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Neste trabalho, um meio de cultivo concentrado, originalmente desenvolvido
para batelada alimentada, foi utilizado para alimentar um processo de perfusdo com
células CHO produtoras de um anticorpo monoclonal recombinante. Diferentes
estratégias de alimentacdo, baseadas na aplicacdo de taxas de diluicdo inversamente
proporcionais a concentracdo de nutrientes essenciais no meio e na manutencdo de uma
baixa concentracdo de glicose, foram comparadas a alimentagdo com o meio de cultivo
basal por meio de estudos em pequena escala em modo pseudoperfusdo. A concentracao
de produto obtida com o meio concentrado foi maior em comparagdo a alimentagdo com
0 meio basal, porém a produtividade volumétrica diminuiu devido a menor
concentracdo de células viaveis (X,). A utilizacdo do meio concentrado acarretou em
uma elevacdo gradual de até cerca de 60% na osmolalidade, o que possivelmente
reduziu a viabilidade celular ao longo do cultivo. Em corridas de perfuséo realizadas em
um biorreator de bancada utilizando um sedimentador inclinado como dispositivo de
retencdo celular, a viabilidade, a concentracdo de células viaveis e a concentragdo de
anticorpo passaram por um pico e depois decresceram. Nestas corridas em biorreator, o
acumulo de lactato e o aumento da osmolalidade provavelmente foram os responsaveis
pela inibicdo de crescimento, perda de produtividade e presenca de turbidez no
perfundido.
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In the present study, a concentrated medium originally developed for fed-batch
processes was used to feed a recombinant CHO cell perfusion process for monoclonal
antibody production. Different feeding strategies, based on dilution rates inversely
proportional to the concentration of essential nutrients in the feed media, and aiming to
maintain glucose at low level, were compared to the control condition fed with basal
medium through small-scale pseudo-perfusion runs. The antibody titer in concentrated
perfusion was higher than in the control condition, although volumetric productivity
was reduced due to lower viable cell concentration (X,). Moreover, a gradual increase
of up to 60% in osmolality was observed, which possibly reduced cell viability over the
whole cultivation time. In perfusion runs using a bench-scale bioreactor fitted with an
inclined settler as cell retention device, cell viability, X, and product titer achieved peak
levels and were then decreased. Lactate accumulation and osmolality increase were
probably responsible for the growth inhibition, productivity loss and turbidity observed

in the perfusate stream.
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1 Introducéo

Os biofarmacos sdo proteinas ou derivados de acidos nucleicos produzidos por
formas alternativas a extracdo direta de organismos naturalmente (ndo-recombinantes)
produtores, e sdo destinados a aplicagdes terapéuticas ou para uso como ferramentas de
diagndstico in vivo (WALSH, 2002). Os anticorpos monoclonais (mAbs) constituem a
classe de proteinas terapéuticas mais estudada e utilizada atualmente, aprovados para o
tratamento de uma variedade de doengas que afligem desde alguns milhares de
pacientes com sindromes raras, como a hemoglobindria paroxistica noturna; centenas de
milhares que padecem de cancer e esclerose multipla; e milhGes de pessoas que sofrem
de asma e doencas autoimunes (MELLADO e CASTILHO, 2008; ECKER et al., 2015).

No periodo de 2010 a 2014, o mercado de biofd&rmacos cresceu a taxas
constantes, atingindo um valor de vendas mundiais de US$ 140 bilhGes em 2013. Sete
dos 10 biofarmacos mais vendidos no mundo sdo mAbs e derivados, o0s quais
corresponderam a US$ 54,2 bilhdes em 2013. Atualmente, 0s mAbs representam cerca
de 30% dos biofarmacos aprovados pelas agéncias reguladoras dos EUA e da Europa
(WALSH, 2014).

Na lista de 2015 de produtos considerados estratégicos para o Sistema Unico de
Salde (SUS) do Brasil, dos 21 itens, 11 sdo medicamentos, sendo seis biolégicos.
Diante da necessidade de gerar uma economia na ordem de R$ 4,1 bilhGes por ano nas
compras publicas, e com o intuito de estabelecer as tecnologias de producao no Brasil, 0
Ministério da Salude tem incentivado a formagédo das Parcerias para o Desenvolvimento
Produtivo (PDP) envolvendo laboratdrios publicos e privados. Dentre os produtos que
receberam o interesse de empresas, destacam-se o adalimumabe, o infliximabe e o
rituximabe, anticorpos usados no tratamento de artrite reumatoide (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015).

As células de mamiferos recombinantes representam o principal sistema de
producdo de biofarmacos, devido a sua capacidade em realizar a correta sintese,
enovelamento e as modificagcdes pds-traducionais que conferem atividade bioldgica a
proteina de interesse (AL-RUBEAI, 2015). As terapias com anticorpos exigem a
aplicacdo de altas doses por um longo periodo de tratamento, uma demanda que tem

sido atendida pela industria biofarmacéutica com a instalagdo de biorreatores com



capacidade de milhares de litros operando geralmente em batelada alimentada
(GAUGHAN, 2015).

A partir da selecdo de linhagens altamente produtivas e com o avango das
tecnologias de producdo na fase de upstream, que incluem melhorias na composicéo de
meios e no controle de processos, a concentragcdo do produto de interesse obtida em
bioprocessos com células animais alcangou valores na ordem de gramas por litro, mais
de 100 vezes superior em relacdo aos processos desenvolvidos na década de 80, e
comparavel a sistemas de producdo baseados em bactérias e leveduras (WURM, 2004;
LI et al., 2010; JOSTOCK, 2011). A batelada alimentada e a perfusdo sdo as
modalidades que podem fornecer as maiores produtividades na operacdo de biorreatores
para a producdo de mAbs, cuja produtividade volumétrica é superior em relagdo a
batelada simples (CHICO et al., 2008; GAUGHAN, 2015). A despeito das vantagens de
cada modo de operagdo em relacdo a complexidade de operacdo e & manutencdo de
condigdes favoraveis & producdo em estado estacionario, a estratégia e a composicao do
meio de alimentacdo devem ser estudadas para cada processo, a fim de garantir o
suprimento de nutrientes, minimizar a formacdo de metabélitos secundarios toxicos e
fornecer o produto de interesse em elevada concentracdo (FIKE, 2009). A perfusédo com
alimentacdo controlada (controlled-fed perfusion) consiste em reduzir as taxas de
diluicdo aplicadas a uma perfusdo por meio da alimentagdo com uma solucdo
concentrada dos nutrientes mais consumidos pelas células, de modo a manter uma
elevada produtividade volumétrica, prover o produto em uma forma mais concentrada
para as etapas de purificacdo e reduzir os custos relativos a producéo e estocagem de
grandes volumes de meio e de perfundido (YANG et al., 2000; CHOTTEAU, 2015).

No presente trabalho, foram avaliadas estratégias de alimentagdo com meios
concentrados para um processo de cultivo em perfusdo da linhagem CHO DP-12
produtora de um anticorpo monoclonal anti-IL-8 recombinante. Para comparar as
estratégias de alimentagdo entre o meio de cultivo basal e um meio concentrado, ambos
isentos de componentes de origem animal, foram inicialmente realizados experimentos
em pseudoperfusdo (processo semicontinuo ou intermitente). Foram avaliados o perfil
de crescimento celular, o consumo de nutrientes, a formacdo de metabdlitos e a
produtividade. Posteriormente, algumas estratégias utilizando meio concentrado foram
avaliadas em um biorreator em escala de bancada, utilizando um sedimentador inclinado

como equipamento de retencdo de células. Este trabalho inaugurou a linha de pesquisa



de producdo de anticorpos monoclonais no Laboratério de Engenharia de Cultivos
Celulares (LECC), do Programa de Engenharia Quimica da COPPE, Universidade
Federal do Rio de Janeiro.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Anticorpos

Anticorpos sdo glicoproteinas do grupo das imunoglobulinas presentes na
circulacdo, tecidos e mucosas, secretadas por linfocitos B diferenciados em resposta a
exposicao a estruturas estranhas ao organismo, conhecidas como antigenos (ROQUE et
al., 2004; ABBAS et al., 2008; MURPHY et al., 2010). A estrutura molecular confere
duas fungbes ao anticorpo: o reconhecimento do agente patogénico que induziu a
resposta imune, por meio de uma ligacdo especifica ao antigeno; e o recrutamento de
outras células e moléculas que vao destruir o patdgeno ao qual o anticorpo se ligou,
conhecido como funcdo efetora (MURPHY et al., 2010)

A representacdo esquematica tipica de uma imunoglobulina da classe G (IgG)
assume a forma da letra Y (Figura 2.1). A molécula, com massa de aproximadamente
150 kDa, é composta de duas cadeias pesadas idénticas Cy (heavy chain), cada uma
com 50 kDa, e duas cadeias leves idénticas C, (light chain), com 25 kDa cada.
Ligac@es dissulfidricas unem ambas as cadeias pesadas, assim como cada cadeia pesada
a uma cadeia leve (Figura 2.1c). Cada cadeia consiste em uma série de dominios de
imunoglobulina, sequéncias similares, compactadas, com cerca de 110 aminoacidos de
comprimento. A cadeia leve possui dois dominios: o variavel (V.), correspondente a
porcdo aminoterminal da cadeia, e o constante (C.). A cadeia pesada contém quatro
dominios, sendo a por¢do aminoterminal do tipo variavel (Vy), e as demais do tipo
constante, designadas como Cyi, Cyz € Cus (Figura 2.1a). Juntos, os dominios variaveis
de ambas as cadeias compdem a regido varidvel do anticorpo (Figura 2.1b), onde ocorre
a ligacdo ao antigeno. Os demais dominios correspondem a regido constante, que é
glicosilada, e confere a fungdo de elicitar as células de defesa do sistema imune.
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Figura 2.1. Representa¢@es de um anticorpo tipico IgG, na forma da letra Y. a) Composicdo das quatro
cadeias e seus dominios de imunoglobulina varidveis (V. e Vy) e constantes (Cp, Cui, Cho € Chg),
unidas por meio de pontes dissulfidricas; b) Molécula de anticorpo apresentando as cadeias pesadas
(verde), as cadeias leves (amarelo), a regido constante (sombreado em azul) e a regido variavel
(sombreado em rosa). c) As regides determinantes de complementaridade (CDR), que conferem a
especificidade na ligacdo anticorpo-antigeno. Figuras a) e b) adaptadas de MURPHY et al. (2010). Figura
c) adaptada de TAMASHIRO e AUGUSTO (2008).

A especificidade na ligacdo do anticorpo a um antigeno particular é conferida
por regides hipervaridveis presentes nos dominios variaveis do anticorpo, conhecidas
como regides determinantes de complementaridade ou CDRs (Figura 2.1c). Ha trés
CDRs para cada cadeia, sendo que, nas cadeias pesadas, elas compreendem os residuos
de amino&cidos da posi¢do 30 a 36, 49 a 65 e 95 a 103, enquanto que, nas cadeias leves,
elas correspondem aos trechos entre os aminoacidos 28 a 35, 49 a 59 e 92 a 103. A
combinacdo das CDRs de ambos os dominios V| e Vy determina a especificidade
antigénica final (MURPHY et al., 2010).

Os isotipos das cadeias leves podem ser do tipo k ou A, que se diferenciam por
suas regides constantes. Uma molécula de anticorpo pode ter duas cadeias leve tipo k
ou duas tipo A, mas ndo uma de cada tipo (ABBAS et al., 2008). As regides constantes
das cadeias pesadas, também designadas por letras gregas, assumem um numero
limitado de formas, o que confere a classificagdo das imunoglobulinas nas classes 1gG



(1), 19A (o), 1gM (p), 1gD (0) e IgE (g), conforme mostrado na Figura 2.2. Anticorpos
do tipo I1gG, IgD e IgE sdo monoméricos, enquanto que IgA apresenta a forma dimérica
em secrecbes como lagrima e saliva, totalizando quatro sitios de ligacdo. IgM é
composto de cinco unidades monoméricas, possuindo 10 sitios de ligacdo. Em
humanos, 1gG € a imunoglobulina mais abundante e apresenta-se nas subclasses 1gG1,
19G2, IgG3 e IgG4 (MURPHY et al., 2010).
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Figura 2.2. As cinco classes de imunoglobulinas. Os dominios das cadeias leves estdo apresentados nas
cores vermelho e roxo, e os das cadeias pesadas, em verde e azul. Os simbolos em laranja correspondem
as N-glicanas, e em amarelo, as O-glicanas. Adaptado de SPEARMAN et al. (2011).

Enzimas proteoliticas sdo empregadas para caracterizar a estrutura e a fungdo
dos segmentos das cadeias polipeptidicas dos anticorpos. Na presenca de uma protease
chamada papaina, o anticorpo é separado em trés fragmentos. Dois fragmentos
idénticos, denominados fragmentos F4, (fragment antigen binding), possuem a atividade
de ligacdo ao antigeno, pois correspondem aos bracos da molécula formados pelas
cadeias leves completas pareadas com os dominios Vy e Cy; da cadeia pesada. O
fragmento F. (fragment crystallizable), que compreende os dominios constantes Cy, €
Cus de ambas as cadeias pesadas unidas pelas ligagdes dissulfidricas da regido da
dobradica, corresponde a regido do anticorpo reconhecida pelas células efetoras do
sistema imune, sendo também responsavel pela ativacdo do complemento pela via

classica para a destruigdo de micro-organismos (MURPHY et al., 2010).



2.2 Anticorpos monoclonais (mAb)

O conjunto de diferentes anticorpos produzidos por individuos humanos é
extenso, com 10" a 10® moléculas diferentes. Cada linfocito B s6 produz um anticorpo
especifico que reconhece uma Unica regido (epitopo) do antigeno (TAMASHIRO e
AUGUSTO, 2008). Durante a imunizacdo, os linfécitos B que reconhecem o0s
determinantes antigénicos passam a se propagar clonalmente, o que eleva o titulo de

anticorpos provenientes de diferentes clones especificos para aquele antigeno.

Desde o século XIX, cientistas buscavam investigar como o sistema imune era
capaz de produzir tantos tipos diferentes de anticorpo com especificidade Unica.
Entretanto, o isolamento e a purificacdo de anticorpos especificos era um desafio
(MARKS, 2015). Os antissoros obtidos a partir de imunizacdo de animais, apesar de sua
utilidade, dificultam a caracterizagdo dos anticorpos justamente devido a
heterogeneidade das moléculas produzidas, além dos pequenos volumes obtidos e da
falta de padronizacdo na produgéo de lotes (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008;
MURPHY et al., 2010).

A producdo in vitro dos anticorpos monoclonais (mAb), isto €, produzidos por
um unico clone de linfécito B, s6 foi possivel com o advento da tecnologia de
hibridomas em 1975 (KOHLER e MILSTEIN, 1975). Os pesquisadores Georges Kohler
e Cesar Milstein desenvolveram uma técnica para a producdo de hibridomas, células
hibridas obtidas a partir da fusdo de células esplénicas produtoras de anticorpos,
geralmente de um camundongo, com células tumorais denominadas mielomas, também
de origem murina. Os hibridomas assim gerados se proliferam indefinidamente
secretando anticorpos especificos contra o antigeno usado para imunizar o doador das
celulas esplénicas, e sdo selecionados aplicando-se diluigdes seriadas em placas de 96
pogos, que teoricamente resultardo em uma Unica célula por pogo. As colbnias
desenvolvidas séo testadas para verificar se secretam o anticorpo de interesse e, em caso
positivo, sdo expandidas para producdo em massa do anticorpo. Como cada linhagem de
hibridoma descende de uma Unica célula, todas as células de uma linhagem celular de
hibridoma produzem a mesma molécula de anticorpo, chamado, assim, de anticorpo
monoclonal (MURPHY et al., 2010).

A preparacdo de hibridomas é a uma técnica laboriosa. Além disso, o principal

problema da aplicacdo dos anticorpos de origem murina em seres humanos é a sua



imunogenicidade, o que desencadeia uma resposta do tipo HAMA (human anti-murine
antibody), em que as moléculas introduzidas sdo reconhecidas como um antigeno pelo
sistema imune do paciente, sendo rapidamente eliminadas pela circulagéo e reduzindo o
efeito do tratamento (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008). O desenvolvimento da
biologia molecular e o conhecimento acumulado sobre a estrutura dos genes
responsaveis pela codificacdo dos anticorpos permitiram desenvolver moléculas com
caracteristicas mais humanas e com potencial imunogénico reduzido (ROQUE et al.,
2004). As primeiras tentativas consistiram no desenvolvimento dos mAbs quiméricos,
com composi¢cdo humana de 60 a 70%, obtidos pela troca dos segmentos de DNA
correspondentes as regides variaveis de anticorpos humanos por aqueles relativos as
regibes variaveis de um dado anticorpo murino. Apesar do potencial dos anticorpos
quiméricos em promover uma resposta do tipo HACA (human anti-chimeric antibody),
menos intensa em relacdo a HAMA, atualmente eles representam cerca de 20% dos
anticorpos disponiveis no mercado (The Antibody Society, 2015). No inicio da década
de 90, foram estabelecidos protocolos para produzir anticorpos 90 a 95% humanos,
denominados mAbs humanizados, aplicando a recombinagdo génica ou a substituicéo
das regides CDR no gene de um anticorpo humano pelas mesmas obtidas no gene de um
anticorpo murino de especificidade desejada. Esse tipo de anticorpo apresenta em geral
uma perda de afinidade em relacdo aos anticorpos murinos, porém as reacfes adversas
séo menos intensas (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008). Atualmente,
aproximadamente 38% anticorpos aprovados sdao humanizados (The Antibody Society,
2015). Portanto, devido as limitacbes de uso proporcionadas pelos mAbs quiméricos e
humanizados, os anticorpos totalmente humanos apresentam-se como 0s candidatos
mais promissores para a aprovacgéo pelas agéncias reguladoras para uso terapéutico. De
fato, em consulta a lista divulgada pela The Antibody Society, cerca de 40% dos mAbs
aprovados ou em processo de revisdo pelas agéncias regulatérias correspondem a
anticorpos humanos. A producdo de hibridomas a partir de células humanas ndo se
apresenta como uma alternativa viavel, tanto do ponto de vista ético quanto técnico,
devido a dificuldade de obtencédo de linfocitos B humanos contra o antigeno desejado, a
baixa estabilidade dos mielomas humanos em cultivo in vitro e dos hibridomas obtidos
e ao risco de contaminacgdo por virus e prions (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008). A
exemplo dos mAbs quiméricos e humanizados, as ferramentas de DNA recombinante
também podem ser empregadas para introduzir genes de anticorpos humanos em outros
organismos (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008; JOSTOCK, 2011). Uma possibilidade

8



é a producdo de camundongos transgénicos knock-out, modificados de forma a secretar
somente anticorpos humanos, para entdo extrair suas células esplénicas para a producéao

de hibridomas.

2.2.1 Mercado dos mAbs

Os anticorpos monoclonais correspondem a classe de biofarmacos que mais
cresce atualmente. Enquanto que no final da década de 80 os mAbs representavam um
pouco mais de 10% dos produtos bioldgicos aprovados, durante o periodo entre 2010 e
2014 eles corresponderam a 27% das aprovagdes, sem incluir os derivados baseados na
por¢cdo F. (WALSH, 2014). Segundo um levantamento da Evaluate Pharma, o
investimento em pesquisa e desenvolvimento de novos biofarmacos atingiu a cifra de
US$ 419 bilhdes em 2013. Dentre os 20 projetos de P&D de maior valor, nove
correspondem ao desenvolvimento de drogas baseadas em mAbs. Nivolumabe (Bristol-
Myers Squibb) e pembrolizumabe MK-3475 (Merck & Co.), desenvolvidos para o
tratamento de cancer com agdo sobre o mecanismo de morte apoptética PD-1, assumem
0 primeiro e o segundo lugar, com os respectivos valores de US$ 23,2 bilhdes e
US$ 16,7 bilhdes (EvaluateGroup, 2014).

Em 2013, sete dos 10 biofarmacos mais vendidos no mundo foram anticorpos
monoclonais e derivados, totalizando um valor de vendas mundiais de US$ 54,2
bilhdes. Humira (adalimumabe/ AbbVie & Esai) e Enbrel (etanercept/Amgen, Pfizer &
Takeda) assumiram a primeira (US$ 11 bilhdes) e a segunda posi¢do (US$ 8,76 bilhdes)
entre os top ten de vendas, respectivamente. Em termos de aplicacdo, a maioria dos
anticorpos e derivados foi comercializada para o tratamento de doencas inflamatorias ou
autoimunes (US$ 41 bilhdes), seguido pelo cancer, com vendas de US$ 26 bilhdes, cifra
esta que equivale a 29% do mercado de produtos oncolégicos (WALSH, 2014).

Entre as principais razbes que justificam o crescimento do mercado de mAbs
estdo a especificidade e a pureza, propriedades-chave que conferem a eficacia aos
anticorpos como agentes terapéuticos. Apesar das inimeras histérias de sucesso no
desenvolvimento de anticorpos, muitos problemas ainda precisam ser superados. Para
desenvolver uma terapia para uma doenga em particular, os cientistas devem primeiro
identificar e isolar o alvo a ser reconhecido, geralmente presente em pequena

quantidade em uma complexa mistura de proteinas, o qual deve ser capaz de elicitar
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uma resposta imune (McDONNEL, 2015). Recentemente, as ferramentas &micas
(genbmica, protedmica etc.) tém auxiliado a compreender melhor os mecanismos

relacionados a modulacéo de doencas em &mbito molecular (ECKER et al., 2015).

Do ponto de vista industrial, os anticorpos podem ser facilmente incorporados
em plataformas de producédo de biofdrmacos previamente estabelecidas. Além disso, 0s
riscos associados a seguranca em testes clinicos s&o menores em relacdo a outros
medicamentos, devido a sua maior tolerancia e a alta especificidade. Diante de todas
essas caracteristicas, os mAbs sdo frequentemente selecionados como o primeiro
candidato para ensaios clinicos que avaliam novas abordagens de tratamento, o que lhes
confere uma vantagem do tipo first-to-market em caso de sucesso (ECKER et al.,
2015).

2.2.2  Aplicagdo dos mAbs

Os mADbs constituem uma opcao para o tratamento de pelo menos 50 doengas,
incluindo cancer, desordens autoimunes, problemas cardiovasculares, anemia e doencas
infecciosas (MELLADO e CASTILHO, 2008; MARKS, 2015).

No tratamento de tumores, 0 mecanismo de agdo da maioria dos anticorpos
consiste no reconhecimento e na ligacao especifica a receptores da superficie das células
cancerosas, 0 que mantém a integridade das células sadias e reduz os efeitos colaterais
nos pacientes em comparagdo a terapias agressivas como a quimio e a radioterapia
(MARKS, 2015). No caso de doencas autoimunes, em que O organismo reconhece
elementos proprios como agentes estranhos, a abordagem mais comum é desenvolver
anticorpos que se ligam a superficie dos linfocitos responséaveis pela resposta imune
exacerbada (MELLADO e CASTILHO, 2008).

Os mAbs sdo os componentes-chave de inimeros ensaios de diagnostico in vivo
e in vitro, como testes de gravidez e ensaios de deteccdo e quantificagdo de metabdlitos
e de moléculas especificas relativas a uma determinada doenca. S&o rotineiramente
usados na determinagdo de tipo sanguineo e em exames de deteccdo de doengas
infecciosas como hepatite B e AIDS, o que garante a seguranca em transfusdes
sanguineas e em transplantes de 6rgdos. Além da area da saude, outras atividades sdo
contempladas pela aplicagdo de anticorpos, como por exemplo na agricultura, na
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identificacdo de virus em plantas e em rebanhos animais; na industria alimenticia, na
deteccdo de salmonela; e na pesquisa cientifica, com o0 uso consagrado em
imunoensaios (MARKS, 2015).

