,11 3 2,04

Total 210,85

F 0.1%, 3, 55,39
% variacdo explicada fR= 97,1%
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Concentracdo de anticorpo monoclonal (pgfmL)

I 24
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[ ]16
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Figura 4.6: Gréfico superficie resposta para camaefio de anticorpo monoclonal{f) para velocidade de
agitacédo e concentracdo do inéculo celular inicitido a partir do planejamento fatorial compl2to

Comparando-se os valores dgidado(33,53) € Bpeiado(5,39), pode ser verificado que
o modelo linear proposto é estatisticamente sigatifio e preditivo para a concentracao de
anticorpo monoclonal no segundo dia de cultivo, wema que o valor deckcuiadofoi maior
que o valor de pelado €M 6,2 vezes. Observa-se ainda que a porcentagewardhcao
explicada pelo modelo é de 97%.

O percentual de diferenca entre a concentragamttgo monoclonal determinada
experimentalmente e o valor da concentracdo decspt monoclonal proposta pelo modelo
também foi utilizado como ferramenta na verificagho capacidade preditiva do modelo
matematico desenvolvido. Os erros relacionados adefo matematico proposto foram
observados somente nos ensaios do ponto centrab eultrapassaram 16,7%, conforme
mostrados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6: Valores experimentais e preditos peldaio proposto para concentra¢do de anticorpo nhomelc
(Cmap) anti-PBP2a de MRSA, segundo planejamento fatodaipleto 2.

Crnab (LQ/ML) Cinab (LQ/ML) .
) _ _ Desvio (%)
Ensaio Experimental Predito

1 9 9 0

2 14 14 0

3 8 8 0

4 26 26 0

5 13 14 7,7

6 15 14 6,7

7 12 14 16,7

4.4. Efeito da concentracdo do inéculo celular inial, velocidade de agitacdo e tempo de
cultivo sobre a taxa especifica de producdo de aotirpo monoclonal anti-PBP2a de
MRSA

As taxas especificas de producao de anticorpo nmmadanti-PBP2a de MRSA entre
o dia zero e o primeiro dia do cultivo celular @rero primeiro e segundo dias do cultivo
celular séo apresentadas na Tabela 4.7 na fornmaatiez experimental de acordo com a
proposta de planejamento fatorial completo 2

Tabela 4.7: Matriz experimental e resultados olstigivavés do planejamento fatorial compléto 2
Concentracado do

o Velocidade de Tempo Taxa especifica de producgéo de
Ensaio |noc.ul.o.celular agitacdo de cultivo anticorpo monoclonal
”(1;2?' (X2) (X3) Omab (Pg/célula*dia)
1 -1 -1 -1 15
2 -1 +1 -1 1,8
3 +1 -1 -1 0,7
4 +1 +1 -1 1,2
5 -1 0,7
6 -1 0,6
7 -1 0,6
8 -1 -1 +1 3,0
9 -1 +1 +1 2,0
10 +1 -1 +1 3,3
11 +1 +1 +1 2,1
12 +1 1,7
13 +1 1,6
14 +1 1,9
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Foi observado que as taxas especificas de prodigdmticorpos determinadas ao
final do primeiro dia de cultivo, nivel (-1), foramenores que as taxas especificas de
producdo de anticorpo calculadas, quando considepaddados dos dois dias de cultivo
disponiveis, nivel (+1).

As maiores taxas especificas de produgcdo de gmbicmonoclonal anti-PBP2a de
MRSA foram obtidas ao final do segundo dia de weojthivel (+1), sendo que seus maiores
valores foram observados nos ensaios 8 e 10 dejataanto fatorial completo®2em que
foi empregada velocidade de agitacdo de 40rpm.nsaie 8, onde a concentracao do inéculo
celular inicial foi de 0,6x1®élulas viaveis/mL, foi verificada que a produc@oaihticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA ocorreu a uma tapaafca de 3,0pg/célula*dia , e que
no ensaio 10 em que a concentracdo do indculdacehicial foi de 2,2x18élulas
viaveis/mL, uma taxa especifica de producdo deamd monoclonal anti-PBP2a de MRSA
de 3,3 pg/célula*dia, foi observada. A diminuicéa vklocidade de agitacdo de 100rpm
(ensaios 9 e 11) para 40rpm (ensaios 8 e 10) oesaih um aumento de 1,5 vezes na taxa
especifica de producéo de anticorpo monoclonalRBiE2a de MRSA.

A produtividade especifica de anticorpo monoclgmadle aumentar quando fatores
estimuladores do crescimento celular sao utilizadosem consequéncia da utilizagédo de
condicbes de estresse impostas aos cultivos, tai,calta osmolaridade, acumulo de
metabolitos ou ainda diminuicdo de oxigénio disslmwno meio de cultivo (Ozturk 1991).

