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Tabela 8. Resumo das taxas, concentracdo e rendimentos das cinéticas dos meios
testados. Tq4 — Tempo de duplicacdo; Xvmax — Concentracdo maxima de
células vivas; pexp — Taxa especifica de crescimento exponencial por dia;
[Glicose] — Concentracgdo inicial de glicose; gaiic — Taxa média especifica
de consumo de glicose; [Lactato] — Concentracdo de lactato formado;
Quact — Taxa media especifica de formacgdo de lactato; [EPOhr]max —
Concentracdo maxima de EPOhr produzida; Qeponr — Taxa média
especifica de formacéo de eritropoetina; P — Produtividade do cultivo em
gerar EPOhr ao dia; Yx/ciic — Rendimento da formacdo de células por
glicose consumida, durante 0 CUItIVO.........ccooververiiiieiiee e
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RESUMO

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, os cultivos celulares passaram a ser
uma importante plataforma para a producdo dos biofarmacos, que sdo proteinas
recombinantes com fins terapéuticos, obtidos através de processos biotecnolégicos. A
manutencdo das condicdes ideais de cultivo é de grande importancia para a obtencédo do
produto conforme especificagdes de qualidade e requisitos de seguranga. Desta forma,
0s meios de cultivo promovem o ambiente e fornecimento de nutrientes ideais as
células, garantindo o funcionamento normal do metabolismo, do crescimento celular e a
correta sintese do biofarmaco. Neste projeto foi realizada a comparacdo de diferentes
alternativas de meios de cultivo comerciais, livres de soro fetal bovino e componentes
animais, com o meio de cultivo atualmente utilizado para o cultivo em suspensdo de
células CHO secretoras de EPOhr, observando-se a capacidade de promocdo de
crescimento, produtividade da molécula e metabolismo. Os experimentos foram
conduzidos a partir do descongelamento de criotubos de um banco de células de
trabalho, com células CHO secretoras de EPOhr. As células foram adaptadas em
diferentes meios de cultivo e em sistemas de cultivo de frascos e garrafas. Ao final da
etapa de adaptacdo direta, foram realizadas cinéticas comparativas com o meio utilizado
atualmente. As cinéticas (candidato e controle) foram iniciadas a partir da Gltima etapa
de adaptacdo, durando de quatro a nove dias, dependendo das condi¢6es de cultivo. Dos
meios testados, trés apresentaram condi¢cGes melhores ou iguais ao do meio padrdo
SFM4CHO™ - Utility. Os meios SFM4ACHO™ e Cellvento” CHO-110 apresentaram
melhor capacidade de promocdo de crescimento (2,42x10° células/mL e 4,6x10°
células/mL, respectivamente), enquanto o meio CPCHO™ apresentou maior
produtividade e taxa especifica de formacdo da EPOhr (P = 12,16 pg/dia e geponr = 7,3
Hg/10° células/dia, respectivamente). Os meios de cultivo SFM4CHO™ e Cellvento™
CHO-110 apresentaram boa capacidade de sustentar a proliferagdo, alcancando
concentracdo maxima de células viaveis superior ao meio de cultivo controle, indicando
possuir melhor promocdo de crescimento. O meio CPCHO™ apresentou melhor
producdo de EPOhr, em comparacdo ao meio de cultivo padrdo. Os resultados sugerem
que os trés meios mencionados acima podem ser mais estudados para embasar 0 seu uso
como alternativa de matéria prima numa eventual substituicdo de meio de cultivo, como
a descontinuacdo do meio atualmente utilizado no processo.

Palavras-chave: Células CHO; Cultivo celular; Eritropoetina humana recombinante;
Meio de cultivo;
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ABSTRACT

The development in the field of molecular biology allowed cell culture to play an
important role in the production of biological drugs. Biopharmaceuticals are
recombinant proteins used for therapy purposes that are obtained by biotechnological
processes. Providing the ideal cell culture conditions is extremely important for the
synthesis of a biological product that must comply with quality specifications and safety
requirements. The culture medium provides physiological environment and nutrients
required, thus it has to guarantee the normal cell metabolism, cellular growth and
correct biopharmaceutical synthesis by the cells. In the present project it was performed
an evaluation between different media free of calf serum and animal components and
the standard medium presently used in CHO cell culture for the production of hrEPO,
comparing cell growth promotion capability, productivity and cell metabolism. The
experiments were executed by thawing one vial of hrEPO producing CHO cells from
the working bank. The cells were directly adapted in different culture media and culture
systems (flasks and bottle). By the end of the adapting stage, it was performed a kinetic
evaluation (candidate media and standard medium) starting from the last adaptation
stage and its duration was variable subjected to the culture conditions. It was observed
that three tested media showed better or similar results comparing to the standard
medium (SFM4CHO-Utility). The SFM4CHO™ and Cellvento” CHO-110 media
demonstrated good capability to promote cell growth (2.4x10° cells/mL and 4.6x10°
cells/mL, respectively), while CPCHO™ medium showed a better product yield and
specific hrEPO production rate (Pcpcro = 12.2 pg/day and Qeponr cecHo_m = 7.3 Hg/10°
cells/day, respectively). In comparison with the standard medium, SFM4CHO™ and
Cellvento” CHO-110 media demonstrated a better capability for cell growth while the
CPCHO™ medium showed better product yield. The results indicate that the three
mediums stated above should be more thoroughly evaluated to support their use as
alternative raw material for an eventual medium substitution, such as the
discontinuation of the currently used in the process.

Key-words: CHO cell; Cell culture; Culture media; Human recombinant erythropoietin;



1. INTRODUCAO

Atualmente, a demanda internacional por medicamentos de alto valor agregado,
como o0s biofarmacos, vem se tornando prioridade em diversos paises e,
consequentemente, varios governos vém reduzindo seus gastos com a compra para
atender suas demandas de medicamentos excepcionais de alto custo, incorporando a
producdo atrelada a politicas de autossuficiéncia (Angle 2012). Em linhas gerais, 0s
biofarmacos sdo classificados como produtos terapéuticos de natureza bioldgica,
produzidos por processos biotecnoldgicos, onde sdo utilizados organismos ou células
vivas e geralmente envolvendo bioprocessos para gera-los (Rader 2008). Nos polos
produtores de biofdrmacos, como Estados Unidos e Unido Europeia, esta categoria de
medicamento cresce progressivamente. Apenas nos Estados Unidos, entre 2010 e 2014,
147 produtos farmacéuticos foram aprovados, entre os quais 38 — 26% dos farmacos
criados — sdo da classe dos biofarmacos. A mesma observacdo pode ser feita para a
Europa (Walsh 2014).

Apo6s a primeira aprovagdo de um biofarmaco para o0 uso em seres humanos em
1982 — Humulin, Insulina humana recombinante (Eli Lilly) — novos biofarmacos
entraram no mercado, tendo nas Ultimas duas décadas um crescimento exponencial,
contabilizando um ndmero aproximado de 60 biofarmacos produzidos e liberados para
consumo. Com a demanda acentuada por essa nova classe de medicamentos, 0 mercado
farmacéutico apresenta alta taxa de retorno financeiro. A exemplo, 37 produtos
farmacéuticos que se enquadram nessa classe e considerados bem sucedidos atingiram
mais de US$ 1 bilhdo em vendas em 2013, s6 nos Estados Unidos (Walsh 2014).

Algumas empresas, visando o retorno garantido pelo mercado criado pelo uso do
medicamento original, passaram a desenvolver medicamentos denominados
biossimilares. Quando a patente dos biofarmacos ja descritos expira, outras empresas
que ndo detinham os direitos de producdo podem produzi-los, gerando os biossimilares.
A vantagem dos biossimilares € encontrada no prego, ja que estes costumam ser mais

baratos, em comparacgdo ao produto-matriz (Walsh 2014).



Alguns exemplos podem ser citados, como os conjugados droga-anticorpo (CDA)
— anticorpos monoclonais associados a medicamentos para tratamento de certas
doengas, geralmente para céncer (Mylotarg/Wyeth e Kadcyla/Genentech) — os
biofarmacos que recebem uma molécula de polietileno glicol (PEG), como o PEG-
Interferon ou o acréscimo de uma cadeia de acido sialico na molécula de eritropoetina,
como na a-Darbepoetina (Elgrie & Browne 2001; Walsh 2014).

O Brasil esta incluido neste contexto por intermédio do Ministério da Saude (MS)
e algumas de suas instituices federais. O Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos
(Bio-Manguinhos) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), alinhado a sua misséo,
trabalha no intuito de desenvolver e produzir novos biofdrmacos que atenderdo as
necessidades de salude publica da populacao.

Com a nacionalizacdo de processos produtivos de medicamentos que eram
importados a precos elevados, grande parte da populacéo brasileira passou a ter acesso a
medicamentos de alto valor agregado por intermédio do Sistema Unico de Satde (SUS),
que distribui gratuitamente esses itens. A partir desta estratégia, Bio-Manguinhos passa
a fazer parte do grupo de fornecedores do MS, no ambito do Componente Especializado
da Assisténcia Farmacéutica. Neste momento, Bio-Manguinhos/Fiocruz d& um salto
tecnoldgico na producdo de medicamentos, 0 que aumenta a sua variedade produtiva e
fortalece seu posto no programa de desenvolvimento industrial e tecnolégico do
governo federal. Este fato mostra a intencdo do governo federal em fortalecer a area
tecnoldgica do pais e reduzir a dependéncia nacional de imunobiol6gicos e biofarmacos
importados.

A decisdo do governo brasileiro em obter imunobioldgicos e biofarmacos com
qualidade e distribuir gratuitamente para a populacdo possui como exemplo a parceria
entre Cuba e Brasil. Por intermédio da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz/RJ) e de Bio-
Manguinhos os dois paises estreitaram relacfes cooperativas e firmaram acordos de
transferéncia de tecnologia de biofarmacos de interesse do Ministério da Saude do
Brasil. Estes acordos foram firmados entre o Centro de Imunologia Molecular
(CIM/Cuba) e o Centro de Engenharia Genética de Biotecnologia (CIGB/Cuba) com
Bio-Manguinhos, visando a transferéncia parcial ou total dos processos produtivos da
Eritropoetina humana recombinante (EPOhr), Alfaepoetina, e da Interferona alfa 2b

(Alfainterferona), respectivamente. Ao mostrar o grande valor para economia brasileira,
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os acordos de transferéncia de tecnologia — TT — levam a reducdo de gastos com a

compra desses medicamentos pelos cofres publicos, fortalecendo a economia nacional.

O fornecimento gratuito dos componentes especializados (PAF — Programa de
Assisténcia Farmacéutica/MS), representados por inumeros biofarmacos de alto custo,
resulta em gastos significativos para o governo. Apds a assinatura da TT (2004) e
obtencdo do registro junto a Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em
2006, o Ministério da Salude passa a adquirir esses biofarmacos de Bio-Manguinhos
(laboratério pablico produtor), promovendo assim agdes de desenvolvimento produtivo
no complexo industrial da satde, conforme disposto na portaria N° 1554 de 30 de Julho
de 2013. Alfaepoetina humana recombinante (EPO), um dos biofarmacos que faz parte
do portfdlio de Bio-Manguinhos desde 2006 ¢ indicada para pacientes com anemia por
insuficiéncia renal crbnica, anemia resultante do tratamento para a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) em regime terapéutico com Zidovudina e pacientes
oncolégicos em tratamento quimioterdpico (Alfaepoetina 2011). Apds assinado o
acordo de Transferéncia de Tecnologia, Bio-Manguinhos vem se preparando
gradualmente para a incorporacao de toda producdo de EPOhr, desde a producdo do
Ingrediente Farmacéutico Ativo (IFA), baseado em sistema de cultivo de células
animais, até seu processamento final, culminando na completa nacionalizagdo da

tecnologia de producéo.



1.1. Producéo de biofarmacos em cultivos celulares

Os cultivos celulares sdo empregados para producdo de compostos quimicos e
produtos de origem biologica. Atualmente, com o avango da biotecnologia e da
engenharia genética, os cultivos celulares foram os sistemas encontrados para a
producdo dos biofarmacos, que sdo proteinas recombinantes com fins terapéuticos,
obtidos através de processo biotecnoldgicos (Stryjewska et al 2013). A biotecnologia
industrial aplicada na area dos biofarmacos foi inicialmente impulsionada com a
producdo em larga escala da penicilina, durante a Segunda Guerra Mundial, evoluindo
com o respaldo dos avancos no campo da biologia molecular para criagdo de sistemas
de obtencdo de moléculas complexas de uso terapéutico (Stryjewska et al 2013).

Diversos organismos podem ser cultivados e utilizados industrialmente para
producdo de inumeros metabolitos primarios, como aminoacidos, vitaminas e
metabolitos secundarios (antibidticos, agentes antitumorais e anti-helminticos), enzimas
e proteinas recombinantes expressas por sistemas bioldgicos, ao qual a proteina de
interesse ndo é nativa (Adrio & Demain 2010). Muitos micro-organismos como
Escherichia coli e Pichia pastoris sdo utilizados na producdo de produtos bioldgicos
simples que ndo necessitam de modificacbes pos-traducionais ou apresentam
modificacbes bésicas, ndo sendo necesséria a utilizacdo de células com maquinaria
enzimatica mais complexa (Rabert et al 2013; Wang et al 2014; Jappelli et al 2014).
Entretanto, quando a proteina recombinante precisa de modificacdes pos-traducionais
complexas para ter sua atividade bioldgica completa, estabilidade funcional e a
qualidade requerida, torna-se necessario o emprego de células eucariontes superiores
que sdo capazes de realizar as modificacdes pos-traducionais necessarias (Meyer et al
2013).



A modificacdo pos-traducional mais comum e que ocorre em todas as celulas
animais é a glicosilacdo, onde as proteinas recombinantes recebem cadeias de
carboidratos em regibes especificas da cadeia de aminoacidos (Li & d’Anjou 2009).
Diversas linhagens celulares sdo empregadas na expressdo de proteinas recombinantes,
dando destague as células de mamiferos, sendo as mais utilizadas as HEK 293 (células
de rim humano embrionario), CHO (células de ovario de hamster chinés) e BHK
(células de rim de filhotes de hamster). Em alguns casos o animal trangénico, como
coelhos e cabras, podem ser utilizados obtendo-se o produto solGvel no leite produzido
pelo tecido geneticamente modificado (glandulas mamarias), como o Atryn — uma
antitrombina alfa recombinante — secretado no leite de cabras transgénicas (Walsh
2014).

Entretanto, ndo sé celulas de mamiferos sdo empregadas para a expressao dessas
moléculas. Atualmente, células de insetos e de plantas tém sido estudadas e,
consequentemente, utilizadas para a producdo de biofarmacos. Células de inseto que
utilizam sistemas de expressao virais foram empregadas para a producdo de vacinas,
como a Flublok (Sciences; Meriden/EUA) contra o virus Influenza e a Cervarix
(GlaxoSmithKline/Gra-Bretanha) contra o HPV (Virus do Papiloma Humano) e,
recentemente, uma proteina recombinante expressa por células vegetais — que
expressam a proteina e a armazenam nos vacUolos celulares — Elelyso (Protalix
Biotherapeutics/Pfizer), foi aprovado para o uso em seres humanos pelos EUA (Walsh
2014).

Mesmo com novos sistemas de expressao desenvolvidos, a célula CHO é a mais
utilizada em processos de producdo de proteinas recombinantes para uso terapéutico
(Meleady et al 2011; Wuest et al 2012). Mediante o emprego das células CHO nos
cultivos celulares para producdo de proteinas recombinantes, diversas estratégias podem
ser aplicadas para o aprimoramento da expressdo proteica. Desde a obtencdo de um
vetor mais competente na expressao da proteina recombinante, sistemas de
amplificagdo, o emprego de genes que expressam fatores de crescimento, o controle de
apoptose e ainda a suplementacdo do meio de cultivo com componentes que beneficiam
o crescimento celular (Hee et al 2013; Khan 2013). Com relagdo aos sistemas de
amplificacdo, os mais empregados sdo os da Diidrofolato Redutase (DHFR) e
Glutamina Sintetase (GS) (Chartrain & Chu 2008). O processo comega quando o gene

da DHFR ou da GS é retirado do genoma da populagéo de células CHO que serd usada



para a expressdo da proteina de interesse. Apés a delecdo, o vetor com o gene-alvo junto
com o gene que expressa a DHFR ou a GS é transfectado nas células CHO e da-se
inicio ao processo de selecdo criado pelo sistema de amplificagdo (Omasa et al 2010).
Para verificar a integracdo do vetor no genoma das células transfectadas, as mesmas séo
tratadas, em diferentes concentragcdes, com substancias inibidoras como o metotrexato
(MTX) para o sistema com DHFR ou metionina sulfoximida (MSX) para o sistema com
GS. As células que integraram o vetor ao seu material genético passardo a expressar em
grande quantidade o gene da DHFR ou GS para suprir a inibicdo quimica e
consequentemente co-expressardo o produto do gene-alvo (Matasci et al 2009). O grau
de resisténcia desejado ao inibidor vai depender das concentracdes aplicadas durante a
selecdo. Apbs a confirmacdo da resisténcia desejada, a populacdo resistente passa a
expressar a DHFR ou GS e co-expressar a proteina de interesse no meio de cultivo sem
adicdo do MTX ou MSX (Butler 2004). O nivel de expressdo ndo depende apenas dos
inibidores quimicos, mas de inUmeras outras caracteristicas, como o vetor empregado, 0
local de insercdo do vetor no cromossoma da célula, da linhagem celular utilizada e do

meio de cultivo empregado na producédo da proteina recombinante (Matasci et al 2009).

A selecdo feita pelos inibidores gera células que expressam grandes quantidades
da proteina de interesse. Isso esta relacionado ao fato da integracdo do gene de interesse
ocorrer no mesmo sitio de integracdo do gene de selecdo no cromossoma da célula
(Omasa et al 2010). As subpopulacdes que sobreviveram ao processo de selecdo sao
clonadas, de acordo com seu nivel de produtividade da proteina-alvo e pela taxa de
crescimento. Para garantir a constante expressao do gene de interesse, se faz necessario
0 uso de uma rotina de verificacdo da producdo da proteina, ja que a produtividade pode

reduzir em cultivos de longa duracdo (Omasa et al 2010).
1.2. Glicosilagdo

A glicosilacdo é modificacdo pds-traducional mais comum realizada por células
eucariontes e consiste na ligacdo enzimatica de cadeias oligossacaridicas em
determinados aminoacidos das proteinas expressas pelas celulas. Existem dois tipos de
glicosilacdo, gerando os N-glicanos e os O-glicanos (Li & d’Anjou 2009). Essas
ligagBes sdo possiveis na presenga de enzimas situadas no aparelho de Golgi (AG) e no
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) das células, podendo variar de atividade de

acordo com a espécie origem da linhagem, levando a formacdo de diferentes



glicoformas. As N-glicosilagcdes sdo as modificacdes pos-traducionais mais comuns e
sdo realizadas por fungos e outros eucariotos superiores, como as células vegetais e
animais. O processo de N-glicosilagdo comeca quando um oligossacarideo precursor
composto de trés residuos de glicose na por¢do nao reduzida da sequéncia manose-9-N-
Acetilglicosamina-2 (ManygGIcNAc;) é gerado pela adicdo de monossacarideos
associados a nucleotideos e fica ancorado em uma molécula lipidica denominada
dolicol-pirofosfato, formando a estrutura glicose-3-manose-9-N-Acetilglicosamina-
dolicol pirofosfato (GlcsMangGIcNAc,-P-P-dolicol) (Butler 2008). A transferéncia da
estrutura central GlcsMangGICNAC, para a cadeia polipeptidica ocorre durante a
traducdo do mRNA no RER e € catalisada pela enzima oligossacariltransferase (OST),
formando uma ligacdo N-glicosidica. No caso dos N-glicanos, a estrutura central
liberada do dolicol-fosfato é ancorada em residuos de Asparagina presentes na
sequéncia consenso asparagina-Xaa-Serina/Treonina (Asn-Xaa-Ser/Thr) da proteina
recombinante, onde Xaa pode ser qualquer aminoacido, exceto Prolina (Helenius &
Aebi 2004). Os oligossacarideos sao aparados por glicosidases, como a a-manosidase 1,
residentes na membrana do RER antes da proteina ser transportada para o aparelho de
Golgi e, dependendo da linhagem de célula animal utilizada, novos padrdes de

glicosilacdo podem ocorrer, diferenciando as glicoformas produzidas (Butler 2008).

Em células animais como a célula CHO e células HEK 293, por exemplo, existem
variedades de exoglicosidases e glicosiltransferases presentes no AG capazes de
remodelar o core MangGIcNAC,, criando uma gama de glicoformas heterogéneas com
regides antendrias variadas, como as antenas ricas em residuos de Manose, hibridas,
complexa com ou sem residuos de Fucose e estruturas multiantenarias, conforme
mostrado na figura 1 (Li & d’Anjou 2009; Hossler et al 2009; Butler 2008; Stanley et al
2009). Uma caracteristica interessante € o fato de oligossacarideos ancorados com
galactose terminal possuirem uma taxa maior de sialilacdo (insercdo de acido sialico no
core oligossacaridico). A sialilacdo das proteinas recombinantes torna-se importante no
ambito de muitas glicoproteinas utilizadas como biofarmacos, pois este fenédmeno
garante caracteristicas fundamentais, como a sua atividade bioldgica, maior tempo de
circulacdo da proteina no organismo (previne a remocdo de proteinas pelo figado) e
baixa antigenicidade (Durocher & Butler 2009). Os niveis de sialilagdo podem variar, de
acordo com a linhagem celular, proteina recombinante e condi¢des de cultivo, como

concentracdo de nutrientes e fatores fisico-quimicos (Durocher & Butler 2009). As



diferentes vertentes citadas acima sdo estudadas com certa frequéncia. Em especial,
estudos sobre a disponibilidade e diferentes concentragdes de nutrientes e metabolitos
estdo entre os assuntos mais pesquisados (Aghamohseni et al 2014; Borys et al 2010;
Liu et al 2014).
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Figura 1. Figura ilustrativa dos tipos de sacarideos e oligossacarideos N-ligados que podem ser ligados a
proteina de interesse. Os oligossacarideos estdo ligados sempre ao residuo Asn da sequéncia Asn-X-
Ser/Thr e apresentam diversas estruturas (rica em manose, hibrida ou complexa). Adaptado de Stanley et
al 20009.

