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O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho do cultivo de células BHK
(baby hamster kidney cells) para a producdo de fator VIII recombinante em quatro
diferentes meios de cultura isentos de soro fetal bovino (SFB). Foram estudados trés
meios comerciais isentos de soro animal (GMEM-S, BD Animal Component Free e BD
Cell Quantum Yield), a mistura dos meios DMEM e Ham’'s F12 na proporcdo 1:1 e,
para fins de comparacdo, avaliou-se, também, esta mistura contendo 1% de SFB.
Além disso, estudou-se o cultivo em diferentes temperaturas (33°C, 35°C ou 37°C),
visando a determinacdo da condicdo que permite melhor crescimento celular e
produtividade. Foi realizada uma avaliacdo da cinética do consumo e acumulo de
aminoacidos e demais nutrientes e metabdlitos, que permitiu a identificacdo de
compostos que atingiram concentrag@es limitantes ou inibitérias durante o cultivo
celular. O meio BD Animal Component Free mostrou o melhor desempenho,
propiciando concentracdo celular maxima, taxa especifica de crescimento e
concentracdo de produto superiores as dos demais meios. A maior concentracdo de
produto foi obtida nos cultivos a 33°C. Apesar de o crescimento celular ter sido menor
do que em temperaturas mais elevadas, o metabolismo mostrou-se mais equilibrado,
com consumo de glicose e glutamina mais lento e menor formagdo de metabdlitos
toxicos, com elevada obtencdo de produto. A menor produtividade observada em
temperaturas maiores parece estar relacionada a limitacdo de glicose e de
aminodcidos, tais como glutamina, glutamato e serina, assim como ao acumulo de

alanina, lactato e amonio.
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The aim of this work was to evaluate the culture of BHK cells (baby hamster
kidney cells) for the production of factor VIII using four different culture media free of
fetal bovine serum (FBS). Three commercial media (GMEM-S, BD Animal Component
Free and BD Cell Quantum Yield) and DMEM/F12 medium, both free of FBS and
supplemented with 1% FBS, were studied at different temperatures (33°C, 35°C and
37°C) to determine the condition that provides best cellular growth and productivity.
The kinetics of consumption and accumulation of amino acids and other nutrients and
metabolites were evaluated. This allowed the identification of compounds that reached
inhibiting or limiting concentrations during cell culture. The BD Animal Component Free
medium showed better results, giving higher cell concentration, specific growth rates
and product concentration. The highest concentration of product was obtained in
cultivations at 33°C. Although cell growth was lower than at higher temperatures, the
metabolism was better balanced, with slower glucose and glutamine consumption, less
formation of toxic metabolites and higher product accumulation. The lower productivity
observed at higher temperatures may be related to limitation of glucose and amino
acids such as glutamine, glutamate and serine, as well as to the accumulation of

alanine, lactate and ammonium.
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1 - INTRODUCAO

A hemofilia € uma doenca hemorragica decorrente da deficiéncia de uma das
proteinas do sangue envolvidas no processo de coagulacao, sendo classificada como
hemofilia A, B e C. A hemofilia do tipo A € a mais comum e é caracterizada por uma
deficiéncia do fator VIII (FVIII) da coagulacdo sanguinea.

De acordo com a Federacdo Mundial de Hemofilia (World Federation of
Haemophilia — WFH), o nimero de portadores de hemofilia no mundo é de 162.781,
sendo 125.049 portadores de hemdfilia do tipo A. No Brasil, o nUmero de portadores
de hemofilia € de 10.065. Dentre os 106 paises analisados (93,6% da populacdo
mundial), o Brasil teve a terceira maior populacdo de portadores de hemofilia, ficando
abaixo apenas da india (n=13.993) e Estados Unidos (n=17.485). Considerando-se
apenas os portadores de hemofilia do tipo A, o Brasil mantém a terceira colocacao
com 8.449 pacientes, enquanto a india tem 11.648 e os Estados Unidos 13.276 (WFH,
2011).

De acordo com o estudo da WFH (2011), o consumo anual mundial de
concentrados de FVIII é de 6.013.837.683 Ul. No Brasil, o consumo de concentrados
de FVIII é de 231.392.750 Ul de FVIII, sendo 100% derivado de plasma (pdFVIIl). Este
namero é muito diferente de paises como os Estados Unidos, por exemplo, que
consomem 1.600.000.000 Ul de FVIIl, sendo a maioria recombinante (69%). O
consumo de FVIII per capita no Brasil € 1,15 Ul/habitante/ano, enquanto nos Estados
Unidos é 5,16 Ul/habitante/ano (WFH, 2009; WFH, 2011). Estes dados mostram como
0 investimento no tratamento da hemofilia A no Brasil ainda € pequeno, além de ndo
incluir FVIII recombinante (rFVIII), apesar do tempo que este produto se encontra no
mercado.

O tratamento atual da hemofilia do tipo A no mundo €&, majoritariamente,
baseado na infuséo intravenosa de concentrados de pdFVIIl quando da ocorréncia de

sangramentos (WFH, 2009; WFH, 2011). Estes concentrados apresentam problemas



como o alto custo, a dependéncia de doadores e o risco de transmissdo de agentes
patogénicos. Por isso, é cada vez maior o interesse em expressar FVIII recombinante
em sistemas celulares.

Os produtos recombinantes apresentam um risco minimo de transmissao de
agentes infecciosos. Além disso, mesmo se o Brasil passasse a produzir fatores
sanguineos a partir do plasma de doadores e se toda quantidade de plasma dos
bancos de sangue do pais fosse empregada para a obtencéo de FVIII, as quantidades
obtidas ndo seriam suficientes para suprir a demanda de todo o pais, dada a baixa
concentracao plasmética de FVIII em individuos sadios e a grande demanda deste
fator pelos pacientes portadores de hemofilia A.

Assim, o desenvolvimento de tecnologia nacional para a obtencéo de rFVIII,
através da utilizacdo de técnicas de cultivo de células animais, pode possibilitar a
producao de FVIII suficiente para a demanda do Brasil, além de evitar gastos com sua
importacéo.

Como o FVIII é uma proteina de alta massa molar, complexa e glicosilada, sua
producao é baseada no cultivo de células de mamiferos.

As condi¢Bes necessarias para o cultivo de células de mamiferos in vitro sdo
semelhantes as encontradas in vivo, como temperatura, pH, osmolaridade, quantidade
de oxigénio, diéxido de carbono e nutrientes. O meio de cultura é um dos fatores de
maior relevancia no cultivo de células de mamiferos e tem como fung¢éo fornecer os
substratos necesséarios para o metabolismo e crescimento celular, além de manter o
pH e osmolaridade adequados. As primeiras estratégias para o cultivo de células de
mamiferos foram baseadas na utilizacdo de fluidos bioldgicos (plasma, linfa e soro) e
extratos de tecidos. Posteriormente, passou-se a empregar meios de cultivo basais
contendo acUcares, sais, vitaminas, lipideos, proteinas, acidos orgéanicos e
aminodcidos, suplementados com soros animais, especialmente o soro fetal bovino

(SFB) (MORAES et al., 2008).



Os soros animais séo utilizados como suplemento dos meios de cultivo para
fornecer fatores de crescimento, horménios, proteinas de adesao e de transporte as
células de mamiferos. No entanto, 0 soro apresenta desvantagens como composi¢cao
guimicamente indefinida, alta variabilidade de lote para lote (0 que prejudica a
reprodutibilidade dos processos de cultivo celular), elevado custo e alta concentragéo
protéica, a qual dificulta a purificacdo do produto de interesse. Adicionalmente, sendo
o soro de origem animal, h& o potencial risco de transmissao de agentes patogénicos
e, por isso, as agéncias regulatérias determinam a sua eliminacdo em processos
visando a obtencdo de produtos para uso humano (LUBINIECKI, 1998). Desta forma,
€ de grande importancia o desenvolvimento de processos de cultivo celular em meios
guimicamente definidos e isentos de soro para os processos de producdo de
biofarmacos.

Neste trabalho, foram avaliados diferentes meios de cultura isentos de soro
animal para o cultivo em suspensao de células BHK (baby hamster kidney cells —
células de rim de hamster neonato) produtoras do biofarmaco FVIII. Foi realizada uma
avaliacdo cinética do cultivo celular em diferentes meios de cultivo e diferentes
temperaturas com o objetivo de identificar aqueles capazes de propiciar alta
viabilidade celular e elevada produtividade, visando a determinacdo da melhor
condi¢do para a producao de FVIII. Para isso, o consumo de glicose e amino&cidos,
assim como a producdo de rFVIIl e de metabdtitos toxicos, foram analisados em
diferentes temperaturas de cultivo para avaliar o metabolismo de células BHK
produtoras de FVIII para a elaboracdo de novas estratégias de cultivo que levem a

maiores niveis de produtividade, viabilidade e crescimento celular.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- AHEMOFILIA

A hemcofilia € uma doenca hemorrégica hereditaria resultante da deficiéncia de
uma das proteinas do sangue envolvidas no processo de coagulacéo.

Os trés tipos mais comuns de hemofilia sdo: hemofilia A, B e C. A hemofilia A,
ou classica, é caracterizada por uma deficiéncia de FVIII da coagulagdo sanguinea e
engloba aproximadamente 85% dos casos. A hemofilia B é a segunda mais comum,
correspondendo a cerca de 15% dos casos, e é caracterizada por uma deficiéncia de
fator IX. A hemofilia C € bem mais rara e ocorre por uma deficiéncia de fator XI
(TRIPLETT, 2000). Cerca de 125.049 pessoas em todo o mundo sofrem de hemofilia
A, em que o FVIII ndo é produzido, ndo € ativo ou esta presente em quantidades
reduzidas (PICANCO et al., 2004; WFH, 2011).

A introducdo de fatores sanguineos derivados de plasma obtidos através de
processos incluindo etapas de inativacdo viral e, mais tarde, de produtos
recombinantes revolucionou o tratamento de pacientes com hemofilia (FRANCHINI et
al., 2011).

A principal vantagem oferecida pelos produtos recombinantes é a
independéncia de doacbes sanguineas, que limitam a disponibilidade dos fatores e
representam um risco potencial de transmissdo de doencas, tal como ocorreu no
passado com os virus da SIDA (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) e hepatite B
(KELLY et al., 1997). Ademais, estudos mostraram que a taxa de incidéncia de
inibidores de FVIII ndo é diferente entre pacientes que usam pdFVIIl (Fator FVIII da
coagulacdo sanguinea derivado de plasma) ou rFVIII (Fator FVIII da coagulacdo
sanguinea recombinante) (FRANCHINII et al., 2011).

No Brasil, estima-se que existem cerca de 8.449 portadores de hemofilia do

tipo A que séo tratados, na sua maioria, com concentrados de pdFVIIl que sé&o



importados pelo governo brasileiro (REZENDE et al., 2009; WFH, 2011). Este tipo de

tratamento é caro e muitas vezes ndo disponivel na quantidade necessaria.

2.2- 0O FATOR VI

O FVIII é uma proteina altamente glicosilada que participa do sistema da
coagulagcdo sanguinea. Concentrados de FVIII sdo empregados no tratamento de
pacientes com hemofilia do tipo A. O gene do FVIII foi clonado e caracterizado em
1984. Seu locus situa-se na regido 28 do brago do cromossomo X. E constituido por
26 exons e 25 introns (GITSCHIER et al., 1984).

A proteina deduzida da sequéncia de nucleotideos do cDNA contém 2351
aminoacidos. Apos sua sintese nos ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico, o
FVIII é translocado ao limen reticular. Durante este processo, o peptideo sinal de 19
amino&cidos localizado na extremidade N-terminal € clivado para gerar uma cadeia
polipeptidica madura de 2332 aminoacidos, com massa molar de 264,8 kDa. J& foram
observadas em eletroforese (SDS-PAGE) moléculas de FVIII com mais de 330 kDa
sob condi¢des ndo redutoras, provavelmente devido a extensa glicosilagdo (VEHAR et
al., 1984; WANG et al., 2003).

A clivagem do FVIII, que é sintetizado como um polipeptideo de cadeia Unica
gue é clivado, gera uma cadeia denominada leve (80 kDa) e uma cadeia denominada
pesada (90-210 kDa), as quais permanecem associadas por interacdes eletrostaticas
e hidrofobicas. A analise da estrutura priméria do FVIII (Figura 1) mostrou a
organizacdo em dominios: Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2, sendo a cadeia pesada
constituida pelos dominios Al-al-A2-a2-B e a cadeia leve pelos dominios a3-A3-C1-
C2. Os 3 dominios A sdo conectados por 3 sequéncias acidicas curtas: al (residuos
337-372); a2 (residuos 711-740) e a3 (residuos 1649-1689). Considerando-se uma

sequéncia mais detalhada do FVIII, tem-se: Alal: 1-372; A2a2: 373-740; B: 741-1648;



a3A3: 1649-2020; C1: 2021-2173 e C2: 2174-2332 (WANG et al., 2003; THIM et al.,
2010).

Acredita-se que o dominio B, o maior dominio, esteja envolvido na regulacéo da
expressao e da atividade de FVIII (KAUFMAN et al., 1989; PITTMAN et al., 1994). No
entanto, moléculas de rFVIIl com o dominio B deletado apresentam atividade bioldgica
assim como as moléculas de rFVIIl de cadeia completa, 0 que mostra que este

dominio n&o influencia a funcao biolégica de FVIII (THIM et al., 2010).
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Figura 1: Esquema da estrutura primaria do FVIII cadeia completa. A cadeia completa
consiste de 2332 aminoéacidos distribuidos em nos dominios Al (1-336), al (337-
372), A2 (373-710), a2 (711-740), B (741-1648), a3 (1649-1689), A3 (1690-2020),
C1 (2021-2173) and C2 (2174-2332) (reproduzido de THIM et al., 2010).

No interior do reticulo endoplasmatico, unidades de oligossacarideos com alto
conteudo de manose sao adicionadas a residuos especificos da cadeia polipeptidica.
Antes de ser secretado, o FVIII continua seu percurso pelo complexo de Golgi, onde a
maioria dos oligossacarideos N-ligados a cadeia pesada € modificada, gerando
estruturas complexas ou hibridas. Uma propor¢éo significativa do FVIII fica retido no
reticulo endoplasmético complexado com a proteina BiP, uma chaperona envolvida no
enovelamento do FVIII (DORNER et al., 1987).

A sulfatac@o de residuos de tirosina acontece nas regides acidicas e entre 0s
dominios A1 e A2. Também no complexo de Golgi, o FVIII é clivado por uma protease
desconhecida ap6s o residuo Argl648 na sequéncia His-GIn-Arg-Glu para gerar a
cadeia leve e a cadeia pesada (EATON et al., 1986; BIHOREAU et al., 1991).

No organismo, o FVIII circula no sangue como um heterodimero formado pelas

cadeias leve e pesada. Estas cadeias estdo ligadas mediante interagdes dependentes



e independentes de metais, sendo esta interagdo com metais essencial para a
estrutura e funcdo do FVIII (EATON et al., 1987; BIHOREAU et al., 1994; STOYLOVA
et al.,, 1999). Menos de 1% do FVIII secretado pode ser encontrado como cadeia
Unica. Isto foi demonstrado tanto para o pdVIll como para o rFVIIlI produzido em
células BHK (STOYLOVA et al., 1999).

O FVIII heterodimérico circula no sangue formando um complexo néo covalente
com o fator de von Willebrand (VWF), uma proteina multimérica formada por
subunidades idénticas de 220 kDa ligadas por pontes dissulfeto. O FVIII se liga ao
VWF com alta afinidade mediante 2 sitios: (i) os residuos 2173-2332 no dominio C2, os
quais também interagem com fosfolipidios, de modo que o VWF bloqueia a ligagcdo
prematura do FVIII com superficies trombogénicas; (ii) os residuos 1673-1689 no
dominio A3, responsaveis por manter a conformacdo 6tima para a interagdo com o
VWF (LEYTE et al., 1989; SAENKO & SCANDELLA, 1997).

A interacéo do FVIII com o VWF resulta em uma estabilizacdo do FVIII essencial
para a sua manutencdo na forma ativa na circulagdo. Os possiveis mecanismos de
estabilizacdo sdo a protecdo de sitios de protedlise ou a protecdo do FVIII de
anticorpos inibidores (JACQUEMIN & SAINT-REMY, 1998). Além de atuar como
estabilizador, o VWF inibe interagBes prematuras entre o FVIIl e o FIX ou o FVIII e
superficies fosfolipidicas.

O FVIII tem a estabilidade limitada tanto in vivo, quanto in vitro. A sua
instabilidade in vivo é devida a diversos fatores tais como a ligacdo a proteinas
plasmaticas e anticorpos, inativacdo proteolitica e degradacao nao proteolitica. A meia
vida do FVIII puro no organismo humano foi estimada entre 15 e 19 horas (LUDLAM et
al., 1995; WANG et al., 2003).

O FVIII na sua forma heterodimérica contém uma atividade procoagulante
minima ou ndo detectavel (LOLLAR & FAY, 1993; DONATH et al., 1995). Quando o
mesmo é ativado, no processo de coagulagéo, por agdo proteolitica da trombina ou do

Fator X ativado (FXa), ocorrem clivagens nas duas cadeias e € gerado um



heterotrimero ativo, que consiste em 3 fragmentos, de 73 (A3-C1-C2), 50 (Al-al) e 43
(A2-a2) kDa. Ambas proteases, trombina e FXa, clivam nos sitios Arg372 (ligacao dos
dominios Al e A2) e Arg740 (ligacdo entre os dominios A2 e B) na cadeia pesada e
Argl1689 (ligacdo entre a3 e A3) na cadeia leve, convertendo, assim, FVIII inativo no
fator heterodimérico ativado (FVIlla) (EATON et al., 1986).

A clivagem na cadeia leve resulta na separacdo dos dominios A3-C1-C2, o que
promove uma mudanga conformacional que facilita a dissociagdo do VWF e permite a
interacdo entre o FVllla e as superficies fosfolipidicas, incluindo a superficie de
plaguetas ativadas (DONATH et al., 1995; REGAN & FAY, 1995). A clivagem no
residuo de Arg740 produz a liberacdo do dominio B, que ndo vem a compor o
heterotrimero ativado, o que indica que esse dominio ndo apresenta funcdo nenhuma
no FVilla (FAY, 1993).

Por isso e devido a maior dificuldade em expressar a cadeia completa de FVIII,
diferentes variantes de FVIII com dominio B deletado foram geradas (THIM et al.,
2010), incluindo FVIllges.797-1652 (EATON et al., 1986), FVIllges 7711652 (BIHOREAU et al.,
1991) e FVlllges 7601630 (PITTMAN et al.,1993; WANG et al., 2003). O SQ FVIII, outra
molécula de FVIII com o dominio B deletado em que a Ser743 é ligada diretamente a
GIn638, foi aprovado para comercializacdo e uso em terapia sob o nhome comercial
Refacto®, ja que sua atividade biolégica ndo apresentou diferencas em relacdo ao
pdFVIII (SANDBERG et al., 1991, 2001). Estas moléculas de FVIII com dominio B
deletado apresentam menor massa molar e, por isso, sua atividade especifica, em
geral, € maior que das moléculas de FVIII inteiras (WANG et al., 2003).

A complexidade estrutural do FVIII impede a sua expressdo em sistemas
celulares que ndo as células de mamiferos, pois outras células carecem de
mecanismos para modificar pdés-traducionalmente de forma correta o FVIII
(SOUKHAREV et al., 2002). Assim, o rFVIII tem sido necessariamente expresso em
células de mamiferos, dada a quantidade de modificacdes pos-traducionais essenciais

para sua atividade bioldgica.



As moléculas de FVIII ttm muitos sitios de glicosilacdo. Dos 25 sitios com Asn-
glicanos (N-glicosilagéo), 19 estdo no dominio B. Os 6 sitios de Asn-glicosilacdo fora
do dominio B estao localizados nos residuos 41, 239, 582, 1685, 1810 e 2118 (WANG
et al., 2003). Além disso, o FVIII humano tem varios sitios de Ser- e Thr-glicanos (O-
glicosilacdo). Trés estéo localizados nos residuos 346 (cadeia pesada), 1664 e 1680
(cadeia leve), e os outros estdo localizados em 718, 719 e 723, na por¢ao C-terminal
da subunidade A2 (PITTMAN et al., 1992).

Os produtos que contém FVIII sédo liofilizados porque a estabilidade do FVIII in
vitro no estado liquido é limitada. Em alguns produtos, a estabilidade do FVIlI
liofilizado depende da presenca de proteinas estabilizadoras como a albumina de soro
humano. O Kogenate® e o Recombinate® s&o produtos baseados em rFVIII de cadeia
completa que contém albumina em sua formulacdo para melhorar a estabilidade do
produto. No entanto, para evitar o risco de contaminacdo por patdogenos que podem
estar associados a albumina, alguns produtos sdo desprovidos desta proteina na
formulacdo, como € o caso do Kogenate® FS e do ReFacto®. No entanto, estudos
mostraram que a estabilidade destes produtos livres de albumina é significativamente
comprometida (WANG et al., 2003).

A estabilidade do FVIII em solucdo é ainda pior do que o liofilizado. Muitos
fatores afetam a estabilidade in vitro do FVIII, tais como temperatura, presenca de ions
metdlicos, sais, lipidios ou outros excipientes, adsorcdo superficial, pH, agitacao,
exposicdo a luz, congelamento/descongelamento/secagem, condicdes de
armazenamento e embalagem. Muitos componentes para formulagbes tém sido
avaliados, porém, apenas poucas tém efetivamente estabilizado o FVIII em solucéo,
incluindo sacarose, sorbitol, manitol, histidina, glicina e outros aminoacidos (WANG et
al., 2003).

Mesmo que as células de mamiferos consigam secretar um rFVIII com niveis de
atividade similares aos niveis do pdFVIll, andlises de glicosilagdo tém demonstrado

gue o grau e a complexidade das N-glicosilagdes ndo sdo idénticos. Observou-se uma



maior massa molar dos carboidratos do rFVIIlI secretado por células CHO (Chinese
hamster ovary — células de ovéario de hamster chinés), em comparagédo com o pdFVIll,
0 que € resultado de uma maior ramificacdo dos oligossacarideos complexos N-
ligados (KAUFMAN et al., 1987).

Outro estudo comparativo entre o pdFVIIl e o rFVIIl secretado por células BHK
indica que este rFVIII contém estruturas diferentes de oligossacarideos. No entanto,
estudos farmacocinéticos em macacos demonstraram que a atividade e meia-vida do
pdFVIIl e do rFVIII sdo similares, 0 que indica que estas diferencas estruturais ndo
influenciam significativamente a atividade funcional da molécula (HIRONAKA et al.,
1992).

Mesmo com diferencas estruturais, produtos recombinantes tém sido aprovados,
desde 1992, para uso em terapia humana, ja& que ndo foram observados efeitos

secundarios, nem diferencas significativas na atividade bioldgica in vivo da proteina.

2.3 — BIOFARMACOS

As células de mamiferos tém sido cada vez mais empregadas na producéo de
biofarmacos, por serem capazes de sintetizar corretamente proteinas de uso
terapéutico que, geralmente, tém elevada massa molar e sdo complexas e
glicosiladas. Também na area de vacinas, as células animais vém encontrando
aplicagcdo crescente para a obtengdo de vacinas virais e/ou recombinantes. As
linhagens mais utilizadas para a obtencéo de biofarmacos e vacinas sdo a CHO.K1, a
BHK-21 e a Vero (linhagem isolada de rim de macaco-verde africano adulto), além de
hibridomas secretores de anticorpos e mielomas produtores de anticorpos
recombinantes. A linhagem BHK-21 foi isolada de cinco hamsters de um dia de idade
(MACPHERSON & STOCKER, 1962). Esta é uma linhagem de fibroblastos

naturalmente aderentes, porém as células podem ser adaptadas ao cultivo em
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suspensdo. Estas células sdo muito utilizadas para a propagacdo de virus na
producdo de vacinas veterinérias e também para a produgéo de alguns biofarmacos
recombinantes, tais como rFVIII (Kogenate®) e FVlla (NovoSeven®) (LEO et al., 2008;
MELLADO & CASTILHO, 2008).

O foco de estudos recentes na area de producédo de biofarmacos tem sido o
aumento da produtividade através da manipulacdo genética das células e/ou de
mudancas nas condi¢des de cultivo. Na maioria dos casos, as técnicas adotadas tém
levado a um aumento da produtividade dos sistemas empregados (BECERRA, et al.,

2012).

2.4 - CULTIVO DE CELULAS DE MAMIFEROS

Para o cultivo de células de mamiferos in vitro com altas taxas de crescimento
e elevada viabilidade celular, em geral, sdo necessarias condi¢cdes de cultivo
semelhantes as encontradas in vivo (temperatura, pH, osmolaridade, concentracao de
oxigénio, concentracdo de dioxido de carbono e nutrientes). In vivo, as células séo
supridas pela circulacdo sanguinea com os nutrientes necessarios. In vitro, as células
precisam de uma combinacdo complexa de nutrientes e de um rigoroso controle das

condi¢des de cultivo (MORAES et al., 2008).

2.4.1 - Temperatura

A temperatura é um fator de grande relevancia para o cultivo de células, pois
afeta o crescimento, morfologia, metabolismo, viabilidade celular, solubilidade de
componentes do meio de cultivo, sensibilidade a tensdo de -cisalhamento,

produtividade, qualidade do produto e acdo de proteases. No caso de cultivo de
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células de mamiferos para a producao de biofarmacos, a temperatura de cultivo € uma
das principais variaveis manipulaveis do processo visando a um aumento na producao
de proteinas recombinantes (YOON et al., 2006).

Células de mamiferos podem tolerar quedas consideraveis de temperatura,
podendo sobreviver por dias a 4°C, assim como serem congeladas e criopreservadas
a -196°C. No entanto, estas células nédo toleram aumentos maiores que 2°C acima da
temperatura normal de cultivo (37°C), mesmo que por poucas horas, e morrem
rapidamente a 40°C ou acima. Além de seu efeito direto no crescimento celular, a
temperatura também pode ter efeitos sobre o pH, visto que a solubilidade do CO,
aumenta em temperaturas mais baixas (FRESHNEY, 2005).

A influéncia da temperatura no crescimento celular e na producdo de
glicoproteinas recombinantes ja foi estudada por alguns pesquisadores com o objetivo
de obter um processo mais eficiente para a producdo de biofarmacos. Em
temperaturas inferiores a 37°C, embora haja uma diminuicdo na taxa especifica de
crescimento, efeitos positivos ja foram observados, como o aumento da viabilidade
celular e diminuicdo da atividade de proteases. Além disto, o cultivo em temperaturas
menores pode levar a uma produtividade especifica maior, porém este efeito ndo é
observado em todos os casos (FOGOLIN et al., 2005).

JENKINS & HOVEY (1993) empregaram diferentes temperaturas de cultivo
(34-39°C) para avaliar o crescimento celular e a produtividade em células CHO. Com
isso, foi possivel manter as células viaveis por mais tempo e aumentar em 35% a
producdo da proteina recombinante. Os autores relataram que a diminuicdo da
temperatura levou a um tempo maior na fase G1/GO0 do ciclo celular, o que pode ser o
fator responsavel pelo aumento da produtividade de células cultivadas em
temperaturas moderadas.

FOGOLIN et al. (2005) demonstraram que a reducéo da temperatura de 37°C
para 33°C no cultivo de células CHO recombinantes produtoras de GM-CSF (fator

estimulante de coldnias de granuldcitos e macréfagos) levou a reducdo da taxa
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especifica de crescimento, ao aumento da viabilidade celular, a melhora da
produtividade celular e a redugdo do consumo de glicose e da formagéo de lactato.
Nesse trabalho, o cultivo das células foi conduzido em duas fases: inicialmente, uma
fase de crescimento celular foi conduzida a 37°C para obtencdo de uma elevada
guantidade de células; depois, uma fase de producdo foi realizada, na qual a
temperatura foi de 33°C. A concentragdo celular maxima foi mantida apés a reducéo
de temperatura. A viabilidade celular permaneceu acima de 80% durante os 3,7 dias
com temperatura reduzida. Além disso, houve aumento de 2,1 vezes na produtividade
especifica de GM-CSF no cultivo com uma etapa conduzida a 33°C, em relagdo a um
cultivo controle conduzido integralmente a 37°C.

Como a qualidade e, portanto, a eficacia in vivo de proteinas recombinantes
podem ser afetadas por diversos fatores, os referidos autores avaliaram também o
padrdo de N- e O- glicosilacdo da proteina produzida em ambas as condi¢cdes. Os
resultados mostraram que a reducdo de temperatura ndo apresentou efeito
significativo sobre o padréo de glicosilagdo do GM-CSF. Além disso, a proteina obtida
em ambas as condi¢cbes apresentou a mesma atividade biolégica especifica in vitro.
Estes resultados mostraram, portanto, que o cultivo com reducdo de temperatura levou
a um efeito positivo na produtividade celular especifica sem afetar a qualidade do
produto (FOGOLIN et al., 2005).