O desenvolvimento de produtos baseados em anticorpos, como os ADC
(antibody-drug conjugates), fragmentos, anticorpos biespecificos e mesmo o0s
anticorpos policlonais recombinantes sdo alguns exemplos de aplicagdes inovadoras dos
mAbs. As modificagOes realizadas na estrutura dos anticorpos buscam, entre outros
objetivos, aumentar a funcdo efetora promovida pela por¢cdo F. por meio da
glicoengenharia ou substituicdo de aminoacidos especificos, permitir a penetracdo em
tumores solidos ou em locais de dificil acesso aos anticorpos inteiros, e a imobilizagéo
do antigeno pela ligacdo simultdnea em diversos epitopos, reduzindo os riscos de
fracasso da terapia com anticorpos (ROQUE et al., 2004; TAMASHIRO e AUGUSTO,
2008; WALSH, 2014).

A Tabela 2.1 apresenta um levantamento dos produtos baseados em anticorpos
monoclonais para fins terapéuticos aprovados ou em processo de revisdo pelas agéncias
reguladoras dos Estados Unidos (Food and Drug Administration - FDA) e da Europa
(European Medicines Agency - EMA). O nome ndo comercial dos anticorpos
monoclonais termina com o sufixo -mab (-mabe, na lingua portuguesa), precedido por
designacdes (morfemas) relativas ao organismo de origem, estrutura e alvo (BioAtla,
2014). Os anticorpos de origem murina recebem o morfema o antes de -mabe (por
exemplo, besilesomabe, muromomabe); os quiméricos, o morfema Xxi (abciximabe,
rituximabe); os humanizados, o morfema zu (daclizumabe, trastuzumabe); e os

humanos, o0 morfema u (belimumabe, adalimumabe).
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Tabela 2.1. Produtos baseados em mAbs aprovados para uso terapéutico pelo FDA e EMA, ordenados por cronologia de aprovagdo. Atualizacdo: mar¢o de 2016. Adaptado:

ACTIP (2013); WALSH (2014); The Antibody Society (2015). NA — n&o aprovado

Nome Nome . Empresa Forma Linhagem Alvo Indicacgéo Ano de aprovagéo
comercial produtora
EUA
(FDA) UE (EMA)
Blinatumomabe | Blincyto Amgen mADb biespecifico CHO CD3/CD19* | Leucemia 2015 2015
murino
Secukinumabe | Cosentyx Novartis IgG1 humano CHO IL-17° Psoriase 2015 2015
Pembrolizumabe | Keytruda Merck 1gG4 humanizado CHO PD-1° Melanoma 2015 2015
Mepolizumabe | Nucala GSK IgG1 humanizado CHO IL-5 Asma 2015 2015
Nivolumabe Opdivo Bristol-Myers 1gG4 humano CHO PD-1 Melanoma 2015 2015
Squibb
Alirocumabe Praluent Sanofi-Aventis IgG1 humano CHO PCSK9’ Hipercolesterolemia | 2015 2015
Idarucizumabe | Praxbind Boehringer Fa (1gG1) CHO Dabigatran | Efeito reversoao | 2015 2015
Ingelheim humanizado dabigatran (anti-
coagulante)
Evolocumabe Repatha Amgen IgG2 humano CHO PCSK9 Hipercolesterolemia | 2015 2015
Dinutuximabe Unituxin United Therapeutics | 1gG1 quimérico Sp2/0 GD2° Neuroblastoma 2015 2015
Europe
Ramucirumabe | Cyramza Eli Lilly IgG1 humano NSO VEGF-2' Cancer gastrico 2014 2014
Vedolizumabe | Entyvio Takeda IgG1 humanizado CHO Integrina Colite ulcerativa, | 2014 2014
Pharma/Millennium a4p7 doenca de Crohn
Siltuximabe Sylvant Janssen Biotech IgG1 quimérico CHO IL-6 Doenca de 2014 2014
Castleman
Obinutuzumabe | Gazyva Roche/Genentech 1gG1 humanizado, CHO CD20 Leucemia 2013 2014
(EUA), glicoengenheirada expresso por
Gazyvaro linfocitos B
(UE)
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Nome Nome . Empresa Forma Linhagem Alvo Indicacgéo Ano de aprovagéo
comercial produtora
EUA
(FDA) UE (EMA)
Ado- Kadcyla Roche/Genentech 1gG1 humanizado CHO HER-2° Céancer de mama | 2013 2013
trastuzumabe imunoconjugado
emtansine com citotoxina DM1
Raxibacumabe | Abthrax GSK 1gG 1 humano NSO B. anthracis | Antraz 2012 NA
Pertuzumabe Perjeta Roche/Genentech IgG1 humanizado CHO HER-2 Céancer de mama | 2012 2013
Brentuximabe Adcetris Takeda Pharma 1gG1 quimérico CHO CD30 Linfoma 2011 2012
vedotin imunoconjugado
Belimumabe Benlysta Glaxo Group IgG1 humano NSO BLyS" Lapus 2011 2011
Ipilimumabe Yervoy Bristol-Myers- IgG1 humano CHO CTLA-4' Melanoma 2011 2011
Squibb
Denosumabe Prolia/ Amgen 19gG2 humano CHO RANK-L! Osteoporose 2010 2010
Xgeva
Tocilizumabe RoActemra Roche/Genentech 1gG1 humanizado CHO IL-6R Artrite reumatoide | 2010 2009
(UE),
Actemra
(EUA)
Besilesomabe Scintimun CIS Bio International | IgG1 murino hibridoma | NCA-95 Diagndstico invivo | NA 2010
de locais de
inflamac&o/infec¢do
Ofatumumabe Arzerra Novartis/Genmab IgG1 humano NSO CD20 Leucemia 2009 2010
Canakinumabe | llaris Novartis/Regeneron | 1gG1 humano Sp2/0 IL-1B CAPS' 2009 2009
Golimumabe Simponi Janssen Biotech IgG1 humano Sp2/0 TNF-o." Artrite reumatoide | 2009 2009
e psoridtica,
espondilite
anquilosante
Ustekinumabe | Stelara Janssen Biotech IgG1 humano Sp2/0 IL-12/23 Psoriase 2009 2009
Certolizumabe Cimzia UCB Pharma F., humanizado E. coli TNF-a Artrite reumatoide | 2008 2009
pegol peguilado
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Nome

Linhagem

Nome . Empresa Forma Alvo Indicagéo Ano de aprovagéo
comercial produtora
EUA
(FDA) UE (EMA)
Catumaxomabe | Removab Neovii Biotech MAD biespecifico de | Hibridoma | EpCAM/CD | Ascite maligna NA 2009
rato/camundongo 3
Eculizumabe Soliris Alexion 19G2/4 humanizado | NSO Proteina de Hemoglobindria 2007 2007
complemento | paroxistica
C5 noturna
Ranibizumabe Lucentis Roche/Genentech 19G1 Fy E. coli VEGF-A Degeneracéo 2006 2007
humanizado macular
Panitumumabe | Vectibix Amgen/Abgenix IgG2 humano CHO hEGFR" Cancer colorretal | 2006 2007
Natalizumabe Tysabri Biogen Idec 19G4 humanizado Mieloma Integrina o- | Esclerose multipla | 2004 2006
murino 4
Bevacizumabe | Avastin Roche/Genentech 1gG1 humanizado CHO VEGF Cancer colorretal | 2004 2005
Cetuximabe Erbitux Merck/BMS/Lilly/ lgGlquimérico Sp2/0 EGF Cancer colorretal | 2004 2004
Imclone
Systems
Omalizumabe Xolair Novartis IgG1 humanizado CHO IgE Asma 2003 2005
Ibritumomabe Zevalin Spectrum IgG1 murino CHO CD20 Linfoma de ndo- 2002 2004
tiuxetan Pharmaceuticals Hodgkin
Adalimumabe Humira AbbVie IgG1 humano CHO TNF Avrtrite reumatoide | 2002 2003
Alemtuzumabe | Lemtrada Genzyme IgG1 humanizado CHO CD52 Esclerose maltipla | 2013 2013
(UE),
Campath
(EUA)
Trastuzumabe Herceptin Roche/Genentech 1gG1 humanizado CHO HER-2 Céancer de mama | 1998 2000
Infliximabe Remicade Janssen Biotech IgGlquimérico Sp2/0 TNF Doenga de Crohn | 1998 1999
Palivizumabe Synagis Medimmune/AbbVie | 1gG1 humanizado NSO RSV° Infeccéo 1998 1999
/AstraZeneca respiratoria
Basiliximabe Simulect Novartis lgGlquimérico NSO IL-2R Rejeigédo a rim 1998 1998
transplantado
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Nome Nome . Empresa Forma Linhagem Alvo Indicacgéo Ano de aprovagéo
comercial produtora
EUA
(FDA) UE (EMA)
Daclizumabe Zenapax; Roche IgG1 humanizado NSO Receptor de | Rejeicdo a rim 1997 1999 (em
Zinbryta IL-2 transplantado (em revisdo)
revisdo)
Rituximabe MabThera Roche/Biogen-ldec lgGlquimérico CHO CD20 Linfoma de né&o- 1997 1998
(UE), Hodgkin
Rituxan
(EUA)
Sulesomabe LeukoScan Immunomedics Fa murino Sp2/0 NCA90 Diagndstico por NA 1997
imagem de
osteomielite
Capromab ProstaScint EUSA IgG murino Hibridoma | PSMAP Diagnostico de 1996 NA
pendetide Pharma/Cytogen cancer de prostata
Abciximabe ReoPro Janssen Biologics Fa 1gG1 quimérico | Sp2/0 Receptores | Prevengéo de 1993 NA
GPIIb/1la coagulos

8CD - cluster of differentiation

BIL — interleukin

°PD - programmed death
4pCSK9 - proprotein convertase subtilisin/kexin type 9

®GD2 - disialoganglioside’vEGF — vascular endothelial growth factor

9HER-2 — human epidermal growth factor receptor 2
"BLyS - B-lymphocyte stimulator
'CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
JRANK-L - receptor activator for nuclear factor k B ligand
KNCA - nonspecific crossreacting antigen-95

'CAPS - cryopyrin-associated periodic syndromes

™TNF — tumor necrosis factor
"hEGFR - human epidermal growth factor receptor
°RSV - respiratory syncytial virus
PPSMA - prostrate-specific membrane antigen
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2.3 Producdo de mAbs por cultivo de células animais

As terapias com anticorpos podem exigir a aplicacdo frequente e prolongada de
altas doses de produto no paciente (GAUGHAN, 2015). Algumas indicagdes demandam
a producdo de até centenas de quilogramas de produto por ano (HAN et al., 2011), o

que, em comparagdo com outros biofarmacos, é significativo.

Logo apds o desenvolvimento da tecnologia dos hibridomas, o que permitiu
selecionar os clones produtores de anticorpos especificos, a producdo em massa de
anticorpos consistia na injecdo dos hibridomas na cavidade intraperitoneal de
camundongos, de forma a produzir tumores asciticos contendo uma concentracdo
superior a 10 g/L de mADb de elevada pureza. Entretanto, o sofrimento imposto aos
animais e o risco de contaminacdo do produto com substancias exdgenas ao paciente
justificaram a busca por métodos in vitro como alternativas de producédo
(FALKENBERG, 1998; TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008). Conforme apresentado na
Tabela 2.1, a grande maioria dos mAbs atualmente aprovados para fins terapéuticos séo
produzidos in vitro por células de mamiferos recombinantes adaptadas ao crescimento
em suspensado e cultivadas em biorreatores de grande escala (WURM, 2004; JOSTOCK,
2011; AL-RUBEAI, 2015; GAUGHAN, 2015).

As tecnologias desenvolvidas para a producdo de proteinas terapéuticas tém
como objetivos principais minimizar o tempo de fabricacdo do insumo para a realizagéo
dos ensaios clinicos (necessarios para aprovagdo de um novo produto no mercado) e,
ap6s sua aprovacdo, prover a quantidade suficiente para atender as demandas do
mercado a um custo aceitavel por dose (BIRCH e RACHER, 2006). O desenvolvimento
de um processo de producdo in vitro de um mADb exige a selecdo e o estudo de um
sistema de expressdo, de um bioprocesso que viabilize a secrecdo da proteina de
interesse, de técnicas de purificacdo e de concentracdo do produto e de métodos
analiticos para a determinacdo da pureza final (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008). O
estabelecimento de uma plataforma de producdo baseada em células animais inicia-se
com o desenvolvimento e a selecdo de linhagens recombinantes altamente produtivas,
seguida pela otimizacdo do processo e do meio de cultivo em sistemas de pequena
escala, como placas de 96 pocos e frascos agitados. As condi¢Ges mais promissoras séo
testadas em biorreatores de bancada, equipamentos que permitem o monitoramento e

controle de pardmetros como pH, temperatura, aeragéo e agitacdo. O escalonamento do
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processo é entdo avaliado utilizando-se biorreatores de maiores volumes. Durante essa
etapa, em geral busca-se cumprir os requisitos das boas préaticas de fabricacdo e a
demanda de material para os ensaios pré-clinicos (GAUGHAN, 2015).

Os recentes avancos na selecdo das linhagens celulares, na composi¢do dos
meios de cultivo e na operacdo dos biorreatores (ou seja, nas etapas de processamento
upstream) conduziram ao alcance de concentragdes de anticorpos na faixa 2 a 10 g/Lem
escala industrial, por meio de processos em batelada alimentada com produtividade
especifica de cerca de 20 pg/cel/d operando por, no minimo, trés semanas € com uma
concentracéo de células viaveis (X,) superior a 20-10° cels/mL (WURM, 2004; BIRCH
e RACHER, 2006). Consequentemente, as etapas de purificagdo (processamento
downstream) passaram a representar um gargalo na producdo, ja que uma eficiente
recuperacdo e os altos indices de pureza sdo determinantes para 0 sucesso de um
biofarmaco (HAN et al., 2011).

A produtividade volumétrica (P,) é um pardmetro que determina as dimensdes
da planta necesséria para atender a capacidade de producdo, definida em funcdo da
demanda anual do mercado pelo produto de interesse Uma vez que a quantidade de
produto a ser obtida depende ndo apenas da capacidade de producdo em biorreatores,
mas também do rendimento das etapas de purificacdo, a industria busca estabelecer os
processos de maior produtividade. De acordo com CHICO et al. (2008), a produtividade

volumeétrica é definida por (Equagéo 1):

Py Vg [ X,dt
P, = =
tproc 4 tproc |4

(1

em que:
Pac — massa de produto acumulada ao longo do processo;

toroc — tempo de processo (inclui o tempo de preparo do reator, de crescimento e

de producéo);
V —volume;
dp — produtividade especifica;

Xy —concentracdo de células viaveis.
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Como pode ser observado na Equagdo 1, P, € uma varidvel dependente de X, e
de g,. Portanto, muitas das estratégias adotadas para elevar P, baseiam-se ou em obter
cultivos de alta densidade celular, ou em selecionar clones com elevada produtividade
especifica gp, ou ambos os parametros (CHU e ROBINSON, 2001; CHICO et al.,
2008). Cultivos de linhagens altamente produtivas em elevada concentragdo celular
operando em perfusdo podem ser eventualmente associados a condigdes operacionais
que, apesar da menor taxa de crescimento, aumentam d,, como reducéo da temperatura
(CHUPPA et al., 1997; LAGES, 2015), adicdo de acidos graxos (OH et al., 1993;
LAGES, 2015), aumento da osmolalidade (OZTURK e PALSSON, 1991a), entre
outros. O impacto da magnitude de P, na capacidade de producdo € evidente ao se
observar a Figura 2.3, em que a demanda pelo produto pode ser atendida por volumes

de reator com ordens de grandeza bastante distintos.
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Figura 2.3. Relacdo entre producdo anual e volume para diferentes niveis de produtividade volumétrica.
Adaptado: CHICO et al. (2008).

2.3.1 Linhagens para producgdo de mAbs

As células de mamifero mais utilizadas na produgdo de anticorpos
recombinantes séo CHO (Chinese hamster ovary) e as linhagens de mieloma murino
NSO e Sp2/0. Qutros tipos, como os hibridomas, BHK (baby hamster kidney), HEK-293
(human embryonic kidney) e a linhagem PER.C6, derivada da retina humana, também
tém sido empregados (GAUGHAN, 2015). Entretanto, a linhagem CHO é a mais
utilizada, correspondendo a aproximadamente 35% dos sistemas de expressdo dos
biofarmacos aprovados no periodo de 2010-2014 (WALSH, 2014). Os principais
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motivos para o emprego das células CHO sdo o rapido crescimento, a facilidade de
transfeccdo do gene de interesse, a rdpida adaptacdo ao crescimento em suspensdo em
meios isentos de soro animal, e a realizacdo de modificacBes pds-traducionais, em
especial a glicosilacdo, semelhantes ao padrdo humano, além de serem mais seguras
frente a propagacdo de agentes adventicios eventualmente patogénicos a seres humanos
(KUMAR et al., 2007; JAYAPAL et al., 2007; KIM et al., 2012). As linhagens de CHO
produtoras de mAbs mais empregadas sdo: i) derivadas de CHO-K1, originalmente
estabelecida em 1957 por Puck e colaboradores (PUCK et al., 1958); ii) derivadas de
CHO-DUXB11 e CHO-DG44, mutantes derivadas de CHO-K1, cujos clones produtores
sdo selecionados mediante a amplificagdo do gene da diidrofolato redutase (DHFR)
presente no vetor de expressao; iii) derivadas de CHO-K1SV, baseadas na amplificacdo
génica por meio da glutamina sintetase (GS) (BIRCH e RACHER, 2006; GAUGHAN,
2015; FISCHER et al., 2015).

2.3.2 Cultivo em biorreatores de tanque agitado

Os biorreatores do tipo tanque agitado (ou stirred tank reactor - STR) para o
cultivo de células animais em suspensdo ou aderidas em microcarreadores sdo o0 sistema
mais popular de producdo de mAbs na indlstria biofarmacéutica (KUYSTERMANS e
AL-RUBEAI, 2011). No inicio de uso dos biorreatores, houve muitos relatos de queda
de viabilidade celular, supostamente relacionados aos efeitos deletérios da agitacdo
sobre as frageis células animais (CHICO et al., 2008). Entretanto, estudos tém
demonstrado que o efeito provocado pela explosdo de microbolhas de gases é mais
danoso as células do que as tensdes de cisalhamento relativas ao regime turbulento
proporcionado pela agitacdo (NIENOW, 2006). Além disso, a agitacdo € um parametro
critico para cultivos de alta concentragdo celular, devido as maiores dificuldades em se
manter a homogeneidade nesse tipo de sistema (OZTURK, 1996).

Os tanques de aco inoxidavel com qualidade farmacéutica (AISI 316L) sdo
bastante utilizados devido a capacidade de acomodar grandes volumes e a facilidade de
limpeza e de esterilizacdo. O uso dos biorreatores com bolsas descartaveis (single-use
bioreactors — SUB) tem se popularizado em anos recentes por questdes relativas a

reducdo de custo capital, menores periodos de turn-around para limpeza e carregamento
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dos reatores, e flexibilidade para conduzir diferentes processos de produgdo em uma
mesma planta (KUYSTERMANS e AL-RUBEAI, 2011; GAUGHAN, 2015).

Os reatores STR devem proporcionar um ambiente em que gradientes de pH, de
oxigénio dissolvido (DO), de temperatura e de concentracdo de nutrientes sdo
minimizados, de forma a evitar a morte das células e a garantir a sua viabilidade ao
longo do cultivo. O uso de impelidores, preferencialmente com grande &rea de contato
(NIENOW, 2006), associado a injegdo de uma corrente de gases normalmente composta
por ar, oxigénio puro e dioxido de carbono (CO3), garante a homogeneiza¢do do meio,
o0 suprimento de oxigénio adequado a demanda das células e o controle do pH. Diversos
estudos realizados na area tém demonstrado a importancia de se avaliar a influéncia dos
parametros de operacdo sobre a quantidade e a qualidade do produto de interesse
(KUYSTERMANS e AL-RUBEAI, 2011). A Figura 2.4 apresenta as principais
caracteristicas da operacdo de biorreatores sob condices monitoradas e controladas, a

fim de se garantir o sucesso do cultivo.

Ruptura de bolhas Entrada de gases

Deplecio de mitrientes (ghitamina, glicose, \
fatores mitogénicos)

Acimmilo de metabdlitos toxicos (amémio.
lactato)

Temperatura subotima

Variagdes de pH

Forcas hidrodindmicas

Alta ou baixa DO

Figura 2.4. Fatores que influenciam na sobrevivéncia das células em biorreator. Adaptado:
KUYSTERMANS e AL-RUBEAI (2011).

2.3.2.1 Nutrientes e metabdlitos

O metabolismo das linhagens imortalizadas cultivadas in vitro é altamente

desregulado comparado ao das células in vivo, apresentando taxas de consumo de
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glicose e de glutamina que excedem as suas necessidades (overflow metabolism), o que
resulta em elevados fluxos nas vias da gliclise e da glutamindlise e consequente

acumulo de subprodutos como lactato, aménio e alanina (AMABLE e BUTLER, 2008).

As células animais requerem uma grande variedade de nutrientes para o
crescimento e a manutencdo. Os meios de cultivo livres de soro contém tipicamente
fontes de carbono, aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos, agentes tamponantes e
outros componentes como fatores de crescimento e metais em quantidade-traco (XIE e
ZHOU, 2006).

A glicose tem um papel fundamental no metabolismo celular, pois é a fonte
priméria para a producdo de compostos energéticos e precursores para a sintese de
biomassa. A concentragdo normalmente presente nos meios de cultivo varia entre 5 e
25 mM (0,9-4,5 g/L), e pode chegar a 56 mM (10 g/L) (MORAES et al.,, 2008). Um
fendmeno bastante observado em cultivos in vitro de células de mamiferos € a glicélise
aerObia ou “efeito Warburg”, no qual a glicose é preferencialmente convertida em
lactato, mesmo em concentragdes ndo limitantes de oxigénio. Apesar do menor
rendimento energético, a reducdo do piruvato a lactato pela lactato desidrogenase
(LDH) proporciona uma regeneragido de NAD" (nicotinamida adenina dinucleotideo)
mais rapida em relacdo a entrada do piruvato no ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA)
e a regeneracdo via fosforilacdo oxidativa na mitocondria (WAHRHEIT, 2014). Esse
mecanismo seria uma maneira de células altamente proliferativas maximizarem o seu
crescimento na presenca de nutrientes em excesso. Entretanto, o lactato, em
determinadas concentrages, inibe o crescimento celular devido a alterages do pH e ao
aumento da osmolalidade do meio (OZTURK et al., 1992; LAO e TOTH, 1997,
CRUZ et al., 2000). O lactato também ¢é um subproduto do metabolismo da glutamina,
especialmente quando a glicose encontra-se em condigfes limitantes (XIE e ZHOU,
2006). Para diversas linhagens celulares, foi observado que a quantidade de glicose
consumida pelas células, e consequentemente de lactato formado, esta diretamente
relacionada a concentragdo de glicose presente no meio (XIE e ZHOU, 2006). Uma vez
que a taxa de consumo de glicose geralmente é superior a demanda das células, sugere-
se adicionar esse substrato durante o cultivo (o que corresponde ao principio da batelada
alimentada, descrita no item 2.3.4), de modo a limitar o acumulo de lactato no meio
(AMABLE e BUTLER, 2008). Além disso, a concentracdo de glicose pode afetar a
concentracdo de células vidveis e a produtividade (AMABLE e BUTLER, 2008). Para
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diferentes concentragdes iniciais de glicose em ensaios em batelada com células CHO
produtoras de eritropoetina (EPO), SUN e ZHANG (2001) observaram que a
concentracdo final de EPO obtida aumentou quando a glicose aumentou de 8,9 para
17,9 mM, assim como o rendimento de lactato em relacdo a glicose também se elevou.
Entretanto, a concentracdo da proteina de interesse diminuiu a medida que a glicose
aumentou de 17,9 para 49,6 mM, ao passo que o rendimento de lactato permaneceu

constante para esse intervalo.