Esta grande variedade de estruturas pode ser definida pelos termos macro-
heterogeneidade e micro-heterogeneidade (Butler 2008). A macro-heterogeneidade é

caracterizada pela possibilidade de ocupacdo das sequéncias consenso ao longo da



cadeia polipeptidica pelos N-glicanos, mesmo em pontos de baixa acessibilidade (Butler
2008). Como a formacdo de pontes dissulfeto nos polipeptideos também ocorre ao
mesmo tempo da tradugdo do mRNA, algumas sequéncias consenso podem ndo receber
0 N-glicano. Devido a este fato, a mesma proteina pode apresentar glicoformas
diferentes no mesmo organismo. J& a micro-heterogeneidade € caracterizada pela
diversidade dos N-glicanos ancorados na mesma proteina. Este fato acontece quando
nem todas as reacOes catalisadas pelas transferases do AG sdo executadas corretamente
na estrutura final do N-glicano, podendo criar diferentes estruturas, principalmente nas

estruturas complexas (Butler 2008).

Existe outro tipo de glicosilacdo, a O-glicosilagdo, onde o N-acetil-galactosamina
(GalNAc) é ligado covalentemente pela acdo da N-Acetilgalactosamina transferase
(OGT) em residuos de Ser ou Thr da proteina, gerando O-glicanos (Li & d’Anjou 2009;
Brockhausen et al 2009). Os residuos de Ser e Thr podem apresentar trés estados:
intactas — sem a presenca de qualquer molécula acoplada — fosforilada ou com O-
glicanas ligadas (Hart et al 1996; Lubas et al 1997). Os O-glicanos sdo estruturas
menores do que os N-glicanos e sdo inseridos apds a etapa de traducdo no aparelho de
Golgi, quando a proteina esta totalmente enovelada. Apds a insercdo do GalNAc nos
residuos de Ser ou Thr, até oito estruturas centrais podem ser formadas, devido ao
grande numero de transferases que agem apoés a insercdo da estrutura principal (Butler
2008; Hart & Akimoto 2009). Atualmente, ja se sabe que as O-glicanas tém a funcdo de
regular a conformacdo proteica, facilitar a montagem da estrutura multimérica da
proteina, assim como a estabilidade estrutural da mesma e que as modificagcdes nos O-
glicanos sdo dinamicas e podem ter o propdsito regulatorio da molécula (Bektas &
Rubenstein 2011).

Como previamente citado, a linhagem de células CHO séo as mais empregadas
nos cultivos celulares para a producdo de proteinas recombinantes de uso terapéutico.
Este fato é explicado pela alta produtividade, robustez, biosseguranca, facilidade na
manipulacdo genética e pela habilidade em criar padrdes de glicosilacdo similares aos
padrdes humanos (Meleady et al 2011; Rahimpour et al 2013), além disso, por ser a
celula mais utilizada, apresenta maior quantidade de informacéo disponivel. Rahimpour
e colaboradores (2013) discutem que apesar da célula CHO apresentar um baixo nivel

de producdo, em comparacdo a célula procaridtica ou eucariotica inferior, os niveis e
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complexidade da glicosilacdo que a célula CHO possui compensa a relativa baixa

produtividade.
1.3. Sistemas de cultivo

Para a realizacdo da producdo de biofarmacos, dois sistemas de cultivo sédo
bastante explorados: o cultivo de células em frascos (estaticos, em garrafas rotatdrias e
frascos spinner em pequena escala) e o cultivo de células em biorreatores para obtengéo
de um maior volume produtivo para obter uma maior massa do produto de interesse. Os
cultivos de células em frascos e em garrafa, geralmente, sdo utilizados para expanséo da
linhagem celular, como preparacdo do inoculo para o cultivo em biorreatores ou
adaptacdo das células ao cultivo em suspensdo. O biorreator € utilizado para aumentar a
escala do cultivo e, por consequéncia, é empregado na producdo, tanto experimental
quanto industrial (\Véliz et al 2008).

1.3.1. Cultivo em frascos

Os cultivos realizados em frascos e garrafas, exemplificados na figura 2, séo
muito utilizados como propagador do ind6culo. Nos frascos estaticos T-25 e T-75, o
indculo costuma ser basal para dar inicio a propagacdo do cultivo celular, ndo sendo
inferior a 10° células por mililitro, devido ao volume do frasco e necessidade de
concentracdo minima Gtima para a propagacao (Lu et al 2007).

Garrafa Roller Frasco Spinner

Frasco T-25 Frasco T-75 }
A B

Figura 2. Desenho esquematico dos tipos de frascos e garrafas utilizadas para o cultivo celular.

O escalonamento do cultivo celular é realizado para se obter maior superficie ou
volume, possibilitando a obtencdo de mais biomassa e, consequentemente, maior
produtividade. Tal processo pode ser empregado em garrafas rotatorias do tipo Roller.
As garrafas rotatdrias s@o garrafas cilindricas que ficam em constante movimento em
uma base que apresenta rolamentos, permitindo que as células ali presentes entrem em
contato constantemente com o meio de cultivo. Apesar da iminente substituicdo das

garrafas rotatorias por novas tecnologias — frascos spinner e frasco shakers —
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(Amanullah et al 2010; Bleckwein et al 2005), vacinas com base na utilizacdo destas
garrafas se encontram em fase de desenvolvimento, onde importantes resultados foram
obtidos (Chou et al 2012).

Outra opc¢do de frasco que pode ser utilizado no escalonamento de cultivos
celulares s&o os frascos do tipo spinner (Kallel et al 2002). E um frasco que apresenta,
ligada & tampa, uma barra magnética com uma hélice que se estende até o fundo do
frasco (Bleckwein et al 2005), ou um péndulo com a mesma funcéo de agitacdo. Este
sistema ja foi muito utilizado nos ultimos 10-20 anos, mas atualmente esta sendo
substituido pelos sistemas de frascos agitados do tipo shakers, que, como principal
caracteristica, apresentam maior facilidade de manipulacdo (Amanullah et al 2010).

1.3.2. Cultivo em biorreatores

Os biorreatores permitem o cultivo apropriado de micro-organismos e células —
tanto animais quanto células vegetais — permitindo o monitoramento e controle dos
parametros de processo e com a vantagem de poderem alcancar maiores volumes de
cultivo (escalonamento), visando a escala industrial (Véliz et al 2008). Os biorreatores
possuem algumas classificagdes, porém uma bastante utilizada é em relagdo a

homogeneidade da distribuicéo celular.

Os biorreatores possuem, pelo menos, duas fases dentro dos seus vasos: a fase
liquida — referente ao meio de cultivo — e a fase solida (referente as células cultivadas).
Os equipamentos que conseguem uniformizar a fase liquida com a fase sélida, ou seja,
as células encontram-se difundidas no meio, sdo considerados biorreatores homogéneos.
Os equipamentos que apresentam uma divisdo de fases e ndo apresentam células
difundidas na fase liquida, sdo denominados biorreatores heterogéneos (Véliz et al
2008). O enfoque dado neste trabalho foi aos biorreatores homogéneos devido ao
escalonamento dos cultivos celulares e futuras producdes de EPOhr em biorreatores

homogéneos de tanque agitado.

Biorreatores homogéneos: sdo os mais empregados no desenvolvimento e na

industria, pela facilidade que eles apresentam para monitorar o ambiente do cultivo e
permitem realizar correcBes que ndo alterem a fisiologia celular (\Véliz et al 2008). Os
biorreatores homogéneos mais utilizados sdo os biorreatores de tanque agitado, do tipo

wave e air-lift.
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Biorreatores heterogéneos: sdo assim denominados por apresentarem duas fases

em seu interior, uma onde as células utilizadas para a producdo do produto de interesse
ficam imobilizadas em compartimentos contendo superficies ou em leito biocompativel,
simulando o tecido de origem da célula e a outra sendo a circulacdo de meio de cultivo
para nutrir essas células aderidas. Estes biorreatores foram desenvolvidos para atender
ao uso de células com caracteristicas aderentes, 0 que representa uma desvantagem no
que se refere ao monitoramento das condi¢des de cultivo, pois ndo é possivel realizar
uma amostragem homogénea da populacdo celular presente no biorreator. Devido a
caracteristica do crescimento celular (semelhante a um tecido), nem todas as células tém
0 aporte necessario de nutrientes e oxigénio, criando diferentes niveis de crescimento e
fases metabdlicas em um mesmo cultivo e a dificuldade no escalonamento da matriz
aderente (\Véliz et al 2008).

1.3.2.1. Biorreatores do tipo tanque agitado

Os biorreatores em ago inox do tipo tanque agitado sé&o os mais utilizados na
indGstria, mesmo ja existindo novas alternativas para o cultivo celular como os
biorreatores single use (Eibl et al 2010; Hsu et al 2012). Os sistemas de tanque agitado
apresentam como vantagem a sua simplicidade operacional, a facilidade no
monitoramento, controle e escalonamento da producéo do biofarmaco (Warnock & Al-
Rubeal 2006; Jain & Kumar 2008). Porém, a formacdo de bolhas e as tensbes de
cisalhamento que podem danificar as células durante o cultivo sdo desvantagens que

este biorreator apresenta (Kunas & Papoutsakis 2009).

Basicamente, este tipo de biorreator € composto por um vaso (geralmente feito de
vidro borossilicato) resistente ao calor, quando o uso do biorreator é voltado para a
pesquisa em pequenos volumes e de aco inoxidavel, quando utilizado escala industrial
(50 L — 15.000 L) (Véliz et al 2008). Este biorreator possui diversos componentes
ilustrados na figura 3 (tubulacbes, valvulas, bombas, motores e sensores), que estdo
envolvidos nas operacdes necessarias para a conducao do cultivo, como a injecdo de
meio e suplementos, agitacdo, aeracdo, exaustdo, monitoramento, colheita e etc. Esses
periféricos podem ser feitos de diversos materiais (silicone, polimeros e ago inox)
dependendo da escala em questdo. O sistema que caracteriza este tipo de biorreator € o
de agitacdo, apresentando impelidores movidos por um motor, de acoplagem mecanica

ou magnética. Os biorreatores também apresentam chicanas que sdo estruturas presentes
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nas paredes internas do vaso que evitam o fenémeno de vortice, favorecendo a

homogeneizacao ideal do conteddo do biorreator (Sauid et al 2013).

Entrada de
gé

Entrada de gases

Nivel de agua

Efluentes

Figura 3. Esquema simplificado de um biorreator do tipo tanque agitado e alguns dos seus componentes
— impelidor, motor, termostato, um duto para retirada de amostra e efluentes, chicanas e duto para entrada
de gases. Adaptado de Li et al 2009.

O biorreator de tanque agitado pode ser operado em diversos modos, devido a sua
simples caracteristica operacional, sendo possivel realizar ajustes e modificacGes nas
suas correntes de entrada e saida, resultando na sua supremacia como sistema de
producdo de biofarmacos em grande escala. Desde a producéo de células-tronco (Olmer
et al 2012), producéo de biomassa para produzir a vacina da gripe (Hundt et al 2011),
anticorpos (Tuvesson et al 2008) e proteinas recombinantes, como a Eritropoetina
humana recombinante (Chuan et al 2006) e a Isoflavona (Kokotkiewicz et al 2013) em

quantidades relevantes para comercializagdo em massa.
1.4. Modos de operacgao

Os quatro principais modos de operacdo de cultivo em biorreatores sdo: cultivo
descontinuo (conhecido como batelada ou batch), cultivo descontinuo alimentado
(caracterizado como batelada alimentada ou fed-batch), cultivo continuo e continuo com
retencdo de células, também denominado como continuo com perfusdo (Véliz et al
2008). Cada modo de operacdo é empregado de acordo com as caracteristicas que o
processo apresenta, como caracteristicas da linhagem celular empregada (estabilidade
geneética para expressdo da proteina de interesse, capacidade da linhagem em suportar
concentragOes elevadas de metabolitos toxicos e resisténcia as condigdes fisico-
quimicas do biorreator) e a necessidade do mercado pelo produto gerado, determinando

a capacidade produtiva do sistema (Véliz et al 2008).
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1.4.1. Batelada simples

Este € o0 modo mais simples de cultivo em biorreatores. Como esquematizado na
figura 4, este sistema consiste no cultivo realizando-se um ino6culo em um volume
determinado de meio que sera coletado ao final do processo. Neste processo, ndo ocorre
acréscimo de nutrientes ao longo da corrida nem reciclo celular ou do meio
metabolizado. Durante este processo, ocorre heterogeneidade metabolica, exposigdo
prolongada do biofarmaco a condigdes que podem deteriora-lo, além de esgotamento

dos nutrientes e acimulo de metabolitos toxicos para a célula (Véliz et al 2008).

Periodo

In6eulo —

Cultivo

Figura 4. Esquema simplificado de um cultivo realizado em batelada simples.

Mediante tais fatos, € muito utilizado para producdo de bioldgicos e compostos
resistentes a eventuais degradacdes, tendo como base celular micro-organismos ou
celulas eucaritticas. Estudos mais recentes mostram o uso da batelada simples como
padrdo para definir parametros experimentais para a aplicacdo de outros modos de

operacdo, como a batelada alimentada (Vanz et al 2014; Moreno et al 2013).
1.4.2. Batelada alimentada

Em bioprocessos utilizando o modo de condugéo do cultivo celular denominado
de batelada alimentada, ocorre suplementacdo de nutrientes ao meio de cultivo inicial e
o volume de operacdo varia de acordo com a capacidade do vaso do biorreator, como
mostrado na figura 5. O cultivo comega com um volume inicial padrdo e ao longo do
processo, novas quantidades de meio de cultivo ou determinados nutrientes sao
adicionados ao volume inicial, viabilizando uma sobrevivéncia mais longa do cultivo
celular e uma maior produtividade relativa do biol6gico, porém o problema do acumulo
de metabdlitos toxicos permanece, além do maior tempo de exposic¢éo do produto alvo a
condigdes desfavoraveis, o que prejudica a producao de produtos mais labeis (Véliz et al
2008).
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Alimentagao
I —
Periodo Periodo '
Inéculo E—) E—) Colheita
Cultivo Cultivo

Figura 5. Esquema simplificado de um cultivo realizado em batelada alimentada.

O emprego da batelada alimentada auxilia na extensdo da viabilidade celular e,
consequentemente, aumenta os niveis de producdo da proteina de interesse (Ren et al
2013), assim como é possivel aperfeicoar a producdo de certos compostos alternativos

com o uso da batelada alimentada (Zhang et al 2014).
1.4.3. Continuo e continuo com reciclo celular (perfusao)

O modo continuo baseia-se, conforme figura 6, na troca constante de meio
metabolizado por meio de cultivo novo, a fim de prolongar a duragdo da corrida. Ao
retirar 0 meio metabolizado, células presentes no cultivo também sdo retiradas,
juntamente com o0s metabdlitos toxicos e o produto de interesse, permitindo a
recuperacdo constante do mesmo. Esta troca e retirada, quando feita de forma racional,
ou seja, vinculada a velocidade especifica de crescimento das células, evita a lavagem
do biorreator — retirada em excesso de células do cultivo — proporcionando um maior
tempo de corrida e uma maior viabilidade celular, o que favorece a producdo da
proteina recombinante. J& o processo continuo com reciclo celular € mais complexo e

mais eficaz, ao se tratar de producéo de biofarmacos (Véliz et al 2008).

Alimentagao )
Colheita

Periodo

Inéeulo I

Cultivo

Figura 6. Esquema simplificado de um cultivo realizado em sistema continuo.

O modo continuo com perfusdo segue a mesma linha do modo continuo, porém
com a vantagem de reter as células durante a troca do meio, ndo sendo necessario 0

vinculo entre a taxa de perfusdo e a taxa especifica de crescimento, conforme figura 7.
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Este processo permite a troca constante de meio metabolizado por meio de cultivo
novo e uma corrida prolongada que gera um alto indice de viabilidade celular e
concentracdo celular, consequentemente, maior producdo do bioldgico. Diversos
dispositivos podem ser usados com o objetivo de reter as células durante o modo
continuo com perfusdo. Podem ficar externamente ao biorreator, igual ao da figura 7, ou
podem ficar dentro do biorreator. Normalmente, eles sdo baseados em separacdo por
campo gravitacional ou centrifugo e filtracdo, mas todos dependentes do tamanho e
densidade da célula a ser retida e separada do meio retirado. Estes dispositivos tém
algumas desvantagens, os baseados em filtracdo podem apresentar entupimento e 0s
dispositivos baseados em centrifugacdo podem sofrer com a adesao celular nas paredes
do dispositivo e entupimento dos dutos de saida. Para amenizar os problemas, algumas
estratégias sdo adotadas como sistemas de refrigeracdo que induzem a formacdo de
agregados celulares, facilitando a sedimentacéo das celulas retidas e estruturas pulsantes
que previnem a adesdo celular nos compartimentos de drenagem (Castilho & Medronho
2002).

Reciclo Celular

Alimentacdo Dispositivo
Retengao Celular

Periodo

. ) Colheita
Indculo

Cultivo

Figura 7. Esquema simplificado de um cultivo realizado em sistema continuo com reciclo celular.

A grande vantagem dos modos continuos, de uma forma geral, é a homogeneidade
das condi¢Oes de cultivo, garantindo a producdo de produtos com baixa variabilidade.
Gorenflo e colaboradores (2004) ja haviam documentado a vantagem do modo continuo
com retencdo de biomassa que garantia niveis altissimos de densidade celular e taxas de
produtividade superiores a uma ordem de grandeza, em comparacdo com o modo de
batelada simples. Um fator muito importante que garante os elevados niveis descritos
pelo modo em perfuséo é a capacidade de manter os metabdlitos toxicos a niveis ndo-

letais, favorecendo a longevidade do cultivo (Petiot et al 2011; Yeo et al 2013).
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1.5. Meios de cultivo para celulas animais

Os meios de cultivo sdo compostos por componentes que oferecem nutrientes e
condicdes ambientais ideais as celulas presentes no cultivo, possibilitando o
funcionamento normal do metabolismo e do crescimento celular. Os primeiros relatos
de meios de cultivo datam do século XX, onde estes eram compostos de diferentes sais
em suas concentracbes Otimas com o propdsito de cultivar e manter vivas células
animais. Desde entdo, pouca coisa foi estudada até Harry Eagle que, em 1955,
desenvolveu o meio basal MEM (Meio Essencial Minimo), servindo de base para o
desenvolvimento de outros meios mais completos. O desenvolvimento do MEM foi o
marco inicial para a pesquisa na area e hoje existem diversas linhas de desenvolvimento
com base na criacdo de novos meios de cultivo (Van der Valk et al 2010; Jordan et al
2013). A partir dos meios basais, os meios de cultivo podem ser classificados como
meios complexos por apresentarem componentes de proporcdo ndo definida (extratos e
hidrolisados) e meios definidos, que apresentam a proporgéo de todos 0s componentes
da sua formulacdo em concentracfes conhecidas. Os meios livres de soro (meios que
ndo necessitam da suplementacdo com soro, podendo conter extratos e hidrolisados), 0s
meios livres de proteina (ndo apresentam proteinas de alto peso molecular, mas
apresentam peptideos na sua composicao) e os meios livres de componentes de origem
animal (ndo apresentam nenhum componente de origem animal ou humana, porém
podem apresentar componentes nao-definidos, como extratos de levedura ou de
plantas), em esséncia, sdo considerados meios complexos (Van der Valk et al 2010). Os
meios quimicamente definidos ndo apresentam proteinas, hidrolisados ou extratos de
composicdo desconhecida, s6 contendo componentes conhecidos, como hormonios e
fatores de crescimentos purificados. Os novos meios de cultivo estudados e
desenvolvidos sdo baseados na unido dos diferentes tipos de meios de cultivo, visando a
melhor resposta da célula e a melhoria do processo e do produto de interesse (Van der
Valk et al 2010).

Conforme Van der Valk e colaboradores (2010) e Jordan e colaboradores (2013)
discutem em seus trabalhos, atualmente a grande maioria das pesquisas voltadas para
este campo visa a criagdo de meios quimicamente definidos (meio de cultivo que ndo
contém proteinas, hidrolisados ou qualquer outro componente de composi¢do
desconhecida) e livres de soro fetal bovino. O motivo dessa padronizagcdo no processo

se da pelo fato de que algumas substancias ou fatores podem alterar os perfis de
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expressao e de glicosilacdo de certas proteinas recombinantes e prejudicar sua producéo
(Gawlitzek et al 2009). A busca por meios quimicamente definidos é impulsionada por
questBes regulatdrias (retirada de componentes de origem animal) e de homogeneidade
de insumos para a producédo (quimicamente definidos, eliminando a variagéo lote-a-lote)
(Van der Valk et al 2010).

1.5.1. Fatores que interferem na producdo e qualidade do biofarmaco

Inimeros fatores ou compostos presentes nos meios de cultivo podem alterar o
perfil metabolico celular, impactando na proliferacdo, expressdo da proteina e processo
de glicosilacao, refletindo assim na qualidade da proteina recombinante. A seguir, foram
listados alguns destes fatores e como eles podem afetar o produto de interesse, além de
fatores fisico-quimicos referentes as condigdes de cultivo, como faixa de pH,
temperatura, osmolalidade, concentracdo de gases e tensdes de cisalhamento. Nos dois
ultimos casos, € importante destacar que, apesar de nao serem fatores ligados
diretamente & composi¢do do meio, existem elementos e caracteristicas especificas da
sua formulacdo que podem amortizar os efeitos negativos de estresses hidrodindmicos

causados pela aeracdo intensa e a agitacdo.
1.5.1.1. Carboidratos

Os carboidratos exercem diversos papéis no cultivo celular. Os sacarideos sdo
importantes fontes de energia e também possuem funcdo estrutural, como no processo
de glicosilacdo (Wang et al 2010). Exercendo seu papel de principal fonte de energia do
meio, a concentracao ideal de glicose é necessaria para a manutencdo do cultivo celular
em condi¢des adequadas. Estudos mostram que niveis aceitaveis de glicose no meio
influenciam diretamente o crescimento celular e a produtividade da proteina

recombinante (Dowd et al 2001).

O correto balan¢o da guantidade de componentes presentes no meio é de extrema
importancia, uma vez que a presenca de altas concentracdes de glicose acarreta na
producdo de altos niveis metabolitos, como o lactato — até 50 mM ou 4,5 g/L — que
podem ser toxicos para o cultivo, inibindo o crescimento celular (Zhou et al 2011).
Zhou e colaboradores (2011) ainda citam a necessidade de adicdo de compostos
alcalinos para regular o pH do meio que tende a acidificar por causa do lactato e, como

consequéncia da adi¢cdo de mais compostos, a osmolaridade do meio também € alterada.
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O conjunto destes fatores pode inibir o crescimento celular e levar a uma producéo
reduzida da proteina recombinante (Cruz et al 2000; Lao & Toth 1997).