YOON et al. (2006) avaliaram a produtividade de linhagens de células CHO
recombinantes produtoras de eritropoetina e de hormoénio foliculo estimulante,
cultivadas a 32°C. Ambas as linhagens celulares apresentaram um aumento
significativo na produtividade especifica, porém a produtividade volumétrica néo
aumentou tanto quanto a especifica, em fungdo do menor crescimento celular obtido
nesta condicdo. Com o objetivo de aumentar a concentracdo de células e, entdo, a
produtividade volumétrica, as células foram adaptadas a 32°C através de varias
bateladas em frascos do tipo spinner. A taxa de crescimento especifica das células

aumentou, mas a produtividade especifica diminuiu. Os autores concluiram que
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melhorar o cultivo de células em baixas temperaturas através da adaptacdo ndo € uma
boa estratégia para aumentar a producdo de proteinas recombinantes, visto que a
produtividade especifica diminuiu durante a adaptacdo (YOON et al., 2006).

Uma alternativa seria o cultivo em duas fases, no qual as células sdo cultivadas
inicialmente a 37°C para a obtengdo de uma elevada concentragédo celular e, depois,
passam a ser cultivadas em temperatura menor para aumentar a produtividade
especifica. Com isso, pode-se obter uma produtividade volumétrica maior (FOGOLIN
et al., 2005; FOX et al, 2004; RODRIGUEZ et al, 2005).

Esta foi a estratégia adotada por AHN et al. (2008), dando continuidade ao
trabalho citado acima com células CHO produtoras de eritropoietina. As células foram
cultivadas, inicialmente, a 37°C até que a concentracédo de células viaveis chegasse a
107 células/mL e, depois, a temperatura foi ajustada para 25 °C, 28°C, 30°C, 32°C e
37°C (controle). Os autores observaram que a producédo acumulada e a produtividade
especifica de eritropoietina aumentaram em temperaturas mais baixas e foram
maiores a 32°C e 30°C, respectivamente. Apesar de a produtividade especifica ter sido
igual ou maior nas temperaturas abaixo de 32°C, nesta temperatura a producgédo
acumulada foi melhor. Isto mostra que os beneficios proporcionados pelas baixas
temperaturas (menores que 32°C) sobre a produtividade especifica foram sobrepostos
pelos efeitos sobre o crescimento celular. Desta forma, combinando-se os dois efeitos,
o cultivo conduzido a 32°C foi o0 mais satisfatorio.

CHUPPA et al. (1996) avaliaram o cultivo de células BHK recombinantes
produtoras de FVIII e foi observado que, a 37°C, h4 maior crescimento, porém a
producao de FVIII foi maximizada a 34°C. Com isso, 0s autores concluiram que, para
cultivos em perfusdo, deve-se manter a temperatura de 37°C durante o crescimento
até chegar a concentracdo celular méxima e, depois, operar o biorreator a 34°C,
durante a etapa de perfuséo, visando a maximizacdo da formacédo de produto. Uma

vantagem para o cultivo em temperaturas menores observada pelos autores foi que a
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taxa especifica de respiracdo € menor, o que evita problemas associados a limitacdes
na transferéncia de oxigénio.

Embora o uso de temperaturas reduzidas no cultivo de células de mamiferos
venha sendo empregado ha mais de 10 anos em diferentes estudos para o aumento
da longevidade do cultivo, levando, em muitos casos, a um aumento da produtividade,
nao ha, atualmente, um consenso sobre o que leva ao aumento da produtividade. Isto
se deve, principalmente, ao fato de a variagdo da produtividade estar relacionada a
linhagem celular e ao biofarmaco. Desta forma, ndo € simples diferenciar e analisar
experimentalmente os efeitos da temperatura de forma isolada nos processos de
sintese de proteinas e no crescimento celular. Ou seja, a definicdo de quanto do
aumento da produtividade se deve ao efeito direto da temperatura e quanto se deve a
um efeito na taxa de crescimento celular € uma questdo complexa (BECERRA et al.,
2012).

Os mecanismos moleculares que governam a producdo de proteinas
recombinantes em temperaturas mais baixas s&o ainda desconhecidos. Diferentes
hipGteses tentam explicar 0 aumento da taxa especifica de producéo de biofarmacos
em baixas temperaturas de cultivo, tais como diminuicdo da taxa de crescimento/ciclo
celular, reorganizacdo do citoesqueleto, aumento da sintese do mRNA da proteina
recombinante, aumento da meia vida do mRNA, diminuicdo da sintese de proteinas de
forma generalizada, sem comprometer a producdo da proteina recombinante, dentre
outras (BECERRA et al., 2012). Embora ndo haja um consenso entre os diferentes
estudos, o que pode ser concluido é que o efeito da reducdo da temperatura na
produtividade depende da proteina em questdo e da linhagem celular empregada

(BECERRA et al., 2012).
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2.4.2 - pH

A maioria das linhagens celulares tem o crescimento 6timo em pH 7,4, porém
este valor de pH pode variar. Células modificadas geneticamente podem crescer
melhor em pH na faixa de 7,0 a 7,4 (FRESHNEY, 2005).

Além disso, o pH 6timo para a expressao de proteinas pode ser diferente do pH
gue proporciona melhor crescimento celular. Assim, pode ser importante avaliar o
cultivo em diferentes valores de pH e verificar se ha ganho na produtividade em uma
determinada condicéo.

O meio de cultivo deve ser tamponado para compensar a formacdo de CO,
metabolico e a producdo de &cido latico proveniente do metabolismo da glicose.
Existem diferentes tipos de controle do pH em cultivos celulares, tais como:

- meios de cultivo naturalmente tamponados para processos em frascos que
admitem alguma variacéo do pH durante o cultivo;

- meios de cultivo tamponados com bicarbonato de sédio e gas carbdnico em
que o controle do pH se da pelo equilibrio CO, + H,O «> H" + HCOg’;

- adicdo controlada de CO, ao gas aspergido ao biorreator e adicdo controlada
de solucdes de alcalis e/ou acidos ao biorreator. Em biorreatores, a adicdo de CO, ou
solucdes para o ajuste do pH é controlada a partir do sinal adquirido do eletrodo de pH

imerso no meio de cultivo (TONSO, 2008).

2.4.3 - Oxigénio Dissolvido

O requerimento de oxigénio varia de acordo com o tipo de célula a ser
cultivado. Para o cultivo de células de mamiferos, normalmente, € importante manter a
concentracdo de oxigénio dissolvido na faixa de 30 a 60% da saturacdo do ar

(COOPER et al., 1958; BALIN et al., 1976; LEO et al., 2008).
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Em culturas com elevada densidade celular, o oxigénio pode ser um fator
limitante devido a sua baixa solubilidade em solugdo aquosa. O suprimento de
oxigénio deve ocorrer de forma suave para evitar danos celulares. A aeracédo pode ser
realizada pelos seguintes métodos: aeracdo superficial, borbulhamento de gas, difusdo
por membranas, aumento da pressé@o de oxigénio na alimentacdo de gas e aumento
da presséao no biorreator.

Niveis excessivos de oxigénio podem produzir espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem levar a um baixo crescimento e morte celular. Estas espécies
reativas sdo formadas quando a reducéo do oxigénio ndo é completa e causam danos
severos aos constituintes celulares levando, geralmente, a oxidagéo e destruicdo das
proteinas, lipideos e acidos nucléicos (OSTHOFF et al., 1997).

A oxidagdo de lipideos da membrana celular parece afetar a fluidez desta
estrutura (MEAD, 1976; McELHANEY, 1985). O aumento da fluidez da membrana
provocado pelo ataque de EROs afeta os processos dependentes da integridade da
membrana, como transporte de nutrientes, atividade da ATPase e prevencdo ao
desbalanceamento osmaético (LARSEN et al., 1974; KASHKNET, 1985; FARR et al.,
1988; DILLS et al., 1990).

A modificagcdo das bases nitrogenadas € uma das lesdes oxidativas mais
perigosas, pois frequentemente esta associada a ocorréncia de mutacdes e perdas da
integridade do DNA. Podem ser observadas também, durante a oxidacdo do DNA, a
formacéao de sitios com perda de bases nitrogenadas, além de quebras da fita simples
(HALLIWELL & ARUOMA, 1993).

Para o cultivo de células de mamiferos em reatores de larga escala,
recomenda-se um rigoroso controle do nivel de oxigénio dissolvido. No caso de
cultivos em frascos agitados do tipo spinner, operados em batelada, o oxigénio
dissolvido através da aeracao superficial com agitacdo €, geralmente, suficiente para

manter as células até os niveis usuais de concentracao celular.
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Em um estudo do cultivo de hibridomas submetidos a concentracdes de
oxigénio entre 0 e 100% da saturagdo do ar, foi observado que as células
apresentaram viabilidade maior em concentracdes menores de oxigénio. Além disso,
foi observado que, em concentracBes de oxigénio menores que 1%, ha um aumento
significativo das taxas especificas de consumo de glicose e de glutamina, com
diminuicéo da taxa especifica de respiracdo (OZTURK & PALSSON, 1990).

Em outro estudo, em que foram avaliadas diferentes linhagens celulares (CHO,
BHK e hibridoma), foi verificado que, variando-se a concentracéo celular de 1 a 20.10°
células/mL, a taxa especifica de consumo de O, se mantém inalterada. No entanto, foi
observado que a mesma diminui aproximadamente 10% para cada reducdo de 1°C na
temperatura de cultivo das células (JORJANI & OZTURK, 1999).

TONSO (2000) estudou a influéncia da concentracdo de oxigénio dissolvido
sobre a producao de FVIII no cultivo de células BHK e observou que, na faixa de 1 a
50% de oxigénio dissolvido, concentracdes maiores levaram a maiores valores de
concentracdo de produto e de velocidade especifica de producdo. No entanto, o autor
verificou que, em concentracbes de oxigénio dissolvido maiores que 50%, ha
decréscimo da producéo. Foi observado que niveis de oxigénio dissolvido abaixo de
1% levam a diminuicdo da viabilidade celular. Concluiu-se que a concentracdo critica
de oxigénio para o cultivo das células BHK empregadas € de 1-10% da saturacdo do
ar, semelhante ao que se observa para a maioria dos microorganismos. Além disso, foi

observado que o consumo de glicose aumenta quando ha limitacdo de oxigénio.

2.5 - MEIOS DE CULTIVO

O meio de cultivo € um dos principais fatores que afetam o crescimento e
manutencdo das células em cultura, pois deve proporcionar pH e osmolaridade

adequados, além de fornecer os nutrientes requeridos pelas células. Estes nutrientes
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podem ser substancias definidas adicionadas ao meio de cultivo, resultando em um
meio quimicamente definido, ou podem ser oriundos da suplementagdo do meio com
soro sanguineo, obtendo-se um meio complexo e quimicamente indefinido (MORAES
et al., 2008).

Muitos meios de cultivo ja foram propostos, sendo os mais utilizados para o
cultivo de linhagens continuas de células de mamiferos 0 meio minimo essencial de
Eagle - MEM (EAGLE, 1959), o meio de Eagle modificado por Dubelcco - DMEM
(DUBELCCO & FREEMAN, 1959), o meio de Eagle modificado por Glasgow - GMEM,
0 meio RPMI 1640 (MOORE et al., 1967), o meio CMRL 1066 (PARKER et al., 1957) e
0 meio F12 de Ham (HAM, 1965), suplementados ou ndo com soro ou com proteinas
(BUTLER, 2004; MORAES et al., 2008). Esses meios de cultivo sdo comumente
denominados “meios classicos” para o cultivo de células de mamiferos.

Os meios de cultivo devem conter as substancias necessarias para promover o
crescimento celular, o metabolismo celular e as fungdes fisiologicas. Em geral, os
meios devem possuir sais inorganicos, agucares, aminoacidos, vitaminas, lipideos,
acidos organicos, proteinas, horménios, fontes de carbono, fontes de nitrogénio,
micronutrientes (ions organicos e minerais) e agua, além de substancias especificas

para determinadas linhagens celulares (MORAES et al., 2008).

2.5.1 — Soro Animal

As primeiras estratégias para o cultivo de células de mamiferos foram
baseadas na utilizacdo de fluidos biolégicos (plasma, linfa e soro) e extratos de
tecidos. Atualmente, muitas vezes, ainda adiciona-se soro ao meio de cultivo de
células de mamiferos, que € normalmente obtido de bezerros e fetos bovinos. Além de
soro bovino, utiliza-se também soro equino e soro humano com menor freqiéncia

(MORAES et al., 2008).
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Os soros animais fornecem aos meios de cultivo fatores de crescimento,
hormonios, proteinas de adesdo e de transporte. Embora seja reconhecida a
importancia da utilizacdo de soros animais como suplementos de alguns meios de
cultivo de células de mamiferos, os soros apresentam desvantagens como elevada
concentracdo protéica, composicdo quimica desconhecida, variagdo entre 0s
diferentes lotes produzidos, possibilidade de apresentar agentes patogénicos e alto
culto. A elevada concentracéo protéica dificulta a purificagdo do produto de interesse,
enguanto a variacao de lote pra lote dificulta a obtencéo de processos reprodutiveis de
cultivo de células de mamiferos para producdo de biofarmacos (LUBINIECKI, 1998;
LIU & CHANG, 2006).

Outro fator importante em relacéo a utilizacdo de soro é o aspecto ético, pois
muitos fetos bovinos sdo abatidos para a producdo de soro (HERNANDEZ &
FISCHER, 2007). Por isso, h& grande interesse no desenvolvimento de processos de
cultivo de células de mamiferos para produgéo de biofdrmacos que empreguem meios

de cultivo quimicamente definidos e livres de soro (LUBINIECKI, 1998).

2.5.2 — Vitaminas

As vitaminas s&o utilizadas nos meios de cultivo em pequenas quantidades e
atuam como co-fatores enzimaticos no metabolismo celular. Alguns meios possuem
apenas as vitaminas do complexo B, sendo as outras vitaminas requeridas obtidas
através da suplementacdo do meio com soro ou com extrato de levedura. O meio de
cultivo MEM possui apenas vitaminas sollveis em agua (as do complexo B, colina,
acido folico, inositol e nicotinamida), mas ndo contém biotina. Contudo, a biotina esta
presente na maioria dos meios complexos, inclusive nas formulagfes livres de soro

(FRESHNEY, 2005).
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Em cultivos livres de soro, tanto vitaminas hidrossollveis quanto lipossolUveis
devem ser fornecidas, em especial, a biotina, o acido félico, a niacina, o &cido
pantoténico, a tiamina, o &cido ascérbico e as vitaminas B, A, D, E e K. A vitamina A
tem acédo sobre o crescimento e diferenciacdo celular, enquanto a vitamina D regula o
transporte de ions calcio e atua como horménio. A vitamina E é um agente
antioxidante, enquanto a vitamina K é requerida na gama-carboxilacdo e no correto
processamento das proteinas. O acido ascorbico é importante para a sintese de
colageno, além de ter acdo antioxidante (MORAES et al.,, 2008). A limitacdo de
vitaminas, como ocorre, por exemplo, pela precipitacdo de &cido folico em solucfes

estoque concentradas, geralmente leva a um menor crescimento celular (FRESHNEY,

2005).

2.5.3 - Sais

Os principais ions utilizados na composicdo de meios de cultivo sdo: Na*, K*,
Mg*?, Ca™, CI, SO,?% PO,*e HCOj;. Estes jons sd0o os maiores responsaveis pela
osmolaridade do meio de cultivo, além de atuarem como co-fatores enzimaticos.

Na‘, K*, Ca" e CI regulam o potencial da membrana, enquanto SO,?, PO, e
HCOs; sao requeridos pela matriz celular como precursores de macromoléculas e
reguladores de cargas intracelulares. O HCO3; também atua na ligacdo do ferro a
transferrina e no tamponamento do meio de cultura. O Ca** pode influenciar a
proliferacdo, adeséo ou diferenciacao das células (FRESHNEY, 2005).

Cétions divalentes, especialmente o Ca'?, sdo necessarios para a maioria das
células cultivadas aderidas (FRESHNEY, 2005). Em geral, as concentracdes de Ca*’ e
Mg*? devem ser reduzidas nos cultivos de células em suspensdo para prevenir a
adesdo e agregacao celular. Células CHO sé&o facilmente adaptadas ao cultivo em

suspensdo em meios com baixas concentracdes de Ca'? e Mg*2. O meio de cultivo
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MEM, com baixa concentracdo de calcio e elevada concentracdo de fosfato, foi o
primeiro meio empregado para cultivo em suspensdo (MORAES et al., 2008).

Outros metais que podem ser adicionados aos meios de cultivo em baixas
concentracdes sao ferro, manganés, selénio, vanadio, zinco, cobre e molibdénio,

principalmente quando o meio ndo é suplementado com soro (MORAES et al., 2008).

2.5.4 — Glicose

A glicose estd presente na grande maioria dos meios de cultivo como uma
fonte de carbono e de energia, geralmente em concentra¢des de 5 a 25 mM. A mesma
€ metabolizada, em geral, pela glicélise, para formar piruvato, que é convertido em
lactato ou acetil coenzima A. Em alguns meios de cultivo a glicose é substituida por

galactose ou frutose.

2.5.5 — Aminoacidos

Os amino&cidos sdo necessarios para a sintese de proteinas, nucleotideos e
lipideos, além de serem utilizados como fonte de energia para o crescimento de
células animais (MORAES et al., 2008). A concentracdo de aminoacidos presentes no
meio de cultivo geralmente limita a concentragdo celular maxima obtida e pode
influenciar a taxa de crescimento e a viabilidade celular. A glutamina, a metionina e a
serina destacam-se como amino&cidos limitantes do crescimento celular (FRESHNEY,

2005).
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2.5.6 - Outros Suplementos

Proteinas, peptideos, nucleosideos, intermediarios do ciclo do &cido citrico,
piruvato e outros compostos podem estar presentes na composicdo de meios de
cultivo. Estes constituintes podem ser necesséarios especialmente quando as
guantidades de soro sao reduzidas ou quando este ndo é utilizado como suplemento

(FRESHNEY, 2005).

2.6 - METABOLISMO DE CELULAS DE MAMIFEROS

O profundo entendimento do metabolismo celular é necessario para melhorar o
desempenho dos processos de cultivo de células de mamiferos para a producdo
industrial de biofarmacos. Este conhecimento permite determinar quais sdo o0s
principais substratos e metabdlitos que devem ser monitorados e controlados no meio
de cultivo para aumentar o crescimento e produtividade celular (CRUZ et al., 1999a).

As linhagens celulares imortalizadas podem continuar em cultivo até que ocorra
a deplecdo de nutrientes ou 0 acumulo de metabdlitos toxicos. Para a obtencdo de
energia, as células animais precisam de uma fonte de carboidrato (geralmente glicose)
e 0 aminodcido glutamina. Devido a transformacéo, as células em cultura apresentam
um metabolismo modificado em relacdo as células no organismo de origem. Assim, as
taxas de consumo de glicose e glutamina sdo muito elevadas, excedendo as
necessidades celulares (AMABLE & BUTLER, 2008).

Nos bioprocessos baseados no cultivo de células de animais, a¢Bes que
proporcionem melhoramentos no metabolismo celular podem levar a um aumento no
crescimento celular, viabilidade e produtividade, reduzindo os custos do processo

(BERNAL et al., 2009). Estas informagfes podem ser cruciais, por exemplo, para o
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desenvolvimento de processos de batelada alimentada com estratégias de
alimentagéo racional para aumentar a producdo de biofarmacos.

De acordo com CRUZ et al. (2000a), o acumulo de aménio e lactato (principais
produtos provenientes do metabolismo da glutamina e da glicose) leva a diminui¢do do
crescimento celular, além de influenciar o metabolismo celular e a produtividade.
Diferentes estratégias para controlar o metabolismo e reduzir a formacdo destes
metabdlitos foram estudadas, tais como manter baixas concentracdes de glicose e
glutamina para obter um metabolismo celular energeticamente mais eficiente (CRUZ et
al., 1999a) ou adaptar as células ao crescimento em meio com diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, como galactose e glutamato (ALTAMIRANO et al., 2000).

CRUZ et al. (1999a) estudaram os mecanismos que regulam o metabolismo e
a formacdo de produto em células BHK na producdo de anticorpos. Para isto,
avaliaram cultivos com diferentes concentracdes de glicose e glutamina no meio de
cultivo.

O piruvato e o a-cetoglutarato sdo moléculas importantes no redirecionamento
do fluxo metabdlico intracelular. O piruvato participa de varias reacbes como
intermediario no metabolismo de alguns aminoacidos, receptor de grupo amonio e,
principalmente, como o composto de ligacdo entre a glicélise e o ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA). O piruvato formado pela glicélise € direcionado ndo somente ao
TCA para gerar poder redutor, como também € o precursor da formagéo de alanina ou
lactato pela acdo da alanina aminotranferase (AlaAT) ou da lactato desidrogenase
(LDH), respectivamente. Por outro lado, o a-cetoglutarato tem um papel importante na
conexdo do metabolismo de aminoacidos com o TCA, estando também conectado ao

piruvato através da alanina aminotranferase (BERNAL et al., 2009).
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2.6.1 — Glicose

A (glicose esta presente na grande maioria dos meios de cultivo e é
metabolizada, em geral, pela glicélise, formando piruvato, que € convertido em lactato
ou acetil CoA (Figuras 2 e 3). O acumulo de lactato no meio mostra que o TCA néo
funciona adequadamente in vitro, como ocorre no organismo vivo. O lactato pode ser
inibitério em concentragdes a partir de 20 mM (FRESHNEY, 2005).

MILLER et al. (1989) realizaram varios experimentos em que foram avaliadas
diferentes concentracbes de glicose no meio de alimentacdo. Foi observado que,
guando hd um aumento da concentracdo de glicose de 0,1 para 8,4 mM, sua
velocidade especifica de consumo aumenta 67%. Quando se utilizam concentracfes
menores de glicose, esta é metabolizada de forma mais eficiente e proporciona
menores quantidades de lactato (ALTAMIRANO et al., 2008).

Células CHO apresentaram velocidade especifica de consumo de glicose em
cultivo continuo, sob condi¢des limitantes, da ordem de 17,5.10° nmol cel® h' e
rendimento de glicose a lactato de 0,2 mol mol* (ALTAMIRANO et al., 2001).
Experimentos com cultivo em batelada, em que as células foram expostas a
concentracoes iniciais de glicose elevadas, mostraram velocidade especifica de
consumo de glicose de 300.10° nmol cel™ h™ e rendimento de glicose a lactato de 1,95
mol mol™ (ALTAMIRANO et al., 2000). Estes resultados mostram que o metabolismo é
mais eficiente em condicdes de limitacao de glicose, com menor formacéo de lactato.

O mesmo comportamento € observado em células BHK. Cultivos de células
BHK com diferentes concentracdes iniciais de glicose mostraram que, em
concentracdo maior, a velocidade especifica de consumo de glicose foi maior do que
nos cultivos com concentracdo inicial menor de glicose. Nestes experimentos,
observou-se que, quando h& maior quantidade inicial de glicose, a glicose consumida
€ convertida a piruvato, que, por sua vez, € convertido a lactato e ndo é metabolizado

pelo TCA. No entanto, quando a concentracédo inicial de glicose € menor, uma fracdo
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maior da glicose é convertida a piruvato e menos piruvato € convertido a lactato,
sendo uma parte maior do piruvato direcionada ao TCA (CRUZ et al.,, 1999a;

ALTAMIRANO et al., 2008).

Glicose
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Figura 2: Esquema da via glicolitica e do ciclo das pentoses fosfato. ADP -
adenosina difosfato; ATP - adenosina trifosfato; NAD® - nicotina adenina
dinucleotideo (oxidada); NADH - nicotina adenina dinucleotideo (reduzida); NADP -
nicotina adenina dinucleotideo fosfato (oxidada); NADPH - nicotina adenina
dinucleotideo fosfato (reduzida); P - fosfato. Adaptado de ALTAMIRANO et al.
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Figura 3: Esquema do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) e principais reacdes a ele
associadas. (—) via ativa, () via com baixa atividade, (----) via inativa. AC -
aconitase; AcCoA - acetil coenzima A; ADP - adenosina difosfato; a-KG DH - a-
cetoglutarato desidrogenase; ATP - adenosina trifosfato; FAD - flavina adenina
dinucleotideo (oxidada); FADH - flavina adenina dinucleotideo (reduzida); FU -
fumarato desidrogenase; GDH - glutamato desidrogenase; GDP - guanidina difosfato;
GTP - guanidina trifosfato; ICDH - isocitrato desidrogenase; MDH - malato
desidrogenase; NAD - nicotina adenina dinucleotideo (oxidada); NADH - nicotina
adenina dinucleotideo (reduzida); PAG - glutaminase ativada por fosfato; PC - piruvato
carboxilase; PDH - piruvato desidrogenase; PEP - fosfoenolpiruvato; PEPCK -
fosfoenolpiruvato carboxiquinase; SDH - succinato desidrogenase; SCoA - succinil
coenzima A; SCoAS - succinil coenzima A sintetase.  Adaptado de ALTAMIRANO et
al. (2008).

O baixo fluxo de piruvato ao TCA pode ser explicado pelo decréscimo da

atividade de algumas enzimas (piruvato dehidrogenase, fosfoenolpiruvato

carboxiquinase, piruvato carboxilase e enzima malica 1) que leva a conversdo do
piruruvato acumulado a lactato pelo aumento da atividade da enzima lactato
dehidrogenase, que representa uma via alternativa de geracdo de enrgia em

processos celulares (AMABLE & BUTLER, 2008).
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De acordo com ALTAMIRANO et al. (2008), o metabolismo de células de
mamiferos cultivadas in vitro encontra-se altamente desregulado e, na presenca de
concentracoes de glicose nado limitantes, as células consomem glicose a uma
velocidade muito maior que a requerida para manter o crescimento celular. Em
concentracdo minima ndo limitante, entre 0,5 e 1,0 mM, a velocidade especifica de
consumo de glicose aumenta proporcionalmente com o0 incremento de sua
concentracdo no meio até alcancar uma taxa de consumo especifico maximo de
saturacdo. O aumento no valor deste consumo especifico € acompanhado por um
aumento no rendimento de glicose em lactato, cujo valor pode variar de cerca de 1 até
2 mol mol* ou acima, devido a producdo de lactato derivado da glutamina,
considerando-se que uma das rotas de metabolizacdo da glutamina leva a formacéo
de piruvato e este pode ser convertido a lactato pela agdo da lactato desidrogenase
(AMABLE & BUTLER, 2008).

A producéo de lactato leva a alteragbes no pH do meio de cultivo, afetando o
crescimento celular devido ao aumento na osmolaridade do meio e aos efeitos sobre o
metabolismo. A producéao de lactato também afeta a formacao de produto (OZTURK et
al., 1992). GLACKEN (1988) observou efeitos negativos sobre a produtividade celular
para concentracdes de lactato acima de 20 mM. Sendo assim, 0s processos de cultivo
celular devem ter o pH controlado afim de evitar o efeito negativo da acidificacdo do
meio proveniente da producéo de lactato (ALTAMIRANO et al., 2008).

Nos sistemas de cultivo com pH controlado, somente se observa os efeitos do
lactato no crescimento celular em concentracdes muito elevadas (a partir de 40 mM.
No entanto, nos sistemas sem controle de pH, o lactato se acumula, modificando o pH,
0 que causa efeitos mais prejudiciais ao cultivo (OZTURK et al., 1992; ALTAMIRANO

et al., 2008).

28



2.6.2 — Aminoacidos

Os aminoacidos sdo as unidades basicas das proteinas. Todas as proteinas
sdo construidas a partir do mesmo conjunto de 20 aminoacidos com apenas algumas
excecOes. Cada amino&cido é constituido de um atomo central de carbono ligado a um
grupamento amina, uma carboxila, um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral
diferenciada. Dentre estes aminoacidos, existem 20 tipos de cadeias laterais que
variam em tamanho, forma, carga, capacidade de formacéo de pontes de hidrogénio,
carater hidréfobo e reatividade quimica (BERG et al, 2008).

No cultivo de células, os aminoacidos sdo necessérios para a sintese de
proteinas, nucleotideos e lipideos, além de serem utilizados como fonte de energia
para o crescimento das células de mamiferos (MORAES et al., 2008). Assim, 0s
aminodcidos podem ter diferentes destinos metabdlicos, sendo precursores para a
producéo de proteinas ou fontes de carbono e nitrogénio (BERNAL et al., 2009).