A glutamina é um aminoécido precursor para a sintese de outros aminoacidos e
nucleotideos, além de exercer um papel fundamental como fonte de carbono e de
energia para a formagdo de compostos intermediarios do ciclo dos TCA (AMABLE e
BUTLER, 2008). A glutamina € normalmente adicionada ao meio em concentracdes
entre 1 e 5 mM (MORAES et al., 2008). A ambénia é o principal subproduto do
metabolismo da glutamina, oriunda tanto da reagdo de glutaminase (formagdo de
glutamato) quanto da degradacdo ndo-enzimatica da glutamina em &cido pirrolidina
carboxilico. A amb6nia também inibe o crescimento celular, porém o seu efeito toxico se
torna evidente ja em concentracdes cerca de dez vezes menores em relagdo ao lactato
(CRUZ et al., 2000). Valores tipicos de concentragdo de aménia na producdo de mAbs
encontram-se na faixa de 2-10 mM, enquanto que, para o lactato, podem variar entre 1
até 300 mM (TAMASHIRO e AUGUSTO, 2008). Além disso, a ambnia afeta o padrdo
de glicosilacdo de proteinas (BORYS et al.,, 1994, YANG e BUTLER, 2002). A
utilizagdo de linhagens CHO-GS, que ndo requerem glutamina presente no meio, é uma
possibilidade para contornar o problema de acimulo de aménia (BIRCH e RACHER,
2006). Da mesma forma que a glicose, quanto maior a concentracdo de glutamina,
maior a taxa especifica de consumo pelas células, e, por conseqiiéncia, maior a
quantidade de amonia formada. Assim, tanto as formulagbes de meio quanto as
estratégias de alimentacdo buscam manter uma concentragdo minima desses
componentes-chave, suficiente para manter a viabilidade celular, aumentar a eficiéncia

de sua utilizagdo e minimizar o acimulo dos metabdlitos toxicos (XIE e ZHOU, 2006).

2.3.2.2 Parametros fisicos

O crescimento celular é afetado geralmente por valores de pH do meio inferiores
a 6,8 e superiores a 7,8, pois as mudancas no pH intracelular alteram a atividade de
enzimas (KUYSTERMANS e AL-RUBEAI, 2011). Em biorreatores, o controle de pH
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normalmente € realizado a partir de um sinal medido por um eletrodo de pH (TONSO,
2008), sendo injetado CO, para acidificar o meio e utilizando-se NaOH ou Na,CO3
para elevar o pH. Segundo OZTURK e PALSSON (1991b), em avaliacdo de diferentes
valores de pH para cultivo em batelada de um hibridoma, a concentragdo méxima de
anticorpo foi obtida em pH 7,2 devido a maior concentragdo celular alcangada, enquanto
que a produtividade especifica de anticorpo (qp) foi duas vezes maior em meio acido
(pH 6,9), 0 que sugere a possibilidade de estabelecer cultivos bifasicos, com a fase
inicial de crescimento em pH neutro, seguida pela fase de produgdo em pH menor.

Na literatura, séo reportados valores para a manutencdo da concentracdo de
oxigénio dissolvido (DO) entre 40 a 60% da saturacdo de ar no meio liquido
(KUYSTERMANS e AL-RUBEAI, 2011) e de 10 a 20% (TAMASHIRO e AUGUSTO,
2008) para a producdo de mAbs. Este, porém, é um fator que depende da linhagem
empregada, das condicdes de cultivo e da fase de crescimento celular. A injecéo forgcada
de gases por borbulhamento direto, apesar de proporcionar a oxigenagao necessaria ao
meio, pode comprometer a integridade das células devido a grande energia dissipada
com o rompimento das bolhas na superficie do liquido (KUNAS e PAPOUTSAKIS,
1990). A adicdo de polimeros, como Pluronic-F68 e metil-celulose, reduz a quantidade
de células aderidas as bolhas sem afetar significativamente a transferéncia de oxigénio.
Entretanto, esses aditivos podem prejudicar as etapas posteriores de purificacdo
(CHICO et al., 2008).

Os valores tipicos de temperatura utilizados na producdo de mAbs variam entre
36,5-37°C, entretanto valores menores (31-34°C) vém sendo aplicados em cultivos
bifasicos, ja que a baixa temperatura promove um aumento na produtividade especifica
(9p), possivelmente devido ao prolongamento da fase G1 do ciclo celular ou ao aumento
na estabilidade do mRNA (KUMAR et al., 2007; KUYSTERMANS e AL-RUBEAI,
2011).

Os sais & base de Na*, K*, Mg®*, Ca**, CI', SO47?, PO,* e HCO3  influenciam a
osmolalidade do meio, uma importante varidvel avaliada no caso de alteracbes da
formulagdo de meios ou em processos que utilizam meios concentrados para
alimentacdo, como a batelada alimentada (BIBILA e ROBINSON, 1995). Os valores de
osmolalidade adequados para cultivo de células animais se situam entre 260 e
320 mOsm/kg (FRESHNEY, 2005). Estudos demonstraram que 0 aumento da

osmolalidade pode promover o aumento em qp, mas ndo necessariamente um aumento
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significativo da concentracdo de produto no meio, uma vez que o estresse hiperosmotico
pode induzir a apoptose ou a necrose celular, reduzindo a concentracdo de células. Por
exemplo, OZTURK e PALSSON (1991a) observaram uma redugdo na taxa especifica
de crescimento celular (1) de 0,040 para 0,024 h™ e um aumento 2,2 vezes na
produtividade especifica de um mAb secretado por um hibridoma cultivado a
435 mOsm/kg, comparado ao valor padrdo de 290 mOsm/kg. KIM e LEE (2002)
avaliaram um aumento de 2,5 vezes na g, de um anticorpo em células CHO (SH2-0.32-
bcl-2) cultivadas a 522 mOsm/kg em rela¢do ao cultivo em 290 mOsm/kg. Além disso,
foram observados indices de viabilidade acima de 80% mantidos por um periodo maior
para uma linhagem CHO superexpressora da proteina Bcl-2 (uma inibidora da caspase-3
mediadora do processo apoptético) em comparacdo a CHO SH2-0.32-bcl-2, ambas
cultivadas em condicbes hiperosmoéticas. NASSERI et al. (2014) observaram um
aumento de duas vezes em ¢, € na massa total de anticorpo produzida pela linhagem
CHO-DUKXB 11 ao elevar gradualmente a osmolalidade para 450 mOsm/kg em um

processo de batelada alimentada.

2.3.3 Modos de operacéo de biorreatores

A Tabela 2.2 compara as principais caracteristicas dos modos de opera¢do mais
empregados no cultivo de células animais. Os principais fatores levados em
consideragéo na escolha de um dos modos para escala industrial sdo a estabilidade e a
produtividade referentes a linhagem celular selecionada, a quantidade de produto
necessaria para atender a demanda de mercado, a estabilidade do produto a temperatura
de cultivo, a experiéncia técnica prévia das equipes envolvidas na producdo e o

atendimento as exigéncias das agéncias regulatérias (CHICO et al., 2008).
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Tabela 2.2. Comparacéo entre os modos de operacdo de biorreatores utilizados no cultivo de células
animais. Adaptado: FIKE (2009). NA —néo se aplica

Batelada Batelada Quimiostato  Perfusao Perfusdo com
alimentada alimentacéo
controlada
Complexidade  Baixa Baixa Média Alta Alta
do processo
Longevidade da  Dias Dias/semanas Meses Meses Meses
cultura
Concentragéo Baixa- Superior & Baixa Superior & Potencialmente
do produto de média batelada batelada alta
interesse
Concentragéo NA > 1X 1X 1X > 1X
dos nutrientes
na alimentacdo
Volume inicial 100 40-60 100 100 100
de operacéo (%)
Troca de NA NA 1 Igual ou Menor que
volume por dia superioral perfuséo
(vvd)
Concentragéo Alta Alta Baixa Baixa Média
dos metabolitos
secundarios
Volume a Baixo Baixo Alto Alto Meédio
purificar
Operagédo em Néo Néo Sim Sim Sim
condicdes
constantes

E importante mencionar que, no caso dos processos continuos ou alimentados,

diferentes estratégias de alimentacdo utilizando distintas formula¢Ges de suplementos
podem ser adotadas de acordo com a demanda nutricional das células. Por exemplo, se
um suplemento muito concentrado for utilizado como meio de alimentagdo em uma
perfusdo, a baixa taxa de diluicdo empregada pode ser suficiente para fornecer os
nutrientes mais consumidos pelas células. Por outro lado, uma taxa mais baixa para a
remocdo dos metabdlitos toxicos pode impedir a operacdo do processo por periodos
mais longos (FIKE, 2009).

Os modos de operacdo mais empregados na industria para a producdo de mAbs
sdo atualmente a batelada, a batelada alimentada e o processo continuo com retencédo de
células ou perfusio (CHU e ROBINSON, 2001; BIRCH e RACHER, 2006;
GAUGHAN, 2015).

A batelada é a forma mais simples de se operar um reator, na qual todos os
nutrientes sdo adicionados no inicio da corrida, e a proteina de interesse € coletada uma

Unica vez ao final do processo. Apenas a entrada de gases € realizada de modo continuo,
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para garantir o suprimento de oxigénio para as células ao longo da corrida. Muitos
estudos sobre o metabolismo, pardmetros de cultivo, escalonamento e otimizagdo de
meios sdo realizados em batelada, devido a sua simplicidade de operacdo. Uma variante
conhecida como batelada repetida, que consiste em coletas periddicas seguidas pela
adicdo de meio fresco até completar o volume de trabalho, pode melhorar a viabilidade
econdmica do processo, uma vez os periodos de inatividade relativos a limpeza,
esterilizacdo e preparo do biorreator para uma nova corrida séo reduzidos. A
produtividade da batelada é geralmente limitada pela baixa concentracdo celular
alcancada (entre 1 e 4-10° cels/mL, porém dependendo das caracteristicas da linhagem e
do meio utilizado), pelo acimulo de metabdlitos secundarios téxicos e, sobretudo,
devido a heterogeneidade das condicfes reacionais as quais as células sdo submetidas
(CHICO et al., 2008; KUYSTERMANS e AL-RUBEAI, 2011).

Uma possibilidade para aumentar a produtividade da batelada seria reabastecer o
reator com 0s nutrientes mais consumidos pelas células. As tentativas de se utilizar
desde o inicio do cultivo um meio basal concentrado ou fortificado com os nutrientes
mais consumidos pelas células resultaram em um aumento modesto da longevidade das
culturas e rendimentos na producdo de mAbs de duas a oito vezes superior em relacdo
ao meio convencional, segundo BIBILA e ROBINSON (1995). No entanto, a presenca
de uma elevada concentracdo de determinados nutrientes no inicio da corrida pode inibir
o crescimento celular e induzir a formagdo de subprodutos tdxicos. A solugdo, portanto,
seria introduzir os nutrientes gradualmente a medida que estes sdo consumidos pelas

celulas, operacdo que caracteriza a batelada alimentada ou fed-batch.

2.3.4 Batelada alimentada

Este modo de operagéo inicia-se como uma batelada com o volume de trabalho
reduzido, geralmente entre 40 e 60%. Quando as células atingem a fase exponencial de
crescimento e os nutrientes sdo consumidos mais rapidamente, inicia-se a alimentacéo,
que pode ser ou com o meio basal mais concentrado, ou com um meio contendo 0s
nutrientes mais consumidos em maior concentracdo (meio fortificado), ou com
suplementos (cocktails) contendo apenas 0s nutrientes mais consumidos, como a
glicose, a glutamina e os aminoécidos em alta concentragdo. Como consequiéncia, ha o

prolongamento das fases exponencial e estacionaria do processo, 0 que garante a
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obtencdo de maiores concentracdes de células vidveis e de concentracdes de produto
superiores em relacdo a batelada (BIBILA e ROBINSON, 1995; WLASCHIN e HU,
2006).

Em vista da flexibilidade e simplicidade de operagdo, e principalmente por
proporcionar elevadas produtividades, a batelada alimentada foi amplamente adotada a
partir da década de 1990 pela industria biofarmacéutica (BIBILA e ROBINSON, 1995;
XIE e ZHOU, 2006). A batelada alimentada ndo é recomendével para a producdo de
proteinas l&beis a temperatura de cultivo ou sujeitas & acdo de proteases e glicosidases,
devido ao longo tempo de residéncia dentro do biorreator (BIBILA e ROBINSON,
1995; CHICO et al., 2008). Além disso, assim como a batelada, ha o acumulo dos
metabolitos secundarios téxicos, os quais podem inibir o crescimento celular. Uma
maneira de minimizar a formacao desses metabdlitos, em especial o lactato e a amdnia,
é desenvolver estratégias de alimentacdo que limitem a concentragdo de glicose e de
glutamina, respectivamente (LJUNGGREN e HAGGSTROM, 1992; WLASCHIN e
HU, 2006). Outro pardmetro que deve ser avaliado é a osmolalidade, a qual tende a
aumentar com a introducdo de meios mais concentrados e com o acimulo de lactato ao
longo do processo (BIBILA e ROBINSON, 1995).

O regime de alimentacdo pode ser realizado de forma continua ou intermitente,
de acordo com diferentes estratégias que levem em consideracdo a composi¢do do meio
de alimentacdo e a condicédo fisiologica das células. O uso do meio basal concentrado
pode ser adotado como uma estratégia inicial de alimentacdo, por ser uma maneira mais
simples e rapida de se estabelecer o processo de batelada alimentada. Outra
possibilidade, mais laboriosa, € a determinacdo da concentracdo residual dos nutrientes
no meio (conhecida como spent medium analysis), que permite corrigir a taxa e a
composicdo da alimentacdo de forma iterativa, refinando o processo de acordo com as
caracteristicas de producdo da linhagem ao longo do processo (BIBILA e ROBINSON,
1995). Um exemplo é o estudo realizado por XIE e WANG (1994), que desenvolveram
uma estratégia de alimentacdo baseada na equacdo estequiométrica de crescimento de
uma linhagem de hibridoma que garantiu o fornecimento suficiente de nutrientes, além
de reduzir em 26 vezes a taxa especifica de formacdo de lactato (qiac) € em 50 vezes a
taxa especifica de formacdo de aménia (qamm), tendo aumentado em cinco vezes a
concentracdo total de células e em 10 vezes a concentracdo de anticorpo em relacéo a

batelada convencional.
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2.3.5 Perfusao

A perfusdo, ou processo continuo com retencdo de células, consiste em uma
solucdo para mitigar a baixa produtividade volumétrica do quimiostato (processo
continuo simples), pois, neste modo de operacdo, as células permanecem retidas no
biorreator (CHICO et al., 2008). Na perfusdo, sdo estabelecidas uma corrente de
alimentacdo de meio fresco e uma corrente de saida para a remocdo do produto
formado. Diferentemente do quimiostato, na perfusdo ha um equipamento de retencdo
acoplado a saida, do qual duas correntes sdo geradas: a do perfundido (ou sobrenadante
isento ou quase isento de células, contendo o produto de interesse), e a de células
concentradas, que sdo recicladas ao reator (Figura 2.5). Uma vez que se busca trabalhar
com vazdes iguais tanto no somatorio das correntes de entrada quanto no de saida, o
volume de trabalho é mantido constante. A continua renovagdo do meio, quando
acompanhada de uma remocdo pequena e controlada de células, proporciona um
ambiente constante as células, com impactos positivos ao metabolismo celular e a
qualidade do produto (CHOTTEAU, 2015).

Meio + céhlas Sobrenadante livre ou quase

livre de células
Células
A J \ concentradas  Equipamento ¥
para retencdo
de células
Tanque com meio Biorreator Tangue/bolsa de
de alimentacdo coleta de produto

Purga de células

Figura 2.5. Representacdo esquematica de um processo de perfusdo com equipamento de retengdo celular
externo ao reator. Para as correntes ilustradas (entrada, saidas e recirculacdo), geralmente sdo empregadas
bombas peristalticas. Adaptado: CHOTTEAU (2015).

A taxa de diluicdo ou de perfusdo (D), definida pela Equacgédo 2, corresponde ao
namero de trocas de volume do reator por um periodo de tempo, sendo expressa como

wvd (volume de meio por volume de reator por dia) ou d*:
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p="Y, 2)

onde:
Q - vaz&o volumétrica de alimentag&o;
V —volume de trabalho do biorreator.

Além de determinar as vazdes das correntes de entrada e de saida, a taxa de
diluicdo € um importante pardmetro avaliado na producdo de proteinas labeis, pois
quanto maior o valor de D, menor o tempo de residéncia do produto dentro do reator e,
consequentemente, menor o tempo de exposi¢cdo a temperatura de cultivo ou a enzimas

degradadoras presentes no meio reacional.

A presenca do equipamento de retencdo possibilita a aplicacdo de taxas de
diluicdo superiores a taxa especifica méxima de crescimento celular (L), sem que ocorra
o fendmeno de lavagem ou wash-out. Dessa forma, o aumento da vazdo de alimentagéo
confere uma maior disponibilidade de nutrientes as células e, por conseguinte,
possibilita obter uma maior concentracéo de células (CHICO et al., 2008; KOMPALA e
OZTURK, 2006). Entretanto, para estabelecer o estado estacionario, ou ainda prevenir
a sobrecarga dos equipamentos de retencdo, sdo necessarias purgas (cell bleeding)
controladas de meio contendo células (FACCIOTTI, 2001; KONSTANTINOQV et al.,
2006). A vazao de purga de células pode ser determinada a partir do balanco de massa
de células no estado estacionario (Equacéo 3):

dX,
at = MXU - aDva - DBXU =0 (3)

onde:
M - taxa especifica de crescimento;

o - fator de perda de células. O termo aX, corresponde & concentracdo de

células presentes no perfundido;
Dp —taxa de perfusdo;

Dg — taxa de purga ou remog&o controlada de células.
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Em geral, o cultivo é inicialmente operado como uma batelada, com uma
concentracdo inicial de células entre 0,3-0,6-10° cels/mL. Na metade da fase
exponencial de crescimento esperada para um processo gque permanecesse em batelada,
é iniciada a perfusdo, até que a concentracdo celular desejada seja alcancada. Nessa
primeira etapa, de acimulo de células, o crescimento celular € maximizado pela
operacdo do reator nas condi¢fes Otimas para a proliferacdo das células (OZTURK,
1996). A taxa de perfusdo igual a 1 vvd normalmente é adotada, a qual pode suportar
uma concentracdo celular de até 20-10° cels/mL para muitos processos baseados em
células CHO, além de ser um valor conveniente para o ajuste das vazdes de entrada e de
saida do sistema (CHOTTEAU, 2015). Entretanto, taxas de perfusao inferiores a 1 vvd
podem ser aplicadas para menores valores de X,, ou entdo a troca de meio pode ser
iniciada imediatamente ap0s a inocula¢do, no caso de valores iniciais de X, mais
elevados (CHOTTEAU, 2015). Uma vez alcancada a concentracdo de células de
trabalho desejada, os reatores entram na fase de producdo, sendo operados por longos
periodos (em alguns casos, até seis meses) e controlados por meio de remogdo
controlada de células, de forma que X, permaneca constante (OZTURK, 1996).

Do ponto de vista técnico, a perfusdo € um processo mais complexo, pois requer
0 uso de dispositivo de retencdo celular e exige a instalagio e a operagdo de
equipamentos mais sofisticados que garantam a sua operagdo por longos periodos
(KADOURI e SPIER, 1997; CHOTTEAU, 2015). A presenca de correntes de entrada e
de saida pode conferir a perfusdo maior probabilidade de contaminagdo, embora
KADOURI e SPIER (1997) argumentem que 0 encerramento e a preparacdo de
consecutivos ciclos de batelada sdo mais suscetiveis a erros operacionais e,

consequentemente, a contaminagoes.

Dentre as vantagens da perfusdo em relacdo a batelada e a batelada alimentada,
destaca-se a possibilidade de manutencdo do estado estacionério, condicdo em que as
celulas sdo expostas a poucas variagdes ao longo do cultivo. Outra possibilidade
oferecida pela perfusdo é a reducéo do tempo de residéncia do produto dentro do reator,
fato que deve ser levado em consideracdo na producdo de proteinas labeis (BONHAM-
CARTER e SHEVITZ, 2011). Devido aos longos periodos de duplicagdo caracteristicos
de células animais, & mais eficiente manter as células dentro do reator, o que permite
obter cultivos com alta densidade celular, na ordem 10" a 10° cels/mL, e maiores
produtividades volumétricas (KOMPALA e OZTURK, 2006). Essa caracteristica,
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associada a periodos de operagdo mais longos, confere & perfusdo a vantagem de se
trabalhar com sistemas mais compactos, tanto os setores de processamento upstream
guanto downstream, fato que pode reduzir o investimento requerido para uma nova
planta industrial, considerando-se o alto custo dos equipamentos e a infra-estrutura
necessarios para o cultivo de células animais (CHICO et al., 2008). A possibilidade de
se utilizar industrialmente reatores com capacidade entre 250 e 2000 L, faixa
compativel com os equipamentos com bolsas descartaveis atualmente disponiveis, tém
incentivado o uso da perfusdo pela industria biofarmacéutica, embora 0s processos em
batelada alimentada ainda prevalecem na producdo de moléculas estdveis, como 0s
mADbs (CHOTTEAU, 2015; GAUGHAN, 2015).

2.3.5.1 Equipamentos de retencdo

Diversos equipamentos para retencdo celular tém sido utilizados no cultivo de
celulas animais, cuja capacidade de separacdo se baseia na diferenga de tamanho, de
densidade, carga elétrica, constante dielétrica e propriedades de superficie (VOISARD
et al., 2003). Os equipamentos podem ser instalados internamente ou externamente ao
reator, sendo que esta Ultima configuragdo proporciona maior facilidade de troca e um
escalonamento independente ao do reator (CASTILHO e MEDRONHO, 2002).

Um equipamento de retencdo deve idealmente apresentar as seguintes

caracteristicas:

o Uma elevada eficiéncia de retencdo, mesmo quando sdo aplicadas
elevadas taxas de perfuséo;

o Robustez, de modo que o equipamento ndo precise ser trocado durante a

corrida, proporcione facil esterilizacdo e, se for o caso, possibilidade de

reutilizagéo;
. Adaptabilidade para diferentes processos;
. Né&o prejudicar o crescimento celular. Se externo, o tempo de residéncia

no equipamento deve ser o menor possivel, j& que as condi¢cbes ambientais

(temperatura, OD etc.) ndo necessariamente sdo iguais as do biorreator.