Os resultados apresentados estdo em conformidaate t@balhos descritos na
literatura e indicam que a produtividade especifieanticorpos independe da concentragédo
do inoculo celular inicial e que baixas velocidadies agitacdo utilizadas em cultivos de
células de hibridomas podem contribuir com uma mzapacidade de secrecéo de anticorpos
(Jang e Barford 2000). O aumento da produtividasigeafica de anticorpos pode estar
relacionado com o estresse fisioldgico gerado gieiénuicdo do oxigénio dissolvido no meio
de cultivo, sendo que quanto menor a velocidadagitacdo empregada ao cultivo celular,
menor é a taxa de transferéncia de gases (Dutn¥399).

Através do programa computacional “Statistica”afor calculados os efeitos das
variaveis independentes (concentracdo do indculdaceinicial, velocidade de agitacdo e
tempo de cultivo) assim como suas interacdes sabtaxa especifica de producdo de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA{#§| conforme dados mostrados na Tabela 4.8.
A significancia dos efeitos das variaveis princpaisuas interacdes foram verificadas pela
andlise do p-valor”, sendo considerados significativos os efetjue apresentaram-valor”

menor que 0,1.



57

Tabela 4.8: Efeitos estimados, erro padr@evalor para produtividade especifica de anticorpmaoclonal anti-
PBP2a de MRSA segundo planejamento fatorial comptpara avaliacdo dos efeitos da concentragdo do
inoculo celular inicial, velocidade de agitacaemmpo de cultivo de hibridoma em frasco tgpomner.

Produtividade especifica de anticorpo

Fator Omab (Pg/cel*dia)
Efeito Erro padrdo  p-valbr
Média 1,6 0,1 0,000
Concentracéao celular iniciak() -0,3 0,4 0,512
Velocidade de agitacax?) -0,4 0,4 0,365
Tempo de cultivoX3) 1,2 0,3 0,002
X1 X3 0,5 0,4 0,252
X2 X3 -0,8 0,4 0,073
X1 X2 0 0,4 1,000

 Nivel de significancia para as variaveis e sutsagdesp<0,1 indica que a variavel é estatisticamente
significativa (destacado em negrito)

Como o efeito da interagdo concentracdo do inocelolar inicial*tempo de cultivo
foi nulo e, portanto, ndo significativo (p=1,00@ste foi retirado do modelo matematico
referente ao planejamento fatorial complefoa2fim de evitar que outras variaveis que
influenciem a taxa especifica de producdo de ampiicononoclonal anti-PBP2a de MRSA
pudessem ter seus efeitos néo identificados (ReeBig lemma 2009). A retirada de um
termo da andlise estatistica permite aumento neeraide graus de liberdade para a avaliacédo
dos demais efeitos do modelo.

A variadvel tempo de cultivo e a interagdo lineatreeras variaveis, velocidade de
agitacdo e tempo de cultivo, exerceram efeito B@givo sobre a taxa especifica de
producdo de anticorpo monoclonal anti-PBP2adggquando considerado um intervalo de
confianca de 90%.

A utilizacdo de um planejamento fatorial compleswaptrés variaveis {pse justifica
pela significancia do efeito tempo de cultivo sobitaxa especifica de produgéo de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA. No entanto, quarginas as variaveis concentracdo do
in6culo celular inicial e velocidade de agitacdo aéialiadas em um planejamento para duas
variaveis, a observacdo de que o tempo de culagsim como a interacdo tempo de
cultivo*velocidade de agitacao, apresentam efegoifscativo sobre a resposta avaliadas, sao
perdidas. Cabe ressaltar que a produtividade alaliai normalizada pelo tempo, sendo

considerada a produtividade especifica de anticorpaoclonal anti-PBP2a de MRSA{®),
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de forma a evitar que o tempo como variavel intes$e inadequadamente sobre as respostas
das demais variaveis do bioprocesso, ndo permitmdbar seus efeitos com confiabilidade.

O modelo matematico proposto em funcdo das vasaaificadas (concentracédo do
inoculo celular inicial, velocidade de agitacad@mpo de cultivo) para a determinacéo da taxa
especifica de producéo de anticorpo monoclonalRBR2a de MRSA é expresso por:

Omab= 1,6 - 0,X; - 0,2X, + 0,6X3+ 0,2X1 X3-0,4X2 X3

A partir do modelo matematico linear obtido foi stnido o grafico de superficie
resposta apresentado na Figura 4.7. Verificou-ge ajwelocidade de agitacao inferior a
60rpm, que corresponde ao nivel (-0,6) da variaveépendente velocidade de agitacao,

favoreceu o aumento da taxa especifica de prodigaaticorpo monoclonal g,).

Tana especificade producdo de anticorpo
monoclonal
(pe/célula* dia)

B 25
B2
Figura 4.7: Grafico superficie-resposta para tesgeeifica de producdo de anticorpo monoclongh)gpara

velocidade de agitacdo e concentracao do inéclildacenicial, para o nivel (+1) do tempo de cultigelular,
obtido a partir do planejamento fatorial completo 2
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A significancia do modelo foi verificada pela asélide variancia (ANOVA), sendo os
resultados apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Anélise de variancia (ANOVA) do plamegmto completo 2para taxa especifica de producéo de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA{

o . Graus de o .
Fonte de variagdoSoma Quadrética _ Média Quadratica Fcaiculado
Liberdade
Regressao 7,06 5 1,41 5,32
Residuo 2,12 8 0,27
Total 9,18
Fo.1%, 56 2,73

% variacdo explicada @R 77%

O valor de Eacuadofoi de 5,32 e 0 valor dedbeiagofoi de 2,73 para um intervalo de
confianca de 95%. A capacidade explicativa apresnpelo modelo foi de 77%.