Devido ao grande consumo de glicose pelas células e, em consequéncia, o alto
nivel de lactato no meio de cultivo, estratégias de controle do consumo de glicose e
producdo de lactato vém sendo estudadas para aprimorar a produtividade e a
longevidade celular, durante o periodo de cultivo (Mulukutla et al 2010). A regulacdo
de certas enzimas metabolicas como a hexoquinase (HK) e fosfofrutoquinase (PFK ou
PFK1) e a regulacdo metabolica por proteinas sinalizadoras e elementos de controle de
crescimento, como insulina, fator de crescimento do tipo-insulina (IGF), o proto-
oncogene cMyc e proteina quinase ativada por AMP (AMPK) séo possiveis gene-alvos
que podem ser transfectados e favorecer o cultivo, aumentando a produtividade da

linhagem celular que expressa a proteina de interesse (Mulukutla et al 2010).

Além da funcdo energética, os carboidratos apresentam a funcdo de integrar as
cadeias laterais de oligossacarideos ancoradas nas proteinas pelo processo da
glicosilagdo. Inumeras glicoformas podem ser geradas com grande variabilidade de
estruturas de glicanos ancoradas em regides especificas do esqueleto proteico como
efeito da composicdo de aclcares do meio de cultivo, que influencia nas estruturas
antendrias adicionadas a proteina (Butler 2008) e a grande quantidade de enzimas da
célula relacionada neste processo, onde, por exemplo, para ocorrer a sialilagdo, diversas

sialiltransferases precisam estar presentes (Murphy et al 2013).
1.5.1.2. Aminoacidos

Os aminodcidos sdo nutrientes para o desenvolvimento da linhagem celular no
cultivo e para a expressao da proteina recombinante de interesse. Todo meio de cultivo
precisa ter todos 0s vinte aminoacidos, tanto os essenciais quanto 0s ndo essenciais, para
que possam exercer suas funcBes estruturais e energéticas na célula e secrecdo da
proteina recombinante (Kyriakopoulos et al 2013). Os aminoacidos sdo as unidades
primordiais que formam as proteinas recombinantes. Além da funcdo estrutural, os
aminoacidos servem como pontos de ancoragem para a ocorréncia das modificacdes
pos-traducionais e sua disposicéo estrutural pode interferir na mesma, promovendo ou

inibindo sitios de glicosilagdo (Ben-Dor et al 2004).
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Em termos energéticos, a glutamina € o aminoacido mais importante e esta
presente nos meios de cultivo por sua versatilidade (Hossler et al 2009). Este
aminoacido pode ser usado para integrar as proteinas recombinantes expressas pelas
células, na sintese de nucleotideos e como fonte de energia. Apesar das func¢Bes que a
glutamina desempenha, o aminoacido é quimicamente instavel, 0 que ndo permite a
estocagem do meio em temperaturas acima de 4°C e a sua esterilizacdo por meio de
calor (Butler & Christie 1994).

Uma consequéncia desfavoravel do uso da glutamina é o fato da liberacdo de
amonio no meio de cultivo, resultado da degradacdo do aminoacido pelas células e da
molécula ser quimicamente instavel. A liberacdo do ion aménio pela célula decorre do
processo de utilizacdo da glutamina no ciclo do acido tricarboxilico, principal rota
metabolica para a alta geracdo de energia celular aerobica (Butler & Christie 1994). A
glutamina pode ser utilizada pela célula para retroalimentar o ciclo do &cido
tricarboxilico, gerando intermediarios do ciclo, contribuindo para a manutencdo do
mesmo e preservando a respiracdo aerdbica da célula no cultivo (Alberts et al 2010).
Concentragbes de amonio acima de 51 mM podem ser toxicas para a célula e
interferem no pH intracelular, afetando as modificacfes pds-traducionais realizadas no
aparelho de Golgi, que sdo dependentes do pH (Chen & Harcum 2005; Xing et al 2008).
Uma alternativa que pode diminuir a concentracdo de amoénio no meio é a troca da
glutamina por glutamato (Van der Valk et al 2010). A vantagem do uso do glutamato é
a liberacdo de uma molécula de amdnio para cada molécula de glutamato, o que nao
ocorre com a glutamina que tem a taxa de duas moléculas de ambnio para cada
molécula de glutamina. Assim, menos amonio € liberada no meio, diminuindo a sua

influéncia inibitéria e aumentando a longevidade do cultivo (Huang et al 2006).

Outra estratégia que vem sendo explorada é a utilizacdo de um dipeptideo, mais
especificamente, L-alanil-L-glutamina (Imamoto et al 2013). Este dipeptideo é mais
estavel e mais solivel do que a L-glutamina livre. Apesar da reducdo da taxa de
crescimento celular, os niveis de produtividade da proteina de interesse aumentaram
qguando a L-glutamina foi totalmente substituida pelo dipeptideo. Além do aumento na
produtividade, ficou evidenciada uma reducdo de aménio no meio de cultivo, devido a
estabilidade da molécula e o consumo mais equilibrado do dipeptideo (Imamoto et al
2013).
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1.5.1.3. Sais minerais

Além dos nutrientes organicos, as células animais necessitam do aporte de sais
minerais presentes no meio de cultivo (Gong et al 2006), em especial os ions calcio
(Ca®") e magnésio (Mg*"). O fon Ca*" é considerado um dos mais importantes cations
metélicos por sua participagdo ativa em mecanismos intracelulares, regulando a

transcricdo de genes, a mitose celular e apoptose (Crabtree 2001).

O fon Mg®" esta envolvido no co-transporte de outros fons pelas membranas
celulares e ajuda na regulacdo de, no minimo, trezentas enzimas presentes no
metabolismo celular, sintese de acidos graxos, estabilizacdo ribossomal e sintese
proteica (Gong et al 2006). Devido a importancia dos sais minerais na manutencéo
celular, a presenca no meio de cultivo é de vital importancia, onde a disponibilidade

pode interferir no crescimento e na producdo da proteina recombinante de interesse.
1.5.1.4. Vitaminas

As vitaminas contidas nos meios de cultivo desenvolvidos para as células animais
costumam estar presentes em pequenas concentragbes e apresentam importante
influéncia no crescimento celular e na secre¢cdo de proteinas heterdlogas. A sua
participacdo no controle da mitose celular e apoptose garantem as vitaminas grande
importancia na formulagcdo dos meios de cultivo e necessidade de um balan¢co muito
bem afinado com as demandas metabdlicas da linhagem celular empregada (Ishaque &
Al-Rubeai 2002).

O grupo de vitaminas da familia do complexo B costuma estar presente em
diversos meios de cultivo para células animais atuando como cofatores e coenzimas no
metabolismo de carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos. Na auséncia de
determinadas vitaminas do complexo B, altos niveis de apoptose foram detectados,
demonstrando a sua importancia na suplementacdo do meio. Outras vitaminas devem
ser adicionadas, como as vitaminas lipossoliveis (E, D, A e K) e o &cido ascérbico
(vitamina C) (Moraes et al 2008).

A vitamina E ajuda a combater as espécies reativas de oxigénio geradas no
cultivo. A vitamina D regula o transporte de ions célcio do meio pela célula. A vitamina

A tem papel fundamental na diferenciacdo e no crescimento celular, a vitamina K é
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importante no processamento proteico realizado pela célula e o acido Ascorbico é

essencial na sintese de colageno pela célula animal (Moraes et al 2008).
1.5.1.5. Nucleotideos

Os precursores de nucleotideos modulam as concentracfes intracelulares dos
préprios nucleotideos, resultando em diferentes niveis de sialilagdo e estruturas
antenérias (Hossler et al 2009). Baker e colaboradores (2001) mostraram que
suplementando o meio de cultivo com Glicosamina e uridina, os niveis de N-acetil-
hexosamina intracelular foram elevados, aumentando a presenca de estruturas antenarias
no cultivo de células CHO secretoras de inibidores de metaloproteinases teciduais 1,

porém reduzindo os niveis de sialilacdo da proteina.

Entretanto, Gu & Wang (1998) usaram de mesma técnica e suplementaram um
cultivo de células CHO produtoras de Interferon-y (IFN-y) com N-Acetilmanosamina
(precursor do acido sialico) com o intuito de aumentar a sialilagdo nas moléculas de
IFN-y e o resultado foi positivo, resultando em um aumento da sialilacdo das cadeias de
carboidratos. A suplementacdo aumentou os niveis de acido sialico circulante em até
trinta vezes comparado ao cultivo-controle. Estes resultados mostraram que os niveis de
acucares nucleotidicos interferem diretamente na glicosilagdo das proteinas
recombinantes e sua suplementacdo no meio de cultivo é importante fator para a

qualidade da glicosilacdo e consequentemente da glicoproteina.
1.5.1.6. Elementos-traco

Os elementos-traco sdo elementos inorganicos, em sua grande maioria compostos
por metais, e servem como cofatores para ativacdo completa de certas proteinas
essenciais no metabolismo celular (Merchant et al 2006). Alguns metais, como ferro,
cobre, manganés, molibdénio e vanadio existem em diversos estados oxidados estaveis
em meio aquoso e representam metais importantes para as reacdes redox do organismo.
Devido a sua importancia metabolica, os elementos-traco precisam fazer parte do meio

de cultivo para serem utilizados como nutrientes pelas células.

Contudo, as mesmas propriedades essenciais dos elementos-traco podem ser
prejudiciais e causar danos celulares. Alguns elementos tém seu potencial citotoxico
exacerbado quando entram em contato com o oxigénio (Imlay 2003). Em metais como o

ferro e o selénio, a dose letal e a dose recomendada para consumo humano sdo muito
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proximas e 0 mesmo acontece com outros animais, 0 que requer uma homeostase por

parte dos organismos para ndo ocorrer o desequilibrio (Merchant et al 2006).
1.5.1.7. Soro Fetal Bovino (SFB)

O soro fetal bovino é uma mistura complexa formada de diversos fatores de
crescimento, vitaminas, proteinas e outros compostos que sdo considerados essenciais
para a proliferacdo e manutencgdo celular e para a correta sintese do biofarmaco/proteina
recombinante (Van der Valk et al 2010). No entanto, o SFB possui desvantagens que
desencorajam a continuidade do seu uso nas aplicacGes biotecnoldgicas para a producgéo
de insumos para salde — falta de padronizacdo dos soros, ocorrendo variagdo nos
cultivos e no produto final de acordo com o lote de insumo utilizado, contaminagéo por
virus, prions e um maior nimero de etapas de purificacdo da proteina recombinante
(Berlec & Strukelj 2013).

Apesar dos cultivos celulares apresentarem resultados melhores com o uso do
SFB, como descrito por Grillberger e colaboradores (2009), as autoridades regulatorias
no ambito da vigilancia sanitaria vém encorajando a busca de alternativas para a
substituicdo do SFB. Dado este motivo, sugere-se o uso de substancias definidas que
exercam as mesmas funcGes do SFB, como proteinas e hormonios sintéticos, para
alcancar os mesmo efeitos no processo de producdo. A preocupacdo em substituir os
meios com soro por meios livres de soro ndo é recente. Alternativas para o SFB sdo
estudadas desde a decada de 90. Por exemplo, Keen & Rapson (1995) desenvolveram
um meio de cultivo livre de soro fetal bovino para a producéo, em grande escala de um
anticorpo monoclonal produzido por células CHO, o CAMPATH-1H. Entretanto, a
melhor opc¢do para a substituicdo do SFB € o uso dos meios quimicamente definidos.
Devido aos avancos na area de meio de cultivo, diversos processos biotecnoldgicos ja
empregam os meios livres de soro para cultivar suas respectivas linhagens celulares e
obter boas taxas de produtividade celular (Chu & Robinson 2001; Rodrigues et al 2012;
Zhang et al 2013).

1.5.1.8. Fatores fisico-quimicos

Diversos fatores fisico-quimicos podem interferir na producdo do
biofarmaco/proteina recombinante. Um fator de grande relevancia é a temperatura de

cultivo que tem impacto no crescimento celular e, consequentemente, na expresséo da
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proteina recombinante. Dependendo da linhagem celular, as variacGes de temperatura

podem interferir na producao e nas modificacdes pos-traducionais (Vergara et al 2012).

Em células de mamiferos, que tem a temperatura Otima de crescimento
estabelecida em 37°C, as variacdes termicas podem ser benéficas ou prejudiciais (Yoon
et al 2006a). Estudos mostram que uma diminuicdo na temperatura do cultivo (de 37°C
para 32°C) pode levar a um aumento na produtividade da proteina recombinante, porém
interferir nos padrdes de glicosilagdo gerados pelo sistema bioldgico, como no caso da
EPOhr que tem niveis de sialilagdo menores em temperaturas mais baixas que 37°C
(Bollati-Fogolin et al 2005; Trummer et al 2006).

Se a temperatura é considerada um fator importante na expressdo da proteina, o
pH dentro do reator também exerce importante papel. De acordo com Yoon e
colaboradores (2006b), uma pequena variacdo na faixa de pH (de 7,0 a 7,2) pode
intensificar a producdo sem prejudicar as modificacBes pos-traducionais sofridas pela
proteina. Entretanto, uma maior variagdo na faixa de pH pode causar alteraces nos
perfis de glicosilagdo (Muthing et al 2003), salientando a importancia de se manter as
condicdes de cultivo constante/homogéneas, onde 0 modo de operacdo escolhido tem

grande influéncia.

As concentracOes de gases dentro do biorreator e o valor de saturacdo de oxigénio
— oxigénio dissolvido (OD) — também tém papel importante na glicosilacdo. Com
relacdo a concentracdo de gases, a pressao parcial de CO, (pCO;) tem ligacdo direta
com a sialilagdo, onde quanto maior a pCO,, menor o nivel da glicosilagdo (Zanghi
1999). Ja em relacdo ao oxigénio dissolvido, o efeito nas modifica¢bes pos-traducionais
varia de acordo com a linhagem celular e a proteina expressa. Em uma faixa de 10 a
100% de saturacdo, a linhagem consegue realizar suas modificacfes sem alteracGes
relevantes (Butler 2006; Restelli et al 2006).

Com relacdo as tensbes de cisalhamento — forcas vetoriais que as células estdo
expostas dentro do biorreator devido a agitacdo para homogeneizar o meio — elas podem
provocar alteragdes no tamanho das ramificagcdes de carboidratos gerados durante a
glicosilagdo no seu sitio especifico de ancoragem. Estudos mostram que altos niveis de
danos provocados pelas tensdes de cisalhamento sé&o suficientes para reduzir o tamanho
da cadeia polissacaridica localizada na posi¢cdo Asn 184 na proteina tPA (ativador de

plasminogénio tecidual) (Senger & Karim 2003).
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A osmolaridade € um importante parametro no processo de cultivo celular. Este
fendmeno causa alteragdes no rendimento, glicosilacdo e sialilacdo da proteina
recombinante (Konno et al 2012). Diferentes niveis de osmolaridade j& foram testados
em diversas linhagens celulares, onde a faixa 6tima de crescimento celular encontra-se
entre 280 a 320 mOsm — miliosmol (Takagi et al 2001). As células CHO, por exemplo,
qguando entram em situacdo de hiperosmolaridade, podem alterar sua conformacéo
celular. As células CHO nessa condicéo apresentam um maior volume e redugdo no seu
crescimento, porém a produtividade da proteina recombinante pode apresentar
incremento significativo, em comparacdo com a mesma linhagem em condigdes
normais (Takagi et al 2001; Zhang et al 2010). Outro motivo para a necessidade do
controle da osmolaridade é a capacidade de altos niveis de pressdo osmética causar
apoptose nas linhagens celulares, como foi observado em células CHO,
independentemente de qualquer outro fator que também leva a apoptose, como a

deplecéo de nutrientes (Han et al 2009).
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2. PROPOSTA DE TRABALHO

Direcionado pela necessidade de alternativas para o insumo meio de cultivo
utilizado atualmente no processo de transferéncia de tecnologia, antecipando uma
eventual descontinuagcdo do mesmo, o presente projeto busca analisar o comportamento
dos cultivos de células de ovério de hamster chinés (CHO) e o padrdo de secrecdo da
EPOhr, em sistemas de frascos do tipo T25cm? T75cm?, garrafas rotatérias e em
biorreator de tanque agitado, utilizando diferentes meios de cultivo, afim de encontrar
meios alternativos que apresentam caracteristicas semelhantes as encontradas no meio
de cultivo atualmente utilizado (SFM4CHO® — Utility).

Objetivo principal:

Comparar diferentes alternativas de meios de cultivo comerciais livres de soro
fetal bovino e componentes animais com o meio de cultivo atualmente utilizado para o

cultivo em suspensdo de células CHO secretoras de EPOhr.
Objetivos especificos:

) Estudar o comportamento dos cultivos das células CHO secretoras de EPOhr em
frascos estaticos e garrafas rotatorias utilizando diferentes meios de cultivo livres de
soro fetal bovino e componentes de origem animal, em relacdo ao meio atualmente

utilizado no processo;

i) Avaliar o perfil metabdlico das culturas das células CHO secretoras de EPOhr,
utilizando como parametro as taxas de crescimento celular, de producdo de EPOhr e
consumo de nutrientes nos cultivos celulares realizados com os diferentes meios

testados;

iii)  Avaliar o comportamento de crescimento e o consumo de glicose das células

CHO secretoras de EPOhr em biorreator do tipo tanque agitado em modo continuo;
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em Bio-Manguinhos, no Laboratério de
Tecnologia Virologica (LATEV), na Vice-Diretoria de Desenvolvimento Tecnologico
(VDTEC), sob o escopo do Projeto de Transferéncia de Tecnologia da Alfaepoetina, da
Vice-Diretoria de Producéo (VPROD).

3.1. Material
3.1.1. Linhagem celular e Banco de Células de Trabalho

Células de ovario de hamster chinés (CHO - Chinese Hamster Ovary)
recombinantes adaptadas ao crescimento em suspensdo expressando a molécula da
Eritropoetina humana recombinante (EPOhr), oriundas da transferéncia de tecnologia

com Cuba foram utilizadas neste presente trabalho.
3.1.2. Meio de cultivo controle

O meio SFM4CHO™ — Utility (Thermo Hyclone® GE) foi utilizado como
parametro de controle nestes experimentos por se tratar do meio de cultivo empregado
para o cultivo da linhagem em questdo para producdo, em larga escala, da EPOhr. Trata-
se de um meio livre de SFB, onde foram misturados os componentes fornecidos nas
proporcoes de 49,0g/L do Base Powder e 30g/L do Medium Powder. O meio necessitou
de suplementacdo de 2mM/L de L-glutamina (Sigma-Aldrich®), 11,0g/L de Bicarbonato
de sodio (NaHCO3) (Merck) e 5g/L de Pluronic® F — 68 (Thermo Hyclone GE).

3.1.3. Meios de cultivo alternativos

Ao todo, sete meios de cultivo alternativos foram utilizados, além do meio de
cultivo controle. Destaca-se que 0s meios de cultivo testados sdo meios comerciais,
protegidos por patentes e grande parte das informagdes sobre sua composi¢do ndo sao

disponibilizadas para o consumidor:
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SFM4CHO™ (Thermo Hyclone® GE): meio livre de proteinas e soro fetal
bovino, onde seus componentes foram misturados na proporcéo de 19,83g/L do
meio pronto com de suplementacdo de 4mM/L de L-glutamina (Sigma-
Aldrich®), 2,2g/L de NaHCO; (Merck) e 1,0g/L de Pluronic®— F68 (Thermo
Hyclone® GE);

HyCell™ (Thermo Hyclone® GE): meio livre de soro fetal bovino e de proteinas
de origem animal, onde seus componentes foram misturados na proporcao de
25,4g/L do meio pronto com suplementacdo de 4mM/L de L-glutamina (Sigma-
Aldrich®) e 2,2g/L de NaHCO; (Merck);

HyCell™ sem HT (Thermo Hyclone® GE) apresenta 0 mesmo preparo do
HyCell™ convencional, sendo apenas diferente pela auséncia de Hipoxantina e
Timidina (HT);

HyCell TransFx-C™ (Thermo Hyclone® GE): meio livre de proteinas e soro fetal
bovino, onde seus componentes foram misturados na proporcao de 19,25g/L de
meio pronto com suplementacdo de 4mM/L de L-glutamina (Sigma-Aldrich®) e
3,2g/L de NaHCOj3 (Merck);

CD FortiCHO™ (Gibco®): meio livre de proteinas de origem animal e soro fetal
bovino, aonde seus componentes ja vieram misturados — ndo possui
apresentacdo em p6 — no volume de 1 (um) litro. Necessitou de suplementacéo
de 4mM/L de L-glutamina (Sigma-Aldrich®) e ndo precisa de adicdo de
Pluronic®— F68 (Thermo Hyclone® GE);

Cellvento™ CHO-110 (Merck Millipore™): meio quimicamente definido, livre
de componentes de origem animal e soro fetal bovino. Seus componentes foram
misturados na propor¢do de 27,5g/L de meio pronto com suplementacdo de
4mM/L de L-glutamina (Sigma-Aldrich®), 2,0g/L de NaHCO3; (Merck) e 3mL/L
de solucdo de Citrato de Ferro (I11) Amoniacal 10 mM (Merck). O meio nédo
necessitou da suplementacdo de nenhum surfactante e, segundo, instrucdo dos
fabricantes, ndo foi feita suplementacdo com HT;

CPCHO™ (Diagnovum): meio livre de proteinas de origem animal e soro fetal
bovino. Apresenta, em sua composicao, extrato de levedura para enriquecimento
do meio para atingir um melhor desempenho. Seus componentes foram
misturados na proporcao de 15,89g/L de meio pronto em p6é com suplementagéo
de 2g/L de NaHCO; (Merck), 1,0g/L de Pluronic®- F68 (Thermo Hyclone® GE),
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20mg/L de Citrato Férrico micron (Merck) e 5mg/L de rinsulina/Insulina

recombinante (Merck). O meio j& vem suplementado com L-Glutamina.
3.1.4. Sistemas de cultivo

As células CHO descongeladas do banco de células de trabalho foram cultivadas e
propagadas, inicialmente, em frascos estéreis para cultivo de células de poliestireno do
tipo T25 cm? e T75 cm? (Corning®). Ap6s sucessivos sub-cultivos e com densidade
celular suficiente, as células foram transferidas para garrafas de maior volume — até
300mL — do tipo rotatérias (Corning®), para o inicio dos experimentos. As garrafas
rotatérias foram mantidas sob agitacdo por agitadores apropriados para o sistema em

estufa a 37°C sem a necessidade de atmosfera controlada de CO,.
3.2. Métodos
3.2.1. Quantificacéo celular

As células pré-cultivadas foram quantificadas pelo método de exclusdo do corante
vital Azul de Trypan a 0,5% v/v (Gibco® Invitrogen™) para identificacdo de células
mortas (Kuchler 2000) e por coloragdo com Cristal Violeta (Sanford et al 1950) na
proporcdo de Cristal Violeta 0,1% + Acido Citrico 2,1% + Triton X-100 0,01% para
identificacdo de células totais. O método de exclusdo do Azul de Trypan se baseia na
coloracdo das células que perderam a sua permeabilidade seletiva de membrana,
adicionando 50uL da solucdo de Azul de Trypan em 50uL de suspenséo celular recém-
aliquotada. A contagem foi manual e feita em hemocitdmetro Bright-line® (Reichert) ao

microscopio optico Leica MPS 60 (Leica).