Cada equipamento apresenta as suas vantagens e desvantagens de operagéo,
conforme revisado por CASTILHO e MEDRONHO (2002), VOISARD et al.(2003),
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CASTILHO e MEDRONHO (2008) e CASTILHO (2015). Por exemplo, os filtros de
fibra oca sdo bastante utilizados por proporcionarem elevada area de filtragdo, porém a
principal desvantagem é o entupimento progressivo dos poros (fouling) e consequente
interrupgdo da corrida. Para minimizar esse problema, uma possibilidade é aumentar o
fluxo de liquido sobre a membrana, porém, nessas condigdes, as células podem ser
submetidas a altas tensdes de cisalhamento. SHEVITZ (2003) propbs o sistema de
filtracdo tangencial alternante (alternating tangential flow — ATF), no qual um
diafragma acoplado a base do modulo de fibras ocas é sujeito a ciclos de pressurizagao e
de vacuo. O movimento alternado produzido, além de ser controlado de forma a
minimizar as tensdes de cisalhamento, reverte periodicamente a dire¢cdo do escoamento
e promove uma retro lavagem das membranas, o que reduz a probabilidade de

entupimento.

Os sedimentadores gravitacionais estdo entre os equipamentos de mais simples
operacdo, sendo a grande maioria instalada externamente ao reator. H4 dois tipos de
sedimentadores. No primeiro, as células sedimentam em um fluxo vertical contrario a
corrente liquida, de modo que a velocidade de sedimentacdo das células viaveis deve ser
maior do que a velocidade do liquido, o que demanda grandes areas de sedimentacdo. O
segundo tipo de sistema proporciona a sedimentacdo das células entre superficies
inclinadas (lamelas), nas quais as células escorregam para a parte inferior e geram um
fluxo contréario ao de subida do liquido, o que aumenta a eficiéncia de sedimentacdo. Os
parametros tipicos na operacdo dos sedimentadores inclinados séo a largura (5-15 cm) e
0 comprimento (15-40 cm) das lamelas, o espaco entre elas (0,5-0,7 cm) e o angulo de
inclinacdo em relagéo ao eixo vertical (20-30°) (VOISARD et al., 2003).

Os sedimentadores inclinados tém como principais vantagens proporcionar
menores tensbes de cisalhamento sobre as células e separar as células viaveis das
mortas, sendo estas eliminadas preferencialmente pela corrente de perfundido (BATT et
al., 1990). Entretanto, para elevadas taxas de perfusdo, sdo requeridas maiores areas
para separacdo, o que limita a faixa de operacdo desse equipamento em 100 L/d
(VOISARD et al., 2003; CHOTTEAU, 2015). Outras desvantagens sd@o 0s tempos de
residéncia relativamente longos e a tendéncia de as células se aderirem sobre as lamelas.
Para minimizar a adesédo, o recobrimento das lamelas com silicone (BATT et al., 1990)
ou a aplicagdo de vibracdo intermitente (SEARLES et al., 1994) sdo estratégias
comumente empregadas. Trocadores de calor na entrada do sedimentador sdo bastante
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utilizados para resfriar o meio contendo as células, com o objetivo de reduzir correntes
de conveccdo que interfiram na sedimentacdo e de desacelerar o metabolismo celular
durante a circulagéo externa ao biorreator (SEARLES et al., 1994; CHOTTEAU, 2015).

2.3.5.2 Controle e operacao de reatores em perfuséo

Uma vez que a alta concentracdo de células torna a dindmica de resposta da
perfusdo mais rapida, o sistema de controle dos pardmetros deve promover um
monitoramento confidvel e ajustes em um curto periodo de tempo. A concentragdo
celular, viabilidade e concentracdo de substratos e metabdlitos geralmente sdo medidas
por meio de amostragens off-line (KOMPALA e OZTURK, 2006), porém sistemas de
monitoramento on-line sdo desejaveis para permitir o controle desses parametros em
tempo real (KONSTANTINOV, 1996; OZTURK, 1996). Além dos parametros fisicos
como pH, DO e temperatura, a taxa de perfusdo também deve ser controlada, o que €
normalmente realizado a partir do monitoramento da concentracdo celular, taxa de
consumo de oxigénio (OUR) ou concentragdo dos metabdlitos (KOMPALA e
OZTURK, 2006). OZTURK et al. (1996) propuseram o conceito da taxa especifica de
perfusdo (cell specific perfusion rate — CSPR), definido pela Equacédo 4, que representa
0 volume de meio fornecido a uma célula por um dia (KONSTANTINOVet al., 2006):

csPR = D/y (4)

Substituindo a Equacgdo 4 nas equacdes de balanco de massa para substrato e

produto no estado estacionério, obtém-se as Equacbes 5 e 6, respectivamente:

_ ___As
5= S0~ Zser )
P =P+l ()
onde:

So — concentragdo de substrato na corrente de alimentacéo;
Qs — taxa especifica de consumo de substrato;
Po — concentragéo de produto na corrente de alimentagéo;
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(p — taxa especifica de formag&o de produto.

Considerando que as taxas especificas ndo variam com a concentracdo celular e
com o tempo, a manutengdo de CSPR em um valor constante (ou seja, alterando a taxa
de perfusdo proporcionalmente a concentracdo de ceélulas viaveis) garante a
uniformidade do processo na fase de produgdo (OZTURK,1996). Os valores de CSPR
normalmente empregados variam entre 0,05 a 0,5 nL/cel/d (KONSTANTINOV et al.,
2006). DOWD et al. (2003) avaliaram a aplicacdo do conceito de CSPR no controle de
uma perfusdo com células CHO produtoras de ativador de plasminogénio tecidual (t-
PA). Avaliando a faixa entre 0,04 a 0,4 nL/cel/d, a maxima concentracdo de produto foi
obtida para uma taxa de 0,2 nL/cel/d, sendo que para valores menores de CSPR a
viabilidade celular diminuiu, enquanto que, para taxas superiores, o produto na saida foi

diluido devido as maiores taxas de dilui¢éo aplicadas.

A composi¢do nutricional do meio é um fator essencial na determinacdo da taxa
de diluicdo utilizada no processo. Segundo KOMPALA e OZTURK (2006), muitas
formulagBes sustentam uma concentragdo de 10-10° cels/mL a uma taxa de 1 vvd.
Portanto, para uma concentracdo de 100-10° cels/mL, seriam necessarias taxas de
10 vvd. Apesar do uso de reatores com menor capacidade, elevados volumes de meio de
alimentacdo podem ser necessarios para manter a alta concentracdo celular, o que gera
uma grande quantidade de perfundido contendo o produto na forma mais diluida, o que
acarreta em uma maior demanda dos equipamentos de purificacdo (FIKE, 2009). Além
da elevacdo de custos com o preparo de grandes quantidades de meio, é necessario
avaliar o desempenho na retengdo de células do equipamento de perfusdo operando a
altas taxas de diluicdo (KOMPALA e OZTURK, 2006). Uma possivel solucdo seria
reduzir a quantidade de meio alimentado desenvolvendo formulagGes mais concentradas
ou fortificadas que levem em consideracdo as exigéncias nutricionais da linhagem
utilizada, em um método analogo ao estabelecimento das estratégias de batelada
alimentada. Os primeiros estudos, na década de 1990, demonstraram que 0 uso de meios
de duas a trés vezes mais concentrado para alimentar uma perfusdo de fato reduziu as
taxas de diluicdo e proporcionou um aumento na concentracdo do produto de interesse
(KOMPALA e OZTURK, 2006). Entretanto, questfes relativas ao aumento de
osmolalidade, a viabilidade da cultura celular e a estabilidade do produto quando este €

submetido a maiores tempos de residéncia devem ser avaliadas.
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2.3.5.3 Processos de perfusdo em pequena escala

Idealmente, o desenvolvimento de um processo de perfusdo deve ser realizado
com o biorreator acoplado a um dado dispositivo de retencdo celular. No entanto,
ensaios em pequena escala operados de forma semicontinua (i.e., a alimentacéo e a
coleta de perfundido realizadas de forma intermitente) podem ser utilizados para
simular a perfuséo, permitindo uma varredura dos parametros de operacdo que
posteriormente podem ser avaliados ou refinados em um biorreator de bancada ou de
producédo. Os ensaios de pseudoperfusdo (também denominada quase- ou semiperfusdo)
permitem analisar simultaneamente diversas condi¢cdes de alimentagdo, como tipo de
meio de alimentacdo e taxa de diluicdo, de modo a gerar uma grande quantidade de
informacdes de forma rapida e com menor custo (CHOTTEAU, 2015). ALTAMIRANO
et al. (2001) utilizaram a pseudoperfusdo em frascos spinner, aplicando uma taxa de
diluicdo de 0,5 vvd, para avaliar o desacoplamento entre a fase de proliferacdo celular
(utilizando glicose como fonte de carbono) e a fase produtiva, na qual a glicose foi
substituida por galactose, um carboidrato que, por ser metabolizado de forma mais
lenta, proporcionou o arraste do ciclo celular e 0 aumento da duragéo do tempo de
cultivo com uma viabilidade celular superior em relagdo a condicdo controle mantida
apenas com glicose. YOON e AHN (2007) avaliaram o efeito de propionato de sodio
sobre a produtividade especifica de células CHO produtoras de hormdnio foliculo-
estimulante (FSH), utilizando ensaios em pseudoperfusdo em frascos spinner para o
posterior desenvolvimento em um biorreator em perfusdo. Pelo fato de estender a
duracdo dos cultivos em relacdo a batelada simples, a pseudoperfusdo também foi
adotada por VERGARA et al. (2012) para avaliar diferentes estratégias de cultivo
bifasico aplicando ou uma reducdo de temperatura, ou a combinacdo de baixa
temperatura e substituicdo de glicose por galactose, com o intuito de aumentar a

producdo de ativador de plasminogénio tecidual recombinante (tPA) por células CHO.

Nesses ensaios, normalmente sdo utilizados frascos do tipo erlenmeyer ou
spinner, porém os tubos de 50 mL com tampa ventilada mantidos em agitacdo orbital,
conhecidos como tubespins, apresentam-se como a opc¢do mais pratica devido a
facilidade de manuseio, & possibilidade de avaliar centenas de diferentes condigdes
dentro do espaco disponivel e a elevada taxa de transferéncia de oxigénio proporcionada
(DeJESUS et al., 2004; XIE et al., 2011). A troca de meio, diaria ou ndo, é realizada

manualmente e de forma intermitente, operagdo que, de certa maneira, assemelha-se a
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uma batelada repetida, porém com a diferenca de que o cultivo é centrifugado
(simulando a retencdo de células), e o sobrenadante obtido é parcial ou totalmente
descartado e substituido em igual quantidade por meio fresco. Devido as trocas
sucessivas de meio e, pelo fato de as celulas serem retidas por centrifugacdo, a
concentracdo celular atinge valores superiores aqueles obtidos em batelada simples,
sendo possivel estabelecer um estado quase-estaciondrio com a remocao diaria de
celulas. A auséncia de controle de pH e DO nesses sistemas pode implicar em uma
baixa adequacgéo desses sistemas para simular processos com elevada densidade celular
(CHOTTEAU, 2015), embora VILLIGER-OBERBEK et al. (2015), ap6s otimizar os
parametros de agitacdo orbital e obter um valor méximo de X, de 50-10° cels/mL,
demonstraram que os experimentos de pseudoperfusdo em tubespins apresentaram um
desempenho similar aqueles realizados em um biorreator de 15 L para a sele¢do de
clones e de meios de cultivo que proporcionaram as maiores produtividades e o
atendimento aos requisitos de atividade bioldgica (VILLIGER-OBERBEK et al., 2015).

2.3.6 Perfusdo com alimentac¢éo controlada

A proposta desse modo de operacdo € combinar as vantagens da batelada
alimentada e da perfuséo, ou seja, introduzir um meio de alimentacdo mais concentrado
(ou uma combinagcdo do meio basal com suplementos contendo os nutrientes mais
consumidos em alta concentracdo) a taxas de diluicdo menores (YANG et al., 2000;
FIKE, 2009). Dessa forma, busca-se reduzir a quantidade de meio usado na
alimentacdo, coletar menores volumes de perfundido contendo o produto mais
concentrado e manter a remogdo dos subprodutos toxicos (FIKE, 2009). A taxa de
alimentacdo precisa ser estritamente controlada, para evitar a deplecdo dos nutrientes
mais consumidos pelas células e, ao mesmo tempo, manter estes nutrientes em baixas
concentragcfes no meio, de forma a minimizar a formacdo de metabdlitos secundarios
toxicos (YANG et al., 2000).

A reducdo das taxas de diluicdo em um processo de alta densidade celular como
a perfusdo é um desafio, ja que se busca obter as elevadas concentragdes de produto da
batelada alimentada em condigdes que podem limitar ou mesmo inviabilizar a
manutengdo do cultivo celular por longos periodos por esgotamento de nutrientes e/ou
acumulo de metabdlitos toxicos. KONSTANTINOV et al. (2006) propuseram a
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estratégia denominada push-to-low, a qual estabelece a reducdo progressiva das taxas de
diluicdo até que a concentracdo do produto obtida seja equivalente & da batelada
alimentada. Essa proposta foi aplicada para uma perfusdo com hibridomas produtores de
um anticorpo anti-TNF, na qual a CSPR foi reduzida de 0,3 nL/cel/d para 0,07 nL/cel/d,
sendo que, em cada degrau de reducdo, foram avaliadas as taxas metabdlicas e a
concentracdo de nutrientes obtidas no estado estacionario, e entdo propostas
modificagdes na composicdo do meio a ser alimentado nos degraus posteriores. Assim,
com a taxa de diluicdo reduzida de seis para 1,3 vvd, e um valor de X, mantido
constante a 20-10° cels/mL, a concentracdo de produto no meio foi elevada em 500%,
ndo sendo observadas alteracbes em g, e na produtividade volumétrica. Os autores
ressaltaram que essa estratégia pdde ser aplicada pelo fato de anticorpos serem
moléculas estaveis, j& que menores taxas de diluicbes implicam em maiores tempos de

residéncia (nesse caso, um aumento de quatro para 17 h).

O estabelecimento de estratégias de controle de alimentacdo com meios
concentrados ou suplementados tem apresentado resultados de produtividade
promissores em comparacao a batelada alimentada e a perfusdo convencional, conforme
mostra a Tabela 2.3. YANG et al.(2000) aplicaram uma taxa de alimentagdo calculada
diariamente com base na concentracdo celular estimada para o periodo seguinte, de
forma a manter a concentracdo de glicose no meio inferior a 1 g/L e, por conseguinte,
minimizar a formagao de lactato. Entretanto, foram observadas modificagGes no padréo
de distribuicdo das glicoformas em comparacdo ao produto obtido em batelada. FENG
et al. (2006) demonstraram que a introducdo de uma corrente de alimentacdo de
aminodacidos, ajustada conforme a OUR, promoveu um aumento significativo na
concentracdo de mAb, além de uma reducédo entre 20 e 30% nas taxas especificas de
formacdo de lactato (qiac) € de aménia (qamm). Os autores constataram que a perfuséo
com alimentacdo controlada, além de manter as caracteristicas do produto, como pureza
e capacidade de ligacdo ao antigeno, foi mais eficiente em relacdo a perfusdo
convencional, uma vez que a CSPR no estado estacionario foi reduzida de 0,10 para
0,06 nL/cel/d. Essa redugdo comprovou que a suplementacdo de aminoacidos de acordo
com o estado fisioldgico das células supriu adequadamente os nutrientes as células,
além de aumentar a produtividade, conforme preconizado por KONSTANTINOV et al.
(2006). TENG et al. (2011) descreveram uma combinacéo de estratégias de alimentagdo

e de perfusdo, respectivamente, conforme ou a necessidade em se garantir uma
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concentracdo minima de glicose no meio ou em se remover lactato e amdnia quando
estes estivessem proximos de atingir concentragdes inibitorias. As taxas especificas de
consumo e de formacdo de produtos foram determinadas a partir de dados obtidos off-
line em intervalos de 12 h de amostragem, para evitar flutuagdes no metabolismo
devido a causas inesperadas. Apesar de trabalhosa, os autores comprovaram a
viabilidade de implementacdo dessa estratégia como um aperfeicoamento da
alimentacdo controlada, de modo a reduzir o acumulo de metabolitos toxicos

proporcionado pela aplicacdo de baixas taxas de perfusao.
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Tabela 2.3. Comparacdo entre batelada alimentada, perfusdo e perfusdo com diferentes estratégias de controle na alimentacdo. Os valores de CSPR néo foram

determinados para TENG et al.(2011) devido a auséncia de monitoramento de X,. NA — néo aplicavel.

Linhagem | Produto Sistema e Meio de Estratégia de Modo de operacéo Referéncia
celular equipamento de alimentacdo | alimentacéo Bat. Perfusdo | Perf. alim.
retencéo celular alim. contr.
Mieloma Epratuzumabe Biorreator de 15 L | Glicose a | Manutencdo de | Produtividade 30° 125 275 YANG et
Sp2/0 acoplado a modulo | 75 g/L em | glicose inferior | volumétrica al. (2000)
de fibras ocas meio livre de | alg/L (U/L/d)
soro Concentracéo 120 125 275
méaxima de
produto (U/L)
Xy méaximo | 2,7 10 15-18
(E06 cels/mL)
CSPR NA 0,17-0,67 | 0,11-0,17
(nL/cel/d)
Hibridoma | IgG1 Biorreator de 5L | Solugdo  de | Alimentacdo de | Produtividade 24 169 325 FENG et al.
com spinfilter | glicose aminoacidos volumétrica (2006)
10 pm (10,8¢g/L) + | com base na | (mg/L/d)
glutamina OUR, com qgc | Concentragéo 189 169 325
90mM), e|e Qiac | Maxima de
mistura de | constantes no | produto (mg/L)
aminoacidos estado Xy méaximo | 8,2 12 19
estacionario (E06 cels/mL)
CSPR NA 0,10-0,16 | 0,06-0,16
(nL/cel/d)

CHO Antigeno de | Reator de 3,6 L | Solucdo Glicose a Produtividade 0,0125 0,029 0,028 TENG et
superficie  da | com leito | contendo 1,26 g/L volumétrica al. (2011)
hepatite B empacotado glicose (alimentacdo), (mg/L/h)

contendo (90 g/L), ou lactato e Concentracéo 2,3 0,5 1,65
microcarreadores glutamina amonia maxima de
de disco (150 mM) e | inferiores a produto  (em
mistura  de | valores mg/L)
aminoéacidos inibitorios Xy méximo | 5,1 10 13
(perfusdo) (EO6cels/mL)
*V=3L "Vi=15L
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar diferentes estratégias de alimentagdo
empregando um meio de cultivo concentrado e menores taxas de diluicdo para aumentar a
concentracdo de anticorpo monoclonal (mAb) produzido em um processo de perfusdo com

células CHO recombinantes.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

o Caracterizar a cinética de crescimento celular, viabilidade, consumo de glicose,

formacéo de lactato e de mAb em batelada simples;

o Comparar o desempenho de cultivos conduzidos em pequena escala em modo
de pseudoperfusdo, alimentados com meio de cultivo basal (TC-LECC), com meio
concentrado (TCx2D) ou com a combina¢do de ambos, sob diferentes estratégias de

alimentacéo;

. Avaliar 0 uso de meio concentrado e de uma combina¢do de meio basal e meio

concentrado utilizando um biorreator de bancada operando em perfuséo.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Linhagem celular

A linhagem CHO DP-12 clone#1934 (ATCC® CRL-12445), previamente adaptada ao
crescimento em suspensdo, foi utilizada no presente trabalho. Segundo GONZALEZ et al.
(2000), as células CHO DP-12 foram obtidas a partir da transfeccdo de células CHO-
DUXB11 com um vetor de expressdo bicistronico DHFR-intron (LUCAS et al., 1996)
denominado p6G4V11N35E.choSD.10, coexpressor das cadeias leve e pesada do anticorpo
humanizado 1gG1 variante 6G4V11N35E. Esse anticorpo possui afinidade a interleucina 8
(IL-8), uma citocina com massa molecular de aproximadamente 8,3 kDa e composta por 72
aminodacidos, responsavel por ativar os neutrofilos, células do sistema imune que, quando
recrutadas, sdo capazes de atravessar a parede dos vasos sanguineos e se deslocar ao local
afetado, desencadeando uma reacdo inflamatoria (BAGGIOLINI e CLARK-LEWIS, 1992). O
plasmideo foi transfectado por lipoinfecgcdo e as células foram cultivadas em meio livre de
GHT (glicina, hipoxantina e timidina). Alguns clones foram selecionados e amplificados em
concentragdes crescentes de metotrexato (MTX), sendo o clone#1934 allL8.42 NB 28605/14
selecionado por apresentar a maior produtividade especifica, capaz de produzir 250 mg/L de
anticorpo (GONZALEZ et al., 2000).

4.2 Manutencgéo dos cultivos celulares

4.2.1 Meio de cultivo

O meio de cultivo basal utilizado foi TC-LECC (Xell AG), quimicamente definido e
livre de componentes de origem humana ou animal, cuja composi¢cdo é confidencial. Esse
meio foi adquirido em po e preparado em agua ultrapura (Milli-Q, Millipore), esterilizado por
filtracio com membranas de 0,2 um de poliétersulfona (Sartopore 2, Sartorius) e
acondicionado em garrafas de 1 a 2 L estéreis a temperatura de 4°C e ao abrigo da luz. Para o
cultivo de células CHO DP-12, esse meio foi suplementado de acordo com BECKMANN et
al. (2012), com 8 mM de L-glutamina (Gibco), 0,1 mg/L de fator de crescimento semelhante a
insulina (Long®R3IGF1, Xell AG) e 200 nM de MTX (Hytas).
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O meio TCx2D (Xell AG), cuja concentracdo de glicose e de glutamina é
aproximadamente trés vezes superior em relacdo ao TC-LECC, foi adotado como o0 meio
concentrado para os experimentos de pseudoperfusdo em frascos agitados e de perfusdo em
biorreator de bancada. A composigdo desse meio também é confidencial.

4.2.2 Banco de trabalho

Um banco de trabalho (working cell bank - WCB) foi preparado a partir de um
criotubo do banco mestre (master cell bank - MCB) de células CHO DP-12 do Laboratério de
Engenharia de Cultivos Celulares (LECC), do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRJ.

Um criotubo de 1 mL do MCB, mantido a -80°C e contendo 10" células, foi
rapidamente descongelado em banho-maria a 37°C. O contetdo do criotubo foi ressuspenso
em cerca de 10 mL de TC-LECC suplementado com L-glutamina, IGF e mistura 1:1 de
hipoxantina e timidina (HT), e centrifugado (CT-6000, Cientec) a 200g durante cinco minutos
a temperatura ambiente. O pellet obtido foi ressuspenso em meio fresco e as células incubadas
conforme item 4.2.3. Foram realizadas passagens das células em meio fresco em intervalos de
dois dias, até que a viabilidade celular atingisse um valor superior a 95%. As células foram
entdo centrifugadas, ressuspensas em meio TC-LECC fresco contendo dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma) a 10% (v/v), aliquotadas para 30 criotubos (Corning Inc.) em fracGes de
1 mL contendo 107 células, e acondicionadas a -80°C, formando o banco de trabalho usado ao
longo do presente estudo.