O modelo matemético proposto para determinar a ésypeecifica de producdo de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a foi consideradddealo pela andlise de variancia ao
apresentar valor decdzuiado 1,9 vezes maior que o valor depkage COMO indicado por
Rodrigues & lemma (2009). Alguns autores, no eotaafirmam que para um modelo
matematico ser considerado estatisticamente sgtifdo e preditivo, o valor defruadodeve
ser quatro a cinco vezes superior ao valorggd.(Barros Neto et al. 1995). Portanto, para
avaliar a qualidade de um modelo, outras andlise®end ser feitas além das avaliacdes
estatisticas, como ANOVA, sendo a principal delagoamparacdo entre os resultados
experimentais e preditos pelo modelo.

O percentual de diferenca entre as taxas espexifiea producdo de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA calculadas a pads dados experimentais e as taxas
preditas pelo modelo matematico encontram-se nald&@hl10. Foi observado que os menores
erros foram encontrados nos ensaios 8 (10,7% ) @2,8%), nos quais foram obtidos os
mais altos valores deng, experimentais, enquanto erros maiores de 69,1&mfeerificados
Nnos ensaios 6 e 7, que estao na faixa dos menaiey de gap Obtidos experimentalmente.
Como as condicfes que interessam neste trabala@paliacdo do processo sao aquelas com
maiores valores de.g, 0s erros foram considerados aceitaveis paraiaagio do modelo

para predicdo de condi¢cdes do processo de prodiacanticorpo.
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Tabela 4.10: Valores experimentais e preditos petmelo matematico proposto para taxa especifica de
producéo de anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MR4) segundo planejamento fatorial completo 2

Omab (Pg/célula*dia) Omab (Pg/célula*dia)

Ensaio Desvio (%)
experimental predito
1 1,5 1,2 22,4
2 1,8 1,6 13,1
3 0,7 0,5 33,7
4 1,2 0,9 28,0
5 0,7 1,0 449
6 0,6 1,0 69,1
7 0,6 1,0 69,1
8 3 2,7 10,7
9 2 1,6 21,1
10 3,3 2,9 12,8
11 2,1 1,8 15,3
12 1,7 2,2 31,1
13 1,6 2,2 39,3
14 1,9 2,2 17,3

4.5. Validagao dos modelos matematicos desenvolvédo

Foi inicialmente proposto a realizacdo de 4 ensaitisionais (M, V2, V3 e Vy)
referentes aos pontos axiais de um Delineamentop@stm Central Rotacional (DCCR),
apresentado na Tabela 4.11.

Devido a mudancas das caracteristicas da ins@itinecida pelo fabricante, utilizada
na suplementacdo do meio de cultivo, o ensaimdb pode ser realizado, impossibilitando
assim a identificacdo de possiveis efeitos quad@tque melhor descrevesse o0 processo.
Sabendo da necessidade da realizacdo de ensatisnadi ao término da realizagdo do
planejamento experimental, para comprovar expetah@ente as melhores condi¢cbes
preditas pelo modelo, associada a impossibilidadealizar novos ensaios de cultivo celular,
optou-se por utilizar os resultados disponiveiseattsios Y, V, e V3 para validar o modelo
matematico obtido.

Apesar da potencialidade do emprego da técnicdagejpmento experimental, uma
de suas limitacbes € que a predicdo de respostares@imente confiavel, do ponto de vista

estatistico, nas faixas estudadas durante o plapaja experimental, neste caso entre o nivel
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superior (+1) e nivel inferior (-1), podendo soneeimdicar tendéncias de comportamento de
um processo quando sao realizadas predicOes fesa thExa.
Tabela 4.11: Valores das variaveis codificadasaésrdos ensaios utilizados propostos para reatizededum

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRyleo%y V.= velocidade de agitacdo (rpm) codificada e
real eX, V,=concentracdo do inéculo celular inicial (Xd@lulas vidveis/mL) codificada e real, respectivarae

Variaveis codificadas Variaveis reais
Xl Xz V1 V2
) Concentracao do
Ensaio . Concentragao . L -
Velocidade o Velocidade Agitagéo inoculo celular
L do in6culo o ]
Agitacdo o (rpm) inicial (x10°células
celular inicial o
viaveis/mL
Vi -1,4 0 28 1,3
Vs +1,4 0 112 1,3
V3 0 -14 70 0,2
V4 0 +1,4 70 2,6

As cinéticas de crescimento celular e secrecdmtieogpo monoclonal, dos ensaios
V1, V2 e Vs realizados, sdo apresentadas na Figura 4.8.

A cinética de crescimento celular e secrecao deaapb monoclonal anti-PBP2a de
MRSA do ensaio Y mostrou que o emprego da velocidade de agitaca@8dem nao
favoreceu o crescimento celular e que os anticdigrasn produzidos a um taxa especifica de
7,8 pg/célula*dia até o segundo dia de cultivo,ngieaa concentracdo de 12 pg/mL foi
atingida.