A quantificacdo de células totais foi realizada pela técnica de contagem de nucleos
corados com solucdo &cida de Cristal Violeta. Por se tratar de uma linhagem celular
adaptada ao cultivo em suspensdo, as células presentes no cultivo tendem a formar
grumos, o que impossibilitou 0 uso de técnicas de contagem direta como o método de
exclusdo por Azul de Trypan unicamente. Para realizar a contagem, 1mL de suspensdo
celular foi retirado do cultivo e centrifugado a 1500xg por quatro minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de solucdo acida de
Cristal Violeta. A mistura foi agitada vigorosamente em agitador do tipo vortice e a
contagem dos nucleos corados foi feita em hemocitdmetro Bright-line® (Reichert) em

microscopio optico Leica MPS 60 (Leica).
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Para quantificar o total de células viaveis do cultivo, calculou-se a diferenca entre
o total de células totais e o total de células mortas. Apds os referentes calculos e
contagens, avaliou-se a viabilidade celular pela divisdo entre o total de células viaveis
pelo nimero de células totais. Todas as contagens em hemocitdmetro foram feitas em
duplicata técnica, onde cada garrafa de cultivo foi contada duas vezes para fazer a

quantificacdo celular.

3.2.2. Analise bioquimica para determinacéo da concentracao de glicose e

lactato

Todos os meios de cultivo e suas respectivas amostragens foram analisadas tanto
para concentracdo de glicose quanto para de lactato pelo analisador bioguimico YSI
2700 Analyser (Yellow Springs Instruments, EUA) do laboratério LECC/COPPE -
UFRJ. A anélise consiste em uma pequena amostragem do sobrenadante das aliquotas
retiradas diariamente, ao longo dos cultivos. Essa amostragem passa por membranas
sensibilizadas com enzimas que reconhecem, separadamente, a concentracdo de glicose

e de lactato.

3.2.3. Determinacdo da concentracdo de Eritropoetina humana recombinante
(EPOhr)

A eritropoetina humana recombinante presente nos sobrenadantes dos cultivos
realizados foi quantificada por técnica de Imunoensaio Enzimatico direto/indireto
(ELISA). O kit utilizado na quantificacdo da EPOhr foi o Human Erythropoietin
Quantikine® IVD® ELISA kit (R&D Systems), onde todos os reagentes utilizados em
cada etapa do experimento foram fornecidos no Kit.

Para realizar a quantificacdo de EPOhr presente nos sobrenadantes, segundo
orientacdo do fabricante, foi feita uma diluicdo seriada das amostras testadas para achar
a faixa ideal de deteccdo do kit de ELISA. Ap0s a diluicdo, a placa ja sensibilizada com
0 anticorpo anti-EPO foi preparada com 100uL do reagente “EPO Assay Diluent” em
cada poco, 100uL dos “EPO Standard 0 — 200 mUI”, 100uL dos controles — positivo e
negativo — e 100uL das amostras diluidas. Ao fim desta etapa, a placa ficou incubando
por duas horas na bancada em temperatura ambiente.

Com o passar da primeira incubacdo, todo o conteudo dos pogos da placa foi
retirado e seco com a ajuda de papel absorvente. Com 0s pocos secos, foi adicionado

200uL “EPO Conjugate” — o segundo anticorpo, anti-EPO conjugado a uma enzima
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Peroxidase — e a placa foi levada a incubacdo por mais duas horas na bancada em
temperatura ambiente. ApOs a segunda incubacdo, todo o contetdos dos pogos foi
retirado ¢ cada pogo foi lavado com “EPO Wash Buffer 1x” por quatro vezes. Depois
das lavagens, foi adicionado 200uL da “Substrate Solution (Reagent A + Reagent B)”
em cada poco e a placa ficou incubando por vinte minutos na bancada em temperatura
ambiente, evidenciando a coloracdo azul nos pogos onde ocorreu a ligacdo entre a
EPOhr do sobrenadante e os anticorpos do kit ELISA.

Decorrido o tempo da terceira incubagdo, foi adicionado 100uL da “Stop
Solution” em cada pogo para revelacdo do teste. A intensidade da coloracdo de
revelacdo foi medida em leitor de micro-placa no comprimento de onda de 450nm com
correcdo para 600nm para aumentar a precisdo da leitura. Com a adigdo da “Stop
Solution”, os pogos que antes eram azuis apresentaram colora¢ao amarelada. Os
resultados obtidos foram transferidos para uma planilha virtual, onde foram analisados
por intermédio de comparacdo com a curva padrdo do teste, de acordo com a orientacao
do fabricante do kit ELISA.

3.2.4. Criacao do banco de células de trabalho

As células CHO utilizadas neste trabalho foram preservadas em criotubos
mantidos em nitrogénio liquido a -196°C. Para realizar o congelamento e posterior
formacdo do banco de células de trabalho, as células pré-cultivadas de um banco mestre
de células e que se encontravam no nono sub-cultivo foram quantificadas pelos métodos
descritos no item 4.2.1, concentradas em um tubo Falcon® e centrifugadas & 750xg por
dez minutos. Apds centrifugacdo, foi feito o descarte do sobrenadante e as células foram
ressuspendidas em meio de congelamento contendo 91,5% (v/v) do meio SFM4CHO -
Utility™, 7,5% (v/v) de Dimetilsulfoxido (DMSO) e 1% (v/v) de CMC a 3%. O
contetdo do cultivo foi distribuido em criotubos de 1ImL com um total de 33 criotubos,
a uma concentracdo celular de 1,7x10’ células vidveis/mL e viabilidade de 95,4%. Os
criotubos foram mantidos em freezer a -70°C por 24 horas dentro de um recipiente
chamado Mr. Frosty” Freezing Container (Thermo Hyclone® GE) que contém

Isopropanol, ajudando no congelamento lento das aliquotas.

Passadas 24 horas, os criotubos foram transferidos para o tanque de nitrogénio
liqguido a -196°C e assim, criando um banco de trabalho que foi utilizado nos
experimentos deste trabalho.
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3.2.5. Descongelamento de células CHO para experimentacéo

Para realizar os experimentos, os criotubos do banco de células de trabalho foram
descongelados, mediante necessidade do uso das células. A cada meio de cultivo novo
testado, um criotubo foi descongelado para o inicio da adaptacao e cinética comparativa.
Os criotubos usados foram retirados do tanque de nitrogénio e descongelados
rapidamente em banho-maria a 37°C. De um Falcon® de 50mL (Corning®) com 15mL
de meio SFM4CHO™ - Utility também a 37°C, foram retirados 3mL de meio
SFM4CHO™ — Utility do tubo Falcon® e com a mesma pipeta, o conteido de 1mL do
criotubo foi retirado para ser homogeneizado com contetdo da pipeta e 0 meio presente
no tubo Falcon®. Apés a homogeneizaco, retirou-se uma aliquota do homogeneizado e
foi feita a contagem de células mortas e vivas. Apds as contagens, as celulas foram

mantidas em estufa a 37°C por quatro dias até o proximo sub-cultivo.
3.2.6. Sub-cultivos das células CHO e cinética comparativa entre 0s meios

Para a realizacdo dos experimentos, as células descongeladas utilizadas foram
cultivadas, seguindo as orientagdes dos fabricantes. Inicialmente, as células foram
cultivadas em dois frascos T25 cm? na concentracdo inicial que varia de 2,0x10° a
4,0x10° células vidveis/mL e com viabilidade sempre acima de 80,0% em meio
SFM4CHO™ - Utility, mediante métodos descritos no item 4.2.1. Concomitantemente
ao descongelamento, uma terceira garrafa € gerada — oriunda do mesmo criotubo — e
cultivada nos mesmos parametros das outras duas para servir de reserva para eventuais

problemas.

Para propagar o in6culo, 0 mesmo procedimento foi realizado com o0s cultivos em
T25 cm?, aumentando o volume do frasco e concentracdo celular — de T25 cm? para T75
cm® Um passo adicional foi feito, onde em um dos frascos T75 cm? o meio
SFM4CHO™ — Utility foi trocado pelo meio alternativo a ser testado, durante o sub-
cultivo. Esta etapa € crucial, podendo ser necessaria repeti-la, caso a célula nédo

apresente uma boa adaptacdo ao meio testado.

Foram realizados mais dois sub-cultivos com cada frasco T75 cm? pré-inoculado,
perante 0s moldes do item 4.2.1. O primeiro consistiu no aumento de frascos T75 cm?
de um para trés frascos para ter densidade celular suficiente para o segundo sub-cultivo

que foi a adaptacao das células as garrafas rotatdrias. Na segunda passagem, o contetdo
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dos trés frascos deve ser suficiente para gerar um inéculo de 2,0x10° a 4,0x10° células
viaveis para 100mL de volume de meio dentro de uma garrafa rotatéria mantida em
estufa a 37°C sob agitacdo de 2,75 rpm por quatro dias. No Gltimo sub-cultivo antes do
inicio da cinética comparativa, o conteido presente na garrafa rotatoria foi passado para
outras duas garrafas rotatorias com 150mL de meio alternativo em cada uma das duas
garrafas necessarias para o experimento. A figura 8 demonstra, de maneira simplificada,
todas as etapas de adaptacdo até o primeiro dia da cinética. O tempo de duracdo da
cinética variou entre cinco a nove dias. Todo o protocolo aqui descrito foi realizado com
meio SFM4CHO™ — Utility em paralelo para realizacdo da cinética-controle em cada
experimento. Levando em consideracdo apenas a primeira cinética-controle como
parametro de comparagdo com os demais meios de cultivo alternativos, todas as outras
cinéticas em SFM4CHO™- Utility foram realizadas para avaliar as condices de cultivo,
verificando se algum fator externo ao meio foi responsavel por variacdo na sua

performance (por exemplo, problemas com estufa ou agitador).

As cinéticas consistiram em retiradas de aliquotas de 3mL diarias das garrafas
rotatdrias. Os resultados obtidos foram provenientes de duplicatas biologicas, média de
dois cultivos em condicOes idénticas. Um dos trés mililitros retirados foi empregado
para quantificagdo de células mortas, totais, viaveis e viabilidade. Os outros dois
mililitros foram centrifugados e o sobrenadante foi congelado para posterior analise
bioquimica e mensuracdo da producdo da EPOhr, via Imunoensaio Enzimaético
(ELISA).

3.2.7. Cultivo em Biorreator

Apo0s as cinéticas comparativas em cultivo em garrafas rotatorias, foi realizado o
cultivo em biorreator do tipo tanque agitado da Bioengineering (RALF). Seguindo o
mesmo protocolo dos itens 4.2.5 e 4.2.6, realizaram-se duas cinéticas onde foram
inoculadas 2,0x10° células viaveis/mL em 2,0L de meios de cultivo suplementados com
4mM de L-Glutamina (SFM4CHO™ e Cellvento” CHO-110 sem HT) em um vaso com
capacidade de 3,7 L com a taxa de aeracdo entre 0,002 a 0,005vvm, com agitacdo a
150rpm, pH controlado na faixa de 7,2 a 7,4 e saturagdo de oxigénio a 50% . As células
foram cultivadas em batelada simples até o quarto dia. A partir do quarto dia, foi dado
inicio ao cultivo no biorreator operando em modo continuo com a taxa de troca de
0,5vvd de meio de cultivo. Os métodos de quantificacdo celular e de producdo de

EPOhr foram os mesmos descritos nos itens 4.2.1., 4.2.2. e 4.2.3. aplicados nas cinéticas
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em garrafas rotatorias. O ultimo meio que poderia ser testado no biorreator seria o

CPCHO™. Tal fato néo ocorreu por problemas de logistica, onde ndo foi fornecida

quantidade suficiente de meio para a realizacdo do experimento.

Cinética com meio alternativo

F%' Banco de células de trabalho |

yd

"~

Frasco T25 cm2
SFM4CHO - Utility

com

< [T N

2
Frasco T75 cm com
meio alternativo

T T R
[ ==

2
Frasco T75 cm com
meio alternativo

|

Inéculo

células viaveis

\Cinética-controle |

Inéculo

células viaveis

Inéculo

células viaveis

3X

Inéculo

células viaveis
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150 mL
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2
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Frasco T75 cm  com
5 | I ™ Uil
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Cinética de 8 a 10 dias

Figura 8. Desenho esquematico da metodologia do sub-cultivo para realizagdo das cinéticas. A figura
mostra, de forma resumida, as etapas que precedem as cinéticas, incluindo o inoculo inicial até a

adaptacdo em gar

rafas rotatérias.
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3.2.8. Calculo das taxas especificas e rendimentos

A partir dos resultados obtidos das analises realizadas nos sobrenadantes das
cinéticas foram calculados a taxa especifica de crescimento celular da fase exponencial
(Mexp), 0 tempo de duplicacdo celular (tg), os valores de integral de células viaveis (ICV),
taxa especifica de formacdo de eritropoietina (qeponr), taxa especifica de consumo de
glicose (gaiic), taxa especifica de formacao de lactato (giact), 0 coeficiente de rendimento

celular a partir da concentracdo de glicose (Yxciic) € a produtividade (P).

A taxa especifica de crescimento celular determinada na fase exponencial de
crescimento (Hexp) foi gerada por meio do coeficiente angular da regresséo exponencial
dos valores de concentracdo de células viaveis do cultivo pelo tempo.

O tempo de duplicacdo (tg) na fase exponencial do cultivo foi calculado segundo a

Equacéo 2, a partir do Hexp.

t, = 22 Equacéo 2

Hexp

A integral de células viaveis (ICV) foi calculada segundo a Equacdo 3. Para
avaliar a equacgdo, foi empregado o método dos trapézios, onde “n” corresponde ao

namero de amostras experimentais utilizadas.
t Xi—1t+X; ~
ICV = fto Xydt = Y1y [1T * (t; — ti_l)] Equacédo 3

A taxa especifica de formacéo de eritropoetina (qeponr) foi calculada pela Equacéao

4a (modo batelada) e Equacao 4b (modo continuo).

_ 1d[EPORr] _ 1 A[EPOhr]
deponr = X7 4 ~ 3, AL

Equacéo 4a

d[EPOhRr]
dat

) " Xiv ~ (D " [W] + A[EPOhr]) 1

deponr = (D * P+ a )% Equacao 4b

Onde, A[EPOhr] corresponde a diferenca dos valores da concentracdo de

eritropoetina no sobrenadante no tempo i e i+1 e [EPOhAr], a média dos valores da

concentracdo de eritropoetina no sobrenadante no tempo i e i+1.

A taxa especifica de consumo de glicose (qgiic) foi calculada pela Equacdo 5a
(modo batelada) e 5b (modo continuo).
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d[Glic] A[Glic]

1 1 i
e Tk il r <0 Equacio 5a
qciic X  dt %, AL q 9
qglic = (D([Glif]aum — [Glic]) + d[gfjc]) * Xl ~
((D([Glic]alim — [Glic]) + %) = Equacio b

Onde, A[Glic] corresponde a diferenga dos valores da concentracdo de glicose no
sobrenadante no tempo i e i+1, [Glic],;m, @ concentracdo de glicose na alimentacao
e [@],émédia da concentracdo de glicose no sobrenadante no tempo i e i+1. Os
resultados das equacdes 5a e 5b levaram em consideracdo 0 médulo do valor numérico,

uma vez que 0 consumo seria expresso por um valor negativo.

A taxa especifica de formacdo de lactato (qLact) foi calculada pela Equacdo 6a
(modo batelada) e 6b (modo continuo).

1 d[Lact] 1 AlLact]

Quact = ¥~ %, " ac Equacéo 6a
Qpact = (D «P 4 %) X Xi ~ (D + [Lact] + A[LA“:”) * Yi Equacdo 6b

Onde, A[Lact] corresponde a diferenca dos valores da concentracdo de glicose no
sobrenadante no tempo i e i+1 e [Lact],amédia da concentracdo de lactato no

sobrenadante no tempo i e i+1. .

O rendimento celular a partir da concentracdo de glicose foi calculado de acordo

com a equacao 7.

Yy /Glic = —— Equacdo 7

qdGlic

A produtividade (P) foi calculada dividindo o valor maximo de concentracdo da
EPOhr pelo tempo de cultivo.
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4. RESULTADOS

O trabalho analisou diversos meios de cultivo quanto ao desempenho do cultivo e
da expressdo da proteina EPOhr, em comparacdo ao meio de cultivo padrdo utilizado

para a producdo da proteina.

4.1. Cultivos celulares para adaptacao de células CHO com os meios alternativos

e cinéticas comparativas

Os resultados obtidos a seguir foram provenientes de sub-cultivos realizados com
0 intuito de saber se as células CHO utilizadas neste estudo seriam capazes de crescer e
se adaptar rapidamente aos novos meios de cultivo testados. Todas as adaptacdes foram
originadas a partir do descongelamento de um criotubo do banco de trabalho mantido
em nitrogénio liquido. Foram realizados os cultivos de adaptagdo com 0s meios
alternativos, juntamente com o meio padrdo SFM4CHO™ - Utility como controle.

Os meios HyCell™ e TransFx-C™ (ambos da Thermo Hyclone® GE) apresentaram
resultados abaixo do esperado durante a etapa de adaptacdo. Como visto na tabela 1, a
adaptacdo ao meio HyCell"" ndo foi bem sucedida. Ap6s a substituicdo dos meios, entre
as passagens 2 e 3, ocorre uma queda de 2,1+0,30x10° células vidveis/mL para
1,4+0,06x10° células viaveis/mL e de 86,5% para 77,3%, na viabilidade do cultivo. Ao
longo da observacdo o cultivo ndo consegue recuperar concentracdes e viabilidades
celulares ideais, terminando o periodo de adaptacdo em 53,6%.

Conforme citado anteriormente, o meio de cultivo TransFx-C™ também n&o foi
considerado apto para a sequéncia dos experimentos. Apesar de apresentar uma
concentracdo celular dentro dos valores esperados apresentados na tabela 2 — 2,3x10°
celulas totais e 95,2% de viabilidade — as células demonstraram um comportamento

anormal ao serem cultivadas nesse meio.
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Tabela 1. Tabela de expansdo celular em meio SFM4ACHO™ — Utility e tabelas de adaptacéo/expanséo
celular no meio HyCell™. Cada valor esta representado com seu respectivo desvio-padrdo. A linha
tracejada indica a substituicio do meio SFM4CHO™ - Utility pelo meio alternativo. GR — Garrafa
Rotatdria/Roller.

Passagem Frasco/ Cél_ulas Células _Qélglas Viabilidade

(Dia) Garrafa TotalslamL MortasémL VlavelselmL %)

(x10%) (x107) (x10%)

(0) Criotubo 0,7+0,06 0,620,06 0,60,17 90,3+0,03
> 19 T-25 2,1%0,80 1,2+#0,11 1,9+0,72 94,7+0,03
% 2(7) T-75 2,1+0,04 0,9+0,03 2,0£0,01 96,30,02
EO' 3(11) T-75 2,5+0,40 1,1+0,31 2,4%0,41 95,3+0,01
5 4(14) T-75 2,1+0,13 0,8+0,32 2,0£0,11 96,00,01
% 5 (18) T-75 2,00,27 1,1+0,52 1,8+0,18 94,3+0,02
@ 6 (21) GR 2,10,19 1,3+0,18 2,0£0,17 94,0+0,00

PN PO e vonamL vivesmL Vil
(x10) (x107) (x10°)

(0) Criotubo 1,940,12 2,5+0,74 1,7+0,04 87,3+0,03

1(4) T-25 1,7+0,03 1,3+0,14 1,6+0,01 92,8+0,01
20 T75  25:030 ¢ 331008 211030  865:002
g 3(11) T-75 1,9+0,06 4,2+0,00 1,4+0,06 77,3£0,01
T 4(15) T-75 0,2+0,08 1,3+0,08 0,1+0,09 42,5+0,23

5 (18) GR 0,3+0,00 1,6+0,20 0,2+0,15 53,620,10

Tabela 2. Tabela de expansdo celular em meio SFM4ACHO™ — Utility e tabelas de adaptac&o/expans&o
celular no meio TransFx-C™. Cada valor esta representado com seu respectivo desvio-padrdo. A linha
tracejada indica a substituicio do meio SFM4CHO™ - Utility pelo meio alternativo; o retangulo indica o
cultivo feito em meio TransFx-C"; GR — Garrafa Rotatéria/Roller.

Células Células

N - R R
0) Criotubo 0,740,06 0,6£0,06 0,6£0,17 90,3+0,03
> 1@ T-25 2,1%0,80 1,240,11 1,9+0,72 94,70,03
% 2(7) T-75 2,1+0,04 0,9+0,03 2,0£0,01 96,3£0,02
EC') 3(11) T-75 2,50,40 1,1#0,31 2,440,41 95,30,01
5 414 T-75 2,140,13 0,840,32 2,0£0,11 96,0£0,01
% 5 (18) T-75 2,0£0,27 1,140,52 1,840,18 94,3+0,02
? 6 GR 2,140,19 1,3+0,18 2,940,17 94,0+0,00
e TS o wemsmL S Vil
(x10°) (x10%)
0 Criotubo 0,540,02 0,740,28 0,540,05 86,5+6,01
E 1(3) T-25 2,640,19 0,540,11 2,540,20 97,9+0,57
E 209 T-75 1,5£0,10 0,520,18 1,4£0,11 96,4+1,41
1 3(10) T-75 2,310,31 1,440,21 2,140,29 95,242,48
Ci 4 (13) T-75 2,4£0,11 0,5£0,04 2,3£0,11 98,0£0,21
T s5a7) T-75 1,9+0,29 2,240,07 1,6+0,30 88,0£0,07

6 (20) GR 1,4+0,07 1,8+0,11 1,3+0,06 87,6+0,07
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O comportamento anormal das células em meio TransFx-C~ pdde ser visto na
figura 9, onde as células voltaram ao seu estado aderente, dificultando a contagem
manual. Outro fator avaliado que contribuiu para ndo dar prosseguimento aos
experimentos com este meio foi o propdsito do mesmo, no qual foi desenvolvido para

ajudar no processo de transfeccao da célula pelo vetor de expressao do gene de interesse

e ndo para o crescimento em um bioprocesso.

oSN
Figura 9. Células CHO em meio TransFx-C". Conforme foi observado e destacado pelos circulos

vermelhos, algumas células perderam a caracteristica de crescimento em suspenséao e voltaram ao estado
de aderéncia. Aumento de 250x.