As células de mamiferos, diferentemente das células procariotas, ndo séo
capazes de sintetizar as cadeias de carbono ramificadas ou as estruturas na forma de
anel presentes em alguns aminodcidos. Estes aminoacidos sdo ditos essenciais,
enquanto os outros sdo ndo essenciais. Os aminoacidos classificados como
essenciais sao fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina,
triptofano e valina. Os amino&cidos ndo essenciais sao alanina, arginina, asparagina,
aspartato, cisteina, glicina, glutamato, glutamina, prolina, serina e tirosina (BERG et
al., 2008). No entanto, esta classificacdo pode variar em funcéo da disponibilidade de
aminoacidos em cada cultivo celular

As vias de sintese dos aminoacidos ndo essenciais sdo consideradas simples.
Na sintese da maioria dos aminoécidos, ocorre uma reacdo de transaminagdo. A
glutamato desidrogenase catalisa a aminacao redutora do a-cetoglutarato a glutamato.
Alanina e aspartato sdo sintetizados por transaminagdo de piruvato e oxaloacetato,

respectivamente. A glutamina € sintetizada a partir de glutamato e NH,", sendo a
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asparagina sintetizada de forma semelhante. Prolina e arginina sdo derivadas do
glutamato. A serina € formada a partir do 3-fosfoglicerato e é precursora de glicina e
cisteina. A tirosina € sintetizada por hidroxilacdo da fenilalamina. As vias de
biossintese de aminoacidos essenciais sdo mais complexas (BERG et al., 2008).

As células de mamiferos, quando cultivadas in vitro, apresentam diferentes
perfis de consumo de aminoacidos, que variam para cada linhagem celular em
particular (GEAUGEY et al.,, 1989; SANFELIU et al., 1996). Os requerimentos de
aminodcidos pelas células sdo maiores do que apenas 0 necessario para a sintese de
proteinas celulares. Uma fracdo dos aminoacidos disponiveis é utilizada como fonte de
energia metabdlica e, para isso, a amina é removida, gerando amonio, e 0 esqueleto
carbonado é transformado em acetil CoA, acetoacetil CoA, piruvato ou um dos
intermediérios do TCA (BERG et al., 2008). Assim, destacam-se alguns aminoacidos
como glutamina, glutamato, aspartato, serina, arginina e metionina que sédo usados
para producédo de energia (DREWS et al., 1995; FERRANCE et al., 1997).

Através da transformacdo em piruvato, os aminoacidos com 3 carbonos
(alanina, serina e cisteina) sdo direcionados ao TCA (Figura 4). A transaminacdo da
alanina produz diretamente piruvato (alanina + a-cetoglutarato — piruvato +
glutamato). Outra reacdo simples € a desaminacdo da serina a piruvato pela serina
desidratase (serina — piruvato + NH,"). Ja a cisteina pode ser transformada em
piruvato por varias vias. A glicina, a treonina e o triptofano também podem ser
convertidos a piruvato. A glicina pode ser transformada em serina pela adicdo
enzimatica de uma hidroximetila ou pode ser clivada gerando CO,, NH," e uma
unidade monocarbonada. A treonina pode gerar o intermediario 2-amino-3-cetobutirato
e, entdo, ir a piruvato. Quanto ao triptofano, 3 de seus carbonos podem gerar alanina,
gue pode ser transformada em piruvato (BERG et al., 2008).

O aspartato e a asparagina podem entrar no TCA através de sua
transformacédo a oxaloacetato. O aspartato € diretamente transaminado a oxaloacetato

(aspartato + a-cetoglutarato — oxaloacetato + glutamato). A asparagina é hidrolisada
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pela asparaginase a NH," e aspartato, que €, entdo, transaminado a oxaloacetato. O
aspartato também pode ser transformado em fumarato e entrar no TCA por esta via.
Aminoacidos como glutamina, prolina, arginina e histidina podem ser
transformados a glutamato, que a seguir sofre desaminacdo oxidativa pela glutamato
desidrogenase, originando a-cetoglutarato. A glutamina € hidrolisada pela glutaminase,
gerando glutamato e NH,". A prolina e a arginina sdo convertidas a semi-aldeido
glutdmico que é, entdo, oxidado a glutamato. A histidina gera o intermediario 4-
imidazolona-5-propionato, que é hidrolisado ao derivado N-formimino do glutamato e,

depois, convertido a glutamato (BERG et al, 2008).

Alanina
Cisteina
Glicina

Leucina
] Lisina
Isoleucina Fenilalanina

Serina
Treonina
Triptofano

Leucina Tirosina
Triptofano Triptofano

Asparagina l
Aspartato Piruvato \

\ l Acetil-CoA «€—p Acetoacetil-CoA

Oxaloacetato l
Aspartato Citrato
Fenilalanina
T —  Fumarato

Tirosina Arginina
Glutamato
a-cetoglutarato ~€¢—— |  Glutamina

: Histidina

Isoleucina i
Metionina / Prolina
Valina > Succinil CoA

Treonina

Figura 4: Destino dos esqueletos carbonados dos aminoacidos no ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA). Adaptado de COX & NELSON, (2006).
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A metionina, a isoleucina e a valina entram no TCA através da conversdo a
succinil CoA e séo degradadas através do intermediario metilmalonil CoA. Os
aminodcidos de cadeia ramificada (valina, leucina e isoleucina) podem originar acetil
CoA, acetoacetato ou propionil CoA. Seus a-cetoacidos derivados sofrem
descaboxilacdo oxidativa. Os anéis dos aminoacidos aromaticos sdo degradados por
oxigenases e originam acetoacetato, fumarato e piruvato. Quatro dos carbonos da
fenilalanina e da tirosina sdo convertidos a fumarato e quatro emergem em
acetoacetato. O triptofano gera uma alanina e acetoacetil CoA (BERG et al., 2008).

No cultivo de células de mamiferos, alguns aminoacidos sdo consumidos muito
rapidamente, como é o caso de valina, isoleucina, leucina, lisina e cisteina. A cisteina
tem papel importante na conformacao das proteinas e em sua atividade bioldgica, unindo
as cadeias peptidicas através de pontes dissulfeto. Outros aminoacidos sdo consumidos
em propor¢cBes menores: treonina, arginina, fenilalanina, serina, histidina, metionina e
glicina (ALTAMIRANO et al., 2008).

Ha outros amino&cidos que podem ser produzidos ou secretados pelas células:
alanina, prolina, aspartato, asparagina e glutamato. A alanina é produzida em grandes
guantidades. Esta alta producdo de alanina no cultivo se relaciona com um alto
metabolismo da glutamina, visto que até 40% da glutamina consumida pode ser dirigida
para a formacgéo de alanina como produto final (ALTAMIRANO et al., 2008).

A prolina é sintetizada diretamente em decorréncia do acumulo intracelular do
glutamato, enquanto que a asparagina € formada pela amidacdo do aspartato pela via da
asparagina sintetase. Geralmente, o aumento da concentragdo de glutamato no meio de
cultivo ocorre quando o crescimento celular para e, como consequancia, o acumulo
intracelular de glutamato ndo pode ser processado mediante outras rea¢gfes metabdlicas

(ALTAMIRANO et al., 2008).
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2.6.3 — Glutamina

A glutamina é a principal fonte de energia, carbono e nitrogénio para células de
mamiferos (AMABLE & BUTLER, 2008). Todas as células de mamiferos utilizam, além
da glicose, L-glutamina como fonte de energia proveniente do carbono. A glutamina é
também a principal fonte de geracdo de amébnio, que pode chegar a niveis de
concentrac¢do inibitérios no meio de cultivo para o crescimento celular. Em geral, o
amoénio alcanca niveis deletérios entre aproximadamente 2 a 4 mM. Além de seu
importante papel como fonte de energia, a glutamina € requerida como fonte de
nitrogénio na sintese de pirimidinas, purinas, agucares aminados, NAD e asparagina
(ALTAMIRANO et al., 2008).

A glutamina pode sofrer degradacgéo espontanea a acido pirrolidina carboxilico
e amonio. A taxa de degradacdo aumenta com a temperatura. A 37°C,
aproximadamente 20% da glutamina € convertida depois de 2 dias, enquanto que, a
4°C, menos de 20% é degradada, mesmo depois de 65 dias.

O TCA, dentre outras funcBes no metabolismo central, fornece diversos
precursores empregados em rotas anabdlicas e prové a maior parte da energia
metabolica. O piruvato € a ligacdo entre o TCA e a glicdlise, sendo transportado do
citosol até a mitocondria para ser, entdo, transformado em acetil coenzima A por acéo
da piruvato desidrogenase (ALTAMIRANO et al., 2008).

A glutamina é o principal precursor do a-cetoglutarato que alimenta o TCA a
nivel interno. O metabolismo da glutamina, de forma anéloga a glicélise, € denominado
glutamindlise. A glutamina é desaminada duas vezes (gera duas moléculas de aménio
livres a partir de uma molécula de glutamina). Inicialmente, a glutamina gera o
glutamato, via glutaminase, e, em seguida, 0 a-cetoglutarato, via glutamato
desidrogenase. A glutamina fornece os intermediarios necessarios para manter o TCA,
0 que mostra 0 quanto este composto é importante como fonte de carbono e energia

(REITZER et al., 1979; ALTAMIRANO et al., 2008).

33



Quando a glutamina estd em alta concentracdo no meio de cultivo, h4 um uso
ineficiente desta e um acumulo de aménio. Experimentos realizados com uma
linhagem de hibridoma mostraram um aumento da velocidade especifica de consumo
de glutamina quando a concentracdo de glutamina empregada foi maior na
alimentag&o de um cultivo continuo (MILLER et al., 1989). Resultados similares foram
obtidos para células BHK (CRUZ et al., 1999b).

Quando os niveis de glicose séo limitantes e a glutamina se encontra em
excesso, 0 metabolismo celular é capaz de adaptar-se a esta situacdo de escassez
energética e biossintética, através do aumento da velocidade de consumo de
glutamina. Com isso, ha aumento da producdo de aménio e do consumo de oxigénio
(MARTINELLE et al., 1998). Da mesma forma, em condi¢cbes de limitacdo de
glutamina, h4 aumento do consumo de glicose (MILLER et al., 1989). No entanto,
estes comportamentos variam para diferentes linhagens celulares (VRIEZEN et al.,
1997).

Em relacdo aos consumos integrados de glicose e glutamina, pode-se afirmar
gue o metabolismo celular apresenta certa flexibilidade, o que permite que haja uma
adaptacdo de acordo com as condicbes de cultivo encontradas. Estas observages
refletem o que ocorre, em especial, nos cultivos em batelada e em batelada
alimentada, pois as células sdo submetidas a variagdes nas concentragcfes de glicose
e glutamina e nas velocidades de consumo destes substratos (ALTAMIRANO et al.,
2008).

Em geral, observam-se efeitos inibitérios do aménio no metabolismo celular
em concentracbes a partir de 2 a 4 mM (YANG & BUTLER, 2000). Algumas células
sdo capazes de se adaptar ao cultivo com concentragdes elevadas de amoénio. Estas
células aumentam a porcentagem de glutamina metabolizada pela via da alanina
aminotransferase, o que leva a maior formacéo de alanina, diminuindo a geracao de

amonio livre (ALTAMIRANO et al., 2008).
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Foram reportados diferentes efeitos das concentracbes de amébnio sobre a
produtividade celular. Em alguns estudos houve diminuicdo da produtividade
especifica em altos niveis de amonio, enquanto em outros a velocidade especifica de
producdo diminuiu ou ndo foi afetada. O efeito dos niveis de ambnio sobre a
produtividade parece ser dependente da linhagem celular empregada (ALTAMIRANO

et al., 2008).
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3- OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi determinar condicbes de cultivo de células

BHK adequadas para a obtencdo de um processo de alta produtividade de FVIII

humano recombinante.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

Identificar e caracterizar o cendrio envolvido (paises, empresas, inventores,

tecnologia) na producéo de FVIII;

Selecionar um meio livre de soro animal para o cultivo de células BHK

recombinantes produtoras de FVIII visando a obtencdo do produto com qualidade e

menor custo;

Determinar a melhor temperatura para a producao de FVIII a partir do cultivo de

células BHK recombinantes produtoras de FVIII;

Avaliar o metabolismo de células BHK recombinantes produtoras de FVIII com

base no consumo e producgéo de amino&cidos e outras substancias.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - LINHAGEM CELULAR

Foi utilizada uma linhagem recombinante de células BHK (Baby hamster kidney
cells — células de rim de hamster neonato) (ATCC CRL-8544) produtora de FVIII,
derivada da linhagem BHK-21(C-13), ATCC CCL 10. A linhagem foi fornecida pela
ATCC (American Type Culture Collection).

Para a construcdo desta linhagem celular, as células BHK-21 foram co-
transfectadas com vetores de expressdo (pAML3P.8cl e pSVEneoBal6) contendo
uma sequéncia de DNA codificadora de FVIII, uma segunda sequéncia de DNA
codificadora de um marcador amplificavel (proteina DHFR (dihidrofolato redutase) que
se liga ao metotrexato) e uma terceira sequéncia de um marcador seletivo (neomicina
fosfotransferase). As células transfectadas foram cultivadas inicialmente em meio néo
seletivo. Em seguida, as células foram selecionadas em meio contendo G418
(geneticina) e, posteriormente, foram cultivadas em meio contendo metotrexato
(inibidor de DHFR) e deficiente de hipoxantina, glicina e timidina. O vetor de expressao
contem um gene de DHFR com um promotor SV40 (derivado de Simian Virus 40) que

confere a habilidade de amplificacdo génica (CAPON et al., 1990).

4.2 - MEIOS DE CULTIVO

Durante os experimentos foram utilizados diferentes meios de cultivo:

4.2.1 - Mistura DMEM/Ham’s F12

Foi utilizada a mistura dos meios de cultivo comerciais DMEM (Cultilab) e Ham'’s

F12 (Cultilab) na proporcédo de 1:1 (Tabela 1). A mistura foi preparada utilizando-se
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agua ultrapura (Milli-Q Synthesis, Millipore) para dissolucdo dos meios que foram
fornecidos em po, com adicdo de glicose (Sigma) e bicarbonato de sédio (Sigma) na
concentracao final de 4,50 e 2,44 g/L, respectivamente. O pH foi corrigido para 7,2,
utilizando-se HCI 3M.

ApoGs o preparo, o meio foi esterilizado por filtragdo, com presséo positiva,
utilizando-se membrana com tamanho de poro de 0,22 uym, em capela de fluxo laminar
dentro de area limpa de classificagdo 1SO 8. O meio foi incubado em estufa a 37°C
durante 24h para avaliacdo da esterilidade e, em seguida, foi armazenado em

geladeira a 4°C por um prazo maximo de 1 més.

Tabela 1: Composicéo do meio basal DMEM/Ham's F12 (1:1). Fonte: CASTILHO et al.,
(2006).

Componentes Concentracao Componentes Concentracdo
(mg/L) (mg/L)
CaCl, H,0O 154,55 biotina 0,0365
CuSO, H,0 0,0025 pantetonato de calcio 2,24
FeSO, 7H,0O 0,834 cloreto de colina 15,96
Fe(NOs); 9H,0 0,1 acido folico 15,96
KCI 342,5 inositol 21,6
KH,PO, 83 nicotinamida 2
MgCl 6H,0 123 niacinamida 0,0185
MgSO, 7H,0 200 piridoxal HCI 2
NacCl 6999,5 piridoxina HCI 0,31
Na,HPO, 1245 riboflavina 0,39
NaHCO, 2438 tiamina HCI 0,37
valina 52,85 vitamina B12 0,68
alanina 4,5 glicose 1400
arginina HCI 147,5 piruvato de sédio 110
asparagina H20 15,01 vermelho de fenol 8,15
acido aspartico 13 hipoxantina 2
cisteina 48,7 acido tidico 0,1
glutamina 365 acido lipdico 0,042
acido glutamico 7,35 putrescina HCI 0,161
glicina 18,79 timidina 0,73
histidina HCI 32,5 acido linoleico 0,042
isoleucina 54,47 leucina 59
lisina 91,25 metionina 17,24
fenialanina 34,5 prolina 34,5
serina 26,25 treonina 53,45
triptofano 9,02 tirosina 55,89
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4.2.2 - Mistura DMEM/Ham'’s F12 suplementada com sor o fetal bovino (SFB)

A mistura dos meios de cultivo comerciais DMEM (Cultilab) e Ham's F12
(Cultilab) na proporcéo de 1:1, preparada conforme o item anterior, foi adicionado SFB
(Cultilab) na concentracao de 0,5% a 10% (v/v) nas diferentes etapas de adaptagéo ao
cultivo sem soro. Nos ensaios visando a comparacdo de meios de cultivo, a

concentragao de SFB foi fixada em 1% (v/v).

4.2.3-GMEM-S

O meio GMEM-S (Glasgow’s Modified Eagle’s Medium), fornecido em pé pela
empresa SAFC Biosciences, foi diluido em agua ultrapura (Milli-Q Synthesis, Millipore)
e adicionado de glutamina e bicarbonato de sddio, de modo que as concentracdes

destes componentes fossem de 0,365 g/L e de 2,45 g/L, respectivamente.

4.2.4 - BD Animal Component Free

O meio BD Animal Component Free (BD ACF) foi fornecido pela empresa BD

Biosciences na forma liquida e estéril, pronto para uso. Este meio é livre de

componentes de origem animal, porém € suplementado com 0,3% (m/v) de peptona

de soja (soytone), ndo sendo, portanto, considerado quimicamente definido.
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4.2.5 - BD Cell Quantum Yield

O meio BD Cell Quantum Yield (BD CQY) foi fornecido pela empresa BD
Biosciences na forma liquida e estéril, pronto para uso. Este € um meio quimicamente
definido, livre de proteinas e de quaisquer componentes de origem animal, cuja

composicao nao é informada pelo fabricante.

4.3 - DESCONGELAMENTO

Para o descongelamento e revitalizacdo de células criopreservadas em tanque
de nitrogénio liquido (-196°C), criotubos contendo as células criopreservadas foram
retirados do tanque e submergidos em um banho termostético pré-aquecido a 37°C até
gue nao houvesse cristais de gelo visiveis. O conteudo foi entdo ressuspendido em
20mL de meio de cultivo (DMEM/F12 livre de SFB) pré-equilibrado a temperatura de
37°C e, em seguida, centrifugado a 200g durante 3 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas e centrifugadas novamente. Apos a segunda
centrifugacdo, o meio foi descartado e as células sedimentadas no fundo do tubo
foram ressuspendidas em 10mL de meio de cultivo a 37°C e colocadas em frascos
agitados do tipo spinner de 125mL (Techne, EUA), contendo 40mL de meio pré-
aguecido a 37°C. Os spinners foram mantidos sob velocidade de rotacdo de 40rpm,
em estufa a temperatura de 37°C e atmosfera de 5% (v/v) de CO,. As células foram

condicionadas em cultivo por 2 semanas antes dos experimentos.
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4.4 — CRIOPRESERVACAO

Para a criopreservacdo das células, células mantidas em cultivo foram
centrifugadas a 200g por 3 minutos e ressuspendidas de forma suave em meio de
congelamento, previamente refrigerado a 4°C, na concentragéo de 2-4 x 10" cel mL™.
Imediatamente apdos a ressuspensao, as células foram distribuidas em criotubos com
capacidade de 1,8 mL (Corning ou TPP). Os criotubos foram mantidos em ultrafreezer
(-80°C) por 24 horas em recipiente contendo isopropanol, para se obter um
resfriamento lento. Os mesmos foram estocados nestas condi¢des por um periodo
méximo de 1 semana, sendo em seguida transferidos para estocagem em nitrogénio
liquido (-196°C).

O meio de congelamento foi preparado a partir de uma mistura de 40% (v/v) de
meio de cultivo fresco, 40% (v/v) de meio de cultivo condicionado (do préprio cultivo),
10% de dimetilsulféxido (DMSO - Sigma, D4540) e 10% (v/v) de uma solucéo de
metilcelulose (Sigma, M7027) 1% (m/v), preparada em &gua ultrapura (Milli-Q
Synthesis, Millipore). O DMSO e a solucdo de metilcelulose foram adicionados ao
volume final de meio de cultivo novo e, em seguida, filtrados utilizando-se filtros de
seringa (Millipore) com tamanho de poro de 0,22um. O meio condicionado foi

centrifugado e adicionado somente no momento do congelamento.

4.5 - AVALIACAO COMPARATIVA DE MEIOS DE CULTIVO

Foram estudados trés meios comerciais isentos de soro animal (GMEM-S, BD
Animal Component Free e BD Cell Quantum Yield, da empresa Biosciences), assim
como a mistura dos meios de cultivo comerciais DMEM (Cultilab) e Ham's F12
(Cultilab) na proporcdo de 1:1. Para fins de comparacdo, foi avaliada também a

mistura DMEM/Ham’s F12 suplementada com 1% (v/v) de SFB.
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Em outra etapa do trabalho, o meio BD Animal Component Free foi avaliado
suplementado com alguns aminoécidos para comparagdo com 0 mesmo meio sem

suplementacéo.

4.6 — ENSAIOS DE CINETICA DE CRESCIMENTO

Os ensaios foram realizados por 168h em duplicata em frascos agitados do tipo
spinner de 125mL, com 60mL de meio de cultivo, a 40rpm sob atmosfera de 5% de
CO,, a 33°C, 35°C ou 37°C. Amostras foram retiradas diariamente para determinacdo
da concentracdo e viabilidade celular, da concentracdo dos substratos glicose e
glutamina, dos outros amino&cidos, dos metabdlitos toxicos lactato e amonio e do

produto FVIII.

4.7 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR

4.7.1 - Contagem de Células Totais

A quantificacdo de células totais nos cultivos foi realizada em camara de
Neubauer através do método de contagem de ndcleos corados com cristal violeta.
Para este método, foi retirada amostra de 500uL dos cultivos em suspensdo,
centrifugada a 200g por 3 minutos, ressuspensa em 500uL de solucdo de cristal
violeta e agitada em agitador de tubos (vortex).

A solugdo de cristal violeta provoca um choque osmdético, desintegrando a
membrana plasmatica e corando apenas 0s nucleos celulares de violeta (CASTILHO,

2001), os quais foram contados com auxilio de microscopio 6ptico (Nikon, TS-100F).
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A solucdo de cristal violeta, preparada com agua destilada, é constituida da
mistura de cristal violeta (Sigma) 0,05% (m/v), acido citrico (Sigma) 2,1% (m/v) e Triton
X-100 (Vetec, Brasil) 0,1% (v/v). Ap6s a dissolugdo dos componentes, sob agitacdo
magnética, a solucdo foi filtrada em membrana de 0,22um para a remocdo de

possiveis precipitados (PINTO, 2007).

4.7.2 - Contagem de Células N&o-Viaveis

A quantificacdo de células ndo viaveis foi realizada em camara de Neubauer
utilizando-se 0 método de exclusdo do corante azul de trypan.

Para este método, foi utilizada amostra de 160uL dos cultivos em suspenséo, a
gual foram adicionados 40uL de solucao de azul de trypan. Em seguida, a suspensao
resultante foi visualizada em microscopio 6ptico (Nikon, TS-100F).

Células nao-viaveis tém a permeabilidade seletiva da membrana plasmética
comprometida e tornam-se permeaveis ao corante azul, que se incorpora a regido
intracelular. Desta forma, as células n&o-viaveis adquirem coloracdo azul, sendo
facilmente identificadas ao microscopio, enquanto as células viaveis mantém um
aspecto claro e brilhante (PINTO, 2007). Devido a possivel formagdo de grumos
contendo grande quantidade de células viaveis que ndo seriam visualizadas na
camara de Neubauer, apenas as células ndo viaveis sdo quantificadas desta forma,
assumindo-se que as mesmas se desprendem dos grumos (CASTILHO, 2001).

A solucédo corante é constituida da mistura de azul de trypan (Sigma) 0,5% (m/v)
em solugéo salina 0,9% (m/v) tamponada com tampéo fosfato 0,1M (PBS), pH 7,1 —
7,3. Apés a dissolucdo dos componentes, sob agitagdo magnética, a solucdo foi

fitrada em membrana de 0,22um para a remocao de possiveis precipitados (PINTO,

2007).
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4.7.3 - Determinagéo de Células Viaveis e Viabilida de Celular

A determinacdo da concentracdo de células viaveis é dada pela diferenca entre a
concentracao de células totais e a concentracdo de células néo viaveis, e a viabilidade
celular pela razao entre a concentracdo de células viaveis e a concentracéo de células

totais.

4.8 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE, LACT ATO E

GLUTAMINA

As andlises das concentrag6es de glicose, lactato e glutamina foram realizadas
utilizando-se o analisador bioquimico YSI-2700 (Yellow Springs Instruments, EUA),
com as respectivas membranas de detecgdo enzimatica.

Neste método, as enzimas estdo imobilizadas em membranas separadas,
colocadas sobre eletrodos. A glicose, a glutamina e/ou o lactato da amostra se
difundem através da membrana especifica e reagem com as enzimas glicose oxidade,
lactato oxidase e &cido glutdmico oxidase, respectivamente, produzindo perdxido de
hidrogénio. Para a dosagem de glutamina, o glutamato também é analisado através do
emprego de uma membrana que possui a enzima glutamato oxidase imobilizada. O
peréxido de hidrogénio é reduzido eletroquimicamente no anodo de prata do eletrodo
produzindo um sinal elétrico, o qual € proporcional a concentracdo de cada substrato.

Para esta quantificacdo e demais andlises até o item 4.12, foi utilizado o

sobrenadante resultante da centrifugacdo para contagem de células totais.

44



4.9 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE AMONIO

A concentracdo de amoénio foi avaliada através de um método colorimétrico
baseado na reacdo de aménio com fenol na presenca de hipoclorito de sddio
(FAWCETT & SCOTT, 1960).

Para esta analise foram utilizadas microplacas nédo adsorvidas. Em cada poc¢o da
microplaca foram adicionados 125uL de solucdo de fenolnitroprussiato (phenol
nitroprusside solution - Sigma Nr. 640-1), 125uL de solucdo alcalina de hipoclorito
(Sigma Nr. 640-3) e 5uL de amostra. Apos a adicdo de todas as solugdes, as
microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 30 min e, entdo, a absorbancia foi
medida em leitor de microplacas a 570 nm.

Para a curva padrdo, foram utilizadas solugbes de (NH,4),SO, preparadas com
agua ultrapura (Milli-Q Synthesis, Millipore), cujas concentracdes variaram de O-
5,0mM. Para a analise dos meios que contém vermelho de fenol, as solugbes da curva

padréo foram preparadas com 8,1mg/L deste reagente.

4.10 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE AMINOACIDOS

As andlises das concentracbes de aminoacidos foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Nestas andlises, foi utilizado um
cromatégrafo Shimadzu (modelo Proeminence). Foram empregadas duas fases
moveis (A e B). A fase movel A é constituida de 98% de acetato de sddio (Sigma)
0,085M (pH 5,2) e 2% de acetonitrila (Merck). A fase mével B é constituida de 70%
acetonitrila e 30% de acetato de sddio 0,085M (pH 5,2). Utilizou-se coluna de fase
reversa C18 250 x 4mm - 5um (Restek), deteccdo a 254nm e temperatura da coluna

de 46°C.
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Os padrdes individuais de cada aminoacido (Sigma) foram pesados e dissolvidos
em HCI 0,1N, de modo a ficarem na concentracdo de 1mM. 100uL de cada solucéo
individual de aminoacidos foram adicionados para compor a mistura padrdo de
aminodcidos. 100uL dos padrbes individuais, amostras, mistura padrdo e HCI 0,1N
(ensaio em branco) foram aliquotados e secos em concentrador centrifugo Eppendorf
(Concentrator Plus 2231). Apds estarem secos, foram adicionados 20uL de solugao
secante (metanol (Merck), agua ultrapura e trietilamina (Sigma), na propor¢éo 2:1:1).
Uma nova secagem foi realizada e, entdo, adicionaram-se 20uL de solucdo
derivatizante (metanol, agua, trietilamina e fenilisotiocianato (Sigma), na proporcao
7:1:1:1). Ap6s um tempo de reacdo de 20 min, uma nova secagem foi realizada em
concentrador centrifugo. Apds a secagem, o material seco restante foi ressuspenso

em 1mL de fase mével A e 40uL desta solugdo foram injetados no cromatografo.

4.11 — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE FVIII

A determinacdo da concentracdo de FVIII foi realizada de forma semi-
guantitativa através do ensaio immunoblot. O método consiste em reter as proteinas
presentes nas amostras em um suporte soélido (membrana de nitrocelulose),
passando-se as mesmas por um aparelho que restringe a area de retencdo a pogos
(slots). Ap6s o blogueio da membrana, adicionou-se um anticorpo primario
(imunoglobulina de ovelha anti-FVIII humano — Biodesign International, K95005S, Lote:
6G20508), que reconhece apenas a proteina de interesse, e, em seguida, um
anticorpo secundario (imunoglobulina anti-anticorpos de ovelha produzida em
camundongo - Sigma, A5187, Lote: 066K6007) conjugado com uma enzima (fosfotase
alcalina) que catalisa uma reacao colorimétrica para revelacédo da amostra.