No ensaio Y, onde foi empregada velocidade de agitacdo depfri,Zoi observado
que o crescimento celular ocorreu até o terceieo dé cultivo, quando a concentragdo
méxima de 1,0x1@élulas vidveis/mL foi alcancada. Nos dois primeithas de cultivo, a
producao de anticorpo monoclonal ocorreu a umadapacifica de 2,0pg/células*dia, sendo
atingida concentracao de 23ug/mL no segundo d@oAucao de anticorpo se estendeu até o
quarto dia de cultivo quando uma concentracao gg/MeL foi obtida, conforme mostrado na
Figura 4.8.
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Figura 4.8:Crescimento celular e concentragdo de anticorpoomional an-PBP2a de MRSA dcinéticas
celulares referentes aos ensaios utilizados noepsocde validacdo do modelo matemé (Ensaio )
concentragdo dandculo celular inicial de 1,3x° células viaveis/mL e velocida de agitagdo de 28rpm;
(Ensaio V) concentragéo do inéculo celular inicial de 1,2 células viaveis/mL e velocidadee agitacdo de
112rpm e (Ensaio ¥ concentracdo do inéculo celular iial de 0,2x18 células viaveis/mL e velocidade
agitacdo de 70rpm.

Na cinética de crescimento celular e producéo tiecpo monoclonal do enio V3
apresentados na Figura dobservo-se um periodo de adaptacéo celular de dois diasdse
de uma fae exponencial de crescimento celular até o qudigp quando a concentrag

méxima de 4,9xT@élulas viaveis/mL foi atingida. .secrecaale anticorpo monoclonal ni
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dois primeiros dias de cultivo ocorreu a uma tagpeeifica de 5,0pg/célula*dia, sendo
atingida uma concentracdo de 4ug/mL ao fim do sguiia. A concentracdo maxima de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de 10ug/mL foi gile no quarto dia de cultivo e
manteve-se aproximadamente constante até o oitatneo dia, conforme mostrado na
Figura 4.8.

A concentracdo de anticorpo monoclonal anti-PBR2MEBRSA ao final do segundo
dia de cultivo e a taxa especifica de producaonticapo monoclonal avaliada ao longo dos

dois primeiros dias cultivo dos ensaiog V. e V3 sdo mostrados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12: Concentracdo de anticorpo monocld@igk)Xao fim do segundo dia de cultivo e a taxa especif
de producdo de anticorpo monoclonal anti-PBP2a dRSM (¢ dOS ensaios realizados no processo de
validacgéo.

Chmab Omab(pg/célula*dia)

Ensaio
(ug/mL) dial dia 2
V1 11 0,3 7,8
Vo 23 0,7 2,0
V3 4 0,7 5,0

A validade dos modelos mateméaticos propostos pesdizer a determinacdo da
concentracdo de anticorpo monoclonal e a taxa H&peale producdo de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a foi verificada através doceetual de diferenca entre os valores
experimentais e propostos pelo modelo matematiserd®lvido, sendo o valor dos erros

mostrados na Tabela 4.13 e 4.14, respectivamente.

Tabela 4.13: Valores experimentais e preditos peldelo proposto para concentracdo de anticorpo ohmmed
anti-PBP2a de MRSA (£ ao fim segundo dia de cultivo dos ensaios utilizano processo de validagdo do
modelo matematico.

Cmab (M9/ML)  Crap (H/ML)

Ensaio ) _ Erro (%)
experimental predito
Vi 11 6 45
Vo 23 22 4

Vs 4 10 -150
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Tabela 4.14: Valores experimentais e preditos petmlelo proposto para taxa especifica de producdo de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA.{)j dos ensaios utilizados no processo de validagdmatlelo
matematico.

dia 1l dia 2
Ensaio Omab Omab Erro Omab Omab Erro
experimental predito (%) experimental predito (%)
Vi 0,3 0,7 145 7,8 3,0 62
V> 0,7 1,3 81 2,0 1,5 28
V3 0,7 1,3 81 50 2,1 58

O ensaio Ymantido até o segundo dia de cultivo é a condigperanental que mais
se aproxima da melhor condicdo proposta pelo modetematico, o qual propde que
maiores taxas de producgédo de anticorpo monoclaonaP&8P2a de MRSA sao observadas em
cultivo realizado a baixas velocidades de agita;@wntidos até o segundo dia de cultivo. O
erro de 4% do ensaio,\tonfirma que o modelo desenvolvido é adequado paadizer a
concentracdo de anticorpo monoclonal em sobreneslalat cultivo de hibridomas realizado
em frasco tipspinner de eixo fixo de agitacéo.