Apos o periodo de adaptacdo e amplificacdo celular aos meios testados, as células
foram transferidas para garrafas rotatorias partindo de concentracdes de 2,0x10° a
4,0x10° células viaveis/mL pelo periodo de até nove dias. Os meios SFM4CHO ",
HyCell™ sem HT, CD FortiCHO™", Cellvento” CHO-110 sem HT e CPCHO"" foram
escolhidos para realizar os experimentos por apresentarem condi¢fes ideais para
adaptacdo celular e tiveram cinéticas realizadas em paralelo com o meio SFM4CHO "
Utility. As cinéticas foram interrompidas quando o namero de células mortas foi maior
que o numero de células viaveis e, consequentemente, a viabilidade atingia niveis
abaixo de 50%. O objetivo da cinética foi comparar o crescimento celular, taxa
especifica de proliferacdo, taxa especifica de producdo da EPOhr, consumo de glicose e
producdo de lactato. A partir dos dados gerados, graficos foram montados para facilitar
a comparacéo da resposta celular em diferentes meios com o meio padrdo SFM4CHO —
Utility ™.
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4.1.1. Adaptacdo e cinética comparativa entre os meios SFM4CHO™ — Utility e
SFM4CHO"™

De acordo com a tabela 3, foi possivel adaptar as células CHO no meio
SFM4CHO"™. Apesar de ndo manter os mesmos niveis de viabilidade (acima de 90%) o
cultivo de adaptacdo com SFM4CHO™ apresentou concentragdo de células mais alta, ao
longo da adaptacdo, alcancando seu valor méaximo na 4% passagem apos
descongelamento (22 passagem ap6s troca do meio) — 5,4+0,01x10° células viaveis/mL,

em comparagdo ao meio controle.

Tabela 3. Tabela de expansdo celular em meio SFM4ACHO™ — Utility e tabela de adaptacdo/expansio
celular no meio SFM4CHO™. Cada valor est4 representado com seu respectivo desvio-padrdo. A linha
tracejada indica a substituicdo do meio SFM4CHO™ - Utility pelo meio alternativo. GR — Garrafa
Rotatdria/Roller.

Passagem Frasco/ Células Células Células Viabilidade

(Dig) Garrafa Totais/mL Mortas/mL Viaveis/mL %)

(x10°) (x10°) (x10°)

(0) Criotubo 0,7+0,06 0,6+0,06 0,6+0,17 90,3+0,03
> 1) T-25 2,1+0,80 1,2+0,11 1,9+0,72 94,7+0,03
% 2(7) T-75 2,1+0,04 0,9+0,03 2,0+0,01 96,3+0,02
ECI) 3(11) T-75 2,5+0,40 1,140,31 2,4+0,41 95,30,01
§ 4 (14) T-75 2,1+0,13 0,8+0,32 2,0£0,11 96,0+0,01
= 5(18) T-75 2,0£0,27 1,1+0,52 1,8+0,18 94,30,02
@ 6 (21) GR 2,0+0,19 1,3+0,18 2,0+0,17 94,0+0,00

Células Células Células s
Pa(sga:g)e m gg?;?; Totais/mL Mortas/mL Viaveis/mL V'até(')}';j ade
(x10°) (x10°) (x10°) 0

(0) Criotubo 1,1+0,03 0,8+0,07 1,0+0,04 93,0+0,01

1(4) T-25 1,5+0,00 0,5+0,21 1,5+0,02 96,7+0,01
o 20 T-75 2,9+0,01 2,3+0,50 2,7+0,06 92,1+0,02
§ 3(11) T-75 2,60,10 0,4+0,02 2,240,13 84,1+0,01
= 4 (15) T-75 6,4+0,01 9,9+1,59 5,4+0,15 84,5+0,03
[7p]

5 (18) GR 1,4+0,00 1,9+0,40 1,2+0,04 86,2+0,03

Apé6s a adaptacdo, o meio de cultivo SFM4CHO™ apresentou uma maior
densidade celular. Conforme visto na figura 10, a densidade de células viaveis
alcancada no meio SFM4CHO™ foi de 2,4+0,1x10° células vidveis/mL, enquanto o
maior valor alcancado pelas células cultivadas no meio controle foi de 1,8+0,1x10°
células vidveis/mL, onde o desvio-padrdo dos valores citados revela uma diferenca
significativa entre eles. Entretanto, o cultivo em SFM4CHO™ n&o conseguiu manter a
mesma faixa de viabilidade, mantendo-se entre 80% e 90% na maior parte do cultivo e

baixando de 80% apos o 6° dia, em relagdo ao meio controle SFM4CHO™ — Utility, que
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apresentou viabilidade superior a 90% até o 4° dia, entre 80% e 90% entre 0 5° e 7° dia e
inferior a 80% apds o 7° dia. Em relacdo ao crescimento na fase exponencial, a taxa
especifica de proliferacdo (Mexp) € tempo de duplicagdo (ts) observados no meio
alternativo apresentou melhores valores (Wegsrvactio = 0,97d™ € Hexpurity = 0,8d™) e de
ty (tasrmacHo = 0,71d e tyuriiy = 0,87d), indicando uma maior capacidade de promover a

proliferacéo celular do meio SFM4CHO™,
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Figura 10. Células CHO viaveis e viabilidade em meio SFM4CHO™ - Utility e SFM4CHO™,
respectivamente. A - Células viaveis; ® - Viabilidade. No canto inferior direito do grafico sdo
apresentados os valores de taxa especifica de proliferacdo na fase exponencial (Ue; € tempo de
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Juntamente com as analises de crescimento celular, foram analisados parametros
metabolicos entre os dois meios de cultivo, como o consumo de glicose, producéo de
lactato e secrecdo de EPOhr no meio de cultivo, ao longo da cinética. Os resultados
estdo presentes na figura 11. O meio alternativo SFM4CHO™ apresentou maior
concentracdo de glicose inicial, em comparagdo ao meio padrdo SFM4ACHO™ — Utility
([Glicose]semacto = 7,09/L e [Glicose]uiiiy = 3,50/L). A taxa especifica média de
consumo deste nutriente foi maior no meio alternativo quando comparado com o
controle (Qeiic srmacro M = 0,82g/10%élulas/dia e qgiic_utiiy M = 0,40g/10°células/dia).
Mesmo apresentando um qgiic maior, a producdo de lactato no meio SFM4CHO™,
medida pelo (qLac), € relativamente menor que 0 qa do meio SFMACHO™ — Utility,
quando comparados com 0 meio controle (Qract sFmacHo M = 0,459/106 células/dia e
QLact_utiliy M = 0,299/10° células/dia). Por apresentar maior concentragdo de glicose, o
rendimento celular a partir do consumo de glicose (Yxsciic) ho meio SFM4CHO™
também foi maior, quando comparado ao meio SFM4CHO™ — Utility (Y x/clic_semacHo =

0,95x10° células/g e Y xaiic_utiliy = 0,37x10° células/g).

Apesar de garantir uma maior densidade celular, a média da taxa especifica de
formacéo da eritropoietina (qeponr m), @ produtividade (P) e a concentragdo maxima de
produto ([EPOhrlms) Secretado ao fim da cinética no meio SFM4CHO™
(Qeponr srmacho M = 3,9ug/10%élulas/dia, Psemacrio = 4,0pg/dia & [EPONrTmax srmacto =
36,2ug/mL) foram menores, em comparacdo aos Vvalores apresentados no meio
SFM4CHO™ — Utility (Qeponr utiiy M = 5,7ug/10° células/dia, Pugiy = 6,6ug/dia e
[EPONI]max_uility = 59,0 pg/mL).

4.1.2. Adaptacdo e cinética comparativa entre os meios SFM4CHO™ — Utility e
HyCell™ sem HT.

Em substituicdo ao meio TransFx-C", a partir do terceiro sub-cultivo, foi
utilizado o meio HyCell™" sem HT e fez-se o0 uso do cultivo reserva em SFM4CHO™
Utility para dar sequéncia ao sub-cultivo e adaptacdo ao novo meio. As células CHO
cultivadas no meio HyCell™ sem HT apresentaram resultados satisfatorios —
concentracdo méaxima de células totais de 1,9x10° e viabilidade de 88,0% - e, a partir

deste meio, foi dada sequéncia a cinética, como exemplificado na tabela 4.

O meio de cultivo HyCell™ sem HT apresentou uma densidade celular semelhante

ao meio controle, Apesar da semelhanca dos valores de concentracdo celular, o cultivo
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em meio HyCell™ sem HT n#o conseguiu manter a mesma faixa de viabilidade,
mantendo-se entre 80% e 90% até o 4° dia e baixando de 80% ap0s o 5° dia, em relacdo
ao meio controle SFM4CHO™ — Utility, que apresentou viabilidade superior a 90% até

0 4° dia, entre 80% e 90% entre o 5° e 7° dia e inferior a 80% apds o 7° dia.
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Figura 11. Produtividade e metabolismo de células CHO no meio SFM4CHO™ - Utility e SFM4CHO™.
<> - Concentracdo de EPOhr; [ - Taxa especifica de formacdo de EPOhr; A - Concentracdo de glicose
no meio; O - Taxa especifica de consumo de glicose; + - Concentracdo de lactato no meio; x - Taxa
especifica de producéo de lactato.

Conforme visto na figura 12, a densidade de células viaveis alcancada no meio

HyCell™ sem HT foi de 1,7+0,2x10° células vidveis/mL no quarto dia, enquanto o
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maior valor alcancado pelas células cultivadas no meio controle foi de 1,8+0,1x10°
células viaveis/mL no sétimo dia, ndo apresentando diferenca significativa quando o
desvio-padréo de cada valor maximo € analisado. No entanto, 0 meio controle manteve
uma concentracdo celular superior a 1,5x10° células vidveis/mL por um periodo de 5
dias.

Tabela 4. Tabela de exrrh)danséo celular em meio SFM4CHO™ — Utility e tabela de adaptagdo/expansdo
celular no meio HyCell ~ sem HT. Cada valor est4 representado com seu respectivo desvio-padrdo. A

linha tracejada indica a substituicio do meio SFM4CHO™ - Utility pelo meio alternativo. GR — Garrafa
Rotatdria/Roller.

Passagem Frasco/ Cél_ulas Células _@élglas Viabilidade

(Dia) Garrafa TotalslemL MortasémL Vlave|56/mL %)

(x10°) (x10°) (x10°)

0) Criotubo 0,7£0,06 0,6+0,06 0,6+0,17 90,3+0,03
> 1 T-25 2,1+0,80 1,2+0,11 1,9+0,72 94,7+0,03
% 2(7) T-75 2,1+0,04 0,9+0,03 2,0+0,01 96,3+0,02
Ec') 3(11) T-75 2,5+0,40 1,1+0,31 2,4+0,41 95,30,01
5 4 (14) T-75 2,1+0,13 0,8+0,32 2,0£0,11 96,0+0,01
% 5(18) T-75 2,0x0,27 1,1+0,52 1,8+0,18 94,3+0,02
@ 6 (21) GR 2,1+0,19 1,3+£0,18 2,0£0,17 94,0+0,00

P PO e vonamL  vivesmL Vol
(x10) (x107) (x10°)

()] Criotubo 0,5%0,02 0,7x0,28 0,5£0,05 86,5+6,01

1(3) T-25 2,6+0,19 0,5+0,11 2,5+0,20 97,9+0,57
= 20) T75 158010 ¢ 05:018 143011 9644141
g 3 (10) T-75 2,3+0,31 1,4+0,21 2,1+0,29 95,2+2,48
" 4(13) T-75 2,410,11 0,5+0,04 2,3:0,11 98,00,21
5: 5(17) T-75 1,9+0,29 2,2+0,07 1,6+0,30 88,0+0,07
T 6 (20) GR 1,4+0,07 1,8+0,11 1,3+0,06 87,6+0,07

Em relacdo ao crescimento na fase exponencial, a taxa especifica de proliferacao
(Mexp) € tempo de duplicagéo (ts) observados no meio alternativo apresentou valores
(Mexprycen = 0,48d™ € Wexputilty = 0,80d™) e de ty (tanycen = 1,44d € tauriy = 0,87d),
indicando que 0 meio ndo teve capacidade de promover a proliferacdo celular como o

meio controle.

Juntamente com as analises de crescimento celular, foram analisados parametros
metabdlicos entre os dois meios de cultivo, como o consumo de glicose, producdo de
lactato e secrecdo de EPOhr no meio de cultivo, ao longo da cinética. Os resultados
estdo presentes na figura 13. O meio alternativo HyCell™" sem HT apresenta maior
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concentracdo de glicose, em comparacdo ao meio padrdo SFM4CHO™ — Utility
([Glicose]semacho = 8,3g/L e [Glicose]utiliy = 3,59/L). A taxa especifica de consumo
deste nutriente foi maior no meio alternativo quando comparado com o controle
(Qalic_Hycen. M = 0,57g/10°élulas/dia e Qgiic utiiy M = 0,40g/10%€lulas/dia). Mesmo
apresentando um qgjic maior, a producéo de lactato no meio HyCell™ sem HT, medida
pelo (qLact), é similar ao quae do meio SFM4CHO™ — Utility, quando comparados com o
meio controle (Qact Hycet M = 0,359/10° células/dia e Qact utily M = 0,29g/10°

células/dia).
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Figura 12. Células CHO viéveis e viabilidade em meio SFM4CHO™ - Utility e HyCell™ sem HT,
respectivamente. A - Células viaveis; ® - Viabilidade. No canto inferior direito do grafico sdo
apresentados os valores de taxa especifica de proliferacdo na fase exponencial (Ue; € tempo de
duplicacgdo (tg).
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Apesar de apresentar maior concentracdo de glicose, o rendimento celular a partir

do consumo de glicose (Yxciic) no meio HyCell™ sem HT foi similar ao do meio

SFM4CHO™ — Utility (Yxeiic Hycen = 0,33x10° células/g e Yxciic utily = 0,37x10°
células/g).
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Figura 13. Produtividade e metabolismo de células CHO nos meios SFM4CHO™- Utility e HyCell™ sem
HT, respectivamente. < - Concentragdo de EPOhr; [J - Taxa especifica de formagdo de EPOhr; A -
Concentracdo de glicose no meio; O - Taxa especifica de consumo de glicose; + - Concentracdo de
lactato no meio; x - Taxa especifica de producdo de lactato.
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Como apresentou menor densidade celular, a média da taxa especifica de
formacédo da eritropoietina (Qeponr m) € a produtividade (P) (depohr Hycen M =
1,5ug/10°células/dia e Phycen = 5,9ug/dia) foram menores, em relagdo ao meio
SFM4CHO™ - Utility (depohr utiliy M = 5,7ug/10° células/dia e Puiry = 6,6 ug/dia). A
concentracdo maxima de produto ([EPOhr]max) secretado ao final da cinética no meio
HyCell™ sem HT ([EPONI]max_Hycen = 35,2 pg/mL) foi maior, em relagéo aos valores
apresentados no meio SFM4CHO™ — Utility no sexto dia do experimento
([EPONImax_utility = 27,0 pg/mL).

4.1.3. Adaptacdo e cinética comparativa entre os meios SFM4CHO™ — Utility e
CD FortiCHO™.

Na adaptac&o ao meio de cultivo fornecido pela Gibco®, o CD FortiCHO™, fez-se
necessario o uso da garrafa reserva, a partir do terceiro sub-cultivo para continuar com a
adaptacdo e foi preciso aumentar o numero de passagens para dar continuidade ao
processo, conforme demonstrado na tabela 5.

Tabela 5. Tabela de expanségmcelular em meio SFM4CHO™ — Utility e tabela de adaptacfo/expanséo
celular no meio CD FortiCHO . Cada valor esta representado com seu respectivo desvio-padrdo. A linha

tracejada indica a substituicio do meio SFM4CHO™ - Utility pelo meio alternativo. GR — Garrafa
Rotatoria/Roller.

Passagem Frasco/ Células Totais Células Mortas  Células Viaveis  Viabilidade

(Dia) Garrafa (x10°) (x10°) (x10° (%)
(0) T-25 0,7+0,06 0,6+0,06 0,6+0,17 90,3+0,03
2 14 T-75 2,1+0,80 1,2+0,11 1,9+0,72 94,7+0,03
5 2 T-75 2,1%0,04 0,9+0,03 2,0£0,01 96,3+0,02
E% 3(11) 3x T-75 2,5+0,40 1,10,31 2,4+0,41 95,3+0,01
Q 4319 3x T-75 2,1+0,13 0,8+0,32 2,0£0,11 96,0+0,01
i 5 (18) GR 2,040,27 1,10,52 1,8+0,18 94,3+0,02
6 (21) GR 2,1+0,19 1,3+0,18 2,0£0,17 94,0+0,00
Passagem Frasco/ Células Células Mortas  Células Viaveis  Viabilidade
(Dia) Garrafa Totais (x10°) (x10°) (x10° (%)
(0) Criotubo 0,8+0,02 0,6+0,32 0,8+0,05 93,1+0,04
1(4) T-25 3,1+0,16 1,8+0,14 2,9+0,014 94,4+0,00
o 20 T-75 2,1+0,39 05:000  20£039  97.6:001
2 33 T-75 2,6+0,32 1,040,07 2,5+0,33 96,2+0,01 Passagem
g 4 (14) T-75 1,9+0,33 0,5+0,12 1,8+0,33 97,1+0,01 SEM4ACHO™-
© 5(18) T-75 2,6+0,48 1,3+0,04 2,5+0,48 95,1+0,01

6 (21) GR 1,6+0,09 1,3+0,11 1,5+0,08 91,7+0,00
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Este fato ocorreu devido ao grande numero de células grumadas presentes nos
cultivos com o meio CD FortiCHO™, inclusive no estagio de expansdo para garrafas
rotatérias como pode ser visto na figura 14. Por isso, a terceira e quarta passagens —
destacadas por um retangulo — foram feitas em meio SFM4CHO™ - Utility para tentar
uma nova adaptacdo no meio testado. Durante a adaptacdo, a concentragdo maxima de
células atingida foi de 2,6+0,48x10° células/mL e 97,6% de viabilidade.

Figura 14. Células CHO em meio CD FortiCHO™. Conforme foi observado e destacado pelos circulos
vermelhos, grande parte das células cultivadas neste meio formaram multiplos grumos, dificultando os
processos de contagem e adaptacdo no proprio meio. Aumento 250x.

Com relagdo a cinética, o meio de cultivo CD FortiCHO™ apresentou resultados
similares a0 meio padrdo SFM4CHO™ - Utility. Entretanto, ndo foi dada sequéncia a
cinética devido a formacdo de grumos que impossibilitaram o andamento do
experimento, a partir do quarto dia de crescimento em garrafas rotatérias. Conforme
visto na figura 15, a densidade de células viaveis alcancada no meio CD FortiCHO™" foi
de 2,6+0,4x10° células vidveis/mL no quarto dia, enquanto o maior valor alcancado
pelas células cultivadas no meio padrdo foi de 1,8+0,1x10° células vidveis/mL com
viabilidade entre 80% e 90% durante toda a cinética. Em relacdo ao crescimento na fase
exponencial, a taxa especifica de proliferacdo (Mexp) © tempo de duplicagdo (tg)
observados no meio alternativo apresentou valores (HUexprorticHo = 0,40d? e Mexputility =
O,80d'1) e de tg (tarorico = 1,73d e tquiiy = 0,87d), indicando que o meio ndo teve

capacidade de promover a proliferagéo celular como 0 meio controle.
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Juntamente com as analises de crescimento celular, foram analisados parametros
metabolicos entre os dois meios de cultivo, como o consumo de glicose, producdo de
lactato e secrecdo de EPOhr no meio de cultivo, ao longo da cinética. Os resultados

estdo presentes na figura 16.
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Figura 15. Células CHO viéveis e viabilidade em meio SFM4CHO™ - Utility e CD FortiCHO™". 4 -
Células viaveis; ® - Viabilidade. No canto inferior direito do grafico sdo apresentados os valores de taxa
especifica de proliferagéo na fase exponencial (Hexp) € tempo de duplicagéo (tg). * Este grafico se repete
para facilitar a comparag&o dos resultados.
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O meio alternativo CD FortiCHO™ apresenta maior concentracdo de glicose
inicial, em comparacdo ao meio padrdo SFM4CHO™ — Utility ([Glicose]roricHo =
5,89/L e [Glicose]uiiiy = 3,50/L). A taxa especifica de consumo deste nutriente foi
maior no meio alternativo quando comparado com o controle (dgiic FoicHo M =
1,1g/10%¢lulas/dia e gaiic_utiiy M = 0,4g/10°células/dia). Por apresentar um ggjic maior,
a producéo de lactato no meio CD FortiCHO™, medida pelo (quact), € maior que 0 quac
do meio SFM4CHO™ — Utility (Qract_rorticio_ M = 0,69/10° células/dia e qpact utiiy M =
0,39/10° células/dia). Apresentando maior concentracdo de glicose, o rendimento celular
a partir do consumo de glicose (Yxgiic) N0 meio CD FortiCHO™ foi maior que o do
meio SFM4CHO™ — Utility (Yxaiic Foricio = 1,48x10° células/g e Yxaiic utilty =
0,37x10° células/g).

Apesar de apresentar maior densidade celular, a média da taxa especifica de
formacdo da eritropoietina (Qeponr m) € a produtividade (P) (deponr Forticho M =
1,9ug/10°%células/dia e Proicio = 6,0pg/dia) foram menores, em relagdo ao meio
SFM4CHO™ - Utility (qeponr utitiy M = 5,7ug/10° células/dia, Pygiry = 6,6 pg/dia). A
concentracdo maxima de produto ([EPOhr]max) secretado no meio CD FortiCHO ™ ao
final da cinética ([EPONI]max rortico = 23,9 pg/mL) foi maior em relacéo aos valores
apresentados no meio SFM4CHO™ — Utility no quarto dia do experimento
([EPONI]max_utility = 15,1pg/mL).