A intensidade da cor das bandas foi quantificada a partir da imagem obtida

através de digitalizacdo (scanning) da membrana, sendo analisada através do
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programa computacional ImageQuant versdo 5.2 1999 (Molecular Dynamics),
obtendo-se os valores de densitometria das bandas.

Para cada grupo de amostras analisadas nos diferentes po¢cos em duplicata,
foram adicionadas, também em duplicata, amostras de concentracdo conhecida (62,5,
12,5, 2,5, 0,5, 0,1 e 0 ng/mL) de FVIII comercial usado como padrédo (Octapharma,
Octavi SDO Optimum, Lote: 6b0731631). A partir da densitometria das amostras de
concentragao conhecida, foi gerada uma curva padréo que permitiu a determinagéo da

concentracao das amostras dos ensaios.

4.12 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DE FVIII

A determinacdo da atividade de FVIII foi realizada através do ensaio de
coagulometria baseado no tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). Este
método é baseado na observagdo do tempo necessério para formacao do coagulo de
fibrina (CAPON et al., 1990). Neste ensaio, foram adicionados 40uL da amostra, 40uL
de plasma deficiente de FVIII (Deficient VIII, Stago) e 40uL de cefalina (CK Prest,
Stago) a uma cubeta especifica. Em seguida, esta solu¢do foi incubada em
coagulémetro por 2 min a 37°C. Depois, adicionou-se 40uL de solu¢do CaCl, 0,025M
(Stago) e mediu-se o tempo até a ocorréncia da coagulacdo no coagulémetro (Dade
Behring BFTII). A curva padrdo para atividade de FVIII foi obtida pela diluicdo de
plasma normal. Uma unidade internacional (Ul) de atividade de FVIII é definida como a

atividade presente em 1mL de plasma humano normal (CAPON et al., 1990).
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4.13 — AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMICA DE FVIII

A estabilidade térmica do FVIII foi analisada a 33°C e a 37°C. Para isto, rFVIII
comercial (American Diagnostic INC., 408R, Lote:030409) foi diluido em meio BD
Animal Component Free e aliquotado. Parte das aliquotas foi mantida a 33°C e parte a

37°C. A atividade de FVIII foi dosada a Oh, 24h, 48h e 72h.

414 — ANALISE DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO CELULA R,

METABOLISMO E FORMACAO DE PRODUTO

Os experimentos foram realizados em duplicata e foram determinados, na fase
exponencial, 0os seguintes parametros: taxa especifica de crescimento celular (u);
variacdo entre a concentracao inicial de células viaveis e Xnax (AX); taxa especifica de
consumo de glicose (gqc); variagdo da concentracdo de glicose (ASyc); fator de
conversao de glicose em ceélulas (Yyqc); fator de conversdo de glicose em lactato
(Yiacigic); taxa especifica de consumo de glutamina (qgn); variagdo da concentragéo de
glutamina (ASg,); fator de conversdo de glutamina em células (Yygn); fator de
conversao de glutamina em amonio (Yamgn); taxa especifica de consumo ou formagéo
de aminodacidos (gaa), concentracdo maxima de FVIII (FVIll,.); fator de converséo de
glicose em produto (Ypc), fator de converséo de glutamina em produto (Yesgn); fator de
converséo de célula em produto (Ypx) e taxa especifica de formagéo de produto (qp)

(AUGUSTO et al., 2008).

A seguir, sdo mostradas as equacdes utilizadas para o célculo dos parametros

listados acima:
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- Variacdo da concentragdo de células viaveis - Equagéo 1:

AX = Xiax - X (1)

Sendo:

Xi e Xmax = concentracdes de células viaveis nos pontos inicial e maximo da fase de

crescimento exponencial nos tempos inicial (t) e final (t;), respectivamente.

- Variacdo da concentracédo de glicose — Equacéo 2:

ASy. = - (glcs — glc) (2

Sendo:

glc; e glcs = concentragdes de glicose nos pontos inicial e final da fase exponencial do

crescimento.

- Fator de converséao de glicose em células - Equacd 0 3:

AX
Yx/glc = F (3)

glc

Sendo:

AX = variacdo da concentracao de células viaveis na fase exponencial.

ASy. = variagao da concentragao de glicose na fase exponencial.
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- Fator de conversao de glicose em lactato — Equaga o 4:

_lac; —lac
lac/glc — AS

glc

(4)

Sendo:
lac; e lacs = concentracfes de lactato nos pontos inicial e final da fase exponencial de
crescimento nos tempos t; e t;, respectivamente.

ASy. = variagdo da concentragao de glicose na fase exponencial.

- Variacdo da concentracdo de glutamina — Equacéo 5

ASy, = - (gIns—gln) (5)

Sendo:

gln; e glns = = concentracdes de glutamina nos pontos inicial e final da fase exponencial

do crescimento nos tempos t; e t;, respectivamente.

- Fator de conversao de glutamina em células — Equ acao 6:

AX
Y, =— 6
x/gln Ang ( )

Sendo:

AX = variacdo da concentracao de células viaveis na fase exponencial.
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ASgy, = variagéo da concentracgéo de glutamina na fase exponencial.

- Fator de conversao de glutamina em aménio — Equa¢g &0 7:

Am, — Am
YAm/gln = AfT (7)

gln

Sendo:
Am; e Am; = concentracdes de amoénio nos pontos inicial e final da fase exponencial de
crescimento nos tempos t; e t;, respectivamente.

ASgy, = variagéo da concentragéo de glutamina na fase exponencial.

- Fator de converséao de glicose em produto — Equacd 0 8:

_ARVII
/de TUAS.

glc

Y, (®)

Sendo:
AFVIII = variagdo da concentracdo de FVIII na fase exponencial.

ASy. = variagao da concentragao de glicose na fase exponencial.

- Fator de conversédo de glutamina em produto — Equa  ¢éo 9:

_ ARV
/o TUAS

gln

Y, ©)
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Sendo:
AFVIII = variagdo da concentragéo de FVIII.

ASgy, = variagéo da concentracéo de glutamina na fase exponencial.

- Fator de conversao de célula em produto — Equacao 10:

_ARVII

Yo, = 10
PIX = Ay (10)

Sendo:

AFVIII = variagdo da concentragdo de FVIII na fase exponencial.

AX = variacdo da concentracao de células viaveis na fase exponencial.

- Taxa especifica de crescimento celular (L):

As taxas especificas de crescimento celular foram calculadas pela regresséo
exponencial dos pontos de células viaveis (Xv) na fase exponencial em funcdo do

tempo.
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- Taxas especificas de consumo de glicose, consumo de glutamina,
formacdo de produto, formacdo de lactato, formacéo de ambnio, consumo ou

formacao de aminoacidos :

As taxas especificas de consumo de glicose, consumo de glutamina, formagéo
de produto, formacdo de lactato, formacdo de ambnio e consumo ou formacdo de
aminoacidos foram calculadas a partir da inclinacdo da reta obtida plotando-se as
concentracoes das substancias consumidas ou produzidas em funcado da integral de
células viaveis (ICV = X,.At) (ANEXO I) (ALTAMIRANO et al., 2006a).

A determinacdo do valor para integral de células vidveis foi realizada através
do célculo da area sobre a curva de células viaveis por tempo. O valores para cada
tempo de cultivo corresponderam a soma dos valores acumulados dos tempos

anteriores.

4.15 — MONITORAMENTO TECNOLOGICO DOS DOCUMENTOS DE PATENTE

RELACIONADOS A PRODUCAO DE FVIII

Foi feito um estudo de monitoramento tecnoldgico da producédo de FVIII através
da andlise de documentos de patentes (ANEXO Il). Para a sele¢do das patentes da
area de producao de FVIII, foi realizada a busca na base de dados DERWENT para a
Classificacdo Internacional de Patentes “CO7K 014/755", referente aos pedidos de
patente relacionados a proteina FVIII.

Apés a busca feita na base DERWENT, os dados obtidos foram submetidos a
analise bibliométrica utilizando o programa “Microsoft Excel” para avaliagdo da
evolugdo tecnoldgica na area de producdo de FVIIl. Os dados foram indexados em

planilhas com as seguintes informacfes: nimero do pedido de patente, pais de
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origem, ano de publicacdo, titulo, resumo, depositante, inventores, dentre outros. Com
base nestas informacdes foram selecionados os documentos especificamente
relacionados a producéo de rFVIIl e estes foram classificados quanto a principal area
de aplicacdo.

Os documentos considerados como especificamente da area de produgéo de
rEVIIL foram pesquisados na base ESPACENET para a obtencdo do documento
completo.

O acesso as bases de dados foi feito no periodo de setembro a novembro de
2011, através do endereco eletrénico:

http://apps.isiknowledge.com/DIIDW_GeneralSearch_input.do?highlighted_tab=
DIIDW&product=DIIDW&last_prod=DIIDW&search_mode=GeneralSearch&SID=3AC

@GBiJnefa9N3opJ@.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - MONITORAMENTO TECNOLOGICO DOS DOCUMENTOS DE PATENTE

RELACIONADOS A PRODUCAO DE FVIlI

Através da pesquisa realizada na base de dados DERWENT para a CIP “C0O7K
014/755”, foram encontrados 396 documentos de patentes. A CIP “CO7K 014/755"
engloba os documentos de patentes relacionados a proteina FVIII. Sendo assim,
estavam incluidos neste grupo de 396 documentos, além das patentes relativas ao
rEVIII, patentes que englobam plasma, animais transgénicos que produzem FVIII, FVIII
modificado com acéo trombolitica ou para atuar na angiogénese para tratar pacientes
com cancer, isquemia, dentre outros. Além disso, estavam incluidas patentes de
carater muito amplo relativas a diferentes proteinas, inclusive FVIII. Também foram
encontradas patentes sobre outras proteinas que participam do sistema de coagulagéo
sanguinea, tendo em vista que estas foram equivocadamente classificadas como
“CO7K 014/755".

Desta forma, os resumos das patentes foram analisados e os documentos que
nao se referiam, especificamente, a producéo, purificacdo e composicdo de rFVIII ndo
foram considerados na andlise subsequente. Parte dos documentos da &rea de
purificacdo e de composicdo incluia também FVIII obtido a partir de plasma, porém,
estes documentos foram selecionados, pois tais conhecimentos séo relevantes para a
producdo de rFVIIl. Apos esta selecdo, 262 documentos de patente foram
considerados para a analise, por se enquadrarem no tema de producdo de rFVIl
(ANEXO III). Estes documentos foram avaliados quanto aos requerentes, inventores,
principal area de estudo, ano de publicacao, pais de origem e se foram depositados ou
nao no Brasil.

Os dados obtidos foram analisados e resumidos, como serd apresentado a

seqguir.
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5.1.1 - Origem dos Depositantes

A Figura 5 apresenta o numero de documentos de patentes segundo o pais de
origem do depositante. Foi observada uma predominancia de patentes dos Estados
Unidos (122 publicagbes), com uma participacdo de 46,56%, seguido da Alemanha (30

publicacbes ou 11,45%).

140 -
120 -
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80 -

40 -

20 -

Namero de Documentos de Patente

BR IT CN ES CA AU KR NL JP BE CH GB SE FR DK AT DE US

Paises de Origem

Figura 5 - Distribuicdo dos documentos de patente relacionados a producéo de FVIII
segundo o pais de origem dos requerentes (bases de dados: EPO, DERWENT, OMPI
e INPI, classificagdo internacional de patentes: CO7K 014/755). (BR — Brasil, IT — Itélia,
CN - China, ES — Espanha, CA — Canada, AU — Australia, KR — Republica da Coreéa,
NL — Holanda, JP - Japao, BE - Bélgica, CH - Suica, GB — Reino Unido/Gra-Bretanha,
SE — Suécia, FR — Franca, DK — Dinamarca, AT — Austria, DE — Alemanha, US —
Estados Unidos).

Através deste estudo, pode-se perceber que os Estados Unidos e alguns paises
da Europa tém grande interesse na tecnologia de producdo de FVIII. Além disso, este
estudo indica que o interesse na tecnologia associada a producgéo de biofarmacos é
bastante difundido entre os paises, com uma alta disperséo de atores.

Dentre os pedidos de patente analisados, os Estados Unidos foram o primeiro
pais a depositar um pedido de patente na area de producdo FVIII através da

tecnologia de DNA recombinante, através da patente EP160457 (1985) da empresa
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Genentech. No entanto, paises como Suécia e Holanda também fizeram depdésitos
logo no inicio da evolucao da tecnologia aplicada a producgéo de FVIII.

De acordo com a busca efetuada, foi encontrado apenas um documento de
depositantes do Brasil. Foi o pedido de patente de numero BR200805767, da
Universidade de S&o Paulo em parceria com a fundagdo Hemocentro de Ribeirdo
Preto, que se refere a uma nova molécula de rFVIII com o dominio B reduzido. Os
requerentes fizeram o depdsito deste pedido de patente na Europa (EP2180009),
Canada (CA2679041) e Estados Unidos (US2010172891).

Do total de documentos analisados, apenas 11,45% (30 publicacbes) foram
depositados no Brasil. Ou seja, apenas uma pequena parcela dos requerentes teve
interesse em proteger sua invencao no Brasil. Com isso, evidencia-se que o Brasil ndo
tem uma participacdo efetiva no setor de producdo de rFVIIl e, por isso, até o

momento, Nao representa uma ameaca para os fabricantes de rFVIII.

5.1.2 - Principais Requerentes

A Figura 6 mostra os principais requerentes de patentes da area de producéo de
rEVIIL.

Dentre as empresas farmacéuticas que mais investem em biotecnologia, estédo a
Merck, a Bayer, Amgen, Biogen ldec, Celgene, Cephalon, Genentech, Genzyme,
Sanofi-Aventis, Novartis, Ascenta Therapeutics, Millennium Pharmaceuticals, Novo
Nordisk, Serono, Sepracor e Shire Pharmaceuticals, pois competem nos segmentos
de produtos patenteados (FARDELONE & BRANCHI, 2006).

Em relag&o a producéo de rFVIIl, a Figura 6 mostra que o principal requerente foi
a empresa Baxter com 8,77% do total de documentos analisados. O segundo maior
requerente foi a Bayer com 6,87% dos pedidos de patente, seguida da Immuno AG e

da Nordisk, ambas com 5,72% dos pedidos de patentes. Desta forma, as empresas
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gue mais apresentaram pedidos de patente foram a Baxter, Bayer, Immuno AG e a

Nordisk.
Baxter
Bayer
Immuno AG
W .
_‘g Nordisk
@ Chiron Corporation
o .
:’.J_ Univ Emory
-3 Octapharma AG
v
s Aventis
2 .
g Behring GMBH
& Genetics

Centeon Pharma
Alpha Terapeutics
Miles

LFB Biotecnologies

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Porcentagem de Pedidos de Patente (%)

Figura 6 - Distribuicdo dos documentos de patente relacionados a producao de FVIII
segundo a empresa requerente (bases de dados: EPO, DERWENT, OMPI e INPI,
classificagéo internacional de patentes: CO7K 014/755).

De acordo com as informacdes coletadas nas bases de dados, pode-se observar
na Figura 7 que 88,17% do total dos depositantes de patentes relacionadas a
producdo de rFVIlIl sdo empresas, enquanto apenas 11,83% sao universidades,
correspondendo a 31 patentes publicadas pelas universidades (em parceria ou nao
com empresas) das 262 patentes de FVIII registradas nos diferentes escritérios do
mundo.

De acordo com essas informacfes, conclui-se que a maior parte das patentes
analisadas sdo originadas nas empresas, embora, em muitos casos haja parcerias
entre as universidades e as empresas, mesmo que a patente tenha sido requerida em

nome apenas da empresa.
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Figura 7 - Perfil dos requerentes (universidades e empresas) das patentes
relacionadas a producédo de FVIII (bases de dados: EPO, DERWENT, OMPI e INPI,
classificacéo internacional de patentes: CO7K 014/755).

5.1.3 - Principais Inventores

A Figura 8 mostra os diferentes inventores responsaveis pelas patentes na area
de producdo de FVIII. Os principais inventores foram Lollar, J. S., Turecek, P. e
Rasmussen M. E. com 5,2%, 4,8% e 4,0% das publicacbes, respectivamente. Estes
inventores focaram seus estudos no melhoramento das moléculas de FVIII.

Os trabalhos de Turecek, P. também abordaram novas composi¢cbes contendo
FVIII, enquanto que os documentos de Lollar, J. S. também se referem a biologia
molecular e os de Rasmussen, M. E., ao cultivo celular. O inventor que apresentou a

maior parte de seus pedidos de patentes na area de cultivo foi Sham Y. Chan.
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Figura 8 - Principais inventores dos documentos de patente relacionados a producao
de FVIII (bases de dados: EPO, DERWENT, OMPI e INPI, classificacdo internacional
de patentes: CO7K 014/755).

5.1.4 - Evolucdo Temporal dos Pedidos de Patente

A Figura 9 apresenta a evolugdo do numero de pedidos de patente de FVIII
publicados ao longo do tempo, através do nimero de patentes por ano, no periodo de
1983 a 2011. O primeiro documento de patente referente especificamente ao rFVIII é
de 1985, sendo os outros 2 documentos anteriores a esta data referentes a purificacdo
de FVIII. Observou-se que, nos anos de 1997 e 2009, obteve-se 0 maior numero de
publicacbes de documentos de patente de FVIII, com 22 e 19 publicagtes,
respectivamente.

Nota-se um aumento significativo no nimero de publicagbes a partir de 1991,
sendo possivel observar dois periodos distintos em funcédo do nimero de documentos
publicados. O primeiro periodo entre 1983 a 1990, caracterizado por um volume muito
pequeno de publicacdes, e o segundo periodo entre 1991 e 2011, com um volume
maior de publicacOes de patentes, apesar da queda observada em 2011. A queda no

namero de publicacdes em 2011 ndo é representativa para o presente estudo, pois o
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levantamento foi realizado em outubro, limitando o nimero de publicacdes ao periodo

de 10 meses no ano de 2011.
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Figura 9 - Distribuicdo dos documentos de patente relacionados a producao de FVIII
segundo a data de publicacdo (bases de dados: EPO, DERWENT, OMPI e INPI,
classificagéo internacional de patentes: CO7K 014/755).

Em funcdo das leis do sistema de patentes, o periodo de sigilo (18 meses no
Brasil e em muitos paises) que precede a publicacdo € considerado um dos fatores
limitantes do uso da estatistica para a analise de tendéncias tecnoldgicas. No entanto,
no presente estudo, este fator ndo mostra maior relevancia porque a analise foi feita
com base na data de publicagdo e ndo a de deposito.

O aumento do numero de publicacBes na area de producao de FVIII a partir de
1991 pode indicar um aumento no interesse do desenvolvimento de tecnologias na
producdo de biofarmacos, refletindo uma mudanca na industria farmacéutica, que
passou a investir mais na area de biotecnologia. Além disso, 0s avan¢os na area da
tecnologia do DNA recombinante e a descoberta do virus HIV durante a década de
1980 aumentaram o interesse na obtencdo de rFVIIl, em funcdo das desvantagens

dos produtos obtidos a partir do plasma.
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5.1.5 — Principais Areas Tecnoldgicas Abordadas

Os documentos foram avaliados e classificados quanto as areas tecnolégicas

envolvidas (Figura 10).
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Figura 10 - Distribuicdo dos documentos de patentes relacionados a producgéo de FVIII
segundo a principal &rea tecnoldgica de aplicacéo (bases de dados: EPO, DERWENT,
OMPI e INPI, classificacao internacional de patentes: CO7K 014/755).

A Figura 10 mostra que a maioria dos documentos se refere a obtengcdo de
novas moléculas de FVIII (82 publicacbes). O grande niumero de invencdes nesta area
evidencia a necessidade de modificagcbes na estrutura do FVIII com o objetivo de
melhorar a estabilidade da molécula, tanto in vivo quanto in vitro, tendo em vista que o
FVIII degrada facilmente, o que acarreta em uma meia vida curta. As modificacdes nas
moléculas de FVIII tém como objetivo manter e/ou aumentar sua atividade, sem
aumentar a formacéao de anticorpos anti-FVIII.

Também ha um grande nimero de publicacbes que envolvem o uso de técnicas
de biologia molecular (57) e processos de purificacéo de FVIII (48). Vale ressaltar que
parte das invencdes sobre purificacdo de FVIII também se referem ao FVIII derivado

de plasma. Contudo, independentemente da origem do FVIII, tratando-se de um
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produto administrado por via intravenosa e de elevado valor agregado, 0S processos
de purificagdo sdo de extrema importancia para a obtencdo de um produto seguro e
eficaz. Os documentos avaliados que abordam, principalmente, a area de biologia
molecular, se referem a vetores, modificac6es nas células para aumentar a expressao
proteica e diminuir a morte celular, dentre outros.

Em relacdo aos documentos que abordam especificamente o cultivo de células
para a producédo de FVIII, foram encontradas 24 publicages. Destes, a grande maioria
se refere a novos meios de cultivo (80%) (Figura 11). Apenas 8% se referem a
métodos de adaptacao/selecao das células ao cultivo em meio livre de soro e 12% se
referem a condi¢cdes de cultivo, incluindo temperaturas de cultivo na faixa de 28 -

39,5°C.

Condigado de
Cultivo
12,0%

Método de
Adaptacio
8,0%
Meio de Cultivo
80,0%

Figura 11 - Distribuicdo dos documentos de patentes relacionados a producgéo de FVIII
da &rea de cultivo celular segundo a matéria objeto de protecdo (bases de dados:
EPO, DERWENT, OMPI e INPI, classificacdo internacional de patentes: CO7K
014/755).

Conforme pode ser observado na Figura 12, do total de documentos da area de

cultivo celular, a maioria (57,7%) empregou células CHO para a producao de FVIII,

63



enquanto 23,1% dos pedidos de patente empregaram células BHK. Outros tipos

celulares também foram empregados, totalizando (19,2%).

Figura 12 - Distribuicdo dos documentos de patentes relacionados a producéo de FVIII
da area de cultivo celular segundo a célula empregada (bases de dados: EPO,
DERWENT, OMPI e INPI, classificacao internacional de patentes: CO7K 014/755).

Os documentos de patente que se referem a novos meios de cultivo tém como
objetivo, em geral, um meio que permita o cultivo das células na auséncia de soro,
leve a uma maior produtividade e aumente a estabilidade do FVIIl. Sendo assim, foram
encontrados meios de cultivo contendo metais divalentes, agentes complexantes,
fosfolipideos, inibidores de protease, dentre outros.

Quanto aos documentos de patente relacionados as condi¢gfes de cultivo, todos
abordaram a temperatura de cultivo para a obtencdo de rFVIll, mas ndo eram
especificamente sobre células BHK. Estes documentos mostram a importancia do
estudo da temperatura para a obtencdo de proteinas recombinantes, em especial o
rEVIII, por se tratar de uma molécula instavel.

Assim, com base nas informacBes obtidas a partir das bases de dados de

patentes e dos artigos citados anteriormente, conclui-se que, mesmo considerando-se
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os dados disponibilizados, novos estudos sao necessarios com o objetivo de avaliar
quais os melhores meios de cultivo e temperatura para o cultivo de células BHK
produtoras de rFVIII.

Vale ressaltar que o sistema de patentes classifica as invencfes de acordo com
sua natureza ou fungdo. Entéo, € possivel avaliar as areas tecnoldgicas envolvidas na
producao de FVIIl usando a CIP como referéncia, conforme foi feito neste trabalho de
monitoramento tecnolégico.

De acordo com as analises acima, pode-se observar que o uso da CIP como
fonte de informacdo €é extremamente relevante para a avaliacdo desta éarea
tecnoldgica, tendo em vista que existe uma classificacdo especifica para “FVIII".
Contudo, com o objetivo de ampliar a busca, considerando-se que o objetivo é a
producdo de rFVIIlI a partir do cultivo de células de mamiferos, outras classificacdes
poderiam ser incluidas na pesquisa, dependendo do foco do estudo, tais como: A61K
38/37 — Preparacdes medicinais com FVIII; C12N 5/10 — Células modificadas pela
introducdo de material genético; C12N 15/12 — Genes que codificam proteinas
animais; C12N 15/52 — Genes que codificam enzimas e proenzimas; C12N 17/85 —

Vetores para células animais.

5.2 — SELECAO DE MEIOS DE CULTIVO ISENTOS DE SORO

Inicialmente, as células BHK (ATCC CRL-8544) cresciam aderidas e em meio
DMEM/F12 com 10% de SFB. Entretanto, em funcdo do cultivo de células animais em
suspensdo apresentar vantagens tais como condicdes homogéneas de cultivo,
facilidade de controle das variaveis e maior facilidade para a ampliacdo de escala, as
células foram adaptadas ao crescimento em suspensao.

Visando aos dois objetivos (eliminagédo do soro e adaptagédo a suspenséo), apos

o descongelamento, as células oriundas de um criotubo foram cultivadas diretamente
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em spinner, em meio composto da mistura DMEM/F12 (1:1) suplementada com 10%
de soro. A propor¢do de soro no meio de cultivo foi diminuida gradualmente até que
este componente fosse totalmente eliminado.

Quando a quantidade de soro atingiu 3% no meio de cultivo, as células
comecaram a formar grumos. Observou-se que, a partir deste percentual, ao se
diminuir a propor¢cdo de soro, a formacdo de grumos aumentava. Entretanto,
mantendo-se o cultivo por uma ou duas semanas na mesma propor¢cédo de soro, 0s
grumos diminuiam e, quando a viabilidade permanecia acima de 80% por mais de uma
semana, uma nova propor¢ao de soro menor podia ser empregada.

O meio de cultivo com a nova proporgdo de soro foi trocado a cada 3 dias, em
média, mantendo-se 30% de meio condicionado (meio em que as células estavam
sendo cultivadas) com o objetivo de manter fatores de crescimento e outras
substéancias excretadas pelas células que podem favorecer o crescimento celular.

A Tabela 2 mostra as viabilidades celulares obtidas para as diferentes
concentracdes de SFB a cada trés dias de cultivo durante o processo de adaptagédo ao
cultivo livre de SFB, a partir da concentracdo de 3% (v/v) de SFB. Ao final do processo
de adaptacdo, que durou cerca de trés meses, as células passaram a ser cultivadas
em meio DMEM/F12 totalmente livre de SFB.

Apés a adaptacdo ao cultivo em suspensdo e em meio livre de soro, foram
avaliados trés meios comerciais isentos de soro (GMEM-S, fornecido pela empresa
SAFC-Sigma, BD Animal Component Free e BD Cell Quantum Yield, ambos da
empresa BD Biosciences), assim como a mistura (1:1) dos meios classicos DMEM e
Ham’'s F12 (DMEM/F12). Para fins de comparacdo, foi avaliada também a mistura
DMEM/Ham’s F12 suplementada com 1% de SFB (DMEM/F12/SFB).

Para a comparacdo dos meios de cultivo, os experimentos foram conduzidos a
37°C e monitorados, diariamente, durante 168 h. As figuras apresentadas a seguir
mostram os perfis de crescimento e viabilidade celular, assim como o consumo de

glicose e glutamina e a formacéao de lactato e amonio nos diferentes meios.
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Tabela 2: Variacdo da viabilidade celular em funcdo da concentracdo de soro fetal
bovino (SFB) durante o processo de adaptacdo de células BHK ao cultivo em
suspensao e livre de SFB em meio DMEM/F12.

Tf:muﬁl‘\’/ ge SFB | Viabilidade
(dias) (%) (%)
1 3 90
4 25 92
7 2.5 o1
10 2 66
13 2 o1
16 2 90
19 15 90
22 1 70
25 1 87
28 0.5 88
31 0.5 89
34 0.5 89
37 0.25 85
40 0.25 82
43 0.25 76
46 0.25 87
49 0 81
52 0 78
55 0 92
58 0 82
61 0 o1
64 0 92

Nas Figuras 13 e 14 podem-se observar os resultados para 0s meios
DMEM/F12 e DMEM/F12/SFB .