Os menores erros relativos observados nos enszatizados até o segundo dia de
cultivo corroboram com a proposta do modelo matem@&aborado de que a taxa especifica
de producdo de anticorpo monoclonal anti-PBP2a d®SM € favorecida em cultivos
mantidos até o segundo dia. No entanto, o err@ée éhtre a taxa especifica de producéo de
anticorpo experimental e predita no segundo diaedsaio \{ indica que o modelo
matematico ndo é bom o suficiente para predizaxa éspecifica de produgédo de anticorpo
monoclonal quando baixas velocidades de agitagdati&zadas. O erro relativo observado
no ensaio Y indica que o modelo apresentou tendéncia de cderpento nao linear, cuja
comprovacéo poderia ser realizada pela realizagaordDelineamento do Composto Central
Rotacional (DCCR). Com a utilizagdo de um planejtmeexperimental que permita
identificar efeitos quadraticos pode ser possi@eroum modelo que descreva melhor o
processo, assim como investigar outras condicO@srpaximizar a producéo de anticorpo e
produtividade especifica. Entretanto, com os radok obtidos neste trabalho foi possivel
atingir uma gap €m torno de 8,0pg/célula*dia com 28rpm de agitag@om concentragdo de
indculo celular inicial de 1,3xf6élulas viaveisl/mL em dois dias de cultivo, vaéste 2,5
vezes maior que 0s mais altos valores glg gptidos no planejamento original, entre 3,0-3,3
(pg/célula*dia), conforme mostrado na Tabela 4QZmprego de uma menor concentracdo
de in6culo celular pode ser importante sob o pdetwista econémico do bioprocesso, assim

com o uso de menores agitacdes.



5. DISCUSSAO

Saphylococcus spp. resistentes a Meticilina é um dos agentes infeosiossistentes a
antibioticos mais disseminados no mundo (Grundmatnal. 2006), causador de
aproximadamente 28% das infeccbes em unidades rdpideintensiva no Brasil e,
aproximadamente 19.000 oObitos/ano somente nos dsstabhidos (Anvisa 2009). A
utilizacdo de anticorpos monoclonais tem sido pstgpocomo alternativa ao uso de
antibioticos e como ferramenta diagnoéstica do agefieccioso (Fernebro 2011).

Células de hibridoma secretoras de anticorpo monathnti-PBP2a de MRSA foram
cultivadas em frasco tipgpinner com eixo fixo de agitacéo a fim de que se pudasakar
seu crescimento celular e capacidade de secregiaiderpo monoclonal em sistema agitado
de cultivo, os quais podem oferecer condicdes rhaimmogéneas de cultivo, e permitir a
obtencdo de maior concentracdo de produto de sserem funcdo da possibilidade do
emprego de maiores volumes de trabalho (Griffi®G02.

Durante a realizagéo dos cultivos celulares, oaiessl e 3 foram interrompidos no
segundo dia de cultivo devido a problemas de furasieento da placa magnética agitadora e
nao puderam ser posteriormente repetidos por mdevwmudanca, por parte do fabricante, na
caracteristica da insulina utilizada na supleméatp meio de cultivo. A insulina de origem
bovina difere da insulina recombinante humana ésiresiduos de aminoacidos, interferindo
na sensibilidade dos cultivos celulares (Gemini-Bioducts 2012). Apesar dos problemas
encontrados, os resultados apresentados possd#iitaerificar que o emprego de baixa
velocidade de agitacdo nao favoreceu o crescimegitdar nem a secrecao de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA, sendo que maiosesstde producao de anticorpo foram
observadas nos cultivos realizados a 40rpm, cofonmstrado nos ensaios 1 e 3.

A limitacdo de glicose mostrou ser o principal fatelacionado ao fim da fase
exponencial de crescimento celular uma vez quedtmtificada sua completa exaustdo no
cultivo celular a partir do terceiro dia, conformeostrado no ensaio do ponto central
apresentado na Figura 4.1A. A concentracdo maxintaatato observada de 0,53g/L nao
atingiu valores considerados toxicos, sendo qo& diminuicdo na concentracao de lactato

nos cultivos celulares ocorreu a partir do momeqnie a concentracdo de glicose ficou
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abaixo de 0,2g/L, conforme mostrado nos ensaigse€do ponto central; indicando que o
lactato passou a ser consumido pelas células dddmim (Reuveny et al.1986).

A limitacdo de nutrientes e acumulo de metabdlgée os principais fatores que
interrompem a fase exponencial de crescimentoarelséndo que concentragcdes de lactato
superiores a 3g/L sao descritas como inibitorias ma crescimento celular por também
interferir no aumento da osmolaridade do meio divouLegazpi et al. 2005).

Maior concentracao celular foi obtida nos ensaies42em que o emprego de maiores
velocidades de agitacédo podem ter favorecido cspi@mte de nutrientes e oxigénio para o
interior das células (Legazpi et al. 2005). Dosa@rss propostos pelo planejamento fatorial
completo 2, a concentracéo celular maxima foi de 5, P&lulas viaveis/mL no oitavo dia de
cultivo realizado a 100rpm, conforme mostrado reaén4 da Figura 4.5.

Nos cultivos celulares realizados em frasco spimner com hibridoma secretor de
anticorpo antieritrocitario humano, em que a ligéia de nutrientes ndo foi fator limitante ao
crescimento celular, concentracdes méaximas de 1&3rlC0células vidveis/mL foram
encontradas, indicando que maiores concentracoeldas de hibridomas secretoras de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA podem s$@gidas ao se utilizar meios de
cultivo mais enrigquecidos (Ferreira 2007).