4.1.4. Adaptacdo e cinética comparativa entre os meios SFM4CHO™ — Utility e
Cellvento™ CHO-110 sem HT,

O meio de cultivo Cellvento™ CHO-110 sem HT apresentou melhores resultados, em
comparacdo ao meio padrdo SFM4CHO™ - Utility. Durante a etapa de adaptacéo,
ambos os cultivos apresentaram caracteristicas semelhantes, desde o nimero maximo de
células — 2,3+0,07 x10°élulassmL em meio Cellvento” CHO-110 sem HT e
2,5+0,40x10° células/mL em meio SFM4CHO™ - Utility — a uma faixa 6tima de
viabilidade celular, sempre acima dos 90% de viabilidade, como demonstrado na tabela
6.

Conforme visto na figura 17, a densidade de células viadveis alcancada no meio
Cellvento™ CHO-110 foi de 4,6+0,4x10° células viaveis/mL, enquanto o maior valor
alcancado pelas células cultivadas no meio padrdo foi de 1,8+0,1x10° células

viaveis/mL, onde os desvios-padréo dos valores apresentados mostraram uma diferenca
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significativa entre eles. A viabilidade se manteve entre 90% e 100% até o quinto dia e
reduzindo para abaixo de 80% no sétimo dia, em comparagdo ao meio controle
SFM4CHO™ — Utility, que apresentou viabilidade superior a 90% até o 4° dia, entre
80% e 90% entre 0 5° e 7° dia e inferior a 80% apos o 7° dia.
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Figura 16. Produtividade e metabolismo de células CHO no meio SFM4CHO™- Utility e CD
FortiCHO™, respectivamente. <> - Concentracdo de EPOhr; (1 - Taxa especifica de formagdo de EPOhr;
A\ - Concentracdo de glicose no meio; O - Taxa especifica de consumo de glicose; + - Concentracdo de
lactato no meio; x - Taxa especifica de producdo de lactato.

Em relagdo ao crescimento na fase exponencial, a taxa especifica de proliferacéo
(Mexp) € tempo de duplicagéo (tg) observados no meio alternativo apresentou valores
(Mexpcro-110 = 0,82d™ € Wexputility = 0,80d™) e de tg (tacro-110 = 0,80d € tauiiey = 0,87d),
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indicando que o0 meio teve capacidade de promover a proliferacéo celular semelhante ao

encontrado no meio controle.

Tabela 6. Tabela de expansdo celular em meio SFM4CHO™ — Utility e tabela de
adaptacao/expansdo celular no meio Cellvento™ CHO-110 sem HT. Cada valor apresentado est4 com seu
respectivo desvio-padrdo. A linha tracejada indica a substituicio do meio SFM4CHO™ - Utility pelo meio

alternativo. GR — Garrafa Rotatéria/Roller.

Passagem Frasco/ Células Totais ~ Células Mortas ~ Células Viaveis  Viabilidade

(Dia) Garrafa (x10°) (x10°) (x10° (%)
> ) Criotubo 0,7+0,06 0,6+0,06 0,6+0,17 90,30,03
g 1(4) T-25 2,1+0,80 1,240,11 1,9+0,72 94,7+0,03
2 T-75 2,1+0,04 0,9+0,03 2,0+£0,01 96,30,02
5 3(11) T-75 2,5+0,40 1,1+0,31 2,4+0,41 95,3+0,01
% 4 (14) T-75 2,1+0,13 0,8+0,32 2,0£0,11 96,0+0,01
? 5(18) T-75 2,0+0,27 1,1+0,52 1,8+0,18 94,3+0,02
6 (21) GR 2,1+0,19 1,3+0,18 2,0£0,17 94,00,00
Passagem Frasco/ Células Células Mortas Células Vidveis  Viabilidade
(Dia) Garrafa Totais (x10°) (x10°) (x10°) (%)
(0) Criotubo 0,6+0,04 0,7+0,14 0,5+0,06 90,7+0,01
1(3) T-25 1,2+0,10 0,5+0,11 1,10,09 96,0+0,01
2 S 2(n T 231007 104007 2.240,06 95,9+0,00
5 g 3(10) T-75 1,9+0,05 1,2+0,46 1,8+0,10 93,5+0,03
E 5 4(14) T-75 2,1+0,04 1,5+0,32 2,0+0,01 93,00,01
5 (17) GR 1,3+0,11 0,8+0,21 1,2+0,29 94,00,00

Juntamente com as analises de crescimento celular, foram analisados parametros
metabdlicos entre os dois meios de cultivo, como o consumo de glicose, producdo de
lactato e secrecdo de EPOhr no meio de cultivo, ao longo da cinética. Os resultados
estdo presentes na figura 18. O meio alternativo Cellvento” CHO-110 sem HT
apresenta maior concentracdo de glicose inicial, em comparacdo ao meio padrdo
SFM4CHO™ — Utility ([Glicose]cho-110 = 7,5¢/L e [Glicose]usiyy = 3,50/L). A taxa
especifica de consumo deste nutriente foi maior no meio alternativo quando comparado
com o controle (Qoiic cHo-110 M = O,51g/106células/dia e  alic_utility M
0,40g/10°células/dia). Mesmo apresentando um qgiic maior, a produgdo de lactato no
meio Cellvento”™ CHO-110 sem HT, medida pelo (quact), foi menor que 0 quac do meio
SFM4CHO™ — Utility (qract cro-110 M = 0,3g/10° células/dia e Quact utitiy M = 0,3 g/10°
células/dia). Apresentando maior concentracdo de glicose, o rendimento celular a partir

do consumo de glicose (Yx/aiic) o meio Cellvento” CHO-110 sem HT foi maior que o
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do meio SFM4CHO™" — Utility (YX/GIic_CHO-llo = l,:l.OX].O6 células/g e Y x/clic_utility =
0,37x10° células/g).
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Figura 17. Células CHO viaveis e viabilidade em meio SFM4CHO™ - Utility e Cellvento” CHO-110
sem HT. A - Células viaveis; ® - Viabilidade. No canto inferior direito do grafico sdo apresentados os
valores de taxa especifica de proliferacéo na fase exponencial (Lexp) € tempo de duplicacéo (tg). * Este
grafico se repete para facilitar a comparacéo dos resultados.

Além de apresentar maior densidade celular, a média da taxa especifica de

formacédo da eritropoietina (Qeponr m) € a produtividade (P) (Qeponr cHo-110 M =

4,7ug/10%células/dia e Pero-110 = 11,9pg/dia) foram maiores, com excecdo do gepo, €M

relagdo aos valores apresentados pelo meio SFM4CHO™ - Utility (Qeponr utiliy M =
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5,7ug/10° células/dia, Puilty = 6,6pg/dia). A concentragdo maxima de produto
([EPOhr]max) secretado no meio Cellvento’ CHO-110 sem HT ao fim do cultivo
([EPONI]max_cHo-110 = 95,1 pg/mL) foi maior em relagéo aos valores apresentados pelo
meio SFM4CHO"™ — Utility no oitavo dia de cultivo ([EPONImax uility = 43,7 ug/mL).
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Figura 18. Produtividade e metabolismo de células CHO nos meios SFMACHOQ™- Utility e Cellvento
CHO-110, respectivamente. < - Concentracdo de EPOhr; [ - Taxa especifica de formacdo de EPOhr; A

- Concentragdo de glicose no meio; O - Taxa especifica de consumo de glicose; + - Concentragdo de
lactato no meio; x - Taxa especifica de producdo de lactato.
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4.1.5. Adaptacéo e cinética comparativa entre os meios SFM4CHO'™ — Utility e
CPCHO™.

O dltimo meio de cultivo testado, CPCHO™" apresentou resultados similares, em
comparacdo ao meio padrdo SFM4CHO™ - Utility. Conforme a tabela 7 foi possivel
realizar a adaptacéo das células no meio CPCHO"". Apesar de n&o alcancar 0s mesmos
indices de células totais que o meio SFM4CHO — Utility™, 1,9+0,14x10° de células em
meio CPCHO™ em comparacéo com 2,5+0,40x10° em meio SFM4CHO™ — Utility, a
viabilidade sempre se manteve alta com valores proximos ou acima de 90% de
viabilidade.

Tabela 7. Tabela de expe}gséo celular em meio SFM4CHO™ — Utility e tabela de adaptag&o/expansio
celular no meio CPCHO . Cada valor apresentado esta com seu respectivo desvio-padrdo. A linha

tracejada indica a substituicio do meio SFM4CHO™ - Utility pelo meio alternativo. GR — Garrafa
Rotatoria/Roller.

Passagem Frasco/ Cél_ulas Células _Qélqlas Viabilidade
(Dia) Garrafa Totals/GmL MortasémL V|ave|sgmL (%)
(x10°) (x107) (x10)

(0) Criotubo 0,7+0,06 0,6+0,06 0,6+0,17 90,30,03
> 14 T-25 2,1%0,80 1,2+0,11 1,9+0,72 94,7+0,03
% 2(7) T-75 2,10,04 0,9+0,03 2,0£0,01 96,3+0,02
Ecla 3(11) T-75 2,5+0,40 1,10,31 2,4+0,41 95,3+0,01
5 4(14) T-75 2,1£0,13 0,8+0,32 2,0£0,11 96,0+0,01
% 5 (18) T-75 2,0£0,27 1,1+0,52 1,8+0,18 94,30,02
601 GR 2,1+0,19 1,3+0,18 2,0+0,17 94,0+0,00

Passagem Frasco/ Células Células Mortas  Células Vidveis  Viabilidade
(Dia) Garrafa  Totais (x10°) (x10°) (x10° (%)

(0) Criotubo 0,6+0,01 0,7+0,18 0,5+0,01 87,8+0,03
1(4) T-25 2,0£0,11 1,240,11 1,8+0,10 93,8+0,00

. 2(1)  T75  15:015  06£007 144016 96,3001
% 3(11) T-75 1,940,14 1,9+0,04 1,7+0,14 90,1+0,01
S 4(13) T-75 1,9+0,06 1,9+0,11 1,7+0,07 89,9+0,01
5(17) GR 1,8+0,12 1,2+0,07 1,7#0,13 93,6+0,01

Conforme visto na figura 19, a densidade de células vidveis alcancada no meio
CPCHO™ foi de 1,8+0,2x10° células viaveis/mL no quarto dia, enquanto o maior valor
alcancado pelas células cultivadas no meio controle foi de 1,8+0,1x10° células
viaveis/mL no setimo dia, onde os desvios-padrdo dos valores maximos apresentados
ndo indicam diferenca significativa entre eles. A viabilidade se manteve entre 80% e
90% até o quarto dia e reduzindo para abaixo de 80% no quinto dia, em comparagdo ao

meio controle SFM4CHO™ — Utility, que apresentou viabilidade superior a 90% até o 4°
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dia, entre 80% e 90% entre 0 5° e 7° dia e inferior a 80% apds o 7° dia. Entretanto, as
células grumaram durante a cinética, 0 que prejudicou tanto a contagem quanto a

sobrevivéncia das células no meio de cultivo.

Em relacdo ao crescimento na fase exponencial, a taxa especifica de proliferacao
(Mexp) € tempo de duplicagéo (tg) observados no meio alternativo apresentou valores
(Hexpcpcro = 1,10d™ € Hexputiy = 0,80d™) € de tq (tacpcHo = 0,63d e tauriiyy = 0,87d),
indicando que o meio teve capacidade de promover a proliferagéo celular superior ao do

meio controle.
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Figura 19. Células CHO viaveis e viabilidade em meio SFM4ACHO™ - Utility e CPCHO™. A - Células
viaveis; ® - Viabilidade. No canto inferior direito do gréfico sdo apresentados os valores de taxa
especifica de proliferacéio na fase exponencial (exy) € tempo de duplicacéo (tg).



57

Juntamente com as analises de crescimento celular, foram analisados parametros
metabolicos entre os dois meios de cultivo, como o consumo de glicose, producdo de
lactato e secrecdo de EPOhr no meio de cultivo, ao longo da cinética. Os resultados
estdo presentes na figura 20. O meio alternativo CPCHO™ apresenta maior
concentracdo de glicose inicial, em comparacdo ao meio padrdo SFMACHO™ — Utility
([Glicose]cpcHo = 4,5 g/L e [Glicose]uiility = 3,50/L). A taxa especifica de consumo deste
nutriente foi maior no meio alternativo quando comparado com o controle
(Qalic crcHo M = 0,95g/10°élulas/dia e Qi iy M = 0,40g/10°células/dia). Por
apresentar um ggjic maior, a producéo de lactato no meio CD FortiCHO™, medida pelo
(QLact), foi Maior que 0 quae do meio SFMACHO™ — Utility (Quact cpero M = 1,469/10°
células/dia e Qract utiliy M = 0,299/106 células/dia). Mesmo apresentando maior
concentracdo de glicose, o rendimento celular a partir do consumo de glicose (Y x/aiic)
no meio CD FortiCHO™ foi menor que o do meio SFM4CHO™ — Utility (Yxclic_cpcHo
= 0,23x10° células/g e Yxaiic_utiliy = 0,37x10° células/g).

Apesar de ndo apresentar maior densidade celular, a média da taxa especifica de
formacédo da eritropoietina (Qeponr m) € a produtividade (P) (Qeponr crcho M =
7,3pg/10%8lulas/dia e Pcpcro = 12,2pg/dia) foram maiores, em relacdo aos valores
apresentados pelo meio SFM4CHO™ - Utility (Qeponr utiliy M = 5,7ug/10° células/dia e
Putiiy = 6,6p9/dia). A concentragdo maxima de produto ([EPOhr]max) secretado no meio
CPCHO™ ao fim do experimento ([EPOr]max cpcHo = 72,9ug/mL) também foi maior,
em relacdo aos valores apresentados no meio SFM4CHO™ — Utility no sexto dia de
cultivo [EPONImax_utiliy = 27,0pg/mL).

Os dados de todas as cinéticas — tempo de duplicacdo, concentracdo maxima de
células viaveis, taxa especifica de crescimento exponencial por dia, concentracao inicial
de glicose, taxa média especifica de consumo de glicose, concentracdo média de lactato
formado, taxa média especifica de formacdo de lactato, concentracdo maxima de EPOhr
produzida, taxa média especifica de formacao de eritropoetina, produtividade do cultivo
e rendimento da formacdo de células por glicose consumida — no ultimo dia de cultivo

foram resumidos na tabela 8.

4.1.6. Integral de Células Viaveis

A partir dos dados gerados, ao longo das cinéticas, foi criado o grafico com a
integral de células viaveis (ICV) (figura 21). O meio Cellvento” CHO-110 sem HT
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apresentou 0 maior valor de ICV ao final do cultivo (2,2x10’ células.dia/mL), seguido
dos meios SFM4CHO™-Utility e 0 SFM4CHO™ (1,1x10’ células.dia/mL e 1,2 x10’
células.dia/mL, respectivamente). Os testes com os meios CPCHO™ e HyCell™ sem
HT, que apresentaram menor tempo de cultivo (6 dias), alcangaram valores semelhantes
entre si (5,9x10° células.dia/mL e 5,7x10° células.dia/mL, respectivamente) no entanto,
uma ordem de grandeza menor do que os meios SFM4CHO - Utility e SFM4CHO™. O
meio CD FortiCHO™ foi o que apresentou menor periodo de cultivo (4 dias),
alcancando ICV de 3,9x10° células.dia/mL.
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Figura 20. Produtividade e metabolismo de células CHO nos meios SFM4CHO™- Utility e CPCHO™. &
- Concentracdo de EPOhr; [ - Taxa especifica de formacdo de EPOhr; A - Concentragdo de glicose no
meio; O - Taxa especifica de consumo de glicose; + - Concentracdo de lactato no meio; x - Taxa
especifica de producédo de Lactato.
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Tabela 8. Resumo das taxas, concentracdo e rendimentos das cinéticas dos meios testados no ultimo dia
de cultivo. T4 — Tempo de duplicagdo; Xvm. — Concentragdo maxima de células vivas; e, — Taxa
especifica de crescimento exponencial por dia; [Glicg] — Concentracao inicial de glicose; qgjic — Taxa
média especifica de consumo de glicose; [Lactm] — Concentragdo maxima de lactato formado; qpac —
Taxa média especifica de formacao de lactato; [EPOhr].x — Concentragdo maxima de EPOhr produzida;
Oeponr — Taxa média especifica de formagdo de eritropoetina; P — Produtividade do cultivo em gerar
hrEPO ao dia; Yxaiic — Rendimento da formagdo de células por glicose consumida, durante o cultivo.

XVmax H 6 6 qEPOhr 6
H I-J-ex [G“CO] qGIic (gllo [LaCtmax] qLact (9/10 [EPOhr]max 6 P YX/Glic (10
Meios Ta(d) | (10° P ( ) ; . (Hg/10 . ;
céls/mL) (d7)| (g/L) |células/dia)| (g/L) [células/dia)| (ug/mL) células/dia) (ng/dia) | células/g)
SFmﬁgo 087 | 18 1080 3,50 0,40 1,45 0,29 58,98 5,70 6,55 0,37
SFMACHO ™| 671 | 24 og7| 700 | o082 | 177 | o045 | 36129 | 394 | 402 | 095
HyCell 144 | 17 |o4s| 833 | o057 | 154 | 035 | 3516 | 153 | 58 | 033
CD
FortiCHO™ | 1,73 26 040 5,78 1,06 0,91 0,63 23,93 1,93 5,98 1,48
Cellvento™
CHO-110 085 | 46 (082 750 0,51 1,01 0,28 95,11 468 | 11,89 | 1,10
CPCHO™ | g63 | 18 (110 453 | o095 | 103 | 146 | 72903 | 732 | 1216 | 023
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Figura 21. Gréafico com os valores da Integral de Células Viaveis (ICV) ao longo do cultivo para os
meios CD FortiCHO"™, CPCHO™, HyCell™ sem HT, SFM4CHO™ - Utility, SFM4CHO™ e Cellvento™
CHO-110.

4.2. Cultivo em Biorreator

Apos os cultivos realizados em garrafas rotatorias, os melhores meios de cultivo

foram testados no biorreator em modo continuo. O primeiro meio testado foi o
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Cellvento” CHO-110 sem HT, porém, ndo se obteve crescimento ap6s indculo do
biorreator. O meio SFM4CHO™ também foi utilizado no biorreator de tanque agitado
em modo continuo por apresentar, entre todos, as condi¢fes de cultivo mais parecidas
com 0 meio SFM4CHO™ - Utility. Ap6s o indculo, a cultura celular foi cultivada em
batelada simples até o quarto dia. A partir do quarto dia, foi iniciado o cultivo em modo
continuo a uma taxa de 0,5vvd de troca de meio de cultivo. O SFM4CHO™ apresentou
baixa concentracdo de células vidveis, ndo mantendo a mesma faixa de viabilidade da
cinética em garrafa rotatoria. Conforme observado na figura 22, a densidade de células
viaveis alcancada no meio SFM4CHO™ em modo continuo foi de 1,8+0,2x10%élulas
viaveis/mL. A viabilidade se manteve entre 80% e 90% até o terceiro dia e reduzindo
para abaixo de 80% no quarto dia. Em relacdo ao crescimento na fase exponencial, a
taxa especifica de proliferacédo (Mexp) Observado no meio alternativo foi de 0,84d™,
obtendo um ty de 0,83d, semelhante aos valores obtidos no periodo de operacéo
continua (0,70d™ e 0,91d™). Conforme observado na figura 22, a partir de uma
concentracdo inicial de glicose de 7,0g/L, houve um consumo deste nutriente até
alcancar uma concentracdo de 4g/L, quando foi iniciado o modo continuo com uma taxa
de troca de 0,5vvd (1L/dia). Durante esta fase do cultivo a taxa especifica média de
consumo de glicose foi de 1,2g9/10°células/dia. A producdo de EPO (figura 22) alcangou
titulo maximo de 8,8ug/mL, mantendo-se relativamente estavel ao redor neste valor
durante a fase de operacdo continua. A taxa especifica média de formacao do produto
durante a fase continua foi de 2,92pg/10%células/dia, semelhante & média desta taxa na
fase inicial do cultivo (batelada), 2,83pg/10°células/dia.
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Cinética SFM4CHQO™ - Biorreator
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Figura 22. Células CHO viaveis, viabilidade e produtividade em meio SFM4CHO™ em biorreator. A -
Células viaveis; ® - Viabilidade. A linha tracejada indica o inicio da troca de meio. No canto inferior
direito do grafico sdo apresentados os valores de taxa especifica de proliferagéo na fase exponencial (Mexy)
e tempo de duplicacdo (t3); < - Concentracdo de EPOhr; [ - Taxa especifica de formacdo de EPOhr; A -
Concentracdo de glicose no meio; O - Taxa especifica de consumo de glicose. No canto inferior direito
do grafico é apresentada a concentracdo maxima de produto ([EPOhI]imay).
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5. Discussao

O trabalho em questdo testou sete meios de cultivo comerciais diferentes e 0s
comparou com o meio de cultivo controle, onde as células utilizadas no trabalho estdo
adaptadas, 0 SFM4CHO™ — Utility (Thermo Hyclone® GE). A principal motivacio do
trabalho se baseia na importancia de se qualificar diferentes fornecedores para insumos
chaves do processo produtivo. Em caso de desabastecimento de um insumo por motivos
diversos (insumo descontinuado, problemas na linha de produgdo, aquisigdes
corporativas, entre outros) € necessario que o produtor tenha uma alternativa de
fornecedor qualificado e que o insumo esteja de acordo com as caracteristicas do

registro do produto junto a agéncia reguladora (Johnson 2006).

Por se tratarem de meios de cultivo comerciais, muitas informagdes dos insumos
testados sdo proprietarias dos fornecedores e ndo sdo liberadas ao publico, dificultando
o0 esclarecimento correto das fun¢des dos componentes dos meios. A maioria dos meios
testados (excecdo do meio CPCHO ™) é quimicamente definido, onde, geralmente, estes
meios sdo idealizados e desenvolvidos para aprimorar o crescimento celular e expressao
da proteina recombinante, através do melhor controle do metabolismo celular e melhor
aproveitamento dos nutrientes presentes no meio (Altamirano et al 2000; Huang et al
2010).