4.2.3 Condigdes de cultivo

Para a realizagdo dos experimentos, um criotubo do WCB foi descongelado em banho-
maria, o conteldo foi ressuspenso em 10 mL de meio TC-LECC e centrifugado (200g, 5
minutos) para a remogdo do DMSO. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspenso
em um volume de meio suficiente para uma concentragdo de células vidveis (X,) entre 0,5 e
1-10° cels/mL, e incubado em frascos de policarbonato com tampa ventilada tipo erlenmeyer

(Corning Inc.) ou tubos de polipropileno com fundo cénico e tampa ventilada (tubespins,
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TPP) em estufa (Thermo Electro Corporation), a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO;, e
agitacdo entre 160 e 180 rpm. As plataformas de agitacdo (shakers) disponiveis tinham 6rbita
de 2,5 cm (109/ATCM, Nova Etica) ou de 5cm (ES-X, Kuhner, e Innova 2300, New

Brunswick).

Para a obtencdo de indculo em quantidade suficiente para os experimentos, foram
realizadas passagens em meio fresco em intervalos de dois a quatro dias, com X, inicial entre
0,5 1-10° cels/mL.

4.3 Ensaios analiticos

4.3.1 Concentracao de células e viabilidade celular

A concentragdo celular foi determinada pelo método da exclusdo de azul de tripan
(DOYLE e GRIFFITHS, 1998). A contagem manual de células totais (vidveis e ndo-viaveis)
foi realizada em cadmara de Neubauer em amostras de cultivo coradas com corante azul de
tripan 0,4% m/v (Sigma). Dez microlitros da suspensdo foram aplicadas em cada um dos

lados da cAmara, e visualizadas em microscopio éptico.

A viabilidade foi calculada como a razdo entre a concentragdo de células viaveis (i.e.,
ndo coradas com azul de tripan) e a concentracdo de células totais (coradas e ndo coradas).

4.3.2 Concentracdo de glicose e lactato

As concentragdes de glicose (Glc) e de lactato (Lac) foram avaliadas no sobrenadante
de amostras de cultivo por meio do analisador bioquimico YSI 2700 Select Analyser (YSI
Inc.). Quando necessario, as amostras foram pré-diluidas em tampédo PBS, de modo que as
concentracdes de glicose e de lactato estivessem proximas a 2,5 g/L e 0,5g/L
respectivamente, valores de referéncia do padrdo interno de calibracéo.
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4.3.3 Concentracdo de anticorpo

A quantificacdo de anticorpo foi realizada por meio de cromatografia de afinidade com
proteina A (PA ID Cartridge, Applied Biosystems), com coluna de dimensdes 2,1 mm
didmetro x 30 mm comprimento, acoplada a um filtro pré-coluna (Upchurch A356, VWR),
em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Prominence HPLC, Shimadzu).

Um anticorpo 1gG obtido de soro humano (14506, Sigma) foi utilizado como padréao
externo de calibragdo. Um frasco de 10 mg de anticorpo liofilizado foi ressuspenso em 1 mL
de solugcdo NaCl 150 mM, aliquotado em fragdes de 25 pL e congelado a -20°C. Para cada
nova corrida de quantificagdo, uma fracdo foi descongelada, diluida em 475 pL de meio TC-
LECC, homogeneizada em vortex e filtrada em seringa com membrana de tamanho de poro
de 0,45 um (Millex®-GV, Millipore). A concentracdo de proteina foi determinada por medida
de absorbéncia a 280 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific), considerando o coeficiente de
extingdo molar para 1gG del3,6. A curva-padrdo do ensaio em HPLC foi obtida pela injecdo
em duplicata de volumes entre 1 e 80 uL, sendo correlacionadas as massas as respectivas
areas do pico de eluicdo determinadas por detector de UV com comprimento de onda de
280 nm.

O tampéo de diluicdo de amostra, carregamento e de lavagem (tampéo A), composto
por NaH,PO, 10 mM e NaCl 150 mM (Vetec), foi ajustado para pH 7,20 com NaOH 1 M. O
tampdo de eluicdo (tampédo B), com pH 2, continha NaCl 150 mM e HCI 12 mM. O tampao
C, utilizado para a preservacdo da coluna ap6s o uso, foi preparado com NaH,PO,4 10 mM e
azida sodica (NaN3) 0,02%, com pH ajustado para 7,40. Todos os tampdes foram preparados
em agua ultrapura, filtrados em membrana 0,22 um (Millipore) e armazenados a 4°C.

As amostras de cultivo foram centrifugadas e congeladas a -20°C até o momento da
analise. O sobrenadante obtido foi entdo diluido com tampédo A (quando necessario), filtrado
com filtro de seringa de 0,45 um e acondicionado em vials 12x32 mm (Waters), com um
volume minimo de 200 puL. No caso de volumes inferiores, foram utilizados insertos com
capacidade de 150 uL (WATQ094171,Waters). Os vials foram acondicionados no
compartimento do auto-amostrador (SIL-20AC, Shimadzu), juntamente com um vial
contendo TC-LECC filtrado (usado como branco) e um vial contendo a solu¢do-padréo de
IgG humano. Para verificar a reprodutibilidade da coluna, foram realizadas pelo menos seis
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injecBes de 40 pL de 1gG padrdo, de modo que o coeficiente de variagdo CV (equivalente a
razdo entre o desvio-padrdo e a média aritmética) fosse igual ou inferior a 2% (AZEVEDO,
2012).

O tempo de duracdo de cada corrida foi de nove minutos, com uma vazao entre 2 e
3 mL/min, em temperatura ambiente. O volume de amostra injetado foi de 80 pL. O
programa LC Solution (Shimadzu) foi utilizado para a programacdo das corridas e para a
quantificacdo da massa de anticorpo nas amostras, com base na &rea dos picos obtidos para
cada amostra na curva-padréo. A concentracdo de anticorpo [mAb], expressa em mg/L, foi
calculada conforme a Equacéo 7 (Applied Biosystems, 2002):

[mAb] = 7- X FD x 1000 (7)

onde:
m — massa de anticorpo quantificada em cada amostra (Jug), com base na curva-padréo;
V —volume de injecédo (uL);

FD — fator de diluicdo da amostra.
4.3.4 Osmolalidade

As medicOes de osmolalidade foram realizadas utilizando o osmdmetro K-7400
(Knauer), por depressédo do ponto de congelamento do sobrenadante de amostras de cultivo,

conforme as instrugdes do fabricante.

4.4 Ensaios de pseudoperfusao (PP)

Os ensaios de pseudoperfusdo (PP) foram realizados utilizando tubos agitados
(tubespins, TPP), incubados sob agitacdo a 37°C e atmosfera com 5% de CO,. O meio TC-
LECC suplementado conforme item 4.2.1 foi adotado como o meio de cultivo basal na
inoculagéo dos tubos para todos os experimentos. Para iniciar a troca de meio, os tubos foram
centrifugados (200g, 5 minutos), e o volume de sobrenadante substituido por meio fresco foi

determinado de acordo com a taxa de diluicdo adotada, calculado com base no volume de
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trabalho do sistema, i.e., considerando a soma do volume de empacotamento das células e do
volume do sobrenadante liquido. Para estabelecer um estado quase-estacionario de
concentracdo celular, remogdes controladas de células foram realizadas previamente a

centrifugacao.

4.4.1 Primeiro ensaio para avaliagéo da pseudoperfusdo (PP 1): comparacdo com batelada

Nesse experimento, foram comparados o perfil de crescimento celular, consumo e
formacdo de metabolitos e producdo de anticorpo para a batelada simples e diferentes
condicOes de pseudoperfusdo. Foram avaliadas quatro condigdes, cada uma em triplicata
bioldgica (i.e., trés tubos para cada condigéo):

1) operacdo em batelada simples;

2) PP utilizando TC-LECC como meio de alimentacédo, aplicando uma taxa de dilui¢éo
arbitrariamente selecionada: 0,5 vvd (quando Glc~2 g¢/L), 0,75 vvd (quando 1<Glc<2 g/L) e
1 vvd quando Glc<1 g/L;

3) PP utilizando TCx2D para alimentagéo, aplicado em degraus entre 0,1 e 0,3 vvd;

4) PP utilizando TCx2D para alimentacéo, aplicado a uma taxa de diluigdo calculada

conforme a demanda das células por glicose (ver item 4.4.4).

Os 12 tubos foram inoculados com uma suspensdo celular a 0,3-0,4-10° cels/mL e
incubados sob agitacdo a 170 rpm (ES-X, Kuhner AG). Amostras foram coletadas
diariamente para a contagem de celulas e medicdo de glicose e lactato. Aliquotas do
sobrenadante foram congeladas a -20°C para a posterior determinagdo de concentragéo de
anticorpo. Inicialmente, os tubos foram mantidos em batelada até que a concentracdo de
glicose atingisse entre 1 e 2 g/L. A partir desse ponto, iniciou-se a pseudoperfusdo conforme
definido para as condigdes 2, 3 e 4, sendo o volume de trabalho de 10 mL. Novas amostras

foram coletadas pos-alimentacdo para medir glicose e lactato.
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4.4.2 Segundo ensaio de pseudoperfusdo (PP 2): comparacao entre alimentagdo com TC-
LECC e TCx2D

Esse experimento teve como objetivo comparar a alimentagdo entre o meio de cultivo
basal (TC-LECC) e o meio concentrado (TCx2D), aplicados a taxas de diluicdo inversamente
proporcionais a concentracdo de glicose e glutamina do meio. Para isso, foram avaliadas duas

condi¢des, em duplicata biologica:

1) PP utilizando TC-LECC como meio de alimentagdo, aplicado a uma taxa de
diluicdo crescente (0,15; 0,30; 0,45; 0,75 e 1 wd);

2) PP utilizando TCx2D como meio de alimentacdo. Uma vez que esse meio é
aproximadamente trés vezes mais concentrado em glicose e glutamina em relacdo ao TC-
LECC, as taxas de diluicdo aplicadas corresponderam a um terco em relacdo a condicdo 1
(ie., 0,05; 0,10; 0,15; 0,25 e 0,35 vvd, respectivamente).

Como controle, foi mantido um tubo em batelada simples. Os cinco tubos foram
inoculados com uma suspensdo celular a 0,3-0,4-10° cels/mL, incubados sob agitacdo a
168 rpm (Innova 2300, New Brunswick), com um volume inicial de 30 mL. Da mesma forma
que o ensaio anterior, amostras foram coletadas diariamente para determinacdo de X,, Glc,
Lac e osmolalidade, e aliquotas foram armazenadas a -20°C para quantificar anticorpo. A
perfusdo foi iniciada no dia 3, i.e., na metade da fase exponencial de crescimento celular,
sendo o volume mantido constante em 25 mL em vez de 30 mL, devido as aliquotas de
amostras coletadas durante a fase em batelada. Os tubos foram centrifugados conforme item
4.4 e, apos a alimentacdo, amostras foram coletadas para medir as novas concentracfes de
glicose e de lactato.

4.4.3 Terceiro ensaio de pseudoperfusdo (PP 3): alimentacdo com diferentes misturas de
TC-LECC e TCx2D

Nesse experimento, foram avaliadas cinco diferentes composi¢cdes de meio de
alimentacdo resultantes da mistura de meio TC-LECC com meio TCx2D. Para cada

composicao, foi determinado um perfil de alimentagédo de acordo com a concentracdo de
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glicose em relacdo a do meio basal TC-LECC (Glcye), obtida ap6s a mistura dos meios. As

cinco condigdes, testadas em duplicata, foram:

1) PP alimentado com TC-LECC (Glc,y = 1), visando a taxas de dilui¢do de 0,15;
0,30; 0,50 e 1 vvd;

2) PP alimentado com TC-LECC:TCx2D em proporcao 3:1 (Glcrey = 1,5), visando a
0,10;0,20;0,33 € 0,67 vvd;

3) PP alimentado com TC-LECC:TCx2D em proporgdo 1:1 (Glce = 2), visando a
0,075;0,15;0,25 e 0,5 vvd;

4) PP alimentado com TC-LECC: TCx2D em proporg¢éo 1:3 (Glcy = 2,5), visando a
0,060;0,12;0,20 e 0,40 vvd;

5) PP alimentado com TCx2D (Glc¢=3); visando a 0,05;0,10;0,17 e 0,33 vvd.

As taxas de diluicdo efetivamente adotadas em funcdo das concentracbes de Glc
medidas ap0s o preparo das misturas de TC-LECC E TCx2D sdo mostradas na Tabela 5.1, na

secdo 5 (Resultados e Discussao).

A concentragdo de células inoculadas nos 10 tubos foi de aproximadamente
0,4-10° cels/mL, cultivadas em batelada durante trés dias a 170 rpm em agitador de 6rbita
2,5 cm (109/1TCM, Nova Etica) disponivel para o ensaio. Devido & 6rbita pequena, 0 volume
inicial de trabalho foi de apenas 5,5 mL para garantir a homogeneizacdo das células,
conforme demonstrado por CASTILHO (2011). Amostras (50 pL) foram coletadas para medir
Xv, Glc e Lac, ndo sendo armazenadas aliquotas para analises posteriores devido ao pequeno
volume disponivel para amostragem nos primeiros dias. A partir do terceiro dia, foi iniciada a
pseudoperfusdo conforme as condicdes estabelecidas, mantendo um volume de trabalho de
5 mL. Aliquotas do sobrenadante coletado pds-centrifugacdo foram armazenadas e congeladas
a -20°C para medicao de osmolalidade e quantificacdo de anticorpo.

4.4.4 Ensaios em PP para avaliagdo do método adaptativo

O objetivo desses experimentos foi avaliar uma estratégia de alimentacdo baseada na
demanda de glicose pelas células. A manutencdo de uma baixa concentracdo de nutrientes,

suficiente para manter a viabilidade celular e a produtividade, € uma maneira de reduzir o
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acumulo de subprodutos toxicos, o que foi demonstrado em trabalhos de LI et al. (2005) e
TENG et al. (2011).

Foram realizados dois ensaios, sendo o primeiro correspondente a condigdo 4 do
ensaio de PP 1 (item 4.4.1), com volume de trabalho de 10 mL e agitacdo a 170 rpm (ES-X,
Kuhner); e o segundo em paralelo ao ensaio PP 3 (item 4.4.3), com volume de trabalho de
5mL e agitacio a 170 rpm (109/1TCM, Nova Etica). O meio de alimentacdo utilizado foi
TCx2D aplicado a uma taxa de diluicdo calculada diariamente com base na demanda de
glicose pelas células, de acordo com as Equacdes 8-11:

1

At-(Glc p—Gley) [Spe1 + (Glegrie — Gley) - V] €C))

Fn+1 =

Sn+1 = dgic * XUy " XVpyq - ALV

€)
_ Gley1—Glcy
lec - Xvy —1.Xvy At
(10)
Xv,11 = Xv, - et
(11)

onde:

Fn+1 — vazdo de meio TCx2D necessaria para atender a demanda de glicose para as 24
horas seguintes (L/h);

At — intervalo de tempo tn.1-tn, correspondente as 24 horas seguintes (h);
Glca — concentragéo de glicose no meio TCx2D (g/L);

Glcn, — concentracdo de glicose medida no instante t, (g/L);

Sn+1 — consumo total de glicose previsto para as 24 horas seguintes (Q);

Glcgit — concentracdo minima de glicose mantida no meio, definida neste trabalho em
1 g/L (5,55 mM);

V - volume de trabalho (L);
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(gic - taxa especifica de consumo de glicose (g/cel/d);

Glcn - concentracdo de glicose medida ap6s a alimentacéo no instante de tempo tn.;
Xvn - concentracdo de células vidveis medida no dia (cel/L);

Xvn+1 - cOncentracdo de células vidveis estimada para as 24 h seguintes;

I - taxa especifica de crescimento calculada para o intervalo ty-tn.s (d7);

Foi utilizado o conceito de média geométrica para expressar a variacdo media da

concentragéo celular nos intervalos de tempo amostrados.

A alimentacdo foi iniciada quando a concentracdo de glicose atingiu entre 1 e 2 g/L
(5,55 e 11,1 mM). As condigdes de centrifugacdo e amostragem pré- e pos-alimentagdo foram

as mesmas adotadas nos respectivos experimentos de pseudoperfusdo em curso.

4.5 Ensaios de perfusdo em biorreator

Os experimentos de perfusdo foram realizados em um biorreator RALF Plus
(BioEngineering AG), com um volume de trabalho de 1,1 L (Figura 4.1a). O programa
BioScadalLab foi utilizado para controlar pH (7,2), temperatura (37°C), agitagéo (100 rpm) e
DO (40% da saturagdo do ar). A mistura gasosa composta por ar, oxigénio puro e CO; foi
injetada por meio de um tubo aberto submerso. O controle de temperatura foi realizado por
meio de recirculacdo de 4gua por uma camisa externa ao vaso. A DO foi controlada por uma
cascata de controle de injecdo de ar e oxigénio puro. O controle de pH foi realizado com a
injecdo de CO, para acidificacdo e adicdo de Na,CO; 1 M por bomba peristaltica com
rotacdo fixa (Peripex W1, BioEngineering) para alcalinizagcdo. Foram utilizadas duas turbinas
(uma com pas inclinadas e uma do tipo Rushton) para a homogeneizagdo da cultura.
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a)

Figura 4.1. a) Biorreator RALF Plus 3,4 L (BioEngineering) operando em perfusdo, utilizando o sedimentador
inclinado CS10 como equipamento de retencdo. b) Frascos tipo carboy de polipropileno autoclavaveis (Nalgene)
contendo meio de alimentacdo (lado esquerdo) e perfundido (lado direito), mantidos a 4°C.

O sedimentador inclinado CS10 (Biotechnology Solutions) foi o equipamento de
retencdo utilizado (Figura 4.2a), operado conforme as recomendagbes do fabricante
(Biotechnology Solutions, 2007). Ele possui quatro lamelas (Figura 4.2b), com éarea total de
484 cm? e a vazdo maxima de operacdo recomendada é de 8 L/d de perfundido. O
equipamento foi posicionado em um angulo de 30° em relacdo a vertical. Anterior a entrada
ao sedimentador, as células foram resfriadas a temperatura de 20°C em um condensador em
serpentina. A vazdo de recirculacdo das células concentradas foi de 35 mL/min. Para
minimizar a aderéncia das células as lamelas e a consequente queda na eficiéncia de reciclo,
foi utilizado um mddulo de vibragdo, cujo ciclo de operacdo (15 s ligado e 10 min desligado)

foi controlado por um temporizador programéavel (GraLab 451).
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Figura 4.2. a) Sedimentador inclinado CS10 com trocador de calor, mddulo de vibracdo acoplado (peca
vermelha) e alinhado a 30° em relacéo a vertical. B) Interior do sedimentador, em que se visualizam as lamelas.
Fontes: LAGES (2015); Biotechnology Solutions (2007).

Foram utilizadas trés bombas peristalticas modelo 520U (Watson Marlow) para a
corrente de alimentacdo de meio, saida de perfundido do sedimentador e saida controlada de
celulas (purga). Uma bomba peristéltica com rotacéo variavel Peripex W2 (BioEngineering)
foi utilizada para a recirculacdo das células sedimentadas ao biorreator. A calibracdo das
bombas foi realizada utilizando tubos Marprene® (Watson Marlow, especificacdo
902.0016.024), com diametro interno de 1,6 mm e espessura de parede de 2,4 mm. As curvas
de calibragdo para cada bomba foram construidas cronometrando-se o tempo necessario para

encher um baldo volumétrico para cada velocidade de rotacdo pré-determinada.

As vazdes de alimentagdo, saida de perfundido e de purga foram monitoradas por meio
de pesagem dos frascos de coleta de perfundido (carboy de polipropileno) e de purga.
Considerando a relacdo 1 L = 1 kg, a vazdo de alimentagédo foi calculada pelo balanco de

massa (Equacéo 12):

Qa=0Qp+0Qp
(12)
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onde:

Qa — vazdo de alimentacéo (L/d);
Qp — vazéo de perfundido (L/d);

Qs — vazdo de purga ou bleed (L/d).

As vazdes correspondentes as taxas de diluicdo e de purga foram estabelecidas por

meio de ajuste na rotacdo das bombas peristélticas, de acordo com as curvas de calibrac&o.

O biorreator foi inoculado a uma X, inicial de aproximadamente 0,6-10° cels/mL em
meio TC-LECC, com um volume inicial de 1,5 L. Durante os primeiro trés dias, o reator
operou em batelada simples e, apds esse periodo, foi iniciada a alimentagdo e a operacdo do
sedimentador inclinado, com um volume de trabalho constante em 1,1 L, considerando o
volume de aproximadamente 0,4 L necessario para o preenchimento do sedimentador e

conexdes.

Foram realizadas duas corridas de perfusdo. Na primeira, denominada BIO007, foi
utilizado o meio concentrado TCx2D como meio de alimentagéo, aplicado a taxas de diluicdo
crescentes entre 0,1 e 0,35 vvd. No caso da segunda corrida (BIO008), por ser realizada em
paralelo ao ensaio PP 3 (item 4.4.3), optou-se em utilizar como meio de alimentag¢éo a mistura
TC-LECC:TCx2D na proporcdo 1:1 (Glcr = 2), correspondente & condicdo intermediaria
dentre as avaliadas no ensaio PP 3. As taxas de diluicdo aplicadas corresponderam a 0,075;
0,15; 0,25 e 0,50 vvd, conforme proposto na terceira condi¢do do ensaio PP 3.

Amostras foram coletadas diariamente para determinar X,, Glc, Lac e osmolalidade.

Aliquotas de sobrenadante foram mantidas a -20°C para posterior quantificagdo de mAb.

4.6 Calculos

4.6.1 Fracdo de volume de troca (%)

A taxa de diluigdo (vvd) aplicada nos experimentos de pseudoperfuséo e de perfusao
em biorreator foi expressa como valores percentuais do volume de trabalho, a fim de facilitar

a visualizagdo de acordo com a escala utilizada nos gréficos, sendo 1 vvd = 100%,
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4.6.2 Taxa especifica de crescimento na fase exponencial (Hexp)

O valor de peyp para um cultivo em batelada foi determinado por meio do modelo
exponencial de crescimento (Equacdo 13) aplicado a fase exponencial, portanto aos pontos de
Xy correspondentes a regido linear de um gréfico In(X,) vs. tempo:

X, = X, etew!
(13)
onde:
Xvo — concentragdo de células vidveis inicial;
t — tempo;

Mexp - taxa especifica de crescimento na fase exponencial.

4.6.3 Taxa especifica de consumo de glicose (qgic), de formacgéo de lactato (Qiac) € de mAb
(QIman)

As taxas especificas para cultivos em batelada foram determinadas conforme descrito
por RENARD et al. (1988), plotando-se os valores cumulativos de glicose, lactato e mAb em
fungdo dos valores da integral de células viaveis (ICV). Para o célculo de ICV em um dado
tempo n, expresso em cels-d/mL, foi adotada a regra do trapézio (Equacao 14):

Xo 1 +Xop
ICVn = {1=1(12—) ' (tn - tn—l) (14)

A inclinagdo da curva obtida em cada ponto correspondeu ao valor da taxa especifica

nesse ponto.

Nos ensaios de pseudoperfusdo, o sistema foi avaliado como uma batelada durante
cada intervalo de amostragem tn-tn.;. As taxas especificas g, para cada intervalo foram
calculadas conforme Equagéo 15:
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(Cn—l_Cn) (15)

q =
" (Xvn_l'Xvn)'(tn_tn—l)

Onde C corresponde a concentracdo do metabdlito avaliado.