Considerando que com o aumento da concentracaélulasviaveis a concentracéo
de oxigénio dissolvido no meio de cultivo € redazigcredita-se que a auséncia de
crescimento celular no ensaio 3, realizado com eonaentragdo de inoculo celular inicial de
2,2x10células viaveis/mL e agitacdo de 40rpm, tenha siolssequéncia da insuficiente
concentracdo de oxigénio transferido para o meiouttero ou da formacéao de gradiente de
concentracdo de oxigénio, que costuma ocorrer quaekbcidades de agitacao inferiores a
60rpm séo utilizadas (Vallejos et al. 2011).

Nas cinéticas celulares do ensaio 3, o sofrimeasocglulas de hibridomas secretoras
do anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA por pe$éimitacdo na aeracédo dos cultivos
e fornecimento insuficiente de oxigénio para asilag, pode ser indicado através da
diminuicdo na concentragao celular em 50% nos porseiros dias de cultivo, conforme
mostrado na Figura 4.4. No caso do ensaio 1, eésmento pode nao ter sido evidenciado
por causa da utilizacdo de menor concentracdo @mlim celular inicial de 0,6xP6élulas
viaveis/mL, que corresponde a concentracdo de inamlular inicial de 3,6 vezes menor
que a concentracao celular inicial utilizado nceém8, que foi de 2,2x26¢lulas viaveis/mL.

A produtividade especifica de anticorpo manteveesestante desde o primeiro dia de
cultivo até um dia apds o término da fase expomde crescimento celular, indicando que a
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taxa especifica de producdo de anticorpo monoclamilPBP2a de MRSA nao foi
diretamente associada ao crescimento das célulabritomas.

O aumento da produtividade especifica de anticarmmoclonal anti-PBP2a de
MRSA, observada nos ensaios 1 e 3 do planejamentuidl completo 2e no ensaio
adicional V4, realizados com baixas velocidades de agitacdorprf@Oe 28rpm,
respectivamente) pode ser atribuido a uma condisiessante de diminuicdo de oferta de
oxigénio. As baixas velocidades de agitacdo quesipElimnente inibiram o crescimento
celular, ndo contribuiram para um aumento da cdrasgio de anticorpo monoclonal anti-
PBP2a de MRSA no decorrer do cultivo, porém as yredades especificas de anticorpo
nos ensaiso 1, 3 e Yoram favorecidas.

Considerando produtividade especifica anticorpagulmnal de 1,7 pg/células*dia no
ensaio do ponto central com concentracdo do indcelalar inicial de 1,3xI@élulas
viaveis/mL e a taxa especifica de producdo de @piicde 5,0pg/células*dia no ensaig V
com concentracdo do indculo celular inicial de @@Pgélulas vidveis/mL, em que ambos 0s
cultivos foram realizados a 70rpm, foi observadoaumento de 2,9 vezes na taxa especifica
de producéo de anticorpo monoclonal. Como a coragt do indculo celular inicial de
0,2x1C0celulas vidveis/mL no ensaio sV aproximadamente 10 vezes menor que a
concentracdo do indculo celular inicial de 2,%#llas viaveis/mL no ensaio do ponto
central, uma maior faseag no ensaio Y pode estar relacionada de modo favoravel com o
aumento da produtividade especifica de anticorpoational anti-PBP2a de MRSA (Suzuki
et al. 1989).

Durante o ciclo celular, uma maior taxa especifiegoroducédo de anticorpo pode ser
observada durante a fase G1, importante fase tto a@tular para a sintese proteica; sendo
que manter cultivos celulares de hibridomas em fasedo ciclo celular por um maior
periodo de tempo pode aumentar a produtividadecH#gaede anticorpos secretados (Suzuki
et al. 1989, Jang & Barford 2000).

Com o aumento da demanda por anticorpos monoslodaiersas estratégias de
bioprocesso de cultivos celulares tém sido adotg@aa aumentar a taxa especifica de
producdo de anticorpos e consequentemente aunrantseconcentracbes de anticorpos
monoclonais secretados (Chen et al. 2012).

Com o aumento de aproximadamente 50% na taxa @spedie producdo de
anticorpos monoclonais dos cultivos celulares teidomas realizados a 40rpm (ensaio 1 e
3) em comparacao aos ensaios realizados a 100nsaide2 e 4), um aumento, ndo ocorrido,
na concentracdo de anticorpo monoclonal anti-PRBR2BIRSA no sobrenadante celular ao

final do segundo dia de cultivo era esperado, amtic que pode nao existir correlacao entre
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a taxa especifica de producdo de anticorpo monaiclera concentracdo de anticorpo nos
sobrenadantes analisados ao final do segundo dialtiled (Chen et al. 2012).