De acordo com as Figuras 13 e 14, observa-se que o meio DMEM/F12
propiciou concentracdo celular maxima (Xma) de 1,5.10° cel mL™?, enquanto que o
mesmo meio suplementado com 1% de soro forneceu X de 2,0.10° cel mL™. Para o
meio DMEM/F12, a taxa especifica de crescimento (u) obtida foi de 0,011 h™ e, para o

meio suplementado com soro, o valor de p foi de 0,015 ht,
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Figura 13: Cinética de crescimento celular, de consumo de glicose e glutamina e de
producdo de lactato e ambnio na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham's F12
(DMEM/F12), a 37°C. Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos
independentes.
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Figura 14: Cinética de crescimento celular, de consumo de glicose e glutamina e de
producdo de lactato e aménio na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12
suplementada com 1% de SFB (DMEM/F12/SFB), a 37°C. Barras de erro obtidas a
partir de 2 experimentos independentes.
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O crescimento celular obtido para o cultivo em DMEM/F12 e em DMEM/F12/SFB
(suplementado com 1% de soro) obtido neste trabalho foi maior que o obtido por
CRUZ et al. (2000b), que obtiveram 1,1.10° cel mL™ no cultivo de células BHK em
batelada em meio DMEM suplementado com 5% de SFB. No entanto, para o cultivo
em batelada alimentada, com o mesmo meio de cultivo, CRUZ et al. (2000b) relataram
concentracdes celulares superiores (Xmax de 2,5.10° cel mL™).

Na Figura 15, observa-se que o meio GMEM-S apresentou desempenho pior
gue os dois avaliados anteriormente, pois o crescimento celular foi muito baixo,

resultando em Xpmay de 1,1.10° cel mL™. Este meio propiciou p de 0,006 h™,
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Figura 15: Cinética de crescimento celular, de consumo de glicose e glutamina e de
producdo de lactato e ambnio em meio GMEM-S, a 37°C. Barras de erro obtidas a
partir de 2 experimentos independentes.

Da mesma forma, o meio BD Cell Quantum Yield (Figura 16) ndo apresentou
crescimento celular satisfatorio (Xmax de 1,2.10° cel mL™ e p de 0,010 h™). O baixo

desempenho deste meio € justificado pelo fato de este meio ser normalmente utilizado

69



suplementado com soro, sendo indicado como um meio basal livre de proteinas que
requer suplementacgédo adicional.

O meio BD Animal Component Free (Figura 17) permitiu um expressivo
crescimento celular, propiciando Xma igual a 5,9.10° cel mL™. O valor de p obtido foi de
0,030 h, portanto na faixa esperada para células animais (PELLEGRINI et al., 2008).

Os dados relacionados a taxa especifica de crescimento (U), concentracao
celular maxima (Xmax), taxa especifica de consumo de glicose (qqc), fator de converséo
de glicose em lactato (Yiacqc), taxa especifica de consumo de glutamina (qgqn), fator de
conversao de glutamina em amoénio (Yamgn) € concentragdo maxima de produto

(FVIllLax) nos diferentes meios encontram-se compilados na Tabela 3.
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Figura 16: Cinética de crescimento celular, de consumo de glicose e glutamina e de
producéo de lactato e amoénio em meio BD Cell Quantum Yield, a 37°C. Barras de erro
obtidas a partir de 2 experimentos independentes.
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Figura 17: Cinética de crescimento celular, de consumo de glicose e glutamina e de
producao de lactato e amodnio em meio BD Animal Component Free, a 37°C. Barras de
erro obtidas a partir de 2 experimentos independentes.

Tabela 3: Taxa especifica de crescimento (u), concentracdo celular maxima (Xmax),
taxa especifica de consumo de glicose (qqc), fator de converséo de glicose em lactato
(Yiacigic), taxa especifica de consumo de glutamina (gqn), fator de converséo de
glutamina em amonio (Yamgn) € concentragdo maxima de produto (FVIllma) Nos meios
analisados para o cultivo a 37°C de células BHK produtoras de FVIII.

Meio de Cultivo i Xmax Jgic Y lac/glc Jgin Yamign | FVIHmax

h't 10°cel mL™ |pmol cel™ d*| mol mol * | pmol cel *d™ | mol mol ™ ng mL™*
DMEM/F12 0,011 1,47 -2,33 1,51 -0,58 0,31 1,81
DMEM/F12/SFB 0,015 2,00 -1,82 1,16 -0,43 0,11 2,38
GMEM-S 0,006 1,06 -2,47 1,56 -0,07 0,85 1,48
Cell Quantum Yield 0,010 1,16 -1,30 1,51 -1,10 0,51 1,66
Animal Component Free| 0,030 5,91 -0,94 0,95 -0,26 1,40 3,563

Através dos dados apresentados na Tabela 3, pode-se observar que, dentre os

meios estudados, o meio BD Animal Component Free foi 0 que apresentou valores

mais satisfatorios de Xmax € M. Adicionalmente, para este meio, Qgc € (gn foram

menores do que para 0s outros meios analisados.
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O valor de Y e foi menor para o meio BD Animal Component Free do que para
0s outros meios. Mesmo com um elevado crescimento celular e alto consumo global
de glicose, este meio de cultivo levou a uma concentracao final de lactato similar aos
outros meios. Isto pode ter ocorrido devido a possivel presenca de outros acglcares
como manose, frutose e galactose no meio BD Animal Component Free, cuja
composicdo ndo € revelada pelo fabricante. Estes acuUcares poderiam estar
substituindo a glicose e levando a uma menor formacéo de lactato.

Outro substrato importante para o cultivo de células animais € a glutamina. Por
isso, o perfil de consumo de glutamina foi avaliado, assim como a formacdo de
amonio, que € um metabolito téxico derivado do metabolismo da glutamina.

Observou-se que a formacdo de amdnio foi significativamente mais elevada para
0 meio BD Animal Component Free, embora a concentracao inicial de glutamina neste
meio seja apenas cerca de duas vezes superior aos meios DMEM/F12 e
DMEM/F12/SFB.

CRUZ et al. (1999a), em seu estudo com células BHK, encontraram valores para
Y amigin €M torno de 1,1 mmol mmol™. O meio BD Animal Component Free apresentou
Y amigin de 1,4 mmol mmol?, portanto maior do que o encontrado na literatura. Valores
elevados de fator de conversdao de glutamina em aménio podem significar que uma
grande propor¢do de glutamina estd sendo direcionada ao TCA através da glutamato
desidrogenase, levando a um metabolismo mais eficiente da glutamina (com maior
geracdo de energia).

Dessa forma, a maior producédo de aménio neste meio pode estar relacionada ao
maior consumo da glutamina pela via da glutamato desidrogenase ou, também, a uma
maior concentragdo inicial de aminocidos aminogénicos como asparagina, por
exemplo, que estd numa concentracdo aproximadamente sete vezes maior no meio
BD Animal Component Free do que nos meios DMEM/F12 e DMEM/F12/SFB.

Além disso, associando-se os dados sobre o consumo de glutamina e o

crescimento celular, observa-se que o crescimento das células para ou diminui muito
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guando a glutamina se esgota no meio. Com isso, conclui-se que a glutamina é um
substrato essencial em todos os meios analisados e seu esgotamento representa um
fator limitante do crescimento celular.

Quanto a formacdo de FVII, os meios que apresentaram as maiores
concentra¢des de FVIII foram DMEM/F12, DMEM/F12/SFB e BD Animal Component
Free. Além do expressivo crescimento celular e menores qq. € (gn Observados no
cultivo conduzido em BD Animal Component Free, este foi acompanhado da mais

significativa formacado de produto dentre os meios de cultivo avaliados (Figura 18).

2 -
) I I I
0

DMEM/FlZ GMEM-S BD CQY BD ACF

FVII (ng/mL)

Figura 18: Concentracdo maxima de FVIII obtida nos cultivos, a 37°C, com o0s
diferentes meios de cultivo analisados.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a concentragdo maxima
de FVIII foi maior no meio BD Animal Component Free (3,53 ng mL™), seguida do meio
suplementado com soro (2,38 ng mL™). Os meios GMEM-S, BD Cell Quantum Yield e
DMEM/F12 apresentaram menor producéo de FVIII (1,48 ng mL™, 1,66 ng mL™ e 1,81
ng mL™, respectivamente). Observa-se, portanto, que o meio suplementado com soro
propiciou concentracdo maxima de produto de apenas 68% do valor obtido no meio

BD Animal Component Free, enquanto nos demais meios a concentragdo maxima de
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produto obtida foi aproximadamente igual a metade daquela obtida no melhor meio de
cultivo.

Com base nos resultados apresentados, foram escolhidos os 3 meios com
melhor desempenho para a etapa de avaliacdo da temperatura de cultivo: DMEM/F12,

DMEM/F12/SFB e BD Animal Component Free.

5.3 — AVALIACAO DA TEMPERATURA DE CULTIVO

Utilizando-se os trés meios selecionados anteriormente, foram avaliados cultivos
celulares nas temperaturas de 33°C, 35°C e 37°C quanto ao crescimento celular,
viabilidade celular, consumo de glicose e glutamina e formacao de lactato, aménio e

produto.

5.3.1 — Crescimento Celular

As Figuras 19, 20 e 21 mostram a cinética de crescimento celular nas diferentes
temperaturas, nos meios DMEM/F12, DMEM/F12/SFB e BD Animal Component Free.

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam uma avaliagdo comparativa dos cultivos em
diferentes temperaturas nos meios DMEM/F12, DMEM/F12/SFB e BD Animal

Component Free, respectivamente.
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Figura 19: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a cinética de crescimento
celular na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham'’s F12 (DMEM/F12). Barras de erro
obtidas a partir de 2 experimentos independentes.
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Figura 20: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a cinética de crescimento
celular na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’s F12 suplementada com 1% de SFB
(DMEM/F12/SFB). Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos independentes.
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Figura 21: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a cinética de crescimento
celular no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2
experimentos independentes.

Tabela 4: Concentragdo celular méxima (Xmax), variagdo entre a concentracdo de
indculo e Xnax (AX) e taxa especifica de crescimento (1) dos cultivos em diferentes
temperaturas na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham's F12 (DMEM/F12).

Temperatura 33°C 35°C 37°C

Xmax (10° cel mL™) 0,856 + 0,033 1,479 + 0,020 1,473 + 0,269
AX (10° cel mL™) 0,555 + 0,057 1,129 + 0,130 1,119 + 0,095
u(h™ 0,007 +0,0001 0,008 +0,0013 0,011 +0,0001

Tabela 5: Concentracdo celular maxima (Xna), vVariacdo entre a concentracdo de
in6culo e Xnax (AX) e taxa especifica de crescimento (1) dos cultivos em diferentes
temperaturas na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’s F12 suplementada com 1%
de SFB (DMEM/F12/SFB).

Temperatura 33°C 35°C 37°C

Xmax (10° cel mL™) 1,692 +0,021 2,082 +0,058 2,000 + 0,085
AX (10° cel mL™) 1,266 + 0,021 1,499 + 0,105 1,538 + 0,160
u(h™ 0,011 +0,0001 0,014 +0,0001 0,015 +0,0007
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Tabela 6: Concentracdo celular maxima (Xna), vVariacdo entre a concentracdo de
in6culo e Xnax (AX) e taxa especifica de crescimento (u) dos cultivos em diferentes
temperaturas no meio BD Animal Component Free.

Temperatura 33°C 35°C 37°C

Xmax (10° cel mL™) 4,633+0,073  5,051+0,283 5,910 + 0,504
AX (10° cel mL™) 4,232 +0,285  4,660+0,281 5,539 +0,371
u(h™ 0,018 +£0,0005 0,021 +0,0016 0,030 +0,0015

Através da andlise do crescimento celular no meio DMEM/F12, observou-se pu de
0,011 h* a 37°C, de 0,008 h™ a 35°C e de 0,007 h™ a 33°C. Dentre as trés
temperaturas analisadas, o maior valor de [ foi obtido a 37°C (Tabela 4). Os valores
de p obtidos nos cultivos conduzidos em DMEM/F12/SFB apresentaram pouca
variacdo, no entanto, u foi maior a 37°C (Tabela 5).

Quando se utilizou o0 meio BD Animal Component Free, obteve-se p de 0,030 ht
a 37°C, de 0,021 h* a 35°C e de 0,018 h™*, a 33°C. Dentre as trés temperaturas
analisadas, como nos outros meios, o valor maximo de pfoi obtido a 37°C (Tabela 6).

Observou-se, para o cultivo conduzido em BD Animal Component Free, um
perfil de crescimento celular tipico apresentado pelas células de mamiferos cultivadas
in vitro, onde ocorre crescimento exponencial no inicio do cultivo, quando todos os
substratos estdo disponiveis, depois a velocidade de crescimento se iguala a
velocidade de morte celular em funcdo de um ou mais substratos se esgotarem ou
ainda subprodutos téxicos alcangarem concentracdes inibitérias e, finalmente, inicia-se
a morte celular devido a condi¢cdes desfavoraveis, tais como escassez de substratos,
alta concentracdo de subprodutos, mudancas no pH, na osmolaridade, etc
(ALTAMIRANO, 2000).

De acordo com os resultados, pode-se observar que, em geral, os melhores
crescimentos celulares e os maiores valores de p foram obtidos a 37°C. Esta é a
tendéncia observada para células animais, ou seja, visando o crescimento celular, a

temperatura ideal € 37°C. TONSO (2000) avaliou diferentes temperaturas para o
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cultivo de células BHK recombinantes produtoras de FVIII e também observou que a
velocidade especifica de crescimento aumentou com a temperatura, até atingir um
valor maximo a 37°C.

WEIDEMANN et al. (1994) estudaram o cultivo de células BHK-21
recombinantes produtoras de antitrombina Ill em diferentes temperaturas no intervalo
de 30 a 37°C. Este estudo mostrou que houve diminuicdo das velocidades especificas
de crescimento celular, de consumo de glicose e de producdo de lactato em

temperaturas menores, porém a Xnax € a produtividade néo foram afetadas.

5.3.2 — Consumo de Glicose e Formacéo de Lactato

Para diferentes linhagens celulares de mamiferos estabelecidas, sabe-se que a
glicose é convertida a lactato com um alto rendimento (1 a 2 mol mol™) e que apenas
uma pequena fracdo de seu esqueleto carbdnico € metabolizada por meio do TCA e
do ciclo das pentoses fosfato, o que resulta na perda da maioria da energia metabdlica
disponivel (ALTAMIRANO, 2000). Isto ocorre em funcdo de o fluxo entre a glicdlise e o
TCA ser baixo em células cultivadas in vitro e, assim, a maior parte da glicose é
degradada pela via da glicélise seguida da oxidagdo a piruvato e, finalmente, a lactato.
Com isso, apenas 2 mols de ATP s&o gerados pra cada mol de glicose, em vez de 36
mols de ATP, como ocorre nas células normais in vivo. Este comportamento é
atribuido em parte a perda da atividade de algumas enzimas que conectam a glicolise
ao TCA, tais como piruvato desidrogenase, fosfoenolpiruvato carboxiguinase e
piruvato carboxilase (IRANI et al., 1999a; QUEK et al., 2010).

O metabolismo de células animais € muito complexo e flexivel. Normalmente,
observa-se uma alta desregulacdo do metabolismo quando as células sdo cultivadas

in vitro, com velocidades de consumo dos principais substratos, como glicose e
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glutamina, muito mais altas do que seria necessario, trazendo limitacdes para o cultivo
(ALTAMIRANO et al., 2008).

O crescimento e a viabilidade celular ndo séo prejudicados apenas pelo
progressivo esgotamento dos nutrientes, mas também pelo efeito negativo decorrente
do acumulo de metabdlitos téxicos, como lactato e amodnio. Estes metabdlitos toxicos
afetam o pH intracelular e extracelular. O aumento dos niveis de lactato também
diminui o crescimento celular devido ao aumento da osmolaridade. Segundo alguns
estudos, um aumento da concentracdo de lactato de 0 a 60 mM leva a um decréscimo
de até 40% da produtividade especifica (CRUZ et al., 2000a).

O consumo de glicose e a formacgdo de lactato foram avaliados nas diferentes

temperaturas de cultivo para os 3 meios analisados (Figuras 22, 23 e 24).
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Figura 22: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de glicose e
formacdo de lactato na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12 (DMEM/F12).
Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos independentes.
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Figura 23: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de glicose e
formacédo de lactato na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12 suplementada
com 1% de SFB (DMEM/F12/SFB). Barras de erro indicam 2 experimentos
independentes.
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Figura 24: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de glicose e
formac&o de lactato no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a
partir de 2 experimentos independentes.
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As Tabelas 7, 8 e 9 apresentam uma comparacdo do consumo de glicose e
formagéo de lactato dos cultivos em diferentes temperaturas nos meios DMEM/F12,
DMEM/F12/SFB e BD Animal Component Free, respectivamente.

Tabela 7: Variagédo da concentracéo de glicose (ASy), fatores de converséo de glicose
em ceélulas (Yxqc) € de glicose em lactato (Yiaqgc) € taxas especificas de consumo de

glicose (gqc) € formacéo de lactato (q,c) dos cultivos em diferentes temperaturas na
mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’s F12 (DMEM/F12).

Temperatura 33°C 35°C 37°C

AS,. (gL 1,410 £ 0,075 2,030 £0,005 2,530 + 0,040
Yxigic (C€l ng'l) 0,607 +0,036 0,729 +0,002 0,582 +0,010
Qdge (pmol cel *d™) -2,444 + 0,076 -1,500 +0,019 -2,335 +0,031
Qiac (pmol cel *d™?) 2,592 +0,168 2,112 +0,173 2,604 +0,180
Yiacigie (Mol mol ) 1,504 + 0,066 1,348 +0,012 1,484 +0,026

Tabela 8: Variagdo da concentracdo de glicose (ASyc), fatores de conversdo de
glicose em células (Yxqc) € de glicose em lactato (Yi.cqc) € taxas especificas de
consumo de glicose (gqc) € formacédo de lactato (gnc) dos cultivos em diferentes
temperaturas na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12 suplementada com 1%
de SFB (DMEM/F12/SFB).

Temperatura 33°C 35°C 37°C

ASy. (gL™) 1,320 + 0,020 1,600 +0,065 1,980 +0,046
Yxige (cel ng ™) 1,282 +0,012 1,302 +0,032 1,009 +0,013
Qg (pmol cel *d™) -1,337 £0,019 -1,627 £0,036  -1,819 + 0,065
Qiac (pmol cel *d™?) 1,661 + 0,067 2,129+0,140 2,239 +0,046
Yacigic (Mol mol '1) 1,650 + 0,001 2,165 £ 0,013 2,004 + 0,006

Tabela 9: Variagéo da concentracéo de glicose (ASy), fatores de converséo de glicose
em células (Yxqc) € de glicose em lactato (Yiacgic) € taxas especificas de consumo de
glicose (gqc) € formacao de lactato (qi,c) dos cultivos em diferentes temperaturas no
meio BD Animal Component Free.

Temperatura 33°C 35°C 37°C

ASy. (g L™ 2,050 + 0,020 3,255 + 0,010 3,430 + 0,255
Yxge (Cel ng '1) 2,260 + 0,008 1,552 + 0,003 1,723 + 0,102
Qdge (pmol cel *d™) -1,104 +0,012 -1,056 + 0,011 -0,936 + 0,005
Qiac (pmol cel *d™?) 0,672 +0,022 0,840 + 0,017 0,912 +0,009
Yiacigie (Mol mol ™) 0,709 + 0,001 0,814 +0,000 0,949 +0,016
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Para todos os meios, foram observados maiores valores de consumo de glicose
(ASqc) para as maiores temperaturas de cultivo. O fator de conversdo de glicose em
célula (Yxgc) foi calculado e cada meio apresentou um perfil diferente quanto a
temperatura em que este fator foi maior, mas, a 37°C, os valores de Yy foram
menores para todos os meios. O meio BD Animal Component Free apresentou 0s
maiores valores, sendo o maior valor a 33°C, mesmo com 0 menor crescimento celular
nesta temperatura. Isto mostra que o consumo de glicose foi mais eficiente a 33°C.

Além disso, vale ressaltar que, no meio BD Animal Component Free, os valores
de Yyxq foram maiores que nos outros meios analisados, embora 0 meio apresente
maior quantidade de glicose inicial. A concentragcdo celular obtida foi
consideravelmente mais alta, tendo propiciado um fator de rendimento mais elevado,
mesmo tendo o consumo de glicose sido maior neste meio. Uma possivel explicacdo
para a glicose a elevada concentracdo celular alcancada e para o metabolismo mais
equilibrado neste meio poderia ser uma eventual presenc¢a de outros agucares em sua
composicao, que nao é revelada pelo fabricante.

Foi observado para todos os meios analisados que a producdo de lactato &
maior em temperaturas de cultivo maiores. Estes resultados sdo esperados em fungéo
da formacdo de lactato estar relacionada ao consumo de glicose, ou seja, quanto
maior o consumo de glicose, em geral, maior a formacdo de lactato. Desta forma,
verifica-se que diminuir a temperatura de cultivo tem como vantagem a diminuicdo da
formacéao deste metabdlito téxico para as células.

Foi calculado também o valor de Yy para os 3 meios nas diferentes
temperaturas (Tabelas 7 - 9), embora uma fracdo da concentracdo de lactato possa
ser formada a partir da glutamina, ou de outros amino&cidos, tais como serina, glicina,
alanina e cisteina, via intermediarios do TCA (SLIVAC, et al., 2008). Em funcdo da
elevada conversao de glicose em lactato observada para a maioria dos cultivos, pode-
se concluir que a maior parte do piruvato gerado a partir da glicose vai a lactato e

apenas uma pequena fracdo da glicose é utilizada no TCA e no ciclo das pentoses
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para a sintese de metabdlitos intermediarios essenciais ao crescimento celular, assim
como descrito na literatura (ALTAMIRANO, 2000).

ALTAMIRANO et al. (2006a), ao avaliar o cultivo de células CHO em meio com
diferentes suplementos, tais como vitaminas e aminoacidos, observaram que 0S
valores de Yygc N80 variaram muito (entre 1,8 e 2,1 mol mol'l), mesmo com a
variacdo dos nutrientes presentes nos meios de cultivo e diferencas na produtividade e
no crescimento celular, o que confirma o uso ineficiente da glicose no cultivo in vitro de
células de mamiferos.

Os valores de Yiqc oObtidos neste trabalho foram menores do que os
apresentados por ALTAMIRANO et al. (2006a), em especial, nos cultivos conduzidos
em meio BD Animal Component Free, que variaram entre 0,71 e 0,95 mol mol™ nas
diferentes temperaturas avaliadas, o que mostra que o metabolismo da glicose foi
mais equilibrado neste meio de cultivo.

De acordo com KURANO (1990), para as células CHO, valores acima de 18 mM
(1,6 g L™) de lactato se tornam inibitérios para o crescimento celular. Valores acima de
1,6 g L™ de lactato foram obtidos em todos os experimentos conduzidos a 37°C e,
similarmente ao observado pelo autor, o crescimento celular comecou a diminuir
guando as concentracdes de lactato chegaram nesta faixa de concentracéo.
Adicionalmente, foi demonstrado por KURANO (1990) que o efeito do lactato sobre o
crescimento celular se deve ao seu carater acido, que pode diminuir o pH, e ao
aumento da osmolaridade do meio.

CRUZ et al. (1999a) avaliaram as mudancas no metabolismo de células BHK
através da manipulacdo de nutrientes (glicose e glutamina) em cultivos continuos e
observaram que, em baixas concentracdes de glicose, a formagéo de lactato a partir
de glicose diminuiu muito, da mesma forma que a conversdo de glicose em células
aumentou.

ALTAMIRANO et al. (2006b) analisaram o consumo de lactato no cultivo de

células CHO em presenca de glicose e galactose. Os resultados mostraram que a
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glicose € completamente consumida, com concomitante formacdo de lactato. No
entanto, apés o esgotamento da glicose, as células passam a consumir galactose e a
metabolizar o lactato gerado, diminuindo a concentracdo destes metabdlito toxico para

as células e mantendo o crescimento celular.

5.3.3 — Consumo de Glutamina e Formacao de Amonio

Outro substrato importante para o cultivo de células animais € a glutamina. Por
isso, o perfil de consumo de glutamina foi avaliado para os 3 meios analisados nas
diferentes temperaturas (Figuras 25, 26 e 27). Também foi avaliada a formacéo de
amonio, visto que esta substancia é um metabdlito toxico derivado do metabolismo e,

também, da degradacéo térmica da glutamina.
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Figura 25: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de glutamina
e formagdo de amo6nio na mistura (1:1) nos meios DMEM e Ham’s F12 (DMEM/F12).
Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos independentes.
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Figura 26: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de glutamina
e formacdo de amonio na mistura (1:1) nos meios DMEM e Ham’s F12 suplementada
com 1% de SFB (DMEM/F12/SFB). Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos
independentes.
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Figura 27: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de glutamina
e formacdo de aménio no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a
partir de 2 experimentos independentes.
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A glutamina também é usada pela célula para formacéo de biomassa e producéo
de outros aminoacidos. O catabolismo da glutamina ocorre na matriz mitocondrial via
glutaminase por meio de sua conversao a glutamato e liberacdo de uma molécula de
amoénio (CRUZ et al., 1999a). O glutamato é convertido a a-cetoglutarato (metabdlito
do TCA) através de 2 vias:

- Via da glutamato desidrogenase, gerando outra molécula de aménio;

- Via da glutamato aminotransferase, transferindo o grupo amino para o piruvato
ou oxaloacetato, com a formacgéo de alanina ou aspartato.

Nas células cultivadas in vitro com elevadas concentracdes iniciais de glutamina,
a segunda via € normalmente a predominante. No entanto, quando as concentracdes
de glutamina sdo menores que 1 mM, a primeira via se torna a preferencial, levando a
um metabolismo da glutamina energeticamente mais eficiente (CRUZ et al., 2000Db),
porém com maior formacdo de aménio.

Como j& mencionado anteriormente, um problema associado ao elevado
consumo de glutamina durante o cultivo de células de mamiferos é a geracdo de
aménio. O acumulo de amdnio afeta o gradiente eletroquimico celular, levando a
acidificacdo do citoplasma e ao aumento do gasto de energia para manter o pH
celular. O aménio também pode induzir a apoptose em células em cultivo (CRUZ et al.,
2000a). Além disso, BUTLER & SPIER (1984) avaliaram os efeitos da utilizacdo de
glutamina e da producdo de aménio no crescimento de células BHK e observaram que
concentracbes acima de 2 mM de amoénio sdo toxicas para as células e afetam
negativamente a formagéo de produto.

As Tabelas 10, 11 e 12 apresentam uma avaliacdo comparativa do consumo de
glutamina e formag&do de amonio nos cultivos em diferentes temperaturas nos meios

DMEM/F12, DMEM/F12/SFB e BD Animal Component Free, respectivamente.
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Tabela 10: Variagdo da concentragdo de glutamina (ASy,), fatores de conversdo de
glutamina em células (Yygn) € de glutamina em amonio (Yamgn) € taxas especificas de
consumo de glutamina (qqn) € formacéo de aménio (gam) NOS cultivos em diferentes
temperaturas na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12 (DMEM/F12).

Temperatura 33°C 35°C 37°C

ASy, (mmol L'l) 2,215 + 0,010 2,215 + 0,005 2,215 £ 0,110
dgn (pmol cel *d™) -0,672 + 0,026 -0,552+0,016  -0,576 + 0,000
Qam (pmol cel 1 d?) 0,072 +0,003 0,048 +0,001 0,192 +0,013
Yygn (cel mmol '1) 0,386 + 0,002 0,669 + 0,002 0,665 + 0,033
Y amigin (Mol mol '1) 0,097 + 0,000 0,111 +0,000 0,311 + 0,006

Tabela 11: Variagdo da concentracdo de glutamina (ASy,), fatores de conversdo de
glutamina em células (Yygn) € de glutamina em amonio (Yamgn) € taxas especificas de
consumo de glutamina (gqn) € formagdo de amoénio (gam) NOs cultivos em diferentes
temperaturas na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12 suplementada com 1%
de SFB (DMEM/F12/SFB).

Temperatura 33°C 35°C 37°C

AS,, (mmol L™ 2,185 +0,005 2,185 +0,010 2,185 + 0,004

Qg (pmol cel *d™) -0,456 + 0,005 -0,528 £0,005  -0,432 +0,024
gam (pmol cel * d) 0,024 +0,003 0,024 +0,001 0,048 + 0,005

Yygn (cel mmol '1) 0,771 £ 0,002 0,964 + 0,004 0,915 + 0,001

Y amigin (Mol mol '1) 0,021 + 0,000 0,029 + 0,000 0,109 + 0,033

Tabela 12: Variagdo da concentragdo de glutamina (ASy,), fatores de conversdo de
glutamina em células (Yygn) € de glutamina em amonio (Yamgn) € taxas especificas de
consumo de glutamina (gqgn) € formagédo de amoénio (gam) NOs cultivos em diferentes
temperaturas no meio BD Animal Component Free.