A estratégia de comparacdo dos meios partiu de uma adaptacdo direta, onde o
meio de cultivo inicial é substituido completamente pelo meio alternativo e mantido por
um numero limitado de passagens. Esta estratégia foi adotada com a intencdo de se
identificar meios que tivessem o desempenho semelhante ao meio original, evitando a
selecdo de subpopulacdes da linhagem e, consequentemente, sem alterar
significativamente as caracteristicas do cultivo e produto (Van der Valk et al 2010;
Jayme 1991). Apesar de pequena varia¢do no namero de sub-cultivos entre as diferentes
adaptacoes, as mesmas foram feitas de modo a manter o mesmo perfil para assegurar a
padronizacdo nesta. Dos sete meios testados, dois ndo obtiveram sucesso na etapa de
adaptagdo — HyCell™ (Thermo Hyclone® GE) e TransFx-C™ (Thermo Hyclone® GE).
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No primeiro meio de cultivo citado anteriormente, as células ndo alcancaram
concentracdes (1,10+0,09x10° células viaveis/mL) e viabilidade celular (42,5% de
viabilidade) satisfatdrias, impossibilitando o inicio da cinética comparativa. Em relagéo
ao segundo meio de cultivo citado, as células apresentaram um comportamento atipico
durante a etapa de adaptacdo. Conforme as figuras 9 e 10 muitas células perderam a
capacidade de crescimento em suspensao, apresentando caracteristicas de crescimento
aderente que impossibilitaram os métodos de contagem e, consequentemente, a
continuidade da adaptacio no meio TransFx-C'. De acordo com as instrucdes
fornecidas pela empresa responsavel pela fabricacdo do meio, algumas linhagens
celulares ndo conseguem crescer de maneira direta, sendo necessario realizar a

adaptacéo sequencial (Van der Valk et al 2010; Sinacore et al 2000).

Os outros cinco meios de cultivo conseguiram resultados satisfatérios nas etapas
de adaptacdo celular direta e foi possivel iniciar as cinéticas comparativas. Os meios de
cultivo testados foram o SFM4CHO™ (Thermo Hyclone® GE), HyCell™ sem HT
(Thermo Hyclone® GE), CD FortiCHO™ (Gibco®), Cellvento™ CHO-110 sem HT
(Merck) e CPCHO™ (Diagnovum). Em todos os meios, as células obtiveram uma boa
adaptacdo (5,4x10° células viaveis/mL e 96,7% de viabilidade — SFM4CHO™; 2,5x10°
células vidveis/mL e 98,0% de viabilidade — HyCell™ sem HT; 2,9x10° células
vidveis/mL e 97,6% de viabilidade — CD FortiCHO™; 2,2x10° células viaveis e 96,0%
de viabilidade — Cellvento™ CHO-110 sem HT; 1,8x10° células viaveis e 96,3% de
viabilidade — CPCHO™).

Importante fator a ser mantido durante os testes é a capacidade de promocdo da
proliferacdo celular. Assim como comentado anteriormente, a manutencdo das
caracteristicas no meio testado serve como um indicativo aparente da influéncia do meio
sobre 0 metabolismo celular e, consequentemente, sobre as caracteristicas do produto
(Dowd et al 2001; Huang et al 2010). Desta forma, em compara¢do com 0 meio
controle, alguns meios conseguirem alcancar concentracdes maximas de células viaveis
semelhantes (SFM4CHO™, HyCell™ sem HT, CPCHO™, na faixa de 1,5 — 2,0x10°
células vidveis/mL). No entanto, os meios HyCell” sem HT e CPCHO™ nio
mantiveram a fase estacionaria por periodo semelhante ao do meio padrdo

(aproximadamente 5 dias), que durou cerca de 1 dia para ambos 0s meios.
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Antagonicamente, esses dois meios apresentaram taxas especificas de crescimento
bem diferentes a0 meio SFM4CHO™ - Utility (Uexp_uility = 0,80d™), onde o HyCell™
sem HT apresentou um valor significativamente baixo (Mexp_rycenl = 0,48d% e o
CPCHO™, significativamente alto (Hexp_cpco = 1,10d™). O meio SFM4CHO™,
apresentou concentracao celular superior ao Utility, mantendo o cultivo na faixa de 2,0
— 2,5x10° células viaveis/mL por cerca de 4 dias. A taxa especifica de crescimento
observada foi de 0,97d, ndo se diferenciando muito da taxa do meio padréo, no entanto
a viabilidade celular sustentada por este meio se manteve abaixo de 80% ap06s o
primeiro dia de cultivo. Apesar das diferencas observadas para 0s meios citados, as
faixas observadas sdo compativeis com o0s valores observados na literatura para
processos em batelada utilizando geragdes semelhantes aos dos meios utilizados (Véliz
et al 2008; Fenge & Lillau 2006).

Os resultados ndo foram considerados como indicativos de uma mudanca
relevante no perfil de proliferacdo celular e geragdo de biomassa, como pode ser
observado na figura 31, onde a ICV apresenta 0 mesmo comportamento até o 6° dia para
0s meios citados acima. O meio Cellvento’ CHO-110 sem HT pode ser considerado um
excegdo ao comportamento descrito anteriormente, onde as concentragdes celulares
alcancaram a faixa 3,0 - 4,5x10° células viaveis/mL e com viabilidade celular
semelhante ao meio controle, assim com a sua taxa especifica de crescimento na fase
exponencial (Mexp cHo-110 = 0,82d™). Devido & baixa desempenho do meio CD
FortiCHO™, este ndo foi considerado na discussdo, pois apresentou a formacdo de

muitos grumos conforme descrito anteriormente.

As diferencas observadas entre os meios podem ser atribuidas a disponibilidade
de glicose inicialmente em cada formulacdo. O meio SFM4CHO™ apresenta alta
concentracdo de glicose em sua composicao ([Glicose]semacro = 7,0g/L), aumentando a
fonte de carboidrato livre, em comparagdo ao meio controle ([Glicose]utiiy = 3,59/L).
Comparativamente, os cultivos apresentaram um aproveitamento semelhante da glicose
nos dois meios SFM4CHO™, considerando que a disponibilidade de glicose esta
diretamente relacionada ao incremento do seu consumo, 0 que resulta em um
incremento na propor¢do de duas vezes na taxa de consumo (Qglic_sFrmacHo_M =
0,82g/10°%células/dia e qgiic_utiiy_M = 0,40g/10%células/dia), compativel com o dobro de
disponibilidade de glicose no meio testado. No entanto, 0 mesmo incremento nédo foi

observado na taxa de formagdo do metabolito lactato, alcangando um incremento na
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ordem 15 vezes (Quact semacho.Mm = 0,45g/10°élulas/dia e Quact_utility_M =
0,29g/10°células/dia) (Gédia & Caird 2006).

Assim como 0 SFM4CHO™, o meio HyCell™ sem HT também apresenta alta
concentracdo de glicose em sua composi¢do ([Glicose]nycen = 8,3g/L), no entanto néo
resulta em incremento proporcional na sua taxa de consumo (Qglic_Hycel_m =
0,57g/10%élulas/dia) e formacio de lactato (Quact_mycen m = 0,35g/10%€lulas/dia). O
meio Cellvento CHO-110 sem HT também apresenta alta concentragdo de glicose em
sua composicdo e, assim como o HyCell™ sem HT, este incremento ndo tem impacto
significativo nas taxas especificas de consumo de glicose (Qalic_Hycel m =
0,51g/10°células/dia) e formacdo de lactato (Quact_crHo-110.m = 0,28g/10%células/dia),
sugerindo que se tratam de meios que proporcionam um melhor balanco metabdlico
para a célula (Altamirano et al 2000; Huang et al 2010). O meio CPCHO™, apesar de
conter glicose em concentracdo semelhante ao padrdo (4,5g/L), apresentou maiores
taxas especificas de consumo do nutriente (Qiic crcHo.m = 0,95g/10%élulas/dia) e
formacéo de lactato (Quact_crcHo m= 1,469/10%células/dia). Correlacionando o consumo
de glicose com a formacdo de biomassa, utilizando o Y xaiic, € possivel observar que 0s
meios SFM4CHO™ e Cellvento” CHO-110 sem HT apresentaram proximos as
1,00x10° células/g de nutriente, enquanto os demais apresentaram valores abaixo de

0,37x10° células/g, inclusive o meio controle.

A produtividade dos meios testados foi comparada utilizando a concentracao
méaxima de produto ao final do cultivo, sua taxa especifica de formacdo e a
produtividade, em relacdo aos mesmos dados fornecidos pelo meio SFM4CHO™ -
Utility, nos respectivos dias de cultivo. Os meios que obtiveram maiores produtividades
ao fim da cinética foram os Cellvento” CHO-110 sem HT (oitavo dia) e CPCHO™
(sexto dia), alcancando concentra¢cdes maximas acima de 72ug/mL, comparado ao meio
controle (préximo a 59ug/mL, no Gltimo dia de cinética). Em relacdo aos dias de
término de cada cinética citada, 0 meio SFM4CHOQ™ - Ultility apresentou concentracdes
menores de EPOhr (43,7ug/mL e 27,0pg/mL, no oitavo e sexto dia, respectivamente),
mostrando um desempenho maior dos meios alternativos. Os outros meios testados
apresentaram concentracdes finais de EPOhr inferiores a 37 pg/mL. Observando a taxa
especifica de producdo da molécula, o meio CPCHO"" foi o que apresentou maior valor
médio (7,32pg/10%células/dia), enquanto o HyCell™ sem HT apresentou a menor taxa
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(1,53pg/10°células/dia). Os outros meios apresentaram taxas médias proximas ao valor

do meio padréo (5,70pg/10°células/dia).

O teste realizado em biorreator de 2L, em cultivo continuo, foi possivel somente
em dois meios (por motivos de disponibilidade do equipamento). O primeiro meio
testado foi o Cellvento” CHO-110 sem HT, que ndo foi bem sucedido, pois ndo houve
proliferacdo apds o seu indéculo. De acordo com o fabricante, existe disponivel no
mercado uma versdo apropriada para o cultivo em biorreatores. Este fato levanta a
hipdtese de que a formulacdo testada ndo apresenta protetores contra as tensdes de
cisalhamento geradas pelo ambiente hidrodindmico do biorreator (Chisti 2001; Godoy-
Silva et al 2009). O meio SFM4CHO"™, por apresentar caracteristicas mais semelhantes
ao meio padrdo em garrafas rotatorias, foi escolhido para ser utilizado no cultivo em
biorreator. Apesar da semelhanca observada nas garrafas rotatdrias, o0 meio testado nao
conseguiu sustentar concentracdes celulares semelhantes & versdo SFM4CHO™ - Utility
(Pinto 2007; Véliz 2007). O processo produtivo utilizando o meio SFMACHO™ - Utility
é capaz de alcancar concentragdes celulares na ordem de 5-10x10° quando operado em
modo continuo. Neste processo a troca de meio € iniciada quando a concentracédo celular

alcanca 1x10° células viaveis/mL (Pinto 2007).

A mesma estratégia foi adotada no experimento com o meio alternativo, no
entanto mesmo ap6s a operagdo em modo continuo por trés dias consecutivos (baseado
em uma troca de meio de 1L/dia — 0,5vvd), a concentracdo celular se manteve estavel
em torno 1,0 - 1,3x10° células viaveis/dia, com viabilidade inferior a 80%. A
produtividade no teste (8,8ug/mL no sobrenadante da fase continua) também foi inferior
a observada no processo industrial, que alcanca titulos aproximados de 40ug/mL no
sobrenadante durante a fase continua. Esses titulos alcancados estdo provavelmente
relacionados a baixa densidade celular conseguida na escala de bancada. Apesar de
mantidas as mesmas condicBes operacionais (aeracdo e troca de meio), outros
importantes fatores como a geometria do biorreator e velocidade de agitagdo podem
interferir no crescimento celular, sendo necessario maior aprofundamento esses aspectos
(Fenge & Lillau 2006; Godoy-Silva et al 2006; Véliz et al 2008; Godoy-Silva et al
2009).
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6. Conclusao

Sete meios de cultivo comerciais (SFM4CHO™, HyCell™, HyCell™ sem HT e
TransFx-C™ - Thermo Hyclone® GE; CD FortiCHO™ - Gibco®; Cellvento™ CHO-110
sem HT — Merck; e CPCHO™" - Diagnovum/Merck) foram testados em comparacéo ao
meio controle SFM4CHO™ — Utility, ao longo deste trabalho. Do total, dois n&o
apresentaram resultados positivos no periodo de adaptacdo e escalonamento, ndo sendo
dada sequéncia as cinéticas comparativas — HyCell™ (Thermo Hyclone® GE) e
TransFx-C (Thermo Hyclone® GE).

Apds a realizacdo dos experimentos necessarios, 0s meios de cultivo que
apresentaram resultados iguais ou melhores que o meio controle SFM4CHO™ — Utility
foram os meios SFM4CHO™ (Thermo Hyclone® GE), Cellvento™ CHO-110 sem HT
(Merck) e CPCHO™ (Diagnovum/Merck), os quais permitiram um melhor crescimento
celular, melhor aproveitamento dos recursos e uma maior taxa de producdo e secre¢do

de EPOhr no meio metabolizado.

Considerando os resultados descritos, é possivel sugerir que 0 meio SFM4CHO
mantém o cultivo com um perfil metabdlico e proliferativo mais semelhante ao
SFM4CHO - Utility, provavelmente porque se trata de uma versao aprimorada do meio
controle, sendo o candidato mais provavel a ser utilizado como alternativa no processo
produtivo. Os meios Cellvento CHO-110 sem HT e CPCHO™ obtiveram desempenho
superior quanto aos aspectos estudados, o que pode ter impacto no processo de sintese
da glicoproteina. No entanto, para se determinar a real influéncia das diferentes
férmulas dos meios, é necessaria uma abordagem analitica mais aprofundada,

principalmente no que se refere ao perfil glicobioldgico da Eritropoetina sintetizada.

Em decorréncia dos resultados obtidos no presente trabalho, sugere-se que 0s

seguintes aspectos sejam estudados em trabalhos futuros:

= O estudo comparativo em garrafas rotatorias entre 0 meio de cultivo controle —
SFM4CHO™ - Uitlity — e novos meios de cultivo comerciais para o cultivar

linhagens celulares de CHO;
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Cultivo em biorreator em diferentes modos de operacdo (batelada, batelada
alimentada, continuo e continuo com perfusdo) dos meios que apresentarem
melhores condi¢des de crescimento e producédo da EPOhr;

Andlise bioquimica dos meios de cultivo testados — ndo somente glicose e lactato,
como glutamina e amonio;

Estudos para avaliagdo do comportamento celular no meio de cultivo alternativo —
analise de ciclo celular e apoptose celular;

Estudos para avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas da EPOhr
expressa e secretada no meio de cultivo, através de focalizacdo isoelétrica e

métodos cromatograficos.



69

7. Referéncias Bibliograficas

Adrio JL, Demain AL. Recombinant organisms for production of industrial products.
Bioeng Bugs, 2010 Mar-Apr;1(2):116-31,

Aghamohseni H, Ohadi K, Spearman M, Krahn N, Moo-Young M, Scharer JM, Butler
M, Budman HM. Effects of nutrient levels and average culture pH on the glycosylation
pattern of camelid-humanized monoclonal antibody. J Biotechnol, 2014 Jul; 186:98-
109;

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P. Quimica celular e

biossintese. Biologia Molecular da Célula, 5% edi¢do. Artmed Editora, 2010;

Alfaepoetina humana recombinante. Maria da Luz F. Leal. Rio de Janeiro: Bio-
Manguinhos, [2011]. Bula de remédio;

Altarimano C, Paredes C, Cair6 JJ, Godia F. Improvement of CHO cell culture medium
formulation: simultaneous substitution of glucose and glutamine. Biotechnol Prog,
2000; 16(1): 69-75;

Amanullah A, Otero JM, Mikola M, Hsu A, Zhang J, Aunins J, Schreyer HB, Hope JA,
Russo AP. Novel micro-bioreactor high throughput technology for cell culture process
development: reproducibility and scalability assessement of fed-batch CHO cultures.
Biotechnol Bioeng, 2010 May;106(1):57-67;

Angle. Biopharmaceuticals: entering a new world. 2012 Apr; 1-52;

Baker KN, Rendall MH, Hills AE, Hoare M, Freedman RB, James DC. Metabolic
control of recombinant protein N-glycan processing in NSO and CHO cells. Biotechnol
Bioeng, 2001 May;(73):188-202;

Bektas M, Rubenstein DS. The role of intracellular protein O-glycosylation in cell
adhesion and disease. J Biomed Research, 2011 May; 25(4): 227-36;



70

Ben-Dor S, Esterman N, Rubin E, Sharon N. Biases an complex patterns in the residues

flanking protein N-glycosylation sites. Glycobiology, 2004 Feb;14(2):95-101;

Berlec A, Strukelj B. Current state and recent advances in biopharmaceutical production
in Escherichia coli, yeast and mammalian cells. J Ind Microbiol Biot, 2013 Apr;(40):
257-74,

Bleckwein NA, Bentley WE, Shiloach J. Production of recombinant protein using the
HelLa S3-vaccinia virus expression system: bioreactor perfusion and effects of post-
infection temperature. Biosci Biotech Bioch, 2005 Jun;69(6):1065-72;

Bollati-Fogolin M, Forno G, Nimtz M, Conradt HS, Etcheverrigaray M, Kratje R.
Temperature reduction in cultures of hGM-CSF-expressing CHO cells: effect on

productivity and product quality. Biotechnol Progr, 2005 Jan-Feb;(21):17-21;

Borys MC, Linzer DIH, Papoutsakis ET. Ammonia affects the glycosylation patterns of
recombinant mouse placental lactogen-1 by Chinese hamster ovary cells in a pH-
dependent manner. Biotechnol Bioeng, 1994 Nov; 43(6): 505-14;

Borys MC, Dalal NG, Abu-Absi NR, Khattak SF, Jing Y, Xing Z, Li ZJ. Effects of
culture conditions on N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) content of a recombinant
fusion protein produced in CHO cells. Biotechnol Bioeng, 2010 Apr;(105):1048-57;

Brockhausen 1, Schachter H, Stanley P. O-GalNAc Glycans. In: Varki A, Cummings
RD, Esko JD, et al., editors. Essentials of Glycobiology. 2nd edition. Cold Spring
Harbor (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2009. Chapter 9. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1896/;

Butler M. Genetic engineering of animal cells in culture. In: Butler M (ed.), Animal cell
culture and technology. Garland Science/BIOS Scientific Publishers, Gra-Bretanha;
2004. p. 111-24;

Butler M. Optimisation of the cellular metabolism of glycosylation for recombinant
proteins produced by mammalian cell systems. Cytotechnology, 2006 Mar;50(1:3):57-
76;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1896/

71

Butler M. Modificacdes pos-traducdo em proteinas recombinantes. In: Moraes AM,
Augusto EFP, Castilho LR. (eds.), Tecnologia do Cultivo de Células Animais: de

Biofarmacos a Terapia Génica. Editora Roca, Sdo Paulo; 2008. p. 122-35;

Castilho LR, Medronho, RA. Cell retention for suspended-cell perfusion cultures.
Advances Biom Eng/Biotechnol, 2002; 74: 129-69;

Chartrain, M.; Chu, L. Development and production of commercial therapeutic
monoclonal antibodies in mammalian cell expression systems: an overview of the

current upstream technologies. Curr Pharm Biotechnol, 2008, 9(6), 447-467;

Chen P, Harcum SW. Effects of Amino Acid Additions on Ammonium Stressed CHO
Cells. J Biotechnol, 2005, 117:277-86;

Chisti Y. Hydrodynamic damage to animal cells. Critical Rev Biotechnol, 2001;
21(2):67-110;

Christie A, Butler M. Glutamine-based dipeptides are utilized in mammalian cell culture
by extracellular hydrolysis catalyzed by a specific peptidase. J Biotechnol, 1994
Nov;37(3):277-90;

Chou A-H, Liu C-C, Chang C-P, Guo M-S, Hsieh S-Y et al. Pilot scale production of
highly efficacious and stable enterovirus 71 vaccine candidates. PLoS ONE, 2012
Apr;7(4): e34834;

Chu L, Robinson DK. Industrial choices for protein production by large-scale culture.
Curr Opinion Biotechnol, 2001; 12: 180-7;

Chuan KH, Lim SF, Martin L, Yun CY, Loh SOH, Lasne F, Son, Z. Caspase activation,
sialidase release and changes in sialylation pattern of recombinant human erythropoietin
produced by CHO cells in batch and fed-batch cultures. Cytotechnology, 2006 Jun;
51(2):67-79;

Clincke MF, Molleryd C, Zhang Y, Lindskog E, Walsh K, Chotteau V. Very high
density of CHO cells in perfusion by ATF or TFF in WAVE Bioreactor . Part . Effect
of the cell density on the process. AIChE, 2013 May-Jun;29(3):768-77,;



72

Crabtree GR. Calcium, calciuneurin and the control of transcription. J Biol Chem, 2001
Jan;(276):2313-6;

Cruz HJ, Freitas CM, Alves PM, Moreira JL, Carrondo JL. Effects of ammonia and
lactate on growth, metabolism and productivity of BHK cells. Enzyme Microb Tech,
2000 Jul;27(1-2):43-52;

Dowd JE, Kwok KE, Piret JM. Glucose-based optimization of CHO-cell perfusion
cultures. Biotechnol Bioeng, 2001 Oct;75(2):252-6;

Durocher Y, Butler M. Expression systems for therapeutic glycoprotein production.
Curr Opinion Biotechnol, 2009 Dec;20(6):700-7;

Eibl R, Kaiser S, Lombriser R, Eibl D. Disposable bioreactors: the current state-of-the-
art and recommended applications in biotechnology. Appl Microbiol Biot, 2010
Mar;86(1):41-9;

Elgrie JC, Browne JK. Development and characterization of novel erythropoiesis
stimulating protein (NESP). Nephrol Dial Transplant, 2001; 16[Suppl 3]:3-13;

Fenge C, Lillau E. Cell Culture Bioreactors. In: Ozturk SS, Hu W-S. (eds.), Cell culture
technology for pharmaceutical and cell-based therapies. Editora CRC, Flérida (EUA);
2006. p. 155-224;

Gawlitzek M, Estacio M, Firch T, Kiss R. Identification of cell culture conditions to
control N-glycosylation site-occupancy of recombinant glycoproteins expressed in CHO
cells. Biotechnol Bioeng, 2009 Aug;103(6):1164-75;