Para os ensaios de perfuséo, as taxas especificas foram determinadas de acordo com as
Equacdes 16 e 17, com base nas equacOes de balanco de massa para substrato e produto
(CHICO et al., 2008):

1 Ph_1-P, = =
= (224D -P) (16)
(XVn—I'XVn) th—th-1
1 Glcy_1—Gle, = —
doie = == )-[— 10 1D - (Gley - Glo)] (17)
vp—1"vn
onde:

qp — taxa especifica de formacéo de produto (lactato ou mAb);
(gic — taxa especifica de consumo de glicose;
P — concentracdo de produto (lactato ou mAb);

— taxa de diluicdo média no intervalo At, levando em consideracdo a corrente de

D
purga, quando aplicada;

P, Glc — concentracdo de produto e/ou glicose média no intervalo At.
4.6.4 Produtividade volumétrica (Py)

Os valores de P, foram calculados de acordo com a defini¢do expressa pela Equacéo
1. Na condicdo de batelada, a massa acumulada de produto (P,c) foi calculada multiplicando-
se 0 volume pela concentracdo de anticorpo determinada no Gltimo dia de experimento

(Equacéo 18):
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P, = [mAb]-V (18)

Para cada condicdo avaliada nos ensaios de pseudoperfuséo, os valores de P, foram
determinados levando em consideragdo o volume de sobrenadante descartado em cada dia de
troca, conforme apresentado pela Equacdo 19:

Poe = Vi - [mAb]r + X([mAb]y - Viy) (19)

onde:
V' — volume total do cultivo ao final do experimento;
[mAb]r — concentracdo de mAb determinada ao final do experimento;

[mAb]n — concentracdo de mAb determinada no sobrenadante coletado para cada dia

em que foi realizada a troca de meio (exceto no ultimo dia, quando o experimento foi
encerrado);

Vu — volume de sobrenadante coletado, calculado em func¢éo do volume de trabalho e
da taxa de dilui¢do aplicada no dia (exceto no ultimo dia).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Preparo do banco de trabalho de células CHO DP-12

Embora ndo constitua um dos objetivos de pesquisa no presente trabalho, nesse
item serdo apresentados os perfis de crescimento e de viabilidade celular referentes as
passagens realizadas para a propagacdo de células no preparo do banco de trabalho
(WCB).

Células animais cultivadas por longos periodos sdo suscetiveis a modificacbes
genéticas, o que pode levar a alteracdes no seu padréo de crescimento e de produgédo da
proteina recombinante. Além disso, as culturas estdo suscetiveis a contaminacbes por
micro-organismos e a falhas de operagdo de equipamentos, como shakers e estufas de
incubacdo. Portanto, o objetivo de se produzir um banco de trabalho é garantir que
culturas repetidas, iniciadas a partir de criotubos idénticos contendo células submetidas
a um mesmo numero de passagens, mantenham constantes as caracteristicas de
crescimento e de producdo ao longo de um estudo ou para fins de produgéo industrial
(LEO et al., 2008).

O banco de trabalho (WCB) projetado para os experimentos realizados no
presente trabalho foi preparado a partir de um criotubo do banco mestre de células do
laboratdrio (MCB), criopreservado a -80°C em meio de cultivo TC42 (Xell AG) isento
de componentes de origem animal. Segundo informagdes do fabricante, esse meio
possui uma composic¢ao similar ao meio TC-LECC, o qual foi desenvolvido a partir de
TCA42.

As primeiras tentativas de produgdo do WCB foram realizadas descongelando
dois criotubos do MCB e transferindo o contetdo para um frasco tipo spinner (Techne),
para um volume final de 45 mL e sob agitacdo magnética 60 rpm. Entretanto, as células
ndo sobreviveram a essas condicOes, provavelmente devido a baixa taxa de agitacdo

(dados ndo apresentados).

A Figura 5.1. apresenta os perfis de crescimento celular e de viabilidade obtidos
em cultivo realizado sob agitagdo orbital a 180 rpm (109/1TCM, Nova Etica), em
tubespin, e posteriormente em frascos erlenmeyer. Trés dias apds o descongelamento
em tubespin, observou-se uma reducgéo de viabilidade de 85% para 59%. Foi realizada a
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troca de meio (passagem 1), com a centrifugagdo das células seguida pela ressuspensdo
em meio TC-LECC fresco em igual volume. Trés dias depois, a viabilidade aumentou
para 84%. A partir desse momento, as passagens foram realizadas utilizando frascos
erlenmeyer, com a ampliacdo do volume de trabalho de 30 para 100 mL. Em um total de
cinco passagens, as células alcancaram uma concentracdo final de 3,3-10° cels/mL e

viabilidade de 96%. Foram produzidos 31 criotubos contendo 1 mL de suspenséo com

107 células.
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Figura 5.1. Perfis de concentracdo de células vidveis e de viabilidade obtidos em passagens em meio TC-
LECC para a producédo do banco de trabalho (WCB) CHO DP-12.

5.2 Ensaios de pseudoperfusdo

5.2.1 Ensaio PP 1

5.2.1.1 Batelada (condicéo 1)

A condicdo 1 (batelada) apresentou duracéo de 9 dias, com valor maximo de X,
de 15-10° cels/mL alcancado no dia 7 (Figura 5.2). Na fase exponencial de crescimento,
correspondente aos dias 1 a 4, as células apresentaram taxa especifica de crescimento
(Mexp) de 0,81+0,08 d* (0,034 h™), equivalente a um tempo de duplicagdo (tp) de
20,742,0 horas. Esses valores estdo proximos aos dados encontrados por CASTILHO
(2011), que, para um cultivo dessa linhagem celular em meio TC42WP (Xell AG)
realizado em tubespins com volume de trabalho de 20 mL e agitagdo 185 rpm, obteve
Mexp Igual a 0,79 d* e tp de 21,1 horas. Em BECKMANN et al. (2012), os valores
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méaximos de X, alcancados para cultivos em batelada oriundos de bancos de trabalho
produzidos em diferentes periodos a partir de um cultivo de CHO DP-12 mantido por
426 dias variaram entre 11-10° e 21-10° cels/mL, sendo determinados os valores de Hexp
entre 0,71-0,88 d™.
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Figura 5.2. Curvas de crescimento celular e de viabilidade para batelada (condicdo 1, ensaio PP 1),
realizada em tubespin. Dados apresentados na forma médiatdesvio-padrao (DP) para triplicata biologica.

No dia 7, a glicose atingiu o valor minimo de 0,72 mM, e desse modo, a taxa de
consumo de lactato foi superior em rela¢do a de producéo (Figura 5.3). A utilizacdo do
lactato, fruto da ocorréncia de um shift metabdlico, sustentou as células até o dia 8,
quando ambos os metabdlitos se esgotaram e os valores de X, e de viabilidade passaram
a cair drasticamente. Apesar dos potenciais efeitos deletérios sobre o crescimento e a
formac&o de produto, o lactato também pode servir como fonte de carbono e de energia
para as células, principalmente quando a glicose se esgota (TSAO et al., 2005). In vivo,
parte do lactato é reoxidado a piruvato e secretado para o sangue. Parte é transferida
para o figado, sendo aerobicamente metabolizado para CO, ou convertido para glicose
(AMABLE e BUTLER, 2008). As concentracfes inibitdrias de lactato variam entre as
diferentes linhagens celulares (OZTURK et al., 1992).
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Figura 5.3. Perfis de concentracdo de glicose e de lactato obtidos em cultivo em batelada (condicéo 1,
ensaio PP 1). Dados apresentados como média+DP para triplicata biologica.

A Figura 5.4 mostra que as taxas especificas de consumo de glicose (qgic) e de
formacdo e/ou consumo de lactato (qiac), correspondentes a inclinagdo das curvas de
concentracdo de Glc e Lac em fungéo de ICV, ndo sdo constantes ao longo do cultivo.
Esses perfis estdo consistentes com aqueles obtidos por TSAO et al. (2005) para a
linhagem CHO-DUKXBL11, para a qual também foram observados os maiores valores
de qgc na fase inicial de cultivo, quando as células estdo ativamente crescendo,
acompanhada pelo rapido acumulo de lactato. Na fase exponencial, os valores de qgc €
de giac determinados foram, respectivamente, de -0,095 pmol/cel/h e 0,045 pmol/cel/h.
Esse comportamento corresponde a glicolise aerobia (ZAGARI et al., 2013;
WAHRHEIT, 2014). Quando as células alcangaram um aparente estado estacionario de
crescimento e a glicose atingiu uma concentracdo muito baixa, foi observado o inicio do
consumo de lactato, evidenciado pelo decréscimo do valor liquido de lactato acumulado
no meio. As mudangas das taxas especificas para esses metabdlitos comprovaram que o
estado fisioldgico das células ndo se manteve constante ao longo da batelada, o que €
esperado para esse modo de operacao.
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Figura 5.4. Andlise do perfil metabdlico para consumo de glicose e produgdo e/ou consumo de lactato em
cultivo em batelada. A inclinagdo das curvas indica as respectivas taxas especificas de consumo de
glicose (qgqc) € lactato (qiac) €m um dado ponto.

Com relacdo a producdo de mAb, a maior concentragdo alcancada foi de
122,1+32,4 mg/L no dia 7, conforme apresentado na Figura 5.5a. Esse resultado foi
similar ao obtido por KLAUSING et al. (2011) em um cultivo em biorreator em
batelada (110 mg/L), porém inferior ao que se preconiza no catalogo da ATCC para a
linhagem CHO DP-12 clone#1934, de 250 mg/L. O perfil da taxa especifica de
producédo de anticorpo (qmap) evidencia que esse valor permanece constante durante a
fase exponencial e no inicio da fase estacionéria, seguida por uma reducgdo que coincide
com a fase de morte das células (Figura 5.5b). O valor de gmap determinado para a
regido linear foi de 3,4 pcd (picograma de proteina por célula por dia), comparavel aos
resultados obtidos em batelada por KLAUSING et al. (2011), de 1,2 pcd, e HAREDY et
al. (2013), de 2,8 pcd.
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Figura 5.5. a) Curva de concentra¢do de anticorpo anti-1L8 produzido em batelada (dados apresentados
como médiaxDP em triplicata bioldgica). b) Relacéo entre ICV e concentracdo de mAb; a inclinacédo da

curva representa gman NO ponto avaliado.

5.2.1.2 Pseudoperfusdo (condicOes 2 e 3)

Nas condigOes 2 e 3, a duragdo dos cultivos foi de 11 dias, dado que a
viabilidade caiu a menos de 70%, conforme mostra a Figura 5.6. Os valores de Hexp
determinados para as condigdes 2 e 3 no periodo entre os dias 1 a 4 foram
respectivamente de 0,79+0,04 e 0,82+0,06 d*, correspondentes aos valores de tp de
21,0£1,06 h e 20,3+1,49 h respectivamente. Esses valores sdo equivalentes aos

calculados para a condi¢do 1 em batelada (item 5.2.1.1).

62



70 - o ———— - 100

DRes;
60 -
- 80 —_
S
50 - P
2 g
X
£ - 60 S
(%) ©
© < 8
8 29
2 30 - 5=
= -4 s 9
x >O
20 - .
o
- 20 v
10 -
Om TN T =T T T T T T T T T 0

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo (d)
—>¢—Xv_2 —H=—Xv_3 Xv_bat
e+ Viab_2 --+{3--- Viab_3 Viab_bat
====yvd_2 vvd_3

Figura 5.6. Curvas de concentracdo de células viaveis, viabilidade e taxa de diluicdo referentes as
condicBes 1 (batelada), 2 (TC-LECC) e 3 (TCx2D). Dados apresentados como média+DP para triplicata
biologica.

Conforme se observa na Figura 5.6, 0 prolongamento da fase exponencial até o
décimo dia para a condicdo 2, e até o nono dia para a condi¢cdo 3, foi evidenciado
determinando-se os valores de Hexp respectivamente de 0,525+0,003 d* e 0,57+0,02 d*
(considerando que ndo houve perda de células na remog¢do do sobrenadante), ao passo
que, na batelada, as fases estacionéria e de morte, condicBes nas quais pu< 0,
corresponderam ao periodo entre os dias 6 e 9 (Figura 5.2). Os valores de tp para as
condicdes 2 e 3 foram respectivamente 31,7+0,17 e 29,1+0,87 h.

A troca de meio foi iniciada no sexto dia, quando a concentracdo de glicose
(Figura 5.7a) atingiu valores entre 1 (5,55 mM) e 2 g/L (11,1 mM).
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Figura 5.7. Perfis de concentracdo de (a) glicose e de (b) lactato para as condicdes 2 e 3, ensaio PP 1
(médiatDP para triplicata biolégica). A partir do dia 6 (inicio da alimentacgdo), foram plotados os valores
de concentragdo antes e apos a troca de meio.

Na condicdo 2, alimentada com meio TC-LECC, inicialmente foi aplicada uma
taxa de perfuséo de 0,75 vvd, pois a concentracdo de glicose determinada foi de 7,5 mM
(1,35 g/L), conforme critério apresentado no item 4.4.1. No dia seguinte, uma vez que a
concentracéo de glicose foi de 13,5 mM (2,43 g/L), a taxa de perfusdo foi reduzida para
0,5 vvd. Dos dias 8 a 11, a taxa de perfusdo foi mantida em 1 vvd, conforme
apresentado na Figura 5.6. Apesar de ter sido adotada uma estratégia de alimentacdo
dependente de determinadas faixas de Glc, ndo era esperado reduzir a taxa de diluicdo
ao longo do experimento, como, por exemplo, entre os dias 6 e 7 (reducéo de 0,75 para
0,5 vvd), visto que as células deveriam estar em ativo crescimento em decorréncia da

aplicacdo de uma corrente de entrada de nutrientes e de remocdo de metabolitos toxicos.

64



Apos a troca de meio, a concentracdo de glicose da condicdo 2 aumentou para
um valor médio de 31,7£3,7 mM (préxima & concentragdo do meio TC-LECC fresco, de
aproximadamente 33 mM), enquanto que a concentracdo de lactato foi reduzida de
6,89+3,44 para 3,67+2,11 mM. A viabilidade manteve-se acima de 90% até o dia 10, e
X, alcangou um pico de (48,6+ 3,5)-10° celssmL no dia 10 (Figura 5.6). No dia
seguinte, o valor de X, diminuiu para (45,0+4,7)-10° cels/mL e a viabilidade caiu para
67,7£3,8%, possivelmente porque a alimentagdo a 1 vvd com o meio basal néo foi
suficiente para suprir 0s nutrientes em quantidade suficiente para as células. O valor de
Glc medido no dia 11 foi de apenas 0,83+0,44 mM.

Na condicdo 3, na qual o meio concentrado TCx2D foi usado para alimentacéo,
a taxa de perfusdo variou entre 0,10 e 0,30 vvd, com incrementos diérios de 0,05 vvd
(Figura 5.6). O valor maximo de X,, de (36,0+1,90)-10° cels/mL, foi alcancado no dia
9, com viabilidade de 92,2+2,1%. Ao ser aplicada a taxa de 0,26 vvd no dia 9, o valor
de X, no dia 10 diminuiu para (27,2+4,3)-10° cels/mL, com viabilidade de 89,0+1,4%.
Uma possivel causa para essa reducdo poderia ser o fornecimento insuficiente de
glicose, uma vez que a concentracdo reduziu de 24,3+0,83 mM (dia 9, p6s-alimentacéao)
para 0,28+0,05 mM(dia 10). O lactato também foi consumido nesse periodo, com
reducdo de 4,78+0,33 para 0,17+0,04 mM. As taxas de consumo de glicose (Qgi)
estimadas no intervalo entre os dias 9 e 10 para as condigdes 2 e 3 foram
respectivamente de -0,044 e -0,032 pmol/cel/h, enquanto que as taxas de consumo de
lactato (qac) foram de -3,35 e -6,40 pmol/cel/h (ou seja, um aumento de 1,9 vezes),
respectivamente. Com relacdo ao perfil metabdlico na condicdo 3, foi observado que,
mesmo apos o suprimento de glicose pela adicdo de TCx2D, a concentracdo de lactato
diminuiu em todos os intervalos avaliados, exceto entre os dias 10 e 11 (Figura 5.7).
Esse resultado sugere que a estratégia em degraus adotada na condigdo 3 nao forneceu
quantidade suficiente de glicose as células, e estas passaram a consumir o lactato
acumulado. A deplecdo da glutamina (ndo avaliada) também pode ter favorecido o
consumo de lactato, conforme observado por ZAGARI et al. (2013). Por outro lado, o
shift metabolico, quando controlado, representa uma situacdo desejavel, pois o lactato
reduz o pH do meio e pode afetar a qualidade do produto (LI et al., 2012; WAHRHEIT,
2014). Outras possibilidades para a diminuigdo da concentracdo celular na condi¢do 3

poderiam ser as caracteristicas do proprio meio TCx2D, como pH proximo a 6,5 e
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osmolalidade de 470 mOs/kg. Entretanto, pH e osmolalidade ndo foram monitorados

nesse experimento.

A Figura 5.8 apresenta os perfis de mAb obtidos para as condicgdes 1 (batelada),
2 e 3. Enquanto que na batelada o valor de P, calculado foi de 10,8+2,2 mg/L/d, foram
estimados os valores de 36,9+20,1 e 36,8£12,9 mg/L/d, respectivamente, para as
condicdes 2 e 3. Salienta-se que essas determinacdes foram realizadas a partir de dados
de concentragdo de mAb com um erro experimental expressivo entre as replicatas
bioldgicas. Portanto, a principio, ndo seria possivel afirmar: 1) que as condi¢des de
pseudoperfusdo foram mais produtivas em relacdo a batelada; 2) que, em um teste de
hipoteses, as condi¢des 2 e 3 apresentariam valores de P, distintos para um certo nivel
de confianca, ja que o erro associado estd na mesma ordem de grandeza das médias

calculadas.

mAb (mg/L)

11 12

Tempo (d)

mAb_bat —>¢—mAb_2 —=—-mAb_3

Figura 5.8. Concentragdo de mAb referente as condigdes 1 (batelada), 2 e 3 (médiatDP para triplicata
bioldgica).

5.2.2 Ensaio PP 2

No ensaio PP 2, foram comparados os perfis de crescimento celular, de producéo
de mAb e de consumo e/ou formacédo de glicose e lactato para duas condigdes de
pseudoperfusdo: 1) alimentagdo com TC-LECC; e 2) alimentacdo com TCx2D, em

taxas de diluicdo equivalentes a um tergo das taxas aplicadas na condicdo 1.

Diferentemente do ensaio PP 1, a alimentacdo foi iniciada no terceiro dia de

experimento, quando a concentracdo de glicose atingiu 4,01+0,21 g/L e o valor médio
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de X, foi de (3,5520,26)-10° cels/mL, conforme mostra a Figura 5.9. Foi adotado iniciar
a alimentacdo na metade da fase exponencial de crescimento, uma condigéo
normalmente aplicada nos processos de perfusdo. As taxas foram incrementadas em
degraus, variando entre 0,15 e 1 vvd (condicdo 1), e 0,05 e 0,35 vvd (condicdo 2),
embora alguns autores recomendem iniciar a alimentacdo a 1 vvd em processos
alimentados com o meio de cultivo basal (CHOTTEAU, 2015).
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Figura 5.9. Curvas de X,, viabilidade e taxa de diluicdo (vvd) referentes as condicBes 1 (TC-LECC), 2
(TCx2D) e controle (um tubespin em batelada simples). Dados apresentados como médiatDP para
duplicata bioldgica (exceto batelada).

Entre os dias 3 e 5, a concentracdo de células foi igual para as duas condigdes e
no controle em batelada. Enquanto que na batelada o valor maximo de X, foi de
12,7-10° cels/mL alcangado no quinto dia, os picos para as condicdes 1 e 2 coincidiram
no dia seguinte, com X, médio igual a (19,0+0,27)-10° cels/mL. Apesar do aumento das
taxas de diluicdo para os valores maximos de 1 e 0,35 vvd respectivamente nas
condigdes 1 e 2, a concentracdo celular e a viabilidade reduziram. Para fins de
comparagdo, no experimento anterior (PP 1), o valor méximo de X, alcancado foi
aproximadamente duas vezes superior. A causa provavel para essa reducdo seria o

maior volume de trabalho adotado nesse experimento (25 mL vs. 10 mL do ensaio PP
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1), o que limitou a difusdo do oxigénio devido a maior altura de liquido no tubo. XIE et
al. (2011) observaram que o aumento do volume de trabalho e a reducgéo da velocidade
de agitacdo orbital reduziram o valor do ki a (coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio) em cultivos de CHO-DG44 mantidos em tubespins. Para uma velocidade
de 180 rpm, os valores de ki a obtidos para os volumes de 10, 20 e 35 mL foram
respectivamente de 24,3: 21,5 e 14,2 h, a uma concentracdo X, de aproximadamente
6-10° cels/mL alcancados para 10 e 20 mL (dados ndo fornecidos para 35 mL).
Entretanto, a influéncia da velocidade de agitacdo orbital foi maior em relagdo a
variacdo do volume do trabalho, uma vez que, a 160 rpm, o valor de ki a diminuiu cerca
de 60% com o aumento do volume de 10 para 35 mL (XIE et al., 2011). DeJESUS et al.
(2004) néo evidenciaram limitacdo de oxigénio nem alteragdes significativas de pH em
cultivos mantidos em tubespins com X, igual a 5-10° cels/mL, porém o volume de
trabalho adotado foi de apenas 5 mL. CASTILHO (2011) observou que, para uma
agitacdo de 185 rpm em um shaker com érbita de 5 cm, o desempenho do crescimento
celular em tubespins com volumes de trabalho de até 30 mL se manteve inalterado.
Contudo, a concentragdo maxima de células alcancada naquele trabalho foi de
aproximadamente 12-10° cels/mL em cultivos em batelada, ao passo que na
pseudoperfusdo sdo obtidos maiores valores de X,, aumentando a demanda global de
oxigénio. Apesar da criticidade da DO, foi dado seguimento ao ensaio, de modo a
comparar a aplicacdo de taxas de diluicdo proporcionalmente a concentracdo dos meios
usados. As taxas méaximas de diluigdo para cada uma das condigdes foram mantidas até
0 dia 9. A viabilidade para ambas as condigdes diminuiu a partir do sexto dia, sendo que

reducgdo foi mais rapida na condigéo 2.

A Figura 5.10a mostra que a alimentagdo com TC-LECC a 1 vvd na condigéo 1
foi suficiente para manter uma concentragdo de glicose entre 5,5 e 11 mM. J& para a
condicdo 2, apesar de aplicado um terco das taxas de diluicdo da condicdo 1, atrelado ao
fato de o meio TCx2D ser trés vezes mais concentrado em glicose e glutamina, o valor
de Glc sempre foi superior em relagdo a condigcdo 1, mesmo com as concentracfes de
Xy similares para ambas as condigdes. Considerando que os niveis de X, até o dia 10
foram muito semelhantes nas duas condigdes, a diferenga no padrdo de consumo de
glicose poderia estar associada a outros fatores, tais como, por exemplo, a osmolalidade
mais elevada na condigéo 2.
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Figura 5.10. Perfis de concentracéo de glicose (a) e de lactato (b) para as condigdes 1, 2 e batelada, ensaio
PP 2 (médiatDP para duplicata bioldgica, exceto batelada).