Temperatura 33°C 35°C 37°C

ASy, (mmol L'l) 4,304 + 0,000 4,634 +0,010 4,747 +0,000
Qg (pmol cel *d™) -0,360 +0,001  -0,336 +0,014 -0,264 + 0,002
gam (pmol cel * d) 0,432 +0,014 0,384 + 0,010 0,360 + 0,032
Yygn (cel mmol ™) 1,077 + 0,006 1,090 + 0,006 1,245 + 0,014
Y amigin (Mol mol '1) 0,780 £ 0,007 1,379 + 0,009 1,405 + 0,012

A glutamina foi praticamente esgotada em todos os experimentos. Avaliando-se

os valores de coeficiente de conversdo de glutamina em células viaveis (Yygin),
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observa-se que a conversao de glutamina em células foi maior para o0 meio BD Animal
Component Free, contribuindo para que o maior crescimento celular observado em
cultivos conduzidos neste meio de cultivo.

O completo esgotamento de glutamina nos cultivos analisados correspondeu ao
término do crescimento celular. Ou seja, quando as concentragfes de glutamina
cairam a niveis nulos nos meios de cultivos analisados, observou-se que as células
pararam de crescer, 0 que mostra que este substrato pode ser considerado como um
fator limitante para o cultivo das células BHK analisadas.

De acordo com SLIVAC et al. (2008), para as células CCO (channel catfish
ovary), a glutamina é considerada a principal fonte de energia para o metabolismo e
crescimento celular, tendo em vista que em seus experimentos, com a deplecédo de
glutamina, as células pararam de crescer, enquanto que, com a deplecdo de glicose,
houve apenas uma diminuicdo na taxa de crescimento celular. Além de estimular o
crescimento celular, a glutamina reduz o consumo de glicose (SLIVAC et al., 2010).

Foram calculados os valores do fator de conversdo de glutamina em aménio
(Yamign) para os 3 meios nas diferentes temperaturas. De acordo com os valores de
Y amigin @presentados e com as Figuras 25, 26 e 27, pode-se observar que houve maior
conversao de glutamina em amoénio em temperaturas mais elevadas. Estes resultados
sdo esperados, visto que a produgdo de amoénio esté relacionada ao consumo de
glutamina. Entretanto, observou-se que a formacédo de aménio foi significativamente
mais elevada para o meio BD Animal Component Free (aproximadamente 10 vezes
maior), embora a concentracéo inicial de glutamina neste meio fosse apenas cerca de
duas vezes superior aos meios DMEM/F12 e DMEM/F12/SFB.

Para evitar a producao de altos niveis de aménio, o glutamato pode ser utilizado
como substituto da glutamina para a obteng&o de a-cetoglutarato, com a vantagem de
liberar menos aménio no meio (Figura 28). No entanto, nem todas as linhagens

celulares se adaptam ao cultivo com esta substituicdo (HASSELL & BUTLER, 1990).
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Glutamina < Glutamato + NH 4 < a-cetoglutarato + NH 4

Figura 28: Reacdo de metabolizacdo da glutamina e do glutamato. Fonte: COX &
NELSON (2006).

ALTAMIRANO et al. (2006b) reportaram a substituicdo, com éxito, de glutamina
por glutamato no cultivo de células CHO, tendo em vista que o glutamato é consumido
de forma mais eficiente, produzindo menor acumulo de aménio e aumentando a
viabilidade celular.

CRUZ et al. (1999a) estudaram as mudancas no metabolismo de células BHK
através da manipulacdo dos substratos glicose e glutamina em cultivos continuos. Os
autores observaram que nos cultivos conduzidos com baixas concentragbes de
glutamina, a conversao de glutamina em células aumentou, levando a um metabolismo

de glutamina mais eficiente.

5.3.4 — Formacdao de Produto

No desenvolvimento de um processo eficiente de producdo de biofarmacos,
busca-se maximizar a formacdo de produto, mantendo-se a qualidade do produto e
minimizando o tempo e o custo do processo. Sabe-se que o cultivo a baixas
temperaturas leva a uma elevada viabilidade celular, porém o efeito da diminuicao da
temperatura sobre a produtividade especifica depende da linhagem celular e da
proteina a ser obtida (FOGOLIN et al., 2005).

A seguir, sdo mostrados os dados referentes a concentracdo de FVIII obtida em
cada meio em diferentes temperaturas (Figuras 29, 30 e 31). A concentragéo de FVIII

foi avaliada em diferentes tempos de cultivo.
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Figura 29: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a concentracdo de FVIII
na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham's F12 (DMEM/F12).

FVII (ng/mL)

33°C 35°C 37°C

Figura 30: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a concentracdo de FVIII
na mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12 suplementada com 1% de SFB

(DMEM/F12/SFB).
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Figura 31: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a concentracdo de FVIII
no meio BD Animal Component Free.

Os valores de concentragdo méaxima de FVIII (FVIll,.), fatores de conversao de
glicose em produto (Ypc), de glutamina em produto (Yeqgn) € de célula em produto

(Ypx) s@o apresentados nas Tabelas a seguir (Tabelas 13, 14 e 15).

Tabela 13: Concentracdo méaxima de FVIII (FVIll..), fatores de conversao de glicose
em produto (Ypqc), de glutamina em produto (Yeqgn) € de célula em produto (Yex)
obtidos nos experimentos com a mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham's F12
(DMEM/F12) em diferentes temperaturas.

Temperatura 33°C 35°C 37°C

FVIlpay (ng ML ™) 1,56 +0,179  1,54+0,059 1,81 +0,073
Yeige (Ng pmol ) 0,20+0,066 0,14 +0,002 0,17 +0,012
Ypign (NG pmol ™) 0,70+0,003 0,70 +0,002 0,82 +0,041
Yeix (10° pg cel ™) 2,81 +0,090 1,37 £0,046 1,62 +0,019

Tabela 14: Concentracdo méaxima de FVIII (FVIll..), fatores de conversao de glicose
em produto (Ypc), de glutamina em produto (Yeqgn) € de célula em produto (Yex)
obtidos nos experimentos com a mistura (1:1) dos meios DMEM e Ham’'s F12
suplementada com 1% de SFB (DMEM/F12/SFB) em diferentes temperaturas.

Temperatura 33°C 35°C 37°C

FVIlpay (ng ML ™) 2,24 +0272 2,20+0,073  2,38+0,227
Yeige (Ng pmol ) 0,31+0,016 0,25+0,024 0,22 +0,013
Yeign (NG pmol ) 1,02 +0,002 1,02 +0,005 1,09 + 0,002
Yrix (107 pg cel ) 1,77 +0,144 1,47 +0,066 1,55 +0,019
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Tabela 15: Concentracdo maxima de FVIII (FVIll,4), fatores de conversao de glicose
em produto (Yegc), de glutamina em produto (Yegn) € de célula em produto (Yeix)
obtidos nos experimentos com o meio BD Animal Component Free em diferentes
temperaturas.

Temperatura 33°C 35°C 37°C

FVIllyay (ng ML) 5,34 +0,404 4,29+0296 3,53 +0,006
Yerge (Ng mol ™) 0,47 £0,009 0,24 +0,003 0,19 +0,061
Yeign (N Mol ) 1,24 +0,007 0,93+0,005 0,74 +0,008
Yeix (10° pg cel ™) 1,26 +0,019 0,92+0,011 0,64 +0,037

A partir da analise da Figura 29 e da Tabela 13, observa-se que a FVlll. obtida
ao final do processo de cultivo a 37°C (1,81 ng mL™ — 120 h) em meio DMEM/F12 foi
maior que a 35°C (1,54 ng mL™" — 72 h) e a 33°C (1,56 ng mL™" — 120 h). No entanto,
outros parametros como Ypg. € Ypx foram mais satisfatorios para os cultivos em
temperaturas menores, especialmente a 33°C.

Para o meio DMEM/F12/SFB (Figura 30 e Tabela 14), pode-se observar que a
FVIlInax Obtida no processo de cultivo do meio DMEM/F12/SFB é maior a 37°C (2,38
ng mL™ — 96 h) do que nos outros cultivos conduzidos a 35°C (2,20 ng mL™ - 96 h) e
a 33°C (2,24 ng mL™ — 96 h). Apesar de se ter menor crescimento celular e valor de p
inferior no cultivo a 33°C, esta temperatura levou a um valor de Ypx mais elevado.
Além disso, o valor de Ypq foi mais elevado para o cultivo a 33°C.

Pode-se observar que a concentragcdo de FVlll,,, obtida no processo de cultivo
foi maior a 33°C (5,34 ng mL™ — 144 h) e menor a 37°C (3,53 ng mL™ — 168 h) no meio
BD Animal Component Free, enquanto o cultivo a 35°C apresentou um valor
intermediario (4,29 ng mL™ — 120 h) (Figura 31 e Tabela 13). No cultivo a 33°C, assim
como foi observado nos experimentos com DMEM/F12 suplementado ou nhdo com
SFB, o crescimento celular e o valor de p foram inferiores. No entanto, nesta
temperatura, o cultivo apresentou o maior valor de Yp/x. Além disso, os valores de Ypgc

e Ypign foram 68% e 147% maiores que os obtidos a 37°C, respectivamente.
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Para todos os meios analisados, a temperatura de 33°C apresentou os melhores
valores de Ypge € Ypx. Além disso, apesar das menores concentraces celulares, no
meio BD Animal Component Free a concentracao de FVIII obtida foi maior a 33°C.

Poucas empresas produzem FVIII e, em geral, os dados séo sigilosos e 0s
métodos de quantificacdo empregados séo variados, o que dificulta a comparacéo da
producao de FVIII em células BHK com outros trabalhos. CHO et al. (2000) obtiveram
a produtividade especifica de FVIII de 0,45 pU cel* dia™ a partir do cultivo de células
BHK em meio livre de soro. Nos estudos de CHAN & HARRIS (1998) com meios
suplementados com “Pluronic F-68”", cobre e outros metais, a produtividade especifica
de FVIII em cultivos continuos de células BHK variou de 0,026 a 0,104 pU cel™ dia™.
Em células BHK-21, obteve-se 10 pUl cel® dia® para o FVIII suino com dominio B
deletado (DOORISS et al., 2009).

Como exemplo de producdo de FVIII em outras linhagens celulares, pode-se
citar CHEN et al. (1999), que obtiveram 0,09 pUI mL™* cel™* dia™ para o FVIII completo
e de 0,4 pUl mL™ cel® dia™ para o FVIII com dominio B deletado em células COS-7
(CHEN et al., 1999). Também foram reportados valores de 1,6 fg cel™ dia™ em células
PA317, 0,9 fg cel® dia® em células NIH-3T3 e 39 fg cel® dia’ em células DHF 1-85
(LYNCH et al.,1993).

RASMUSSEN (1991) mostrou que a producédo de rFVIII a partir do cultivo de
células CHO é maior quando conduzido em temperaturas menores que 32°C e o
tempo de residéncia do FVIII no meio de cultivo menor que 24h. Foi observado que
estes dois efeitos combinados (temperatura e tempo de residéncia) podem levar a um
aumento de 25 vezes na producdo da cadeia pesada do FVIII. Isto pode estar
relacionado a instabilidade do rFVIII em condigbes normais de cultivo, visto que,
conforme demonstrado pelo autor, a 37°C, a cadeia pesada do FVIII forma agregados
e perde a afinidade pela cadeia leve do FVIIl. GIOVAGNOLI et al. (2009) observaram
gue houve um aumento de cerca de 22% na produtividade volumétrica de FVIII ao se

diminuir a temperatura de cultivo de células CHO ou BHK de 37°C para 36°C.
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Diferentes estudos mostraram que a reducdo da temperatura no cultivo de
células pode levar a uma maior obtengdo de produto devido a alteragbes no ciclo
celular, retardamento do processo de apoptose, reorganizacdo do citoesqueleto,
variacdo na sintese de mRNA, dentre outros. No entanto, hdo h4 um consenso sobre o
efeito da reducdo da temperatura no cultivo de células. Embora o metabolismo
primario seja consideravelmente reduzido com a reducdo da temperatura, os niveis de
produto obtidos tém variado de acordo com a célula e a proteina em questdo
(BECERRA et al., 2012).

Considerando-se que a maioria dos estudos se refere a células CHO e néo ha
um entendimento Unico entre os pesquisadores, o estudo da melhor temperatura de
cultivo para a producéo de biofarmacos é fundamental.

Sabe-se que, sendo o FVIII a maior proteina atualmente em uso na forma
recombinante, seu nivel de producdo € muito baixo quando comparado a outras
proteinas (GABER et al., 2000). A expressdo de FVIII em células de mamiferos é
cerca de 2 - 3 ordens de magnitude menor que a observada com outros genes,
empregando vetores similares, sendo a produtividade de FVIII em linhagens celulares
em média 0,1 - 4 pg cel™ dia™ em escala industrial (CHO et al. 2000).

A limitacdo da expressao do FVIII pode ser atribuida a trés razdes principais: a
falta de um transporte adequado da molécula prematura entre o reticulo
endoplasméatico e o complexo de Golgi; os altos niveis de fator de von Willebrand
requeridos para estabilizacdo do produto; e a interagdo com a chaperona Bip
(immunoglobulin binding protein), o que dificultaria a secre¢cdo, uma vez que, para que
ocorra a liberacdo do FVIII da Bip, sdo necesséarias elevadas concentracdes
intracelulares de ATP (BLOND-ELGUINDI et al., 1993).

Devido ao baixo rendimento, o desenvolvimento de um processo eficiente em
larga escala para producdo de FVIII em células animais se torna dificil e demorado,
devendo-se considerar também que a molécula apresenta uma baixissima

estabilidade, mesmo no corpo humano (BOEDEKER, 1992).
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Desta forma, para o desenvolvimento de tecnologias viaveis do ponto de vista
econdmico e de processo para a producdo de rFVIll, sdo necessérios extensivos
estudos visando a otimizacdo dos passos para obtencdo da linhagem celular
produtora, do processo de cultivo e do processo de purificacdo. Somente a
congregacdo de avangos nestas areas permitird superar as dificuldades inerentes
associadas a dificuldade de expresséo, a elevada massa molar e a instabilidade da

proteina FVIII humano.

5.4 — AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMICA DE FVIII

Como as moléculas de FVIII sdo termolabeis (REVEL-VILK et al., 2009; FAY &
WAKABAYASH, 2009), analisou-se a degradacao térmica de FVIII a 33°C e a 37°C
para avaliar se a maior concentracdo de FVIII obtida a 33°C se deve & maior produgéo
ou & menor degradacdo térmica das moléculas de FVIII nesta temperatura.

A estabilidade in vitro do FVIII é afetada por alguns fatores, tais como
temperatura, presenca de ions metdlicos, sais, lipidios ou outros excipientes, adsor¢éao
superficial, pH, agitacdo, exposicdo a luz, congelamento/descongelamento/liofilizacdo
e condi¢cbes de armazenamento e embalagem (WANG et al., 2003).

Concentrados de FVIII também sofrem degradacgéo apos serem diluidos devido a
forca ibnica da solucdo e ao material do recipiente de estocagem. KESSLER et al.
(2005) mostraram que h& reducdo de aproximadamente 75% da atividade coagulante
de rFVIII em 24h no organismo humano. Por exemplo, rFVIII (Kogenate-FS), quando
diluido 10 vezes em solugéo salina, em temperatura ambiente, teve perda de 80% da
atividade coagulante em 24h (REVEL-VILK et al., 2009).

FAY & WAKABAYASHI (2009) analisaram a estabilidade de diferentes moléculas
de rFVIII a 55°C e observaram uma perda em torno de 80% da atividade coagulante

em 25 minutos.
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No presente trabalho, para andlise da estabilidade térmica, rFVIII comercial foi
diluido em meio BD Animal Component Free e aliquotado em microtubos plasticos.
Parte das aliquotas foi mantida a 33°C e parte a 37°C. Foi observado que, apés 24h,
aproximadamente 90% da atividade de FVIII foi perdida tanto nas amostras mantidas a
33°C quanto a 37°C (Tabela 16). Contudo, a degradacdo de FVIII foi 11% maior a
37°C, o que confirma a instabilidade térmica do FVIII. A formacéo aparente de FVIII a
37°C foi 33,2% menor do que a 33°C (Tabela 16), entédo esta diferenca é parcialmente
devido a degradacdo térmica. Assim, pode-se afirmar que a 33°C tanto a producéo de

FVIII é maior como a degradacao térmica € menor.

Tabela 16: Concentracdo de FVIII em meio BD Animal Component Free em diferentes
temperaturas apoés incubacao de 24 horas.

Temperatura Inicial 33°C (apos 24h) 37°C (apo6s 24h)

FVII (Ul mL™) 0,0616 0,0056 0,0050

Também foram mantidas aliquotas de FVIII a 33°C e 37°C durante 48h e 72h, no
entanto, ndo foi detectada atividade coagulante nestas aliquotas. Ou seja, as aliquotas
de FVIII ndo apresentaram atividade apds incubacao por estes periodos mais longos.

Cabe ressaltar que, levando-se em consideracdo a elevada instabilidade do
FVIII, o modo de operagdo empregado nos experimentos (cultivo em batelada) ndo é
adequado. Neste caso, o ideal para a producdo de FVIII € o emprego do cultivo em
perfusdo que, embora seja mais complexo que os demais modos de operacao, permite
gue sejam alcancadas maiores produtividades volumétricas em funcdo do menor
tempo de residéncia, ideal para a producao de moléculas labeis. Além disso, 0 modo
de operacdo em perfusdo (cultivo continuo com retencdo de células) possibilita a
otimizacdo do processo através da manipulacdo da composi¢cdo do meio de cultivo,

estratégia de alimentagéo e remocéao controlada de células (CHICO et al., 2008).
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Sendo assim, os dados sobre a degradacéao térmica do FVIII corroboram para a
escolha do cultivo em perfusdo como o mais adequado para a producdo de FVIII a
partir do cultivo de células BHK, pois permite que a molécula de FVIII seja recuperada

mais rapidamente do cultivo, evitando que haja a degradacédo da mesma.

55 — AVALIACAO DO METABOLISMO DE AMINOACIDOS NAS

DIFERENTES TEMPERATURAS DE CULTIVO

Sabendo-se que a maior producédo de FVIII foi obtida nos cultivos em menores
temperaturas no meio BD Animal Component Free, avaliou-se 0 consumo e a
producédo dos principais aminoacidos com o objetivo de se conhecer o que ocorre com
o0 metabolismo dos aminoacidos nas diferentes temperaturas estudadas, levando-se
em conta as diferencas observadas no crescimento celular e produtividade em cada
condicéo.

CRUZ et al. (1999a), em seu estudo sobre as mudancas no metabolismo de
células BHK por meio da manipulacao dos substratos glicose e glutamina nos meios
de cultivo, observaram que, quando os cultivos foram conduzidos com baixas
concentracdes iniciais de glicose e glutamina, a maioria dos aminoéacidos teve seu
consumo aumentado. Isto ocorre, provavelmente, para que sejam mantidos os niveis
de intermediarios metabdlicos que diminuem quando had escassez de glicose e
glutamina, visto que muitos aminodcidos (histidina, tirosina, metionina, valina,
fenilalanina, leucina, isoleucina, arginina, triptofano e lisina) podem ser oxidados a
piruvato, acetil-CoA e intermediérios do TCA (MILLER et al., 1989).

De acordo com ALTAMIRANO et al. (2000), um maior consumo de aminoacidos
estd associado ao aumento dos requerimentos para biossintese ou a menor
disponibilidade de glicose, dado que o catabolismo de aminoéacidos leva a formacgéo de

intermediarios do TCA e da glicélise. Desta forma, o aumento do consumo de
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aminodcidos pode ser interpretado como uma alternativa para fornecer os
intermediarios metabdlicos.

Alguns estudos mostram que os aminoacidos essenciais (arginina, cisteina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, tirosina, triptofano, treonina
e valina) sdo unicamente usados para biossintese, visto que, através do célculo das
taxas de consumo destes aminoacidos, foi observado que toda a demanda estimada
foi direcionada para a sintese de biomassa e o crescimento celular (QUEK et al.,
2010).

A sequéncia de aminoacidos presentes no FVIII humano estd descrita abaixo
(FAY & WAKABAYASHI, 2009), e as respectivas abreviaturas e frequéncia relativa
estdo mostradas na Tabela 17. A partir da quantidade de cada aminoacido na

proteina, é possivel inferir sobre a demanda dos aminoé&cidos para a sintese de FVIII.

ATRRYYL GAVEL SWDYMQSDL GEL PVDARFPPRVPKSFPFNT SWYKKTL FVEFTVHL FNI AKPRPPWVGL
LGPTI QAEVYDTWI TLKNVASHPVSL HAVGVSYWKASEGAEYDDQT SOREKEDDKVFPGGSHT YWWQVL
KENGPMASDPL CLTYSYL SHVDLVKDLNSGLI GALLVCREGSLAKEKTQTLHKPI LLFAVFDEGKSWHSE
TKNSL MQDRDAASARAWPKNVHTVNGYVWRSL PGL I GCHRKSVYWHVI GMGTTPEVHSI FLEGHTFLVRNT
HRQASLEI SPI TFLTAQTLLNMDLGQFLLGCHI SSHQHDGVEAYVKVDSCPEEPQL RVMKNNEEAEDYDDDL
TDSEMDWRFDDDNSPSFI Qf RSVAKKHPKTVWHY! AAEEEDWDYPAL VL APDDRSYKSQYLNNGPQRI GR
KYKKVREMAYTDETFKTREAI QHESG LGPLLYGEVGDTLLI | FKNQASRPYNI YPHG TDVRPLYSRRL
PKGVKHLKDFPI LPGEl FKYKWI'VTVEDGPTKSDPRCL TRYYSSFVMVERDLASGLI GPLLI CYKESVDQ
RGNQI MSDKRNVI LFSVFDENRSWYL TEUI QRFL PNPAGVQLEDPEFQASNI MHSI NGYVFDSLQLSVCL
HEVAYWY! LS| GAQTDFL SVFFSGYTFKHKMVYEDTL TLFPFSGETVFMSMVENPGLW L GCHUSDFRHRG
MT AL LKVSSCDKNTGDYYEDSYEDI SAYLLSKNNAI EPRSFSQNSRHPSTRQKQFENATTI PENDI EKTDP
WEAHRTPMPKI QNVSSSDLLM_LRQSPTPHGL SLSDL QEAKYETFSDDPSPGAI DSNNSL SEMTHFRPQL
HHSGDMVFTPESGL QL RLNEKL GTTAATEL KKLDFKVSSTSNULI STI PSDNLAAGTDNTSSLGPPSMPV
HYDSQL DT TLFGKKSSPL TESGGPL SL SEENNDSKL L ESGL MNSQESSWEKNVSSTESGRL FKGKRAHGP
ALLTKDNALFKVSI SLLKTNKTSMNSATNRKTHI DGPSLLI ENSPSVWONI LESDTEFKKVTPLI HDRML
VDKNAT AL RLNHVBNKT T SSKNVEMVQQKKEGP! PPDAQNPDVSFFKMLFLPESARW QRTHGKNSLNSG
QGPSPKQL VSL GPEKSVEGQUFL SEKNKVWGKGEF TKDVGL KEMVFPSSRHL FL TNL DNL HENUTHHQEK
KI OEEl EKKETLI QENWLPQI HTVTGTKNEMKNL FLL STRONVEGSYEGAYAPVL QDFRSLNDSTNRTKK
HT AHFSKKGEEENLEGLGLTQTKQ VEKYACTTRI SPNTSQONFVTQRSKRALKQFRLPLEETELEKRI |
VDDTSTQWSKNVKHL TPSTLTQ DYNEKEKGAI TQSPLSDCLTRSHSI PQAURSPLPI AKVSSFPSI RPI
YL TRVL FQDNSSHL PAASYRKKDSGVQESSHFL QGAKKNNL SLAI L TL EMTGDQREVGSL GTSATNSVTY
KKVENTVL PKPDLPKTSGKVELLPKVHI YQKDL FPTETSNGSPGHL EL VEGSL L QGTEGAI KWNEANRPG
KVPFLRVATESSAKTPSKL L DPL AWDNHY GTQUPKEEWKSQEKSPEKTAFKKKDTI LSLNACESNHAI AA
| NEGONKPEI EVTWASQGRTERL CSQNPPVLKRHQRE! TRTTLQSDQEE! DYDDTI SVEMKKEDPDI YDE
DENQSPRSPQKKTRHYP! AAVERLWDYGVESSPHVL RNRAQSGSVPOFKKWFQEFTDGSFTQPL YRGELN
EHLGLLGPY! RAEVEDNI MNTFRNQASRPYSFYSSLI SYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHM
APTKDEFDCKAWAYFSDVDL EKDVHSGL | GPLLVCHTNTLHPAHGRQVTVQEFAL PPTI PDETKSWYPTE
NIVERNCRAPCNI QVEDPTFKENYRFHAI NGY! MDTLPGLVMAQDQR! RWYLLSMGSNENI HSI HFSGHVF
TVRKKEEYKMAL YUL YPGVFETVMVEL PSKAGH WRVEVL | GEHL HAGVBTL FLVYSUKCQTPLGVASGHI R
DFQl TASGQYGQWAPKLARL HYSGSI NAWSTKEPFSW KVDLLAPM | HGl KTQGARQKFSSLY!I SO |
MY SL DGKKWQTYRGNSTGTLMFFGNVDSSG KHNI FNPPI | ARYI RLHPTHYSI RSTL RVEL MGCDLNS
CSMPLGVESECAI SDAQ TASSYFTNVFATWSPSKARL HL QGRSNAVRPQVMNPKEW. QVDPQKTMKVTG
VTTQGVKSLL TSMYVKEFLI SSSQDGHOWTL FFQNGKVKVFQGNQDSFTPVWNSL DPPLLTRYLRI SPQS
VWHQ ALRVEVL GCEAQDLY
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Tabela 17: Composicéo de aminoacidos da sequéncia proteica do FVIII.

Aminoacido Simbolo Quantidade | Porcentagem (%)
Alanina A Ala 110 4,72
Cisteina C Cys 23 0,99
Aspartato D Asp 120 5,15
Glutamato E Glu 148 6,35
Fenilalanina F Phe 105 4,50
Glicina G Gly 130 5,57
Histidina H His 75 3,22
Isoleucina I lle 109 4,67

Lisina K Lys 158 6,78
Leucina L Leu 218 9,35
Metionina M Met 60 2,57

Asparagina N Asn 125 5,36
Prolina P Pro 128 5,49
Glutamina Q GiIn 109 4,67
Arginina R Arg 101 4,33
Serina S Ser 217 9,31
Treonina T Thr 154 6,60
Valina V Val 126 5,40
Triptofano W Trp 37 1,59
Tirosina Y Tyr 79 3,39

Total 2332 100,00

Foram analisados experimentalmente alguns destes aminoacidos com o objetivo
de entender quais sdo 0s mais importantes para o cultivo das células BHK e a

producdo de FVIII nas condi¢cdes estudadas. A Tabela 18 e a Figura 32 mostram as
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taxas especificas de consumo e formacdo dos aminodcidos analisados (ga.,) obtidas
nos cultivos no meio BD Animal Component Free nas diferentes temperaturas. Os
valores de (., também foram calculados para os meios DMEM/F12 e DMEM/F12/SFB

para o cultivo em diferentes temperaturas de cultivo e encontram-se descritos no

ANEXO IV.

Tabela 18: Taxas especificas de consumo e formacdo dos aminoacidos analisados
(gaa) NOs cultivos em diferentes temperaturas no meio BD Animal Component Free.

aa (NnmMol cel™ h™) 33°C 35°C 37°C

Asparagina -1,49 +0,015 -1,535 + 0,075 -0,623 + 0,005
Metionina -0,330 + 0,020 -0,370 + 0,027 -0,180 + 0,007
Valina -0,896 +0,145  -0,579 + 0,004 -0,432 +0,013
Aspartato -5,340+0,471  -2,935+0,216 -1,515 + 0,005
Serina -5,025+£0,055  -4,095 £ 0,065 -2,695 £ 0,276
Glutamato -5,870+0,612  -3,395 £ 0,005 -2,850 £ 0,130
Leucina -3,05 +0,075 -2,145 + 0,055 -0,657 + 0,000

Glicina 2,305 + 0,005 1,250 + 0,020 0,945 + 0,065

Prolina 1,965 £ 0,085 1,465 + 0,115 0,984 + 0,076

Alanina 5,759 + 0,677 6,054 + 0,321 7,967 +0,119
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Figura 32: Taxas especificas de consumo e formagcdo dos aminoacidos analisados

(gaa) NOs cultivos em diferentes temperaturas no meio BD Animal Component Free.
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Os dados da Tabela 18 e da Figura 32 mostram que a demanda de cada
aminoacido varia tanto em funcdo do aminoacido em si quanto em fungdo da
temperatura de cultivo. Isto significa que ha mudancas significativas no metabolismo
celular quando a temperatura de cultivo é alterada. Assim como ocorreu no presente
trabalho, nos experimentos conduzidos por CRUZ et al (1999a) com células BHK, a
maioria dos aminoacidos analisados foram consumidos, mas alanina e prolina foram
produzidas.