Avaliando os fatores que apresentaram influéngaifstativa sobre a concentracao de
anticorpo ao fim do segundo dia de cultivo, (vedadie de agitagdo, concentracéo do indculo
celular inicial e interacdo velocidade de agitagc@otentracdo indculo celular inicial), com
os fatores que apresentaram influéncia signifieatigbre a taxa especifica de producéo de
anticorpo, (tempo de cultivo e interacdo tempo déivo*velocidade de agitacédo), foi
verificado que as variaveis que exerceram infll@sobre as duas respostas nao coincidiram,
indicando que nao existe correlagéo entre a coraggEit de anticorpo monoclonal e sua taxa
especifica de producéo ao fim do segundo dia dv@Voigt & Zintl 1999).

A utilizacdo de maior concentracdo do inoculo @luhicial pode favorecer a
secrecdo de fatores de crescimento autécrinosacetulquando associado ao emprego de
maiores velocidades de agitacdo que proporcionammeihor homogeneizacdo de gases e
de nutrientes no sistema de cultivo, podendo poipoar condicbes mais adequadas ao
crescimento celular, resultando em possiveis awseal#s concentracdes de células viaveis e
anticorpos monoclonais secretados nos sobrenadéatastivo.

Conforme proposto pelo modelo matematico apresentadiores concentracdes de
anticorpo foram obtidos em cultivos que empregaraaiores concentracdes de indculo
celular inicial (2,2x18células viaveis/mL) e maiores velocidades de a&itat100rpm).
Verifica-se a partir dos resultados do ensaig ®mpregado para validar os modelos
matematicos desenvolvido, que a concentracdo cehitdal apresentou menor influéncia
sobre a concentracdo de anticorpo monoclonal aadireegundo dia de cultivo e que uma
reducdo na concentracéo do inéculo celular inid&@al2,2x16células vidveis/mL (ensaio 4)
para 1,3x18élulas vidveis/mL (ensaio,)ndo promoveu uma diminuicdo significativa na
concentracdo do anticorpo de interesse ao finaedando dia de cultivo.

A literatura relata que o aumento da concentragélalar e a concentracdo de
anticorpo  monoclonal ndo ocorrem de forma lineagnds que um aumento de
aproximadamente 10 vezes na concentracdo do in@elldar inicial pode ser necessario
para dobrar a concentracao final de anticorpo dhvas realizados em frasco tigspinner
(Lee et al. 1989).

No entanto, ao considerar uma cinética celularogordias, pode ser observado que a
secrecdo de anticorpo monoclonal foi mantida até@ianapds o término da fase exponencial
de crescimento celular e que sua concentracdo weaséeaproximadamente constante até o

altimo dia de cultivo (oitavo dia de cultivo), imdindo que a degradacdo do anticorpo
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monoclonal anti-PBP2a de MRSA nédo foi favoreciddapecondicbes experimentais
utilizadas. Para confirmar essa hipotese, no emtansaios adicionais devem ser realizados.

Com a utilizacdo de menor concentracéo do inéceildar inicial foi observado que o
consumo de glicose, e a sintese de anticorpo namadcbcorreram de forma mais lenta,
favorecendo um prolongamento da fase exponenciatrdecimento celular, conforme
mostrado na Figura 4.3. A diminuicdo de 3,7 vezesancentracdo do inoculo celular inicial
verificada entre os ensaios 2 e 4 implicou em uedugdo significativa de 16% na
concentracdo de anticorpo monoclonal ao fim dovoitha de cultivo.

A concentragdo do inoculo celular inicial utilizacdhos cultivos de células de
hibridomas secretores do anticorpo monoclonal RB®2a de MRSA em frasco tijgpinner
de eixo fixo de agitacdo pode ser reduzida, desoe sgja considerada a concentracao
secretada de anticorpo monoclonal, a qualidade a&ivadade biolégica do anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA, haja vista que ardigdo na concentracdo do indculo
celular inicial pode impactar significativamenteneducdo de custos com materiais e tempo
operacional, considerando principalmente a produedo grande escala de anticorpos
monoclonais anti-PBP2a de MRSA em cultivos celglae hibridomas em biorreatores.

Sistemas que apresentam maior produtividade egecibstumam ser favorecer a
obtencdo de maior concentracdo de produto proticnteresse por volume (produtividade
volumétrica). No entanto, de acordo com os resoftadbtidos, os ensaios realizados
empregando baixa velocidade de agitacdo e baixaentnacdo do indculo celular inicial, que
se mostraram favoraveis a um aumento gg, gesultaram em uma menor produtividade
volumétrica, possivelmente provocada pela redugiaminero de células viaveis quando
comparado as condicdo experimental que empregooresavelocidade de agitacdo e maior
concentracdo do indculo celular inicial.