Entre os dias 9 e 10, a alimentacdo foi interrompida em ambas as condic¢des. As
concentragdes de glicose medidas no dia 9 foram 13,5+0,05 mM na condig¢éo 1, e
53,840,72 mM na condi¢do 2. Foi observado um discreto aumento em X, nesse
intervalo para ambas as condicdes, aléem de uma pequena recuperacao da viabilidade na
condicdo 2 (Figura 5.9). Contudo, a Glc praticamente se esgotou na condigdo 1
(1,44+0,05 mM), o que provavelmente induziu ao consumo de lactato, cuja
concentracdo residual manteve-se praticamente constante (de 25,2+0,11 para
24,2+0,11 mM). Na condicdo 2, a concentracdo de lactato nesse periodo aumentou de
23,2+0,11 para 27,1+0,11 mM. A alimentacdo foi restabelecida ao valor maximo de

taxa de diluicdo determinado para ambas as condic¢des, sendo novamente interrompida
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na condicdo 2 entre os dias 11 e 15 (ultimo dia do experimento), devido ao acumulo de
glicose, que alcancou o valor méximo de 750,77 mM no dia 11. Nos dias 12 e 13, a
condicdo 2 apresentou valores de X, significativamente superiores em relacdo a

condicdo 1, apesar de ndo ter sido realizada a troca de meio com TCx2D.

A concentragdo de lactato pré-alimentagdo manteve-se praticamente constante
em 25,5+1,33 mM na condicdo 1. Na condigdo 2, ndo foi observado o shift metabdlico a
exemplo do ensaio PP 1, provavelmente porque o nivel de glicose sempre permaneceu
elevado. Destaca-se que entre, os dias 11 e 15, periodo em que a alimentacdo com
TCx2D foi suspensa, esse metabdlito acumulou-se, atingido uma concentragdo maxima
de 36,5£0,44 mM no ultimo dia (Figura 5.10b). Além disso, no intervalo entre os dias
13 e 15, a viabilidade celular caiu drasticamente de 66 para 31% nessa condicdo (Figura
5.9).

A Figura 5.11 mostra que, na condicdo 2, houve um aumento gradual na
osmolalidade, enquanto que na condi¢cdo 1 houve a estabilizacdo em 280 mOsm/kg,
valor dentro da faixa de 260-320 mOsm/kg recomendada para cultivos de células
animais (OZTURK e PALSSON, 1991a). Na batelada, o perfil de osmolalidade foi
semelhante ao de lactato (i.e., aumento seguido pelo decréscimo), ja que o lactato
contribui para a osmolalidade do meio (OZTURK et al., 1992). O alcance de valores
préximos a 500 mOsm/kg na condicdo 2, inibitorio para muitas células animais, estaria
relacionado ao fato de o préprio meio TCx2D apresentar uma osmolalidade mais
elevada (entre 445-475 mOsm/kg), o que justificaria a diminuicdo da concentracdo de

celulas viaveis e consequentemente o acimulo de glicose.
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Figura 5.11. Perfil de osmolalidade para as condigdes 1, 2 e batelada, ensaio PP2. Dados apresentados
como média+DP em duplicata bioldgica (exceto batelada).

A concentracdo de anticorpo determinada na condicdo 2 foi, em média, quatro
vezes superior em relacdo a condicdo 1 entre os dias 7 e 10, conforme apresentado na
Figura 5.12. Em alguns trabalhos, foi observado que as condi¢cdes hiperosméticas
podem elevar a taxa especifica de produtividade (qp). Por exemplo, OZTURK e
PALSSON (1991a) observaram um aumento de pelo menos duas vezes em Qmap NO
cultivo em batelada de um hibridoma a 435 mOsm/kg em relacdo a condicdo controle de
290 mOsm/kg, porém acompanhado por uma reducdo de 50% na taxa especifica de
crescimento. Entretanto, os valores de qmap avaliados em cada intervalo de amostragem
ndo indicaram uma tendéncia de aumento a medida que a osmolalidade se elevou
gradualmente na condicdo 2 (dados ndo apresentados). Os valores de produtividade
volumétrica (P,) calculados para a condigdo 1 (16,7+0,7 mg/L/d) e condigdo 2
(12,1+0,1 mg/L) ndo se apresentaram estatisticamente distintos (teste t de Student,
nivel de significancia de 5%). O valor de P, na condicdo em batelada foi igual a
13,6 mg/L/d. Apesar de a alimentagio com TC-LECC e TCx2D proverem
produtividades equivalentes, salienta-se o possivel efeito deletério da alta osmolalidade
na condi¢do 2 sobre a viabilidade celular, além da aeragdo insuficiente nesse sistema

devido ao maior volume de trabalho.
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Figura 5.12. Perfil de concentragdo de mAb referente as condicbes 1, 2 e batelada (médiatDP para
duplicata bioldgica, exceto batelada).

5.2.3 Ensaio PP 3

Com base na experiéncia adquirida nos ensaios anteriores, foi desenhado um
novo grupo de experimentos utilizando misturas de TC-LECC e TCx2D. Os cincos
meios de alimentacdo utilizados nesse ensaio foram preparados com base em diferentes
proporcoes de meio TC-LECC e meio TCx2D, conforme descrito no item 4.4.3. As
taxas de diluicdo inicialmente propostas foram modificadas de acordo com as medicoes
de glicose dos meios preparados, apresentadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Estabelecimento de novas taxas de dilui¢do para cada uma das cinco condic@es avaliadas no
ensaio PP 3, recalculadas em fungdo da concentracdo de glicose real.

Condicdo  Meio Glcreal (g/L) Glce  Taxas de diluicdo (vvd)
1 TC-LECC 7,47 1,0 0,15-0,30-0,50-1

2 TC-LECC3:TCx2D1 10,6 1,4 0,11-0,21-0,36-0,71

3 TC-LECC1:TCx2D1 134 1,8 0,083-0,17-0,28-0,55

4 TC-LECC1:TCx2D3 16,4 2,2 0,068-0,14-0,23-0,45

5 TCx2D 18,8 2,5 0,060-0,12-0,20-0,40

A alimentacdo foi iniciada para as cinco condigdes no dia 3, quando as células

estavam na fase exponencial de crescimento. A concentragdo de glicose média era de
4,80+0,04 g/L (26,6+0,22 mM), e X, igual a (4,70+0,45)-10° cels/mL.

Nesse ensaio, com duracdo total de 15 dias, buscou-se manter uma concentracéo
celular constante em aproximadamente 40-10° cels/mL (estado pseudo-estacionério),

inferior a0 maximo alcancado no ensaio PP 1 (aproximadamente 50-10°), para evitar um
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rapido declinio da viabilidade associado ao esgotamento da glicose e a limitacdo na
transferéncia de oxigénio. Para isso, foram realizadas purgas antes da centrifugacéo das
celulas, cujas taxas (Dg) foram calculadas a partir do balango de massa de células
viaveis conforme Equagdo 3, considerando que ndo havia perda de células pelo
sobrenadante (a=0). Os perfis de X, (Figura 5.13) obtidos mostram que o valor de
40-10° cels/mL foi alcancado para as condicdes 1, 2 e 3. Para a condicdo 1, foram
realizadas purgas nos dias 8 (Dg=0,28 vvd), 12 (0,08 vvd) e 14 (0,03 vvd); para a
condicdo 2, no dia 10 (0,12 vvd); e na condi¢do 3, apenas no dia 11 (0,09 vvd). A
necessidade de purgas seria um indicio de que foi possivel manter o crescimento celular
utilizando meios um pouco mais concentrados em relacdo ao TC-LECC, com a
vantagem de se aplicar menores taxas de diluicdo e consequentemente reduzir as
quantidades de meio de alimentacdo e de perfundido, 0 que impactaria no aumento
potencial da concentracdo de mAb e na reducdo de custos para a escala industrial. A
viabilidade manteve-se acima de 90% por pelo menos 12 dias nessas trés condigdes,
enquanto que na condigédo 5, a viabilidade diminuiu expressivamente a partir do dia 8
(Figura 5.13e). A exemplo dos ensaios PP 1, a alimentagdo com TCx2D, mesmo
aplicado a uma taxa de diluicdo de um terco em relagcdo ao meio basal TC-LECC, néo
sustentou um crescimento celular equivalente, possivelmente devido a alta osmolalidade
associada a esse meio (Tabela 5.2).

Tabela 5.2. Valores de osmolalidade (mOsm/kg) medidos nos dias 4, 7, 11 e 15 para as cinco condigtes

avaliadas no ensaio PP 3. Dados apresentados como média+DP para duplicata biolégica. Na condicao 5,
as medicOes para os dias 4, 11 e 15 ndo apresentam o desvio-padréo devido a falhas na determinacgéo da

osmolalidade.
Condicdo
Dia 1 2 3 4 5
4 286+25 300+16 301+11 302+4 294
7 25549 29449 346+13 386+18 422430
11 249+14 301+6 355+6 423+1 498
15 258+16 304+9 362+1 45316 528

As taxas de diluicdo maximas especificadas para as condi¢bes 1 (1 vvd), 2
(0,71 vvd) e 3 (0,55 vvd) foram mantidas constantes entre os dias 6 e 11, e entre os dias
6 e 12 para as condic6es 4 (0,45 vvd) e 5 (0,40 vvd), conforme mostrado na Figura 5.13
e na Figura 5.14. Apo0s esses periodos, todas as taxas foram elevadas para 1 vvd, pois
para as condigdes 1, 2 e 3, o volume de sobrenadante a ser substituido por meio fresco
era praticamente equivalente a todo o volume da fase liquida devido ao expressivo

volume de empacotamento das células, fato que comprometeu a acurdcia na medicao
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dos volumes. Para as condigdes 4 e 5, essa estratégia de alimentagdo foi adotada apenas
para comparar o desempenho dos cultivos de forma direta com as demais condigdes que
ja estavam a 1 vvd. Essa mudanca, em principio, refletiu-se apenas no aumento da
concentracdo de glicose pds-alimentagdo nas condi¢bes 4 (83,3£0,67 mM) e 5
(101+1,61 mM) (Figura 5.14).
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Figura 5.13. Curva de Xv, viabilidade e taxa de dilui¢do (vvd) para as condi¢des 1 (a), 2 (b), 3 (c), 4 (d) e
5 (e), ensaio PP 3. Dados apresentados como média+DP para duplicata bioldgica.
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A comparacdo entre os perfis de glicose e de lactato evidenciou que a
alimentacdo a 1 vvd com meio TC-LECC (condicdo 1) foi capaz de manter uma
concentracdo méaxima de 40-10° cels/mL e viabilidade superior a 90% na maior parte do
experimento, porém com elevado risco de perda devido ao rapido esgotamento de
glicose e também de lactato no meio. Um comportamento diferente foi observado nas
condicdes 2 e 3, cujos valores de Glc residual oscilaram, respectivamente, entre 2,78-
14,4 e 8,89-25,0 mM, os quais reduziriam as chances de esgotamento desse substrato.
Né&o foi observado o shift metabdlico do lactato para essas duas condi¢des. Na condicao
5, foi observado, a exemplo da condic¢do 2 no ensaio PP 2, um acimulo de glicose, cuja

concentracdo pos-alimentagdo chegou proximo a 111 mM.
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Conforme mostrado na Tabela 5.2, a osmolalidade avaliada em determinados
dias apontou uma tendéncia a diminuigdo na condicdo 1, provavelmente devido ao
rapido consumo de nutrientes pelas células. Na condicdo 2, a osmolalidade manteve-se
constante em aproximadamente 300 mOsm/kg, enquanto que nas demais condicdes,
houve um aumento ao longo da cinética, conferida pela utilizacdo mais pronunciada do
meio TCx2D e/ou pelo acimulo de lactato. Para a condi¢do 5, algumas medi¢Ges ndo
foram realizadas com sucesso provavelmente devido a natureza da amostra (alta
osmolalidade), apesar de a calibragdo do osmOmetro ter sido realizada em um
configuracdo que conferiu uma maior taxa de congelamento, de acordo com a

recomendacéo do fabricante.

De acordo com a Figura 5.15, o perfil de producdo de mAb foi semelhante ao
observado no ensaio PP 2, i.e., foi alcancado um pico de concentragdo no dia 6 para
todas as condicOes (exceto a n° 4), seguida por uma importante diminuicdo até o final do
experimento. Dentre as condi¢cOes avaliadas, a n° 5 apresentou 0 maior pico
(140+15,9 mg/L), porém seguido por um declinio para os menores niveis observados,
abaixo de 10 mg/L. A reducdo poderia, novamente, ser atribuida ao aumento do namero
de células ndo viaveis, com consequente liberacdo de proteases no meio. Entretanto, a
diminuicdo de produto ao longo do tempo na condicdo 1 ndo era esperada, ja que esta
simulou a condigdo controle devido & alimentagdo com TC-LECC, ndo sendo impostas
alteracOes significativas de osmolalidade. Uma possivel causa seria a alimentagdo
insuficiente a 1vvd para manter a concentracdo de células tdo alta quanto
40-10° cels/mL, sugerida pelos valores de Glc iguais a zero a partir do sexto dia, 0 que
teria direcionado o metabolismo para as atividades de manutencdo das células em
detrimento a produgdo. Outro aspecto a ser investigado seria uma possivel instabilidade
da linhagem para processos mais longos, embora KANEKO et al. (2010) tenham
comprovado a estabilidade genética de uma linhagem recombinante de células CHO em
um cultivo em reator de escala piloto por pelo menos 100 dias, com reducdo na
produtividade especifica em detrimento a maior taxa de crescimento em altas
densidades celulares. BECKMANN et al. (2012) observaram uma reducdo significativa
de produtividade para um banco de células CHO DP-12 criopreservadas no 420° dia de
um cultivo mantido com passagens a cada 2-3 dias em relagdo aos bancos de células
com 21, 95 e 165 dias de cultivo. Além da perda de 99% das cOpias do gene de

interesse, a diminuicdo da expressdo do anticorpo também foi associada ao mau
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funcionamento do mecanismo de splicing do mRNA, o qual foi relacionado a forma de
construgdo do vetor bicistronico, mesmo na presenca de MTX ao longo dos
experimentos (BECKMANN et al., 2012).
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Figura 5.15. Perfil de concentracdo de mAb referente as condicbes 1, 2, 3, 4 e 5 (médiatDP para
duplicata bioldgica).

O aumento significativo da osmolalidade nos ensaios 4 e 5 ndo permitiu o
alcance de valores de X, comparaveis a condigdo 1, alimentada apenas com meio TC-
LECC. Outra observacéao refere-se aos valores de produtividade volumétrica, a qual é
dependente de X,. Enquanto que, para a condi¢do 1, foi determinado um valor de P,
igual a 43,3+5,87 mg/L/d, para a condicdo 5 foi determinado um valor de
16,7+2,00 mg/L/d. Para as condi¢bes 2, 3 e 4, foram calculados os valores de
32,2+4,10; 28,0+2,94 e 21,0£1,88 mg/L/d, respectivamente.

Levando em consideragéo os valores de gmap determinados para cada intervalo
de amostragem utilizando a Equagéo 15, a condi¢é@o 5 apresentou um aumento de 87%
na produtividade especifica em relacdo a condicdo 1 (4,50 pcd vs. 2,40 pcd),
comparando os valores médios das taxas calculadas nos intervalos de amostragem no
periodo entre os dias 3 e 6. Nas condigdes 2 e 3, cujos valores de X, e de [mAb] foram
similares a condicdo 1, as taxas médias no intervalo entre o terceiro e sexto dias foram

respectivamente 3,00 e 3,48 pcd. Para a condicdo 4, o valor médio determinado foi de

78



3,12 pcd. Avaliando apenas o intervalo entre os dias 5 e 6, quando foram alcangados 0s
picos de [mAb] para todas as condicGes, 0s respectivos valores de gmap Obtidos foram de
0,56 pcd (condigdo 1), 0,92 pcd (condigéo 2), 1,62 pcd (condicdo 3), 0,03 pcd (condicdo
4) e 1,80 pcd (condigdo 5). Com excecdo da condigéo 4, em que o baixo valor de qmap
estaria relacionado a auséncia de producdo de anticorpo no periodo avaliado, seria
possivel afirmar que os maiores valores de Qmap estariam relacionados a maior
osmolalidade, o que esta de acordo com diversos trabalhos posteriores ao de OZTURK
e PALSSON (1991a), que observaram superproducdo em condic¢Ges hiperosmoticas. Os
possiveis mecanismos de estimulo a produtividade decorrentes de alta osmolalidade
incluem, entre outros: 0 aumento das taxas metabdlicas, inclusive as de incorporagéo de
aminoécidos do meio em co-transporte de fons Na* para o interior da célula; o aumento
da capacidade de sintese decorrente do aumento do volume celular; e 0 aumento do pH
intracelular, condigdo eventualmente associada a importantes eventos da sintese proteica
(CHERLET e MARC, 1999). Entretanto, apesar da associacdo positiva entre
osmolalidade e produtividade especifica, € importante avaliar o efeito deletério sobre a
concentracdo de células, o que foi evidenciado pela reducdo de aproximadamente 50%
na produtividade volumétrica (P,) da condicdo 5 em relacdo a condigdo 1.

5.2.4 Ensaios em PP — método adaptativo

O método adaptativo consistiu em avaliar a possibilidade de manter o cultivo a
uma baixa concentracdo de glicose, de modo que o metabolismo fosse direcionado em
detrimento ao acimulo de lactato. Essa condicdo foi avaliada em paralelo a dois ensaios
independentes (PP 1 e PP 3), sendo que o volume de trabalho adotado foi diferente em
cada experimento (10 e 5mL, respectivamente), devido a limitagOes decorrentes da

quebra de agitadores orbitais do laboratorio.

Os perfis de concentragdo de células vidveis, de viabilidade e de alimentagdo néo
foram iguais para ambos 0s experimentos, conforme mostrado na Figura 5.16. Enquanto
que no ensaio “adl”, realizado em paralelo ao ensaio PP 1, a alimentagdo com meio
TCx2D foi iniciada no dia 6, com (14,8+3,23)-10° cels/mL, no ensaio “ad2”, a
alimentagdo foi iniciada no dia 5 com (12,4+1,20)-10° cels/mL. Em “adl”, foi
alcancado o valor méximo de X, de (44,8+3,3)-10° cels/mL no dia 9 com viabilidade

90,843,0%, enquanto que em “ad2”, o valor maximo de X, foi de apenas
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(18,1+1,66)-10° cels/mL alcancado no dia 7, com viabilidade de 92,2+0,01%. Além da
menor concentragdo celular, a reducdo de viabilidade foi mais rapida no ensaio “ad2”. A
condicdo adaptativa “ad1” proporcionou uma concentracdo de células viaveis superior
em comparacgdo as condi¢bes 2 e 3 do ensaio PP 1 no intervalo dos dias 7 a 9 (Figura
5.6). Entretanto, no dia seguinte, a concentracdo de células viaveis diminuiu
rapidamente para (26,843,0)-10° cels/mL e a Vviabilidade para 87,7+0,4%,
comportamento também observado em “ad2” apds o alcance do pico de X,. Ressalta-se
que a diminuicdo de X, entre os dias 9 e 10 também foi observada para a condi¢do 3 do
ensaio PP 1, sendo que ambas as condi¢des foram alimentadas utilizando meio TCx2D

a taxas similares, de 0,30 e 0,26 vvd respectivamente.
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Figura 5.16. Curva de X,, viabilidade e taxa de dilui¢do (vvd) obtidas nos ensaios de avaliagdo do método
adaptativo “ad1” e “ad2”.

A taxa de diluicdo inicial variou entre 0,14 e 0,18 vvd, seguida por uma redugéo
para aproximadamente 0,10 vvd. Devido ao alcance de uma maior X, no ensaio “adl”,
a maior taxa de diluicdo aplicada foi de 0,31 vvd (proxima ao valor maximo
teoricamente esperado para o uso do meio concentrado TCx2D, de 0,35 vvd), enquanto
que para “ad2” a taxa aumentou apenas para 0,16 vvd. Apesar de o célculo da vazao de
alimentacdo considerar a manutengdo de uma concentracdo minima de glicose de

5,55 mM, esse substrato alcancou valores tdo baixos quanto 0,22 mM a partir do dia 7,
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exceto nos dias 9 e 10 para o ensaio “adl”, quando a Glc esteve acima de 5,55 mM
(Figura 5.17a). Como consequéncia do esgotamento da glicose, foi observado o shift
metabdlico para o consumo de lactato (diminuicdo nas medicdes pré-alimentacdo) na
maioria dos intervalos de amostragem (Figura 5.17b), 0 que manteve a concentracao
desse metabdlito abaixo de 11 mM, exceto no intervalo dos dias 9-10 para o ensaio
“ad2”, com o répido acumulo para 12,7+0,33 mM. A causa dessa elevacdo é
desconhecida, e a possibilidade de uma alta concentracdo de glicose foi descartada, ja
que o valor de Glc pos-alimentacdo no dia 9 ndo foi superior em relagdo aos dias
anteriores (aproximadamente 22,2 mM).
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Figura 5.17. Perfis de concentracdo de glicose (a) e de lactato (b) para as ensaios “adl” (dados
apresentados como médiatDP obtidos de triplicata biolégica) e “ad2”(médiatDP para duplicata
bioldgica).

Em comparacdo as condi¢des avaliadas em paralelo nos ensaios PP 1 e PP 3, a
concentracdo de anticorpo para ambos 0s ensaios com alimentacdo adaptativa foram

superiores (Figura 5.18). No ensaio “adl”, a concentracdo maxima alcancada foi de
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175+0,01 mg/L no dia 10, enquanto que para o ensaio “ad2”, o pico ocorreu no dia 9, de
192+25,5 mg/L. Os valores de P, calculados foram de 28,0+8,97 e 23,0+2,48 mg/L/d,

respectivamente.
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Figura 5.18. Perfil de concentracdo de mAb para os ensaios “ad1” (médiaxDP para triplicata bioldgica) e
“ad2” (médiatDP para duplicata biolégica). Para a sequéncia “mAb_ad2”, sdo apresentados os dados a
partir do inicio da alimentagdo (dia 5), quando foi possivel coletar um maior volume de amostra
necessario para a quantificacdo de produto.

Apesar dos resultados promissores com relacdo & producdo de anticorpo, o
método adaptativo proposto necessitaria de uma série de modifica¢fes para manter uma
maior viabilidade celular por um periodo mais longo. A principal delas seria modificar a
composicdo do meio de alimentacdo, o que ndo seria possivel no @mbito do presente
trabalho, uma vez que essa informagéo ndo é revelada pelo fabricante. Entretanto, a
osmolalidade sugere a presenca de uma alta concentragdo de sais devido a forma
concentrada do meio. Uma possibilidade seria entdo formular um meio contendo os
nutrientes mais consumidos (glicose, glutamina e amino&cidos) em alta concentracao, e
eventualmente isento ou com uma concentracdo minima de sais, a exemplo do trabalho
de ZHOU et al. (1997), que propuseram uma estratégia de alimentacdo para um cultivo
de hibridoma em batelada alimentada utilizando uma mistura dos meios DMEM/F12
livres de sais, e concentrados em 19,8 vezes. As concentragdes de glicose e de
glutamina utilizadas na alimentacdo foram respectivamente de 59,4 g/L (330 mM) e
99 mM, muito superiores em relacdo ao presente trabalho. Adotando a OUR para
estimar a demanda nutricional e determinar a vazdo de alimentagdo, esses autores

conseguiram reduzir o acumulo de lactato e de amdnia (um problema recorrente em
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bateladas alimentadas) mantendo a concentragdo de glicose tdo baixa quanto 0,5 mM
(0,09 g/L). Foi relatado também um aumento na concentracao de anticorpo em relacéo a
batelada simples e a outras estratégias de batelada alimentada, embora ndo seja possivel
compara-los por meio da produtividade volumétrica com base nos resultados

apresentados.