De uma forma geral, os cultivos conduzidos em menores temperaturas levaram a
uma maior utilizacdo de aminoacidos consumidos (Asn, Asp, Met, Val, Ser, Leu, Glu).
Isto pode ser explicado pelo fato de em temperaturas menores ter ocorrido maior
sintese proteica, justificando a maior demanda de aminoacidos. Além disso, a maioria
dos aminoacidos analisados podem ser oxidados a acetil CoA e intermediarios do
TCA.

Acredita-se que em cultivos conduzidos em temperaturas moderadas (menores
qgue 37°C) ocorra um prolongamento da fase G1 da divisdo celular (BECERRA et al.,
2012). Esta fase € caracterizada por um metabolismo mais ativo e por uma maior
expressao de genes relacionados a translacdo de proteinas, o que justifica uma maior
produtividade proteica e maior consumo de aminoacidos nos cultivos conduzidos a
33°C.

A seguir, serdo analisados o consumo e a producdo destes aminodcidos
separadamente, discutindo-se como se d4 a variacdo da concentracdo ao longo do

cultivo nas diferentes temperaturas estudadas.

5.5.1 — Consumo de Asparagina

A asparagina é convertida a aspartato através de uma reacdo de desaminagéo

catalisada pela enzima asparaginase, contribuindo para a formacdo de amonio. No
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entanto, de acordo com QUEK et al. (2010), a desamina¢do da asparagina pode ser
considerada nula porque a demanda biossintética € muito maior do que a degradagéo.

A asparagina nao foi totalmente consumida em nenhum dos cultivos (Figura 33).
Desta forma, a concentracdo de asparagina empregada parece atender as demandas
metabdlicas e biossintéticas, ndo sendo um substrato limitante. No entanto, como a
asparagina pode gerar ambénio e esta em excesso no final do cultivo, seria
interessante avaliar se o0s cultivos poderiam ser conduzidos com menores

concentracdes deste aminoacido.
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Figura 33: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de asparagina
no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2
experimentos independentes.

No cultivo a 37°C, a asparagina foi pouco consumida. No cultivo a 35°C este
aminoacido comecgou a ser consumido em cerca de 48h, enquanto que, no cultivo a
33°C, o consumo se iniciou mais tardiamente, mas se igualou ao consumo do cultivo a

35°C no final. Este comportamento pode ser devido & maior demanda de asparagina
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para a producdo de FVIII e outras reacdes biossintéticas em comparacdo a demanda
para o metabolismo celular, visto que o consumo de asparagina foi maior em
temperaturas menores (33°C e 35°C), onde a producéo de FVIII foi maior.

Outra explicagcdo para o menor consumo de asparagina no cultivo a 37°C, assim
como ocorreu com outros aminoacidos, é a possibilidade de ter havido preferéncia
pelo consumo de substratos como glicose e glutamina para gerar intermediarios do
metabolismo celular nesta temperatura, e ndo de outros aminoécidos. Por outro lado,
nos cultivos em temperaturas inferiores, as células utilizaram uma fracdo maior de

aminodacidos como substratos para o metabolismo.

5.5.2 — Consumo de Serina

O principal destino metabdlico da serina é a formacao de piruvato catalisada pela

serina desidratase. No entanto, ela também pode ser convertida em glicina, conforme

reacao descrita na Figura 34 (ALTAMIRANO, 2000; COX & NELSON, 2006).

serina + tetraidrofolato — glicina + H ,O + N,N-metilenotetraidrofolato

Figura 34: Reacéo de formacéo de glicina a partir de serina. Fonte: COX & NELSON,
2006.

Como pode ser observado na Figura 35, a serina foi totalmente consumida nos
cultivos em todas as temperaturas analisadas.

No cultivo a 37°C, a serina foi consumida mais rapidamente do que a 35°C e a
33°C. O consumo mais rapido de serina nos cultivos em maiores temperaturas esta
possivelmente relacionado ao esgotamento de glutamina (Figura 27). Isto ocorre

porque a serina, além de ser requerida em processos de biossintese, também pode
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ser convertida a piruvato e glicina. No entanto, de acordo com QUEK et al. (2010),
assim como ocorre com a asparagina, a desaminagao da serina pode ser considerada
nula em funcdo da demanda biossintética ser muito maior do que a degradacdo. De
fato, a serina € um aminoacido presente em grande quantidade no FVIII (9,3%) e em
outras proteinas e, portanto, uma grande quantidade de serina € direcionada a

producao proteica.
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Figura 35: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de serina no
meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos
independentes.

5.5.3 — Consumo de Valina

A valina é degradada por vias que formam succinil-CoA, um intermediario do
TCA. A valina sofre transaminacdo e descarboxilacdo e, a seguir, uma série de
reacoes de oxidacdo que convertem o0s quatro carbonos remanescentes em propionil-

CoA, um precursor de succinil-CoA (COX & NELSON, 2006). Os consumos de valina
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nos cultivos conduzidos nas diferentes temperaturas (Figura 36) foram semelhantes.
No entanto, observou-se que nos cultivos a 33°C (Qaa = - 0,90 nmol cel™ h") e 35°C
(Qaa = - 0,58 nmol cel™ h™*) o consumo foi um pouco maior do que a 37°C (Q.a = - 0,43
nmol cel™ h™), o que indica que a valina pode ter sido mais direcionada & sintese de

FVIII, visto que nestas temperaturas a formacéo do produto foi maior.
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Figura 36: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de valina no

meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos
independentes.

5.5.4 — Consumo de Metionina

A metionina, da mesma forma que a valina, forma succinil-CoA e, assim, pode
entrar no TCA. A metionina doa um grupo metila e os trés dos quatro atomos
remanescentes de seu esqueleto carbénico sdo convertidos em propionil-CoA e, em

seguida, em succinil-CoA (COX & NELSON, 2006).
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A partir da Figura 37, pode-se observar que o consumo de metionina teve um
perfil parecido com o consumo de valina em relagdo ao maior consumo a 33°C (Qaa = -
0,33 nmol cel™ h') e 35°C (gaa = - 0,37 nmol cel* h™). A metionina foi completamente
consumida a 33°C e 35°C, sendo consumida mais lentamente a 33°C. Apenas no
cultivo a 37°C houve excesso deste aminodcido, com taxa especifica de consumo (Qaa

=-0,18 nmol cel* h*), menor que nas outras temperaturas analisadas.
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Figura 37: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de metionina
no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2
experimentos independentes.

Experimentos realizados por CRUZ et al. (1999a) com células BHK mostraram
gue o consumo de metionina foi maior nos cultivos conduzidos com menores
concentracoes de glicose e glutamina, embora em grau menor com baixas
concentracbes de glutamina. Os autores consideraram que a condicdo de baixa
concentracdo de glicose e glutamina levou a um metabolismo mais equilibrado (melhor
utilizacdo dos substratos e menor formacado de metabdlitos toxicos). Os experimentos

realizados a 33°C também levaram a um metabolismo celular mais satisfatério e a um
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maior consumo de metionina. Isto significa que, provavelmente, a metionina tenha sido
metabolizada a succinil-CoA, sendo direcionada ao TCA nas condi¢des de cultivo que

favoreceram o estabelecimento de um metabolismo mais equilibrado.

5.5.5 — Consumo de Aspartato

A asparagina e o aspartato podem entrar no TCA através do oxaloacetato. A
asparagina vai a aspartato através da hidrélise catalisada pela enzima asparaginase.
O aspartato sofre uma reagdo de transaminagdo com o a-cetoglutarato, na qual s&o
produzidos glutamato e oxaloacetato.

Diferentemente do que ocorreu para a asparagina, o aspartato foi totalmente
consumido em todos os cultivos (Figura 38). A diferenca entre os cultivos foi que a
33°C a concentragdo de aspartato diminuiu de forma mais lenta que em outras
temperaturas. Este comportamento também foi observado para o consumo da
asparagina nesta temperatura. A menor velocidade de consumo de aspartato a 33°C
deve estar relacionada a menor taxa de crescimento celular nesta temperatura.

Um menor consumo de aspartato pode ser consequéncia da diminuicdo do
metabolismo do glutamato via transaminagdo e um subsequente aumento do
metabolismo via glutamato desidrogenase. Este comportamento foi observado em
experimentos realizados por ALTAMIRANO et al. (2005) com células CHO cultivadas
em meio com glutamato e sem glutamina, o que pode, de certa forma, ser comparavel
ao cultivo a 33°C pelo fato de ambas as condi¢Bes levarem a um metabolismo mais

equilibrado.
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Figura 38: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de aspartato
no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2
experimentos independentes.

5.5.6 — Consumo de Glutamato

A prolina e a glutamina podem ser convertidas a glutamato para, entdo, entrarem
no TCA na forma de a-cetoglutarato, pois a transaminacdo ou desaminag¢do do
glutamato produz a-cetoglutarato. A arginina e a histidina também podem ser
convertidas a glutamato, mas este processo ocorre por vias mais complexas (COX &
NELSON, 2006).

Como pode ser observado na Figura 39, o glutamato foi completamente
consumido em todos os cultivos. No entanto, observa-se que, inicialmente, ocorreu um
pequeno aumento na concentracdo de glutamato e, depois, se deu a deplecdo de
glutamato. Isto pode ter ocorrido em funcdo de outros amino&cidos gerarem glutamato.

Desta forma, no inicio, o glutamato era gerado e consumido. No entanto, com o
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esgotamento de outros aminoacidos, como a glutamina, por exemplo, o glutamato

passa a ser prioritariamente consumido sem ser reposto.
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Figura 39: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de glutamato
no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2
experimentos independentes.

O a-cetoglutarato também pode ser convertido a glutamato através de uma
reagcdo catalisada pela enzima GDH (Figura 40). Esta enzima € diferente da NAD-
GDH, que catalisa a reacdo inversa (formacdo de a-cetoglutarato a partir de
glutamato), e as duas enzimas estdo sob diferentes tipos de regulacdo. A GDH é
inibida pelo glutamato e tem elevada atividade durante o crescimento celular com
glicose, enquanto que a NAD-GDH ¢ inibida pela glicose (STEPHANOPOQULOS et al.,
1998). Isto também explica o aumento inicial de glutamato e o esgotamento posterior,
pois, inicialmente, com altos niveis de glicose, provavelmente a NAD-GDH estava
inibida e a GDH estava ativa, o que levou a sintese de glutamato. Depois, com a

diminuicdo da concentragdo de glicose e aumento da concentracdo de glutamato, a
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reacao inversa (sintese de a-cetoglutarato) prevaleceu, diminuindo a concentragcédo de

glutamato.

a-cetoglutarato + NH,;" + NADPH — glutamato + H,O +NADP”*

Figura 40: Sintese de glutamato catalisada pela enzima GDH.

O glutamato também pode ser sintetisado pela via da glutamato sintase, que
consiste em duas etapas. Na primeira etapa, a glutamina € usada como doadora de
um grupo amino para o a-cetoglutarato e o resultado é a formacédo de duas moléculas
de glutamato. Na segunda etapa, a glutamina € regenerada e uma molécula de
glutamato é usada nesta reacdo catalisada pela glutamina sintase. A soma das duas
reacdes leva ao final a sintese de uma molécula de glutamato a partir de a-
cetoglutarato, de forma similar a reacdo da Figura 40, porém na reacdo de
regeneracdo da glutamina hi gasto de energia (1 ATP é hidrolisado para cada
molécula de glutamina formada). Esta rota é mais ativa em baixas concentracdes de
amdénio porque a enzima glutamato sintase é inibida por amobnio
(STEPHANOPOQULOS et al., 1998). Assim, no inicio do cultivo, quando ha menor
concentracdo de aménio, pode haver formacéo de glutamato pela via da glutamato
sintase, o que também pode ter contribuido para o aumento inicial da concentracéo de
glutamato observado.

Da mesma forma como ocorreu com a glutamina, o glutamato foi consumido, na
fase final do cultivo, mais lentamente a 33°C, provavelmente em funcdo do menor
crescimento celular em temperaturas inferiores. No cultivo a 37°C, o glutamato foi

completamente consumido em 96h de cultivo, o que coincidiu com a diminuicdo da

velocidade de crescimento celular (Figuras 21 e 39). O mesmo ocorreu para 0S
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cultivos a 33°C e 35°C com 120h de cultivo. Isto mostra que o glutamato, assim como

a glutamina, séo possiveis substratos limitantes para o crescimento celular.

5.5.7 — Consumo de Leucina

A leucina, além de ser usada nas reag6es de biossintese, pode ser convertida a
acetoacetil-CoA e, em seguida, a acetil-CoA, entrando no TCA. A Figura 41 mostra
gue a leucina nao foi consumida totalmente em nenhum dos cultivos, embora esteja
presente em grande propor¢éo (9,35%) na molécula de FVIII. Desta forma, conclui-se
gue a concentracdo de leucina empregada no meio poderia ser menor para o cultivo

desta linhagem celular.
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Figura 41: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o consumo de leucina no
meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos
independentes.
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5.5.8 — Producéo de Glicina

A glicina pode ser sintetizada a partir de serina através da via da enzima serina-
hidroximetil transferase ou da via da enzima glicina sintetase. Na primeira via, a glicina
€ produzida diretamente a partir de serina quando o atomo de carbono 3 da serina é
transferido ao tetrahidrofolato (ALTAMIRANO, 2000). Através da outra via, catalisada
pela enzima glicina sintase, a glicina também pode ser sintetizada, havendo
incorporacdo de amdnio, conforme reacdo descrita na Figura 42. Acredita-se que a
producao de aminoacidos como a glicina e a alanina nos cultivos in vitro de células de

mamiferos tem o objetivo de captar amonio intracelular (GLAKEN et al., 1988).

CO, + NH," + N°, N'-metilenotetraidrofolato + NADH + H ¥ — glicina + tetraidro folato + NAD *

Figura 42: Reacédo de formacao de glicina. Fonte: COX & NELSON, 2006.

A Figura 43 mostra a producéo de glicina nas diferentes temperaturas de cultivo.

Estudos sobre a influéncia das concentracBes de glicose e glutamina sobre o
metabolismo de células BHK mostraram que, dependendo dos substratos disponiveis,
a glicina pode ser consumida ou produzida (CRUZ et al., 1999a).

O acumulo de glicina inibe o crescimento de algumas linhagens celulares
(ALTAMIRANO, 2000). Desta forma, também é possivel atribuir a diminuicdo do
crescimento celular nos cultivos analisados ao acumulo de glicina, visto que, quando a
concentracdo de glicina aumentou no meio, houve diminuicdo da velocidade de
crescimento celular (Figura 21).

Como pode ser observado na Figura 43, o cultivo a 37°C foi o que apresentou
maior producdo de glicina. Nesta condicdo, houve maior consumo de serina e maior
producao de amonio, o que justificaria uma maior producéo de glicina (Figura 42). No

entanto, a taxa especifica de formacao de glicina foi maior a 33°C (. = 2,31 nmol cel™*
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h™) do que a 37°C (g.. = 0,95 nmol cel™ h™), o que pode estar relacionado ao menor
crescimento celular observado no cultivo a 33°C, considerando-se que a glicina inibe o

crescimento celular.
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Figura 43: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre o produgéo de glicina no

meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos
independentes.

5.5.9 — Producéo de Prolina

Nos estudos conduzidos em células CHO por ALTAMIRANO (2000), a prolina foi
consumida. A prolina pode entrar no TCA na forma de a-cetoglutarato. Para isto, a
estrutura ciclica da prolina € rompida por oxidacdo do carbono mais distante do grupo
carboxila, criando uma base de Schiff, que € hidrolisada a glutamato y-semi-aldeido.
Este intermediario € oxidado e forma glutamato. Ja nos estudos com células BHK

cultivadas em meio suplementado com SFB realizados por CRUZ et al. (1999a), a
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prolina foi produzida. A prolina é sintetizada a partir de glutamato, sendo produzida
quando ha acumulo de glutamato.

No presente trabalho, a prolina foi produzida em todos os cultivos nas
diferentes temperaturas (Figura 44). Este comportamento se deve, provavelmente, ao

acumulo inicial de glutamato que foi observado em todos os cultivos (Figura 39).
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Figura 44: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a producédo de prolina no

meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2 experimentos
independentes.

5.5.10 — Producéo e Consumo de Alanina

Na Figura 45, pode ser observado que a alanina foi inicialmente produzida e, em
seguida, consumida em todas as temperaturas de cultivo analisadas.

Este comportamento pode ser explicado com base no entendimento de como
ocorre a interacdo do metabolismo da glicose e da glutamina por meio da

metabolizacdo do piruvato, como pode ser observado no esquema a seguir (Figura

46).
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A alanina é formada através da transferéncia de um grupo amino para o piruvato.
Este processo predomina quando ha disponibilidade de glutamina (ALTAMIRANO,
2000). A alanina, contudo, pode também sofrer desaminacéo através da reacdo com
a-cetoglutarato, formando glutamato e piruvato (COX & NELSON, 2006). Assim, a

alanina esta relacionada tanto ao metabolismo da glicose quanto ao da glutamina.
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Figura 45: Efeito de diferentes temperaturas de cultivo sobre a produgcéo e o consumo
de alanina no meio BD Animal Component Free. Barras de erro obtidas a partir de 2
experimentos independentes.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que, inicialmente, a alanina é
produzida por meio da aminagdo do piruvato. Por isso, observa-se um aumento dos
niveis de alanina. A elevada producdo de alanina observada no inicio do cultivo pode
estar relacionada a alta concentracéo de glutamina neste meio de cultivo. No entanto,
guando a concentracdo de glutamina diminui, a alanina comeca a ser utilizada para a

formacdo de glutamato, alimentando a via da glutamindlise. Quando os niveis de
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glutamato diminuem (Figura 39), os niveis de alanina comecam a diminuir (Figura 45).

Além disso, vale ressaltar que a alanina também pode ser convertida a piruvato.
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Figura 46: Esquema sobre a interacdo do metabolismo da glicose e da glutamina
através do piruvato (glutamindlise). ATP - adenosina trifosfato; FADH - flavina adenina
dinucleotideo (reduzida); NADH - nicotina adenina dinucleotideo (reduzida). Fonte:
ALTAMIRANO, 2000.

Como pode ser visto na Figura 45, os niveis de alanina comecam a diminuir
primeiro nos cultivos realizados em maiores temperaturas (72h a 37°C, 96h a 35°C e
120h a 33°C). Isto € provavelmente devido ao fato de que, nos experimentos
conduzidos a temperaturas mais elevadas, a velocidade de consumo de glutamina foi
maior, antecipando a demanda de alanina. Isto explica também os elevados niveis de
aménio que foram produzidos nestes cultivos (Figura 27). Parte da quantidade de
aménio gerada pelas reacfes em que glutamina vai a glutamato (e este vai a a-
cetoglutarato) é utilizada na formagé&o de alanina. Contudo, quando a concentragéo de
glutamina diminui, a alanina gerada passa a ser desaminada, aumentando 0s niveis

de amonio.
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Observou-se, ainda, que a producdo de alanina foi menor nos cultivos em
menores temperaturas, nos quais o consumo de glicose foi menor (Figura 24),
demonstrando a interacdo do metabolismo da alanina com o da glicose. Ou seja, além
do efeito decorrrente do metabolismo da glutamina (maior consumo de glutamina em
temperaturas mais altas, levando a maior formacédo de alanina), o menor consumo de
glicose, provavelmente, também contribuiu para uma menor producdo de alanina em
temperaturas mais baixas. Isto porque, quando ha maior consumo de glicose, ha maior
formacdo de piruvato pela via glicolitica e, consequentemente, maior producdo de
alanina.

Tendo em vista que o acumulo de alanina pode inibir o crescimento celular
(ALTAMIRANO, 2000), o consumo de alanina pelas células (Figura 45) pode
representar uma alternativa interessante.

A glicose e a maioria dos aminoacidos nao foram totalmente consumidos durante
o cultivo celular, porém alguns substratos, tais como glutamina, glutamato, aspartato,
metionina e serina se esgotaram ao final dos cultivos. Estes dados mostram que o
cultivo das células analisadas € dependente de glutamina e de alguns outros
amino&cidos. Portanto, estes resultados serviram como base para a proposi¢cdo de
uma formulagdo modificada do meio BD Animal Component Free, como sera discutido
a seguir, objetivando aprimorar ainda mais o crescimento celular e a formacao de

produto pelas células.

5.6 — PROPOSICAO DE UMA FORMULACAO MODIFICADA DE ME IO DE

CULTIVO E AVALIACAO DA ATIVIDADE DE FVIII NO MESMO

Com base nos dados analisados, observou-se que os aminoacidos glutamina,
glutamato, metionina, aspartato e serina foram totalmente consumidos, o que pode ter

afetado o crescimento celular e/ou produtividade dos cultivos celulares. Considerando-
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se que o cultivo em meio BD Animal Component Free a 33°C levou a maior producéo
de FVIII dentre as condicOes avaliadas e que houve o esgotamento de alguns
aminoacidos durante o cultivo, avaliou-se uma versdo modificada do meio BD Animal
Component Free a 33°C, suplementando-se 0 mesmo com tais aminoacidos desde o
inicio do cultivo (33°C - A) e com 72h de cultivo (33°C - B).

ALTAMIRANO et al. (2006) avaliaram a suplementacdo com substratos
especificos de um meio de cultivo livre de soro para o aumento do crescimento de
células CHO e producdo de t-PA. Os autores observaram que a suplementacdo com
prolina, serina e asparagina levou a um aumento no crescimento celular, mas foi a
asparagina que se mostrou essencial para 0 aumento da produtividade.

Dentre os aminoacidos considerados como possiveis limitantes do crescimento e
produtividade celular, foram adicionadas as quantidades iniciais de cada um destes
aminodcidos presentes no meio BD Animal Component Free (glutamina — 5 mM,
glutamato — 0,4 mM, serina — 1 mM, aspartato — 0,6 mM e metionina — 0,15 mM).
Desta forma, uma das condigbes avaliadas (33°C - A) teve a concentragdo destes
aminodacidos em dobro desde o inicio do cultivo, enquanto que, na condicdo “33°C - B”,
os aminoacidos foram adicionados com 72h de cultivo, quando parte daqueles
presentes inicialmente j4 havia sido consumida.

Também foram repetidos os experimentos a 33°C (33°C - C) e a 37°C em meio
BD Animal Component Free sem suplementacdo, para que fosse feita uma
comparacao. Além disso, visando analisar se o FVIII obtido neste meio de cultivo
mantém sua atividade coagulante, avaliou-se a atividade de FVIII através de ensaio
em coaguldometro.

A Figura 46 e a Tabela 19 mostram a producdo de rFVIIl obtida em cada
condic&o durante o cultivo celular.

A 33°C, com o0 meio ndo suplementado (experimento 33°C - C), obteve-se a
atividade méxima de FVIII (0,038 Ul mL'l), enquanto a 37°C a FVlll,, foi de 0,026 Ul

mL™. Ou seja, a atividade de FVIII obtida a 33°C foi maior do que a 37°C, confirmando
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os resultados anteriores (Figura 31 e Tabela 15). Adicionalmente, a g, em Ul foi de
0,0077 pUl cel™ dia™ a 33°C e de 0,0024 pUI cel™ dia™ a 37°C. Estes dados confirmam
gue ha maior producdo de FVIII a 33°C e que a atividade coagulante é preservada

nesta temperatura.

0,05 -
0,04

0,03

FVIII (UI/mL)

0,02

0,01

0,00

33°C-A 33°C-B 33°C-C 37°C

Figura 47 - Efeito de diferentes condi¢des de cultivo sobre a concentracéo de FVIII no
meio BD Animal Component Free suplementado com os aminodcidos glutamina,
glutamato, metionina, aspartato e serina. 33°C-A: suplementag&o no inicio do cultivo;
33°C-B: suplementacao apds 72h de cultivo; 33°C-C e 37°C: sem suplementacao.

Tabela 19: Atividade méaxima de FVIII (FVIll.) e taxa especifica de formacao de
produto (q,), em termos de atividade coagulante, obtidas nos experimentos com o
meio BD Animal Component Free.

Temperatura 33°C-A 33°C-B 33°C-C 37°C
FVInax (Ul mL™) 0,021 0,025 0,038 0,026
dp (UUI cel™ d™) 0,0047 0,0055 0,0077 0,0024

Quanto a analise da suplementacédo do meio de cultivo com os aminoacidos que
se esgotam ao longo do cultivo, na condicdo “33°C - A”, com suplementacédo desde o
inicio do cultivo, a atividade méaxima de FVIII foi de 0,021 Ul mL*, enquanto na
condic&o “33°C - B”, com suplementacéo em 72h, foi de 0,025 Ul mL™* e, no meio sem

suplementacéo (experimento 33°C - C), foi de 0,038 Ul mL™. Estes dados mostram
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gue a atividade de FVIII obtida no cultivo sem suplementacdo de aminoacidos foi
maior do que nos outros.

Da mesma forma, a q, foi de 0,0077 pUI cel™ d* no cultivo sem suplementacéo,
de 0,0055 pUl cel™ dia™ no cultivo “33°C - B” e de 0,0047 pUl cel™ dia™ no cultivo
“33°C - A”. Observou-se que a suplementacdo manteve praticamente inalterado o

crescimento celular (Figura 48), mas afetou negativamente a producao de FVIII.

Células Viaveis (10 ° células/mL)

0,0 T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (h)

| 4 33°C-A = 33°C-B ~+-33°C-C —+-37°C_ |

Figura 48: Efeito de condi¢cBes de cultivo sobre a cinética de crescimento celular no
meio BD Animal Component Free suplementado com os aminoacidos glutamina,
glutamato, metionina, aspartato e serina. 33°C-A: suplementacdo no inicio do cultivo;
33°C-B: suplementacao apés 72h de cultivo; 33°C-C e 37°C: sem suplementacao.

Novas concentracdes e combinacdes dos aminoacidos, assim como diferentes
tempos de cultivo para suplementacdo devem ser testados com o objetivo de avaliar
quais, em que concentracfes e quando os aminoacidos devem ser adicionados para
buscar aumentar a produtividade do processo. Estas analises podem ser feitas através
de um planejamento experimental, com diferentes quantidades de aminoacidos e
momentos para adicdo dos mesmos durante o cultivo celular, visando a otimizacéo do

Processo.
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6 — CONCLUSOES

Neste trabalho, foram avaliados quatro meios de cultivo isentos de SFB, assim
como o meio classico DMEM/F12/SFB, para o cultivo em suspensédo de células BHK
produtoras de FVIII.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o meio comercial BD
Animal Component Free foi o mais promissor, dentre os testados, pois, além de
dispensar a adicdo de soro animal a cultivos de células BHK, foi capaz de promover o
crescimento celular de forma mais eficaz que os demais e levou a maior producéo de
FVIII.

O meio DMEM/F12, apés a adaptacdo das células ao cultivo neste meio, apesar
de ter apresentado resultado inferior aos meios BD Animal Component Free e
DMEM/F12/SFB, € um meio promissor para o cultivo de células animais, por ser livre
de proteinas, o que facilita os processos de purificacdo do produto, e por apresentar
custo inferior ao dos outros meios comerciais livres de soro. Embora a mistura dos
meios DMEM e F12 seja tradicionalmente considerada um meio basal que requer
necessariamente a suplementagdo com soro, 0 presente trabalho mostrou que é
possivel adaptar células BHK a este meio, sem nenhuma suplementacao.

Em relacdo a temperatura de cultivo, a temperatura de 33°C, para o meio BD
Animal Component Free, foi a que apresentou maior concentracdo de FVIII, com
maiores coeficientes de rendimento de substrato em produto e de células em produto.
Apesar do menor crescimento celular, nesta temperatura, 0 metabolismo mostrou-se
mais equilibrado, uma vez que o consumo de glicose e glutamina foi mais lento, com
menor formacao de metabdlitos toxicos (lactato e aménio), e a sintese de produto foi
mais elevada.

Em conclusao, pode-se afirmar que o cultivo com o0 meio BD Component Animal
Free a 33°C foi 0 mais eficiente, pois apresentou maior producéo de FVIII. No entanto,

visando o baixo custo do processo, poder-se-ia utilizar o meio DMEM/F12,
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recomendando-se uma analise econdmica do processo para a tomada de decisao.
Contudo, vale ressaltar que, para o cultivo neste meio, as células precisam passar por
um processo relativamente demorado de adaptacéo.

Os dados sobre a estabilidade térmica do FVIII mostraram que ha elevada
degradacéo térmica de FVIII (90% em 24h) o que evidencia que o cultivo em perfusdo
€ 0 mais adequado para a producédo de FVIII a partir do cultivo de células BHK.