Dentre os resultados apresentados, as condi¢desutijimram alta ou média
concentracdo do inéculo celular inicial (1,3 oux2@células vidveis/mL) e maiores
velocidades de agitacdo (100rpm) foram as condigbggrimentais mais favoraveis a
obtencéo do anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MB®Arasco tipgpinner. A utilizagao
de baixas velocidades de agitacdo e/ou baixas etvacées de indculo celular inicial apesar
de se apresentarem como fatores que favoreceramen# da produtividade especifica, ndo
mostraram-se apropriadas para obtencédo de anticoopoclonal em cultivos de células de
hibridoma realizados em frasco tipgpinner, uma vez que para obter concentracdes
significativas de anticorpo monoclonal nessas @ed experimentais, seria necessario a
utilizagdo de maior volume de meio de cultivo resudo em um aumento de gastos com

material.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Dentro das condigdes em que foram realizados osriex@ntos e estudos mostrados, no

presente trabalho, foi concluido que:

A utilizacdo de frasco tipspinner de eixo fixo de agitacao foi adequada para ovaulle
células de hibridomas murinos secretoras do apticoronoclonal anti-PBP2a de MRSA
utilizando meio DMEM com 10% (v/v) de SFB;

Foi possivel determinar as concentracdes de aptisomonoclonais anti-PBP2a de
MRSA secretados pelas células de hibridomas, @6/i2A5/CB5/AA3, por Imunoensaio
Enzimatico (ELISA);

As diferentes concentracbes de anticorpos monasloaati-PBP2a de MRSA, em
cultivos de células de hibridomas, clone 90/DA5/(¥83, sugerem padrdes distintos de
secrecdo de anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRBAcultivos realizados com
diferentes passagens;

A partir do terceiro dia da cinética celular, acgfie foi completamente consumida
indicando que os cultivos das células de hibridomasnos, clone 90/DA5/CB5/AA3,
podem ter sofrido limitagdo no crescimento celldam como na obtencdo de maiores

concentracdes de anticorpo monoclonal anti-PBP24RIBA,

A concentracdo maxima de lactato observado nosvasilicelulares de 0,59g/L, no
segundo dia de cultivo, indica ndo prejudicar escimento celular e a secrecdo de
anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA, confornostnado na Figura 4.4B;

A velocidade de agitacdo, dentre as varidveis adagino planejamento fatorial completo
foi, dentre as variaveis estudadas, a que aprasaritoéncia significativa no segundo dia
de cultivo sobre a concentracédo de anticorpo monatlanti-PBP2a de MRSA obtida, a
concentracdo celular maxima atingida nas cinétmasalares e a taxa especifica de
producao de anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA

A concentracdo celular méxima e a concentracamtieogpo monoclonal anti-PBP2a de
MRSA apresentaram uma tendéncia de aumento conevacélo da concentracdo do

indculo celular inicial e da velocidade de agitacéo
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8) A taxa especifica de producéo de anticorpo monatianti-PBP2a de MRSA apresentou
uma tendéncia de aumento com a reducdo da cong@nita indculo celular inicial e da
velocidade de agitacao;

9) O modelo matematico linear proposto pelo planejaméatorial completo para duas
variaveis (2) foi adequado para representar os cultivos ceslezalizados em funcédo da
concentracdo de anticorpo monoclonal obtida; e

10)A utilizacdo de concentracdo do indculo celulariali 35% menor (1,3xP8élulas
vidveis/mL) que o utilizado normalmente (2,0%délulas viaveis/mL) quando associada a
velocidades de agitacdo de 112rpm indica nao erierha concentracdo de anticorpo
monoclonal anti-PBP2a de MRSA total obtida, nogivod mantidos até o segundo dia,

conforme mostrado nas Figuras 4.5 e 4.8.

Com base nos resultados e conclusbes obtidos senpeetrabalho, sugerem-se como

atividades futuras:

v'Realizacdo de ensaios adicionais a fim de ideatifos efeitos quadraticos que permitam
desenvolver um modelo que melhor descreva o proceso

v/ Estudar a condicdo de cultivo utilizando meios naisiquecidos como, por exemplo,
meio livre de soro fetal bovino e meio com maionaentracdo de glicose, que podem,
além de proporcionar maiores concentragfes deogmtianonoclonal, facilitar o processo
de purificagao.

v' Realizar ensaios de caracterizacdo proteica, confinalidade de determinar a

funcionalidade do anticorpo monoclonal secretadocoadi¢cdes de cultivo utilizadas.
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8. ANEXOS

Tabela 8.1: Composicdo quimica do meio de cultivdEM.

Componentes Concentracgao
mg/L mM
Aminoacidos
Glicina 30 0,4
L-arginina 84 0,398
L-cisteina 63 0,201
L-glutamina 584 4
L-histidina 42 0,2
L-isoleucina 105 0,802
L-leucina 105 0,802
L-lisina 146 0,798
L-metionina 30 0,201
L-fenilalanina 66 0,4
L-serina 42 0,4
L-treonina 95 0,798
L-triptfano 16 0,0784
L-tirosina 104 0.,398
L-valina 94 0,803
Vitaminas
Colina 4 0,0286
D-pantotenato de calcio 4 839
Acido félico 4 907
Niacinamida 4 0,0328
Piridoxina 4 0,0196
Riboflavina 0,4 106
Tiamina 4 0,0119
Inositol 7,2 0,04
Sais inorganicos
Cloreto de calcio 200 1,8
Nitrato férrico 0,1 248
Sulfato de magnésio 7,67 0,814
Cloreto de potassio 400 5,33
Cloreto de sodio 6400 10,34
Fosfato de s6dio monobasico 125 0,906
Outros componentes
D-glicose 1000 5,56
Vermelho de fenol 15 0,0399
Piruvato de sédio 110 1