Além da composicao, a estratégia de aplicacdo do meio de alimentacdo também
deve ser explorada, conforme estabelecidos nos trabalhos de perfusdo com alimentagéo
controlada apresentados por YANG et al. (2000), FENG et al. (2006) e TENG et al.
(2011). Para essa linha de investigagéo, 0s ensaios em biorreatores de bancada seriam
mais adequados devido & opcdo do monitoramento dos pardmetros de cultivo,
especialmente no estabelecimento de estratégias com base em medi¢des on-line dos
metabdlitos-chave. Os resultados de simulagdes apresentados por GAMBHIR et al.
(1999) indicaram o potencial de alimentacdo com meios concentrados para aumentar a
concentracdo de células e a produtividade, sendo observada a importancia das medicdes
on-line para manipular o estado fisioldgico das células e, assim, minimizar a formagédo
de metabdlitos que exercam a inibicdo de crescimento durante a fase transiente. Além
disso, foi ressaltada novamente a importéncia de se formular meios de alimentacdo
contendo apenas 0s nutrientes essenciais, de modo a permitir 0 aumento da

osmolalidade em uma estreita faixa de operacdo (GAMBHIR et al., 1999).

5.3 Ensaios em biorreatores em perfusdo

O objetivo dos ensaios em biorreator foi avaliar o perfil de concentracdo de
células, viabilidade e produtividade em um processo de perfusdo alimentado com meios
mais concentrados do que o meio basal (TC-LECC). Como discutido anteriormente,
essa forma de operacgdo ja foi reportada na literatura como perfusdo com alimentacdo
controlada, que consiste em uma combinagdo da batelada alimentada com a perfuséo

convencional.

5.3.1 Alimentagdo com TCx2D (ensaio BIO007)

Nesse experimento, foram utilizados o meio basal TC-LECC para a inoculacéo,
e 0 meio concentrado TCx2D para a alimentacdo. A estratégia adotada seria equivalente
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aos ensaios PP 2 e PP 3, ou seja, variando entre 0,05 e 0,35 vvd. Portanto, considerando
o volume de trabalho de 1,1 L, as vazGes aplicadas corresponderiam respectivamente a
0,055 e 0,385 L/d. Contudo, devido a disponibilidade de bombas peristalticas com
cabegote compativel para mangueira com parede de espessura de 2,4 mm, a vazdo
minima disponivel foi de 0,063 L/d. A alimentacdo foi iniciada entre os dias 3 e 4
(correspondente & fase exponencial), com X, préxima a 5-10° cels/mL (Figura 5.19) e
concentracéo de glicose de 13,9 mM (Figura 5.20).
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Figura 5.19. Curvas de concentracdo celular e de viabilidade, e perfil da taxa de diluicdo do perfundido
(vvd), utilizando meio TCx2D como meio de alimentagdo, ensaio BIO007. Dados apresentados como
média+DP em duplicata analitica.

Os valores de vazdo volumétrica determinados experimentalmente por meio de
pesagem do carboy de coleta apresentaram diferenca significativa em relacdo ao valor
tedrico (dados ndo apresentados). Por exemplo, enquanto a taxa de diluicdo inicial
tedrica foi de 0,1 vvd, o valor experimental medido foi de 0,19 vvd. Esses erros foram
atribuidos a selecdo de mangueira Marprene® com especificagdes de diametro interno e
espessura que ndo se mostraram as mais adequadas para as baixas vazoes utilizadas, as
quais foram estabelecidas no limite inferior de rotagdo das bombas. No dia 5, a taxa de
diluicdo foi elevada para o valor méximo teérico de 0,35 vvd (experimental: 0,39 vvd),
pois 0 valor de Glc estava abaixo de 5,55 mM, o que representou um risco para a
continuidade do experimento. Portanto, o incremento na taxa de diluicdo ndo foi
realizado em degraus conforme a proposta inicial. Posteriormente, alguns ajustes nas

vazdes de alimentacdo e de perfundido foram necessérios para manter o volume do
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reator constante, monitorado por aferi¢do visual do nivel de liqguido em uma escala na

parede do vaso. A taxa de diluicdo manteve-se constante em 0,30 vvd a partir do dia 9.

A concentragdo méaxima de células viaveis, alcancada no dia 8, foi de
aproximadamente 25-10° cels/mL,com viabilidade de 93%, e a uma taxa D igual a
0,27 wvd. O perfil de X, mostrou-se semelhante em relagéo ao ensaio PP 2 (condicéo 2),
no qual o valor maximo de 19-10° cels/mL (viabilidade 95%) foi alcancado no dia 6,
embora a uma taxa de diluicdo cerca de 45% menor (0,15 vvd). Em relacdo aos
resultados do ensaio PP3 (condicdo 5), apesar do valor méximo de X, igual a
21-10° cels/mL, este foi alcancado no 11° dia, com uma viabilidade de apenas 74%, e a
um valor de D igual a 0,40 vvd. A queda da viabilidade a partir do dia seguinte, assim
como observada nos ensaios PP 2 e PP 3 nas condigdes alimentadas com TCx2D,
provavelmente ndo foi devido a baixa concentracdo de glicose, a qual manteve-se entre
5e 14 mM até o fim do ensaio (Figura 5.20). Contudo, o lactato atingiu uma
concentracdo maxima de aproximadamente 44 mM no dia 5, superior aos valores
méaximos usualmente medidos nos ensaios de pseudoperfusdo, seguida por uma reducgao

associada ao shift metabdlico para consumo e estabilizagdo proxima a 22 mM.
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Figura 5.20. Perfil de glicose e lactato, ensaio BIO007. Dados apresentados como médiatDP em
duplicata analitica.

Foi observado o aumento gradual da osmolalidade, conforme monitoramento

apresentado na Figura 5.21, conferido tanto pelo proprio meio de alimentagdo quanto
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pela maior concentracdo de lactato presente no meio. Apesar de o lactato acidificar o
meio, néo foi observado um consumo expressivo de base (dados ndo apresentados), cuja
adicdo também implica em aumento de osmolalidade (OZTURK, 1996).

425 -
400
375
350
325
300

Osmolalidade (mOsm/kg)

275

250 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (d)

Figura 5.21. Perfil de osmolalidade, ensaio BIO007. Dados apresentados como médiatDP em duplicata
analitica.

N& houve uma perda significativa de células viaveis pela corrente de
perfundido, nem houve necessidade em realizar purgas para remoc¢do controlada de
celulas, ja que a concentracdo de células diminuiu ao longo do experimento. Entretanto,
a partir do dia 9, foi observada uma turbidez no perfundido, a qual permaneceu até o
ualtimo dia de cultivo. A possibilidade de contaminacdo bacteriana foi descartada apés a
auséncia de crescimento em &gar Luria-Bertani (incubagdo durante 48 h a 37°C). Uma
observacdo em microscopio de amostras a fresco atribuiu essa turbidez a presenca de
uma grande quantidade de debris e de células mortas.

Para verificar a possibilidade de retencéo de produto no reator, foram realizadas
analises de quantificagdo do anticorpo tanto em amostras coletadas no reator e na
corrente de perfundido, conforme apresentado pela Figura 5.22. Devido ao elevado erro
experimental observado a partir do dia 8, ndo foi possivel afirmar se a concentragéo de
mADb em ambas as correntes foram similares. Uma justificativa para os erros observados
seria 0 tempo de processamento das analises em duplicata analitica programadas no
HPLC (geralmente, realizadas overnight). Durante o periodo entre as analises, haveria a
possibilidade de degradacdo do produto devido a presenca de proteases liberadas pelo
contetdo citoplasméatico, dada a inspecdo visual de turbidez do perfundido e a
constatacdo de grande quantidade de debris celulares.
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Figura 5.22. Perfis de concentracdo de mAb de amostras coletadas do biorreator e de corrente de
perfundido, ensaio BIO007 (dados em média+DP em duplicata analitica).

Em comparacdo aos ensaios PP 2 e PP 3 nas condi¢des alimentadas com meio
TCx2D (condigdes 2 e 5, respectivamente), o perfil de concentragéo de anticorpo obtida
no ensaio em reator também apresentou um pico de concentra¢do entre os dias 6 e 7
seguida por uma reducdo, em vez da manutencdo do estado estacionario. Esse
comportamento parece estar associado ao perfil de viabilidade das células, o qual

também diminuiu logo apds o alcance do valor maximo de X,.

5.3.2 Alimentagdo com TC-LECC:TCx2D 1:1 (ensaio BIO008)

Esse ensaio teve como objetivo avaliar em um reator de bancada a condicéo
intermediaria de alimentacdo testada simultaneamente no ensaio PP 3, i.e., meio de
alimentagdo TC-LECC:TCx2D na proporcdo 1:1. A concentragdo de glicose, medida
em 13,5 g/L (75 mM), correspondeu a um valor de Glc igual a 1,8 vezes em relacéo a
do meio basal TC-LECC. Dessa forma, a estratégia de alimentacdo proposta foi igual a
condigdo 3 do ensaio PP 3: aumento gradual da taxa de diluicdo de 0,083 — 0,167 —
0,278 — 0,55 vvd.

Conforme apresentado na Figura 5.23b, a alimentacdo foi iniciada no terceiro
dia, com X, de 4,5-10° cels/mL e concentragdo de glicose a 18,9 mM. A concentracéo
méxima de células foi alcancada no dia 8 (32,5-10° cels/mL) e, a partir desse momento,
foi aplicada uma taxa de purga (Dg) de 0,1 vvd. Apesar da presenca da purga entre 0s
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dias 8 e 16, ndo foi possivel estabelecer uma concentragdo constante de células, a qual
oscilou entre 20 e 30-10° cels/mL, acompanhada por uma reduc&o na viabilidade de 92
para 84%. A partir do dia 17, X, e viabilidade cairam, e a corrente de purga foi cessada.

A partir do dia 7, foi observada uma turbidez no perfundido referente a presenca
de células vidveis a uma concentracéo de 0,71-10° cels/mL, indicando uma queda na
eficiéncia de separacdo do sedimentador. No dia seguinte, essa concentragdo aumentou
para 1,4-10° cels/mL (Figura 5.23a). Devido a uma falha do temporizador, foi
constatado que o médulo vibracional estava funcionando no modo continuo, € ndo no
padrdo intermitente inicialmente configurado. Com isso, a sedimentacdo das células foi
prejudicada, acarretando em perda pelo perfundido. O problema foi solucionado pela
troca do temporizador, evidenciado pela auséncia de células no perfundido até o dia 16.
A partir do dia 17, foi constatada novamente a presenca de células no perfundido e,
dessa vez, o motivo foi a presenca de uma grande quantidade de bolhas na entrada do
sedimentador. A presenca de bolhas ocorreu devido a alta velocidade de agitacdo (no
caso, 200 rpm), uma vez que devido a problemas na estabilizacdo da DO em 40%, a
agitacdo foi ajustada manualmente em 100 — 150 — 180 — 200 rpm entre os dias 10 e 17.
Com isso, uma grande turbuléncia foi observada na saida do reator para o sedimentador
e 1sso poderia estar prejudicando o estabelecimento do regime laminar dentro do
sedimentador. A redugéo de 200 para 150 rpm entre os dias 17 e 18 eliminou as bolhas
e diminuiu a perda de células viaveis pelo perfundido de aproximadamente 2-10° para
0,6-10° cels/mL até o final do experimento.

Da mesma forma que no ensaio BIO007, houve problemas para estabilizar as
taxas de diluicdo, conforme se observa na Figura 5.23b. Devido ao rapido esgotamento
de glicose, ndo foi possivel manter por um longo periodo a taxa em 0,55 vvd. Portanto,
foi necessério aplicar uma taxa de 1 vvd a partir do dia 7, cujos valores experimentais
variaram entre 0,77 e 1,27 vvd até o final do experimento, mesmo realizando 0s ajustes

na vazao de alimentagéo de acordo com a relagcdo Qa = Qg+Qp.
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Figura 5.23.a) Perfis de X, (médiatDP em duplicata analitica) e viabilidade avaliados no reator, e de
células vidveis presentes no perfundido (Xv_perf). b) Perfis de X, (biorreator), da taxa de diluicdo
referente ao perfundido (D5p) e de purga (Dg).

A partir do dia 5, a concentracdo de glicose manteve-se muito proxima a zero
(Figura 5.24). Foi observado acumulo de lactato entre os dias 0 e 4, seguido pelo shift
metabdlico, e a partir do dia 8, a concentracdo se estabilizou entre 44 e 55 mM. Essa foi
a primeira vez no presente trabalho que foram alcangadas concentragfes de lactato t&o
altas. Embora a concentracdo inibitoria de lactato varie de acordo com a linhagem
celular, dados da literatura apontam os valores apresentados como inibitérios ao
crescimento e a produtividade de um modo geral. Por exemplo, OZTURK et al. (1992)
observaram uma reducdo superior a 50% no valor de Py, para hibridomas cultivadas a
uma concentracdo inicial de lactato superior a 40 mM, a qual estaria relacionada a
toxicidade da molécula de lactato per se, e ndo pela alta osmolalidade associada. LAO e
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TOTH (1997) constataram uma reducdo de 45% na taxa especifica de crescimento de
celulas CHO produtoras de uma proteina recombinante na presenca de 60 mM de
lactato, além de profundas modificagbes no metabolismo, como quac igual a zero,
diminuicdo de 20% no consumo de glicose e glutamina e de 64% na taxa de formacao
de amodnia. Entretanto, segundo esses autores, a produtividade ndo foi alterada. Em
cultivos de células BHK produtoras de uma proteina de fusdo, CRUZ et al. (2000)
observaram que o aumento de lactato de 0 a 60 mM reduziu em 40% a produtividade
especifica e em sete vezes a concentracdo da proteina recombinante. Os efeitos
deletérios do lactato foram atribuidos ndo apenas ao aumento da osmolalilade, mas

também a reducédo do pH intracelular.
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Figura 5.24. Concentragdo de glicose e lactato, ensaio BIO008 (dados apresentados como média+DP em
duplicata analitica).

A determinagdo dos valores de p (Figura 5.25) evidenciou uma tendéncia de
queda a partir do quinto dia, o que indicaria a inibicdo de crescimento. Esse
comportamento estaria possivelmente relacionado ao direcionamento do metabolismo
para a manutencdo das atividades celulares frente ao estresse provocado pela
osmolalidade mais elevada.

90



14 - 600
08 - B
- 500 <
0,6 ] XX g
8
=~ 04 - r 400 E
° S
2 0,2 - - 300 §
0 T T Al T T I‘% T ijl\ %
I £
020 2 4 6 8¥10¥12 14 VIS 20 2290 g
04 - - 100
Tempo (d)
—o— e Osm

Figura 5.25. Taxa especifica de crescimento, ensaio BIO008 (perfuséo iniciada no dia 3).

Os perfis das taxas especificas Qgic, Qiac € Qman, cONforme mostrado na Figura
5.26, indicam a estabilizacdo dos valores a partir do dia 10, com destaque para a
importante redugdo na producdo de anticorpo. Apesar de ndo ter sido avaliada a
influéncia da concentracdo inicial de lactato ou de osmolalidade, é possivel atribuir o
aumento de ggc a valores iguais ou maiores aos observados no inicio do cultivo as
condigdes adversas provocadas pela elevacdo da osmolalidade devido & introducéo de
um meio concentrado na alimentacdo. De acordo com os dados de OZTURK et al.
(1992), as taxas metabolicas de um modo geral aumentaram na presenca de
concentragdes crescentes de lactato. Ja no estudo de LAO e TOTH (1997) com células
CHO, o valor de qgi5c diminuiu & medida que o lactato aumentou (um indicio da inibigdo
da lactato desidrogenase pelo excesso de seu substrato), porém para ensaios em
paralelo, em que o aumento da osmolalidade foi provocado pela adi¢cdo de NaCl, o valor

de qiac aumentou.
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formacdo/consumo de lactato (qy,c) € producdo de anticorpo (gman), €nsaio em biorreator BIO008.

Com relagdo a producdo de anticorpo, novamente foi observado um perfil
semelhante ao ensaio BIO0O7 e ao ensaio PP 3, em que a concentragdo de mAb atingiu
um pico (no caso, no dia 7, de 140+£5,90 mg/L), seguido por uma importante reducdo e

estabilizacdo em um valor de apenas 5,6+2,2 mg/L a partir do dia 14 (Figura 5.27).
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Figura 5.27. Perfil de mAb (dados em médiatDP em duplicata analitica) e osmolalidade monitorados ao
longo do ensaio em biorreator BIO0O0S.

A provavel causa para esse comportamento, novamente, seria 0 aumento da
osmolalidade (Figura 5.27). O acumulo de metabdlitos téxicos ndo identificados, como

a amonia, seria outra possibilidade. A aplicacdo de taxas de diluicdo correspondentes a
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tempos de residéncia de pelo menos 24 h, associada a degradacao por enzimas liberadas
pelas células ndo viaveis, seria outra possibilidade a ser investigada, embora de um

modo geral 0s anticorpos sejam considerados moléculas estaveis.

A titulo de comparagdo, CHERLET e MARC (1999) avaliaram a possibilidade
de um aumento gradual da osmolalidade em um cultivo continuo de hibridomas OKT3
alimentado com meio basal com valores crescentes de osmolalidade entre 335 e
450 mOsm/kg, aplicados uma taxa de diluicdo constante de 0,48 vvd durante
aproximadamente 10 dias. Segundo 0s autores, essa seria uma estratégia para estimular
a produtividade e reduzir a inibicdo do crescimento por meio da adaptacdo das células
em condicOes de hiperosmolalidade. Enquanto que, para os valores intermediérios de
370 e 400 mOsm/kg, a concentracdo de produto quase dobrou em relagcdo a condicdo
controle (335 mOsm/kg), para os valores mais altos de 425 e 450 mOsm/kg (portanto,
préximos aos valores medidos a partir do 12° dia do ensaio BIO008), a concentragdo de
anticorpo e a produtividade ndo sofreram alteragdes significativas. Além disso, a analise
de 1gG intracelular por citometria de fluxo evidenciou o surgimento de uma populagdo
de células ndo secretoras de anticorpo nas condi¢Ges de hiperosmolalidade, a qual
chegou a representar 25% do total apds 50 dias de cultivo (CHERLET e MARC, 1999).
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6 Conclusdes e Sugestdes

Um meio de cultivo concentrado (TCx2D) foi utilizado para alimentar um
processo de perfusdo com células CHO, a fim de reduzir a taxa de dilui¢do aplicada e
fornecer o produto (mAb) em uma forma mais concentrada. Com a aplicagéo de taxas
de diluicdo inversamente proporcionais as concentracfes de glicose e de glutamina
presentes em TCx2D, foi observado um aumento na concentragdo de anticorpo e na
produtividade especifica em relacdo & condicdo alimentada com o meio basal TC-
LECC. Entretanto, efeitos deletérios sobre o crescimento e a viabilidade celular foram
associados a elevacédo de cerca de 60% na osmolalidade, propriedade intrinseca ao meio
concentrado devido & alta concentragdo de componentes. Na avaliacido de diferentes
composicoes de meios resultantes da mistura de TC-LECC e TCx2D, 0s meios com
fatores de concentracdo de 1,4 e 1,8 vezes superior em relacdo ao meio basal
proporcionaram cultivos que alcancaram 40-10° cels/mL com a aplicacéo de taxas de
diluicdo inferiores a taxa empregada com o meio basal, de 1 vvd. A alimentagdo com
meios com fator de concentracdo superior a duas vezes, apesar do aumento na
produtividade especifica de anticorpo possivelmente associada a elevacdo da
osmolalidade, resultou em uma perda de viabilidade mais rdpida e diminuicdo da
concentracédo de produto.

Na condicdo adaptativa, em que as taxas de diluigdo foram modificadas
conforme a demanda de glicose pelas células, tanto a glicose quanto o lactato
mantiveram-se em baixas concentragdes, e a concentracdo de produto foi superior em
relagdo a condicdo alimentada com TC-LECC. Contudo, foi observado um répido
decaimento da viabilidade celular, o que ndo proporcionou 0 aumento da produtividade

volumétrica.

Em dois ensaios em biorreator de bancada utilizando o sedimentador lamelado
como equipamento de retencdo celular, foram aplicados como alimentacdo o meio
TCx2D a uma taxa de diluicdo entre 0,1 e 0,35 vvd, e a mistura TC-LECC:TCx2D 1:1
entre 0,1 e 1 vvd. Para ambos, foi confirmada a queda de producéo associada a perda de
viabilidade celular. A presenga de lactato em concentracfes proximas a 60 mM,
reportada como tdxica para diversas linhagens celulares, provavelmente afetou o
crescimento e a produtividade. O acimulo desse metabdlito poderia estar relacionado ao
aumento da osmolalidade associado a introducdo de meio concentrado pela corrente de
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alimentacdo. A condicdo de hiperosmolalidade, entre 400 e 500 mOsm/kg, mesmo
elevada de forma gradual, ndo possibilitou a adaptacdo das células. Como consequéncia
da diminuicdo da viabilidade celular, foi observada uma turbidez no perfundido
associado a presenca de debris e a liberagdo do contetdo citoplasmatico, o que
eventualmente pode ter causado a degradacdo proteolitica do produto.

Para o aperfeicoamento dessa linha de pesquisa, sugere-se desenvolver uma
formulagdo do meio de alimentagdo contendo os nutrientes essenciais (glicose,
glutamina e aminoécidos) mais concentrados, visando a eliminagdo ou a manutencéo em
concentragdes fisioldégicas dos sais, principais contribuintes para o aumento da
osmolalidade. A determinacdo dos coeficientes estequiométricos com base nas taxas
metabdlicas seria uma maneira de garantir a correta propor¢do de nutrientes, embora
essa estratégia limite a sua aplicabilidade para outras linhagens celulares, e exija uma
extensa avaliacdo das condicdes ao longo do cultivo. Ensaios em batelada poderiam ser
realizados para avaliar o efeito das concentracdes iniciais de glicose (ou outros
nutrientes-chave, como glutamina) sobre o crescimento e a producdo, proporcionando
maiores informacGes para o controle da alimentacdo usando meios concentrados. A
osmolalidade é um parametro que também poderia ser explorado para aumentar a
produtividade especifica, desde que estabelecida uma faixa de valores que ndo iniba o
crescimento celular. A adaptacdo prévia de linhagens para valores de osmolalidade
superiores & faixa fisiologica poderia garantir a manutencdo da viabilidade por um
periodo de cultivo mais longos, caracteristico da perfusdo. Em relacdo ao regime de
alimentacdo, 0 método adaptativo (também chamado de alimentacdo dindmica) poderia
aumentar a eficiéncia do metabolismo voltado para a producdo em detrimento a
formacdo de subprodutos toxicos, desde que atrelado a um sistema de controle robusto
com base em medicdes on-line. Por fim, seria necessério investigar o impacto dos
diferentes modos de operacédo de biorreatores sobre a qualidade do produto, em especial

0 padrao de glicosilagéo.
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