Glazyrina J, Materne EM, Dreher T, Storm D, Junne S, Adams T, Greller G, Neubauer
P. High cell density cultivation and recombinant protein production with Escherichia
coli in a rocking-motion-type bioreactor. Microb Cell Fact, 2010 May;9(42):1-11,

Godia F, Caird JJ. Cell Metabolism. In: Ozturk SS, Hu W-S. (eds.), Cell culture
technology for pharmaceutical and cell-based therapies. Editora CRC, Flérida (EUA);
2006. p. 81-113;

Godoy-Silva R, Mollet M, Chalmers JJ. Evaluation of the effect of chronic
hydrodynamical stresses on cultures of suspended CHO-6EG6 cells. Biotechnol Bioeng,
2006 Sep; 102:1119-30;



73

Godoy-Silva R, Chalmers JJ, Casnocha SA, Bass LA, Ma N. Physiological responses of
CHO cells to repetitive hydrodynamic stress. Biotechnol Bioeng, 2009 Mar; 103:1103-
17;

Gong X, Li D, Li X, Fang Q, Han X, Wu Y, Yang S, Shen BQ. Fed-batch culture
optimization of a growth-associated hybridoma cell line in chemically defined protein-
free media. Cytotechnology, 2006 Sep;52(1):25-38;

Gorenflo VM, Pfeifer TA, Lesnicki G, Kwan EM, Grigliatti TA, Kilburn DG, Piret JM.
Production of a self-activating CBM-factor X fusion protein in a stable transformed Sf9
insect cell line using high cell density perfusion culture. Cytotechnology, 2004
Mar;44(3):93-102;

Grillberger L, Kreil TR, Nasr S, Reiter M. Emerging trends in plasma-free
manufacturing of recombinant protein therapeutics expressed in mammalian cells.
Biotechnol J, 2009 Feb;4(2):186-201,;

Gu X, Wang DI. Improvement of interferon-gamma sialylation in Chinese hamster
ovary cell culture by feeding of N-acetylmannosamine. Biotechnol Bioeng, 1998
Jun;58(6):353-60;

Han YK, Koo TY, Lee GM. Enhanced interferon-f production by CHO cells through
elevated osmolality and reduced culture temperatures. Biotechnol Prog, 2009 Sep-Oct;
25(5):1440-47;

Hart GW, Akimoto Y. The O-GIcNAc Modification. In: Varki A, Cummings RD, Esko
JD, et al., editors. Essentials of Glycobiology. 2nd edition. Cold Spring Harbor (NY):
Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2009. Chapter 18. Acesso em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1954/;

Hart GW, Kreppel LK, Comer FI, Arnold CS, Snow DM, Ye Z, Cheng X, DellaManna
D, Caine DS, Earles BJ, Akimoto Y, Cole RN, Hayes BK. O-GIcNAcylation of key
nuclear and cytoskeletal proteins: reciprocity with O-phosphorylation and putative roles
in protein multimerization. Glycobiology, 1996 Oct; 6(7): 711-6;

Hee CK, Jeong YT, Kwak CY, Choi O, Kim JH. Effect of mild-thiol reducing agents
and a2,3-sialyltransferase expression on secretion and sialylation of recombinant EPO
in CHO cells. J Microbiol Biot, 2013 May;23(5):699-706;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1954/

74

Helenius A, Aebi, M. Roles of N-linked glycans in the endoplasmatic reticulum. Annual
Rev. of Biochem., 2004; 73:1019-49;

Ho L, Greene CL, Schmidt AW, Huang LH. Cultivation of HEK 293 cell line and
production of a member of the superfamily of G-protein coupled receptors for drug
discovery applications using a highly efficient novel bioreactor. Cytotechnology, 2004
Jul;45(3):117-23,;

Hossler P, Khattak SF, Li ZJ. Optimal and consistent protein glycosylation in
mammalian cell culture. Glycobiology, 2009 Sep;19(9):936-49;

Hsu WT, Aulakh RPS, Traul DL, Yuk IH. Advanced microscale bioreactor system: a
representative scale-down model for bench-top bioreactors. Cytotechnology, 2012
Dec;64(6):667-78;

Huang H, Yi X, Zhang Y. Improvement of Vero cell growth in glutamate-based culture
by supplementing ammoniagenic compounds. Process Biochem, 2006 Dec;
41(12):2386-92;

Huang Y-M, Hu WW, Rustandi E, Chang K, Yusuf-Makagiansar H, Ryll T.
Maximizing productivity of CHO cell-based fed-batch culture using chemically defined
media conditions and typical manufacturing equipment. Biotechnol Prog, 2010;
26(5):1400-10;

Hundt, B, Mdlle, N, Stefaniak, S, Dirrwald R, Weyand J. Large pilot scale cultivation
process study of adherent MDBK cells for porcine Influenza A virus propagation using
a novel disposable stirred-tank bioreactor. BMC Proc, 2011May;5(Suppl 8):P128;

Imamoto Y, Tanaka H, Takahashi K, Konno Y, Suzawa T. Advantages of AlaGIn as an
additive to cell culture medium: use with anti-CD20 chimeric antibody-producing
POTELLIGENT"" CHO cell lines. Cytechnology, 2013; 65:135-43;

Imlay JA. Pathways of oxidative damage. Annu Rev Microbiol, 2003;(57):395-418;

Ishaque A, Al-Rubeai M. Role of vitamins in determining apoptosis and extent of

suppression by bcl-2 during hybridoma cell culture. Apoptosis, 2002 Jun; 7(3):231-9;

Jain E, Kumar A. Upstream process in antibody production: Evaluation of critical
parameters. Biotechnol Adv, 2008 Jan-Feb;26(1):46-72;



75

Jappelli R, Perrin MH, Lewis KA, Vaughan JM, Tzitzilonis C, Rivier JE, Vale WW,
Riek R. Expression and functional characterization of membrane-integrated mammalian
corticotropin releasing factor receptors 1 and 2 in Escherichia coli. PLoS ONE, 2014
Jan;9(1):e84013;

Jordan M, Voisard D, Berthoud A, Tercier L, Kleuser B, Baer G, Broly H. Cell culture
medium improvement by rigorous shuffling of components using media blending.
Cytechnology, 2013 Jan;65(1):31-40;

Johnson T. Promises and pitfalls of cell line adaptation. Some basic protocols.
BioProcess Intern, 2006 May; [Suppl]:52-6;

Kallel H, Zairi H, Rourou S, Essafi M, Barbouche R, Dellagi K, Fathallah DM. Use of
Taguchi’s methods as a basis to optimize hybridoma cell line growth and antibody

production in a spinner flask. Cytotechnology, 2002 May;39(1):9-14;

Khan KH. Gene expression in mammalian cells and its applications. Adv Pharm Bull,
2013 Aug;3(2):257-63;

Keen MJ, Rapson NT. Development of serum-free culture medium for the large scale
production of recombinant protein from a Chinese hamster ovary cell line.
Cytotechnology, 1995 Oct;17(3):153-63;

Kimura R, Miller WM. Effects of elevated pCO, and/or osmolality on the growth and
recombinant tPA production of CHO cells. Biotechnol Bioeng, 1996 Oct; 52(1):152-60;

Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Kowalski W, Badura A, Piekus N, Bucinski A.
Isoflavone production in Cyclopia subternata vogel (honeybush) suspension cultures
grown in shake flasks and stirred-tank bioreactor. Appl Microbiol Biot, 2013 Jul;
(97):8467-77,;

Konno Y, Kobayashi Y, Takahashi K, Takahashi E, Sakae S, Wakatani M et al. Fucose
content of monoclonal antibodies can be controlled by culture medium osmolality for
high antibody-dependent cellular cytotoxicity. Cytotechnology, 2012 May;64(3):249-
65;

Kuchler RJ. Biochemical methods in cell culture and virology. Dowden, Hutchinson &
Ross Inc., Stroudsburg, USA. 2000;



76

Kunas KT, Papoutsakis ET. Damage mechanisms of suspended animal cells in agitated
bioreactors with and without bubble entrainment. Biotechnol Bioeng, 2009 Aug;
102(4):977-9;

Kyriakopoulos S, Polizzi KM, Kontoravdi C. Comparative analysis of amino acid
metabolism and transport in CHO variants with different levels of productivity. J
Biotechnol, 2013 Sep, 168:543-51;

Lao M, Toth D. Effects of ammonium and lactate on growth and metabolism of a
recombinant Chinese hamster ovary cell culture. Biotechnol Prog, 1997 Sep-
Oct;13(5):688-91;

Li, H, d’Anjou M. Pharmacological significance of glycosylation in therapeutic. Curr

Opin Biotechnol, 2009Dec; 20(6):678-84;

Li J, Zheng G, He J, Chang S, Qin Z. Hydrogen-producing capability of anaerobic
activated sludge in three types of fermentations in a continuous stirred-tank reactor.
Biotechnol Adv, 2009 Apr;(27):573-7;

Lindroos B, Suuronen R, Miettinen S. The potential of adipose stem cells in
regenerative medicine. Stem Cell Rev Rep, 2010 Jun;7(2):269-91;

Liu B, Spearman M, Doering J, Lattova E, Perreault H, Butler M. The availability of
glucose to CHO cells affects the intracellular lipid-linked oligosaccharide distribution,
site occupancy and the N-glycosylation profile of a monoclonal antibody. J Biotechnol,
2014 Nov; 170:17-27;

Lu C, Gonzalez C, Gleason J, Gangi J, Yang JD. A T-flask based screening platform for
evaluating and identifying plant hydrolysates for a fed-batch cell culture process.
Cytotechnology, 2007 Sep;55(1):15-29;

Lubas WA, Frank DW, Krause M, Hanover JA. O-linked GIcNAc transferase is a
conserved nucleocytoplasmatic protein containing tetratricopeptide repeats. J Biol
Chem, 1997 Apr; 272(14): 9316-24;

Matasci, M.; Hacker, D. L.; Baldi, L.; Wurm, F. M. Recombinant therapeutic protein
production in cultivated mammalian cells: current status and future prospects. Drug
Discov. Today Technol.,2009, 5(2-3), e37-e42.



77

Meleady P, Doolan P, Henry M, Barron N, Keenan J, O’sullivan F, Clarke C, Gammell
P, Melville MW, Leonard M, Clynes M. Sustained productivity in recombinant Chinese
Hamster Ovary (CHO) cell lines: proteome analysis of the molecular basis for a
process-related phenotype. BMC Biotechnol, 2011 Jul;11(78):1-11,

Merchant SS, Allen MD, Kropat J, Moseley JL, Long JC, Tottey S, Terauchi AM.
Between a rock and a hard place: trace element nutrition in Chlamydomonas. Biochim
Biophys Acta, 2006 Jul;1763 (7):578-94;

Meyer S, Lorenz C, Baser B, Wordehoff M, Jéger V, Van Den Heuvel J. Multi-host
expression system for recombinant production of challenging proteins. PLoS ONE,
2013 Jul;8(7):e66874;

Ministério de Estado da Saude (Brasil). Portaria n°. 1554, de 30 de julho de 2013.
Dispde sobre as regras de financiamento e execu¢do do Componente Especializado da
Assisténcia Farmacéutica no &mbito do Sistema Unico de Satde (SUS). Diario Oficial
da Unido 12 set 2013;Secéo 1;

Moraes AM, Mendonca RZ, Suazo CAT. Meios de Cultura para Células Animais. In:
Moraes AM, Augusto EFP, Castilho LR. (eds.), Tecnologia do Cultivo de Células

Animais: de Biofarmacos a Terapia Génica. Editora Roca, Séo Paulo; 2008. p. 105-19;

Moreno AD, Tomés-Pejé E, Ibarra D, Ballesteros M, Olsson L. Fed-batch SSCF using
steam-exploded wheat straw at high dry matter consistencies and a xylose-fermenting
Saccharomyces cerevisiae strain: effect of laccase supplementation. Biotechnol
Biofuels, 2013 Nov; 6(160):1-10;

Mulukutla BC, Khan S, Lange A, Hu WS. Glucose Metabolism in Mammalian Cell
Culture: New Insights For Tweaking Vintage Pathways. Trends in Biotech, 2010;
28(9):476-84;

Murphy PV, André S, Gabius HJ. The third dimension of reading the sugar code by
lectins: design of glycoclusters with cyclic scaffolds as tools with the aim to define
correlations between spatial presentation and activity. Molecules, 2013 Apr;18(4):4026-
53;

Muthing J, Kemminer SE, Conradt HS, Sagi D, Nimtz M, Karst U, Peter-Katalinic J.

Effects of buffering conditions and culture pH on production rates and glycosylation of



78

clinical phase | anti-melanoma mouse IgG3 monoclonal antibody R24. Biotechnol
Bioeng, 2003 Aug;83(3):321-34;

Olmer R, Lange A, Selzer S, Kasper C, Haverich A, Martin U, Zweigerdt R. Suspension
culture of human pluripotent stem cells in controlled, stirred bioreactors. Tissue Eng,
2012 Oct;18(10):772-84;

Omasa T, Onitsuka M, Kim WD. Cell Engineering and Cultivation of Chinese Hamster
Ovary (CHO) Cells. Curr. Pharm. Biotech, 2010, 11(3):233-40;

Petiot E, Jacob D, Lanthier S, Lohr V, Ansorge S, Kamen AA. Metabolic and kinetic
analyses of influenza production in perfusion HEK 293 cell culture. BMC Biotechnol,
2011 Sep;11(84):1-12;

Pinto RCV. Separacdo de células CHO utilizando hidrociclones. Rio de Janeiro; 2007.
Doutorado [Tese em Engenharia Quimica] — COPPE/UFRJ;

Rabert C, Weinacker D, Pessoa Jr A, Farias JG. Recombinants proteins for industrial
uses: utilization of Pichia pastoris expression system. Braz J Microb, 2013 Oct;44(2):
351-6;

Rader RA. (Re)defining biopharmaceutical. Nature Biotechnol, 2008 Jul;26(7):743-51;

Rahimpour A, Vaziri B, Moazzami R, Nematollahi L, Barkhordari F, Kokabee L, Adeli
A, Mahboudi F. Engineering the cellular protein secretory pathway for enhancement of
recombinant tissue plasminogen activator expression in Chinese hamster ovary cells:
effects of CERT and XBP1s genes. J Microbiol Biot, 2013 Aug;23(8):1116-22;

Ren Q, Henes B, Fairhead M, Thony-Meyer L. High level production of tyrosinase in
recombinant Escherichia coli. BMC Biotechnol, 2013 Feb;13(18):1-10;

Restelli V, Wang MD, Huzel N, Ethier M, Perrault H, Butler M. The effect of dissolved
oxygen on the production and the glycosylation profile of recombinant human
erythropoietin produced from CHO cells. Biotechnol Bioeng, 2006 Jun;94(3):481-94;

Rodrigues ME, Costa AR, Henriques M, Azeredo J, Oliveira R. Comparison of
commercial serum-free media for CHO-K1 cell growth and monoclonal antibody
production. Intern J Pharmaceut, 2012; 437:303-5;



79

Sanford KK, Earle WR, Evans VJ, et al. The measurement of proliferation in tissue

cultures by enumeration of cell nuclei. J National Cancer Inst, 1950; 11:773-95;

Sauid SM, Krishnan J, Ling TH, Veluri MVPS. Enhancement of oxygen mass transfer
and gas holdup using palm oil in stirred tank bioreactors with xanthan solutions as
simulated viscous fermentation broths. BioMed Research Intern, 2013;2013:409675;

Senger RS, Karim MN. Effect of shear stress on intrinsic CHO culture state and
glycosylation of recombinant tissue-type plasminogen activator protein. Biotechnol
Prog, 2003 Jul-Aug;19(4):1199-209;

Shah D, Naciri M, Clee P, Al-Rubeai M. NucleoCounter — an efficient technique for the
determination of cell number and viability in animal cell culture processes.
Cytotechnology, 2006 May;51(1):39-44;

Sinacore MS, Drapeau D, Adamson SR. Adaptation of mammalian cells to growth in
serum-free media. Mol Biotechnol, 2000;15:249-57;

Singh V. Disposable bioreactor for cell culture using wave-induced agitation.
Cytotechnology, 1999 Jul;30(1-3):149-58;

Slivac I, Srcek VG, Radosevic K, Kmetic I, Kniewald Z. Aujeszki’s disease virus

production in disposable bioreactor. J Biosc, 2006 Sep;31(3):363-8;

Stanley P, Schachter H, Taniguchi N. N-Glycans. In: Varki A, Cummings RD, Esko JD,
et al., editors. Essentials of Glycobiology. 2nd edition. Cold Spring Harbor (NY): Cold
Spring Harbor Laboratory Press; 2009. Chapter 8. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1917/

Stryjewska A, Kiepura K, Librowski T, Lochynski S. Biotechnology and genetic
engineering in the new drug development. Part 1. DNA technology and recombinant
proteins. Phamacol Rep, 2013;65(5):1075-85;

Takagi M, Moriyama T, Yoshida T. Effects of shifts up and down in osmotic pressure
on production of tissue plasminogen activator by Chinese hamster ovary cells in
suspension. J Biosc Bioeng, 2001 Feb;91(5):509-14;

Trummer E, Fauland K, Seidinger S, Schriebl K, Lattenmayer C, Kunert R, VVorauer-
Uhl K, Weik R, Borth N, Katinger H et al. Process parameter shifting: Part Il: biphasic



80

cultivation — a tool for enhancing the volumetric productivity of batch processes using
Epo-Fc expressing CHO cells. Biotechnol Bioeng, 2006 Aug;94(6):1045-52;

Tuvesson O, Uhe C, Rozkov A, Liillau E. Development of generic transient transfection
process at 100L scale. Cytotechnology, 2008 Feb;56(2):123-36;

Van Der Valk J, Brunner D, De Smet K, Svenningsen AF, Honegger P, Knudsen LE,
Lindl T, Noraberg J, Price A, Scarino ML, Gstraunthaler G. Optimization of chemically
defined cell culture media — replacing fetal bovine serum in mammalian in vitro
methods. Toxicol in Vitro, 2010 Jun;24(4):1053-63;

Vanz AL, Nimtz M, Rinas U. Decrease of UPR- and ERAD-related proteins in Pichia
pastoris during metanol-induced secretory insulin precursor production in controlled
fed-batch cultures. Microb Cell Fact, 2014 Feb;13(23):1-19;

Varley J, Birch J. Reactor design for large scale suspension animal cell culture.
Cytotechnology, 1999 May;29(3):177-205;

Véliz EC. Proceso de Produccion de Eritropoyetina Humana Recombinante
[PowerPoint]. Produgédo CIM-Cuba, 2007;

Véliz EC, Rodriguez G, Cardero AF. Biorreatores para Células Animais. In: Moraes
AM, Augusto EFP, Castilho LR. (eds.), Tecnologia do Cultivo de Células Animais: de
Biofarmacos a Terapia Génica. Editora Roca, Sdo Paulo; 2008. p. 216-54;

Vergara M, Becerra S, Diaz-Barrera A, Berrios J, Altamirano C. Simultaneous
environmental manipulations in semi-perfusion cultures of CHO cells producing rh-
tPA. Electr J Biot, 2012 Nov;15(6):1-9;

Walsh G. Biopharmaceutical benchmarks 2014. Nature Biotechnol, 2014 Oct;
10(32):992-1000;

Wang C, Wu J, Xu Z-K. High-density glycosylation of polimer membrane surfaces by
click chemistry for carbohydrate-protein recognition. Macromol Rapid Commun, 2010
Jun;31(12):1078-82;

Wang J-R, Li Y-Y, Xu S-D, Li P, Liu J-S, Liu D-N. High-level expression. of pro-form
lipase from Rhizopus oryzae in Pichia pastoris and its purification and characterization.
Intern J Mol Science, 2014 Dec;15(1):203-17;



81

Warnock JN, Al-Rubeai M. Bioreactor systems for the production of

biopharmaceuticals from animal cells. Biotechnol Appl Biochem, 2006 Jul;(45):1-12;

Wuest DM, Harcum SW, Lee KH. Genomics in mammalian cell culture bioprocess.
Biotechnol Adv, 2012 Nov; 30: 629-38;

Xing Z, Li Z, Chow V, Lee SS. Identifying inhibitory threshold values of repressing
metabolites in CHO cell culture using multivariate analysis methods. Biotechnol Prog,
2008 May-Jun;24(3):675-83,;

Yeo D, Kiparissides A, Cha JM, Aguilar-Gallardo, C, Polak JM, Tsiridis E,
Pistikopoulos EN, Mantalaris A. Improving embryonic stem cell expansion through the
combination of perfusion and bioprocess model design. PLoS ONE, 2013 Dec;8(12):
e81728;

Yoon SK, Hong JK, Choo SH, Song JY, Park HW, Lee GM. Adaptation of Chinese
hamster ovary cells to low culture temperature: cell growth and recombinant protein
production. J Biot, 2006a Apr; 122(4):463-72;

Yoon SK, Kim SH, Song JY, Lee GM. Biphasic culture strategy for enhancing
volumetric erythropoietin productivity of Chinese hamster ovary cells. Enzyme Microb
Tech, 2006b Nov;(39):362-5;

Zanghi JA, Schmelzer AE, Mendonza TP, Knop RH, Miller WM. Bicarbonate
concentration and osmolality are key determinants in the inhibition of CHO cell
polysialylation under elevated pCO(2) or pH. Biotechnol Bioeng, 1999 Oct;65(2):182-
91,

Zhang X, Garcia IF, Baldi L, Hacker DL, Wurm FM. Hyperosmolality enhances
transient recombinant protein yield in Chinese hamster ovary cells. Biotechnol Letters,
2010 Nov;32(11):1587-92;

Zhang H, Wang H, Liu M, Zhang T, Zhang J, Wang X, Xiang W. Rational development
of a serum-free medium and fed-batch for a GS-CHO cell line expressing recombinant
antibody. Cytotechnology, 2013; 65:363-78;



82

Zhang H, Liu Q, Cao Y, Feng X, Zheng Y, Zou H, Liu H, Yang J, Xian M. Microbial
production of sabinene — a new terpene-based precursor of advanced biofuel. Microb
Cell Fact, 2014 Feb;13(20):1-10;

Zhou M, Crawford Y, Ng D, Tung J, Pynn AFJ, Meier A, Yuk IH, Vijayasankaran N,
Leach K et al. Decreasing lactate level and increasing antibody production in Chinese
hamster ovary cells (CHO) by reducing the expression of lactate dehydrogenase and
pyruvate  dehydrogenase  kinases. J Biot, 2011  Apr;153(1-2):27-34



83