Com a andlise do consumo e produgdo de aminoéacidos, observou-se que a
glutamina, glutamato, metionina, aspartato e serina foram totalmente consumidos. A
deplecdo destes substratos pode ter contribuido para o decréscimo no crescimento
celular e/ou produtividade. Estes resultados indicaram as necessidades especificas de
aminodcidos desta linhagem célular.

A suplementacdo do meio BD Component Animal Free com a mesma
guantidade inicial dos amino&cidos deste meio que se esgotaram durante o cultivo ndo
levou ao aumento da producdo de FVIIl. No entanto, diferentes quantidades de
aminoacidos podem ser adicionados a este meio para avaliar os efeitos sobre a
produtividade. Os resultados deste trabalho sdo Uteis para o desenvolvimento de um
meio de cultivo que promova maior crescimento celular e maior formagao de FVIII
ativo a partir do cultivo de células BHK.

De uma forma geral, o presente trabalho permitiu ampliar o conhecimento sobre
0 metabolismo e o comportamento fisiologico de células BHK em diferentes
temperaturas e meios de cultivo, contribuindo para identificar quais sdo os principais
substratos e metabdlitos que devem ser monitorados e controlados no meio de cultivo
para aumentar o crescimento celular e a produgdo. Assim, com estas informacdes &
possivel sugerir novas estratégias de formulacdo de meio de cultivo, modo de
conducéo e controle de processo visando o0 aumento da producéo de FVIII.

Neste trabalho, também foi apresentada uma andlise do monitoramento
tecnolégico dos pedidos de patentes relacionados a produgdo de FVIII. A analise

forneceu uma visdo do mercado e das tecnologias disponiveis, evidenciando os
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principais paises, empresas, inventores e areas de concentracao das invencdes sobre
a producdo de FVIIl, dentre outros. Também foram evidenciadas as inovagfes
tecnoldgicas existentes ho mundo e que nao foram protegidas no Brasil. O uso destas
tecnologias deve ser incentivado tendo em vista que estdo em dominio publico,
podendo ser empregadas no Brasil. Além disso, este estudo mostrou a importancia da
propriedade intelectual como ferramenta para estimular o desenvolvimento econémico

e social do Brasil.
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7 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros, podem ser destacados:

- Temperaturas ainda menores podem ser avaliadas para investigar seu efeito
sobre a produtividade de FVIII tendo em vista que a melhor temperatura, dentre as ora
testadas, para o cultivo de células BHK recombinantes produtoras de FVIII foi 33°C.
Além disso, visto que o crescimento celular foi melhor a 37°C, pode-se avaliar o cultivo
conduzido em duas fases: inicialmente, a 37°C, para obtencdo de maior concentracao
de biomassa e, depois, em temperatura inferior, para maximizar a formacdo de

produto.

- Com base no conhecimento do metabolismo de alguns substratos e
metabdlitos toxicos durante o cultivo, pode-se estudar diferentes formulacdes de meios
de cultivo através da suplementacdo com alguns substratos e/ou remocdo de
metabolitos toxicos durante o cultivo. Estas andlises podem ser feitas através de um
planejamento experimental, com diferentes quantidades e combinacdes de substratos,
assim como o momento para adicdo dos mesmos durante o cultivo celular, sem que

estes atinjam concentracdes inibitorias, visando a otimiza¢do do processo.

- Além do meio de cultivo e da temperatura, outras variaveis, como pH e
concentracdo de oxigénio dissolvido, podem ser estudadas em biorreatores.
Adicionalmente, considerando-se o elevado grau de degradacdo do FVIII, deve-se
avaliar o modo de operacdo do cultivo em perfusdo em conjunto com as condi¢bes
estabelecidas neste trabalho para analisar os provaveis ganhos na produtividade de

FVIII.
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- Considerando-se que o FVIII € uma proteina glicosilada e que seu padréo de
glicosilacdo pode variar em funcdo das condigcbes de cultivo empregadas para sua
obtencdo, apos o estabelecimento das melhores condicBes para o cultivo de células
BHK produtoras de FVIII, visando a obtencdo do produto com seguranca e eficacia
para os pacientes, a qualidade do produto deve ser avaliada a partir da andlise da
glicosilacdo da proteina.

Para isso, os padrdes de glicosilagdo de FVIII obtidos em diferentes condigbes
podem ser comparados com o padrao de glicosilagdo de FVIII recombinante comercial
e com produtos derivados de plasma. As andlises do padrédo de glicosilacdo de FVIII
podem ser realizadas a partir da liberagdo enzimatica dos glicanos da proteina por
digestao (individual ou sequencial) e posterior andlise da estrutura, sequéncia e tipo de
ligacdo dos glicanos através de analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e espectrometria de massa / MALDI — TOF (Matrix Assisted Laser Desorption

lonization — Time of Flight).

- Os documentos selecionados neste trabalho para o monitoramento tecnolégico
de patentes da &rea de producgéo de FVIII podem ser reavaliados com o objetivo de
obter informacfes adicionais sobre modo de operacdo, meios de cultivo, purificacéo,
modificagdes na molécula, dentre outras associadas a esta tecnologia. Também
podem ser incluidos novos documentos através de uma busca mais ampla, incluindo
outras classificages internacionais ou termos para busca. Com isso, dependendo do
foco do estudo, o maior nimero de dados relevantes para o correto monitoramento
tecnoldgico pode levar a respostas interessantes para o desenvolvimento tecnoldgico e

social do Brasil.

125



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHN, W. S., JEON, J. J., JEONG, Y. R,, LEE., S, J., YOON, S. K., 2008, “Effect
of culture temperature on erythropoietin production and glycosylation in a perfusion
culture of recombinant CHO cells”, Biotechnology and Bioengineering, v.101, n. 6, pp.
1234-1244.

ALTAMIRANO, C. G., 2000, Analisis del metabolismo de células CHO
recombinantes y desarrollo de estrategias de cultivo en medios definidos, Tese de

Doutorado — Universitat Autbnoma de Barcelona, Barcelona, Espanha.

ALTAMIRANO, C., PAREDES, C., CAIRO, J. J., GODIA, F., 2000, “Improvement
of CHO cell culture medium formulation: simultaneous substitution of glucose and

glutamine”, Biotechnology Progress, v. 16, pp. 69-75.

ALTAMIRANO, C., ILLANES, A., CASABLANCAS, A., GAMEZ, X., CAIRO, J. J.,
GODIA, F., 2001, “Analysis of CHO cells metabolic redistribution in a glutamate-based

defined medium in continuous culture”, Biotechnology Progress, v. 17, pp. 1032-1041.

ALTAMIRANO, C., ILLANES, A., BECERRA, S., CAIRO, J. J., GODIA, F., 2005,
“Analysis of CHO cells metabolic behavior of CHO cells in the presence of glucose plus
galactose”. In: Proceedings of the 2" Mercosur Congress on Chemical Engineering,

pp. 1-8, Costa Verde.

ALTAMIRANO, C., ILLANES, A., CANESSA, R., BECERRA, S., 2006a, “Specific
nutrient supplementation of defined serum-free medium for the improvement of CHO

cells growth and t-PA production”, Eletronic Journal of Biotechnology, v. 9, pp. 61-68.

ALTAMIRANO, C., ILLANES, A., BECERRA, S., CAIRO, J. J., GODIA, F., 2006b,
“Considerations on the lactate consuption by CHO cells in the presence of galactose”.

Journal of Biotechnology, v. 125, pp. 547-556.

ALTAMIRANO, C., GODIA, F., CAIRO, J. J., 2008, “Metabolismo de células de
mamiferos cultivadas in vitro”, In: Moraes, A. M., Augusto, E. F. P., Castilho, L. R.
(eds), Tecnologia do Cultivo de Células Animais: de Biofarmacos a Terapia Génica, 12

ed., capitulo 4, S&o Paulo, Editora Roca.

126



AMABLE, P., BUTLER, M., 2008, “Cell metabolism and its control in culture”, In:
Castilho, L. R., Moraes, A. M., Augusto, E. F. P., Butler, M. (eds), Animal Cell

Technology, 12 ed., capitulo 4, Andover (Inglaterra), Editora Taylor & Francis.

BALIN, A. K., GOODMAN, B. P., RASMUSSEN, H., CRISTOFALO, V. J., 1976,
“The effect of oxygen tension on the growth and metabolism of WI-38 cells”, Journal of
Cellular Physiology, v. 89, pp. 235-250.

BECERRA, S., BERRIOS, J., OSSES, N., ALTAMIRANO, C., 2012, “Exploring
the effect of mild hypothermia on CHO cell productivity”, Biochemical Engineering

Journal, v. 60, pp. 1-8.

BERG, J. M., TYMOCZKO, J. L., STRYER, L., 2008, Bioguimica, 62 ed., Rio de

Janeiro, Editora Guanabara.

BERNAL, V., CARINHAS, N., YOKOMIZO, A. Y., CARRONDO, M. J. T., ALVES,
P. M., 2009, “Cell density effect in the Baculovirus — insect cells system: a quantitative
analyses of energetic metabolism”, Biotechnology and Bioengineering, v. 104, n. 1, pp.
162-180.

BIHOREAU, N., PAOLANTONACCI, P., BARDELLE, C., FONTAINE-AUPART,
M. P., KRISHNAN, S., YON, J., ROMET-LEMONNE, J. L., 1991, “Structural and
functional characterization of factor VIII, a new recombinant factor VIII lacking most of

the B-domain”, Biochemical Journal, v. 277, pp. 23-31.

BIHOREAU, N., PIN, S., DE KERSABIEC, A. M., VIDOT, F., FONTAINE-
AUPART, M. P., 1994, “Copper-atom identification in the active and inactive forms of
plasma-derived FVIII and recombinant FVIII", European Journal of Biochemistry, v.
222, pp. 41-48.

BLOND-ELGUINDI, S., CWIRLA, S. E., DOWER, W. J., LIPSHUTZ, R. J,
SPRANG, S. R., SAMBROOK, J. F., GETHING, M. J., 1993, “Affinity panning of a
library of peptides displayed on bacteriophages reveals the binding specificity of BiP.”
Cell, v. 75, pp. 717-728.

BOEDEKER, B. G. D., 1992, “The Manufacturing of the Recombinant Factor VIl

—Kogenate”, Transfusion Medicine Reviews, v.4, n. 4, pp. 256-260.

BUTLER, M., 2004, Animal Cell Culture Technology, 1% ed., Londres, Editora

Taylor & Francis.

127



BUTLER, M. & SPIER, R. E., 1984, “The effects of glutamine utilization and
ammonia production on the growth of BHK cells in microcarrier”, Journal of
Biotechnology, v. 1, n. 3-4, pp. 187-196.

CAPON, D. J., LAWN, R. M., LEVINSON, A. D., VEHAR, G. A, WOOD, W. 1.,
1990, “Preparation of functional human factor VIII in mammalian cels using
methotrexate based selection”, Patente US4965199.

CASTILHO, L. R., 2001, Development of a dynamic filter for integrated perfusion
cultivation and purification of recombinant proteins from mammalian cells, Tese de

Doutorado - Fortschritt-Berichte VDI, Dusseldorf, VDI Verlag, Alemanha.

CASTILHO, L. R., CAVALCANTI, J. M., OLIVEIRA, A. M., PACHECO, G. J.,
FREIRE, D. M. G., 2006, “Formulacdes de meios de cultivo isentos de soro animal
guimicamente definidos e de meios de cultivo isentos de proteinas e de componentes
de origem animal”, Pedido de Patente INPI: Pl 06016553.

COX, M. M. & NELSON, D. L., 2006, “Lehninger Principios de Bioquimica”, 42

ed., Sao Paulo, Editora Sarvier.

CHAN, S. Y., HARRIS, K., 1998, “Preparation of recombinant factor VIII in a
protein free medium”, Patente EP0872487A2.

CHEN, C., FANG, X. D., ZHU, J., WU, X. F., ZHANG, Z. C., GU, J. X., WANG, Z.
Y., CHI, C. W., 1999, “The gene expression of coagulation factor VIl in mammalian cell

lines.”, Thrombosis Research, v.95, pp. 105-115.

CHICO, E., RODRIGUEZ, G., FIGUEREDO, A., 2008, “Biorreatores para células
animais”, In: Moraes, A. M., Augusto, E. F. P., Castilho, L. R. (eds), Tecnhologia do
Cultivo de Células Animais: de Biofarmacos a Terapia Génica, 12 ed., capitulo 9, Sao

Paulo, Editora Roca.

CHO, M. S., SHAM, Y., KELSEY, W., 2000, “Expression System for Factor VIII",
Patente PCT WO0034505.

CHU, L. & ROBINSON, D. K., 2001, “Industrial choices for protein production by

large scale cell culture”, Current Opinion in Biotechnology, v. 12, pp. 180-187.

CHUPPA, S., TSAL Y. S.,, YOON, S., SHACKLEFORD, S., ROZALES, C., BHAT,
R., TSAY, G., MATANGUIHAN, C., KONSTANTINOV, K., NAVEH, D., 1996,

128



“Fermentor temperature as a tool for control of high-density perfusion cultures of

mammalian cells”, Biotechnology and Bioengineering, v. 55, n. 2, pp. 328-338.

COOPER, G. W., BURT, A. M., WILSON, J. N., 1958, “Critical effect of oxygen
tension on rate of growth of animal cell in continuous suspended culture”, Nature, v.
182, pp. 1508-1509.

CRUZ, H. J., MOREIRA, J. L., CARRONDO, M. J. T., 1999a, “Metabolic shifts by
nutrient manipulation in continuous cultures of BHK cells”, Biotechnology and

Bioengineering, v. 66, pp. 104-113.

CRUZ, H. J., FERREIRA, A. S., FREITAS, C. M., MOREIRA, J. L., CARRONDO,
M. J., 1999b, “Metabolic responses to different glucose and glutamine levels in baby
hamster kidney cell culture”, Applied Microbiology and Biotechnology, v. 51, pp. 579-
585.

CRUZ, H. J., FREITAS, C. M., ALVES, P. M., MOREIRA, J. L., CARRONDO, M.
J., 2000a, Effects of ammonia and lactate on growth, metabolism and productivity of

BHK cells”, Enzyme and Microbial Technology, v. 27, pp. 43-52.

CRUZ, H. J.,, MOREIRA, J. L., CARRONDO, M. J. T., 2000b, “Metabolic
optimized BHK cells fed-batch cultures”, Journal of Biotechnology, v. 80, pp. 109-118.

DILLS, S. S., APPERSON, A., SCHMIDT, M. R,, SAIER, M. H., 1990,
“Carbohydrate transport in bacteria”, Microbiological Reviews, v. 44, pp. 385-418.

DONATH, M. S., LENTING, P. J., VAN MOURIK, J. A., MERTENS, K., 1995,
“The role of cleavage of the light chain at positions Arg1689 and Argl721 in subunit
interaction and activation of human coagulation factor VIII”, Journal of Biological
Chemistry, v. 270, pp. 3648-3655.

DOMJAN, C. A. H., 2009, Monitoramento Tecnholdgico sobre a Producdo de
Biodiesel a partir de Oleo Residual de Fritura, Dissertacdo de Mestrado —Instituto

Nacional de Propriedade Industrial, Rio de Janeiro, Brasil.

DOORISS, K. L., DENNING, G., GANGADHARAN, B., JAVAZON, E. H,
MCCARTY, D. A., SPENCER, H. T., DOERING, C. B., 2009, “Comparison of factor VIII
transgenes bioengineered for improved expression in gene therapy of hemophilia A.”

Human Gene Therapy, v. 20, pp. 465-478.

129



DORNER, A. J., BOLE, D. G., KAUFMAN, R. J., 1987, “The relationship of N-
linked glycosylation and heavy chain-binding protein association with the secretion of

glycoproteins”, Journal of Cell Biology, v. 105, pp. 2665-2674.

DREWS, M., PAALME, T., VILU, R., 1995, “The growth and nutrient utilization of
the insect-cell line Spodoptera frugiperda Sf9 in batch and continuous culture”, Journal
of Biotechnology, v. 40, n. 3, pp.187-198.

DUBELCCO, R., FREEMAN, G., 1959, “Plaque production by the polyoma virus”
Virology, v. 8, pp. 396-397.

EAGLE, H., 1959, “Amino acid metabolism in mammalian cell cultures”, Science,
v. 130, pp. 432-437.

EATON, D., RODRIGUEZ, H., VEHAR, G. A., 1986, “Proteolytic processing of
human factor VIII. Correlation of specific cleavages by thrombin, factor Xa, and

activated protein C with activation”, Biochemistry, v. 25, pp. 505-512.

EATON, D. L., HASS, P. E., RIDDLE, L., MATHER, J., WIEBE, M., GREGORY,
T., VEHAR, G. A., 1987, “Characterization of recombinant human factor VIII”, Journal
of Biological Chemistry, v. 262, pp. 3285-3290.

FARR, S. B., D'ARI, R., TOUATI, D., 1988, “Oxygen-dependent mutagenesis in
Echerichia coli lacking superoxide dismutase”, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 83, pp. 8268-8272.

FAY, P. J., 1993, “Factor VIl structure and function”, Journal of Thrombosis and

Haemostasis, v. 70, pp. 63—-67.

FAY, P. J. & WAKABAYASHI, H., 2009, “Recombinant factor VIII having
increased stability”, Patente US20090118184A1.

FERRANCE, J. P., GOEL, A., ATAAI, M. M., 1993. “Utilization of glucose and
amino acids in insect cell cultures: Quantifying the metabolic flows within the primary
pathways and medium development”, Biotechnology and Bioengineering, v. 42, n. 6,
pp. 697-707.

FOGOLIN, M. B., FORNO, G., NIMTZ, M., CONRADT, H. S.,
ETCHEVERRIGARAY, M., KRATJE, R., 2005, “Temperature Reduction in Culture of

130



hGM-CSF-expressing CHO Cells: Effect on Productivity and Product Quality”,
Biotechnology Progress, v. 21, pp. 17-21.

FOLLSTAD, B. D., BALCARCEL, R. R., STEPHANOPOULOS, G., WANG,
D.I.C., 1999, “Metabolic flux analysis of hybridoma continuous culture steady state

multiplicity”, Biotechnology and Bioengineering, v. 63, pp. 675-683.

FOX, S. R., PATEL, U. A., YAP, M. G., WANG, D. |, 2004, “Maximizing
Interferon-gamma Production by Chinese Hamster Ovary Cells Through Temperature
Shift Optimization: Experimental and Modeling”, Biotechnology and Bioengineering, V.
85, pp. 177-184.

FRANCHINI, M., TAGLIAFERRI, A., MENGOLI, C., CRUCIANI, M., 2011,
“Cumulative inhibitor incidence in previously untreated patients with severe hemophilia
A treated with plasma-derived versus recombinant factor VIl concentrates: a critical
systematic  review”, Critical Reviews in  Oncology/Hematology. DOl:
10.1016/j.critrevonc.2011.01.002.

FRESHNEY, R. I., 2005, Culture of Animal Cells — A Manual of Basic
Techniques, 5% ed., New York, Jonh Wiley & Sons.

GEAUGEY, V., DUVAL, D., GEAHEL, I., MARC, A., ENGASSER, J. M., 1989,
“Influence of amino acids on hybridoma cell viability and antibody secretion”,

Cytotechnology, v. 2, pp. 119-129.

GIOVAGNOLI, A., ROY, S., DUCROS, V., CHARLOT, V., STAUFFER, Y., 2009,
“Cell Culture Processes”, Patente PCT WO09086309.

GITSCHIER, J., WOOD, |. W., GORALKA, T. M., WION, K. L., CHEN, E. Y.,
EATON, D. H., VEHAR, G. A., CAPON, D. J., LAWN, R. M., 1984, “Characterization of
the human factor FVIII gene”, Nature, v. 312, pp. 326-330.

GLACKEN, M. W., 1988, “Catabolic control of mammalian cell culture”, Nature
Biotechnology, v. 6, pp. 1041-1050.

HALLIWELL, B. & ARUOMA, O. |., 1993, DNA and Free Radicals, 12 ed, London,

Ellis Horwood.

131



HAM, R. G., 1965, “Clonal growth of mammalian cells in a chemically defined
synthethic medium”, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United

States of America, v. 53, pp. 288.

HASSELL, T., BUTLER, M., 1990, “Adaptation to non-ammoniagenic medium
and selective substrate feeding lead to enhanced yields in animal cell cultures”, Journal
of Cell Science, v. 96, pp. 501-508.

HERNANDEZ, Y. G., FISCHER, R. W., 2007, “Serum-free culturing of
mammalian cells — adaptation to and cryopreservation in fully defined media”, ALTEX,
v. 24, n. 2, pp. 110-116.

HIRONAKA, T., FURUKAWA, K., ESMON, P. C., FOURNEL, M. A., SAWADA,
S., KATO, M., MINAGA, T., KOBATA, A., 1992, “Comparative study of the sugar
chains of factor VIII purified from human plasma and from the culture media of
recombinant Baby Hamster Kidney cells”, Journal of Biological Chemistry, v. 267, n.
12, pp. 8012-8020.

HU, W. S., DODGE, T. C., FRAME, K. K., HIMES, V. B., 1987, “Effect of glucose
on the cultivation of mammalian cells”, Developments in Biological Standardization, v.
66, PP. 279-290.

IMS HEALTH, 2011, “THE GLOBAL USE OF MEDICINES: OUTLOOK
THROUGH 2015”, IMS Forecasts & Reports.

IRANI, N., WIRTH, M., HEUVEL, J., WAGNER, R., 1987, “Improvement of the
primary metabolism of cell culture by introducing a new cytoplasmic pyruvate

carboxylase reaction”, Biotechnology and Bioenginnering, v. 66, n. 4, pp. 239-246.

JACQUEMIN, M. G., SAINT-REMY, J. M., 1998, “Factor VIII immunogenicity”,
Haemophilia, v. 4, pp. 552-557.

JENKINS, N., HOVEY, A., 1993, “Temperature control of growth and productivity
in mutant Chinese Hamster Ovary Cells synthesizing a recombinant protein”,

Biotechnology and Bioengineering, v. 42, n. 9, pp. 1029-1036.

JORJANI, P., OZTURK, S. S., 1999, “Effects of cell density and temperature on
oxygen comsumption rates for different mammalian cell lines”, Biotechnology and

Bioengineering, v. 64, n. 3, pp. 349-356.

132



KAUFMAN, R. J., WASLEY, L. C., DAVIES, M. V., WISE, R. J., ISRAEL, D. I,
DORNER, A. J., 1989, “Effect of von Willebrand Factor Coexpression on the Synthesis
and Secretion of Factor VIII in Chinese Hamster Ovary Cells”, Molecular Cell Biology,
V. 9, pp. 1233-1242.

KELLY, K. M., BUTLER, R. D., FARACE, L., COHEN, A. R., MANNO, C. S.,
1997, “Superior in vivo responsive of recombinant factor VIII concentrate in children
with hemophilia A", The Journal of Pediatrics, v. 130, n. 4, pp. 537-540.

KESSLER, C. M., GILL, J. C., WHITE, G. C., SHAPIRO, A., ARKIN, S., ROTH,
D. A.,, MENG, X., LUSHER, J. M., 2005, “B-domain deleted recombinant factor VIII
preparations are bioequivalent to a monoclonal antibody purified plasma-derived factor
VIII concentrate: a randomized, three-way crossover study”, Haemophilia, v. 11, pp.
84-91.

KIM, D. Y., LEE, J. C., CHANG, H. N., OH, D. J., 2006, “Development of serum-
free media for a recombinant CHO cell line producing recombinant antibody”, Enzyme

an Microbial Technology, v. 39, pp. 426-433.

KURANO, N., LEIST, C., MESSI, F., KURANO, S., FIECHTER, A., 1990,
“Growth behavior of chinese hamster ovary cells in a compact loop bioreactor”, Journal
of Biotechnology, v. 15, pp. 113-128.

LARSEN, S. H., ADLER, J.,, GARJUS, J. J., HOGG, R. W., 1974,
“Chemomechanical coupling without ATP: the source of energy for motility and
chemotaxis in bacteria”, Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v. 71, pp. 1239-1243.

LEDFORD, H., 2007, “Biotechs go generic: the same but different”, Nature, v.
449, pp. 274-276.

LEO, P., GALESI, A. L. L., SUAZO, C. A. T., MORAES, A. M., 2008, “Células
animais: conceitos basicos”, In: Moraes, A. M., Augusto, E. F. P., Castilho, L. R. (eds),
Tecnologia do Cultivo de Células Animais: de Biofarmacos a Terapia Génica, 12 ed.,

capitulo 5, Sdo Paulo, Editora Roca.

LEYTE, A., VERBEET, M. P., BRODNIEWICZ-PROBA, T., VAN MOURIK, J. A.,
MERTENS, K., 1989, “The interaction between human blood coagulation factor VIl

133



and von Willebrand factor. Characterization of a high affinity binding site on factor VIII”,
Biochemical Journal, v. 257, pp. 679-683.

LIU, C. H., CHANG, T. A., 2006, “Rational development of serum-free medium for

chinese hamster ovary cells”, Process Biochemistry, v. 41, pp. 2314-23109.

LOLLAR, P., FAY, P. J., FASS, D. N., 1993, “Factor VIII and factor Vllla”,
Methods in Enzymology, v. 222, pp. 128-143.

LUBINIECKI, A. S., 1998, “Historical reflections on cell culture engineering”,
Cytotechnology, v. 28, pp. 139-145.

LUDLAM, C. A,, LOWE, G. D., MAYNE, E. E., 1995, “A pharmacokinetic study of
an ion-exchange solvent-detergent-treated high-purity factor FVIII concentrate”,

Transfusion Medicine, v. 5, pp. 289-292.

LYNCH, C. M., ISRAEL, D. I, KAUFMAN, R. J., MILLER, A. D., 1993,
“Sequences in the coding region of clotting factor VIII act as dominant inhibitors of RNA

accumulation and protein production”, Human Gene Therapy, v. 4, pp. 259-272.

MACPHERSON, I. A.; STOCKER, M. G. P., 1962, “Polyoma transformation of
hamster cell clones — an investigation of genetic factors affecting cell competence”,
Virology, v. 16, pp. 147-151.

MARTINELLE, K., DOVERSKOG, M., JACOBSSON, U., CHAPMAN, B. E.,
KUCHEL, P. W., HAGGSTROM, L., 1998, “Elevated glutamate dehydrogenase flux in
glucose-deprived hybridoma and myeloma cells: Evidence from 1H/15N NMR”,

Biotechnology and Bioengineering, v. 60, pp. 508-517.

McELHANEY, R., 1985, “The effects of membrane lipids on permeability and
transport in prokaryotes”, In: Benga, G. (ed), Structure and Properties of Cell

Membranes, Florida, CRC Press Inc. Boca Raton.

MEAD, J., 1976, “Free radical mechanism of lipid damage and consequences for
cellular membranes”, In: Pryor, W. A. (ed), Free Radicals in Cell Biology, New York,

Academic Press Inc.

MELLADO, M. C. M., CASTILHO, L. R., 2008, “Proteinas recombinantes
terapéuticas”, In: Moraes, A. M., Augusto, E. F. P., Castilho, L. R. (eds), Tecnologia do

134



Cultivo de Células Animais: de Biofarmacos a Terapia Génica, 12 ed., capitulo 16, Sao

Paulo, Editora Roca.

MILLER, W. M., WILKE, C. R., BLANCH, H. W., 1989, “The transient responses
of hybridoma cells to nutrient additions in continuous culture: Il. Glutamine pulse and

step changes”, Biotechnology and Bioengineering, v. 33, pp. 487-499.

MINISTERIO DA SAUDE. BRASIL., 2008, Perfil das coagulopatias hereditarias
no Brasil: 2007 , Ministério da Saude, Secretaria de Atencdo a Saude, Departamento

de Atencao Especializada. — Brasilia: Editora do Ministério da Saude.

MORAES, A. M., MENDONCA, R. Z., SUAZO, C. A. T., 2008, “Meios de cultura
para células animais”, In: Moraes, A. M., Augusto, E. F. P., Castilho, L. R. (eds),
Tecnologia do cultivo de células animais: de biofarmacos a terapia génica, 12 ed.,

capitulo 5, Sao Paulo, Editora Roca.

MOORE, G. E., GERNER, R. E., FRANKLIN, H. A., 1967, “Culture of normal
human leukocytes”, Journal of the American Medical Association, v. 199, n. 8, pp. 519-
524.

OLIVEIRA, L. G., 2010, Estudo do Monitoramento Tecnoldgico de Patentes
Farmacéuticas do Omeprazol e seus Derivados com uma Comparacao do Perfil de
Depésitos de Brasileiros e Estrangeiros no Mundo, Tese de Doutorado - Universidade

Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica, Rio de Janeiro, Brasil.

OLIVEIRA, L. G., SUSTER, R., PINTO, A. C., RIBEIRO, N. M., SILVA, R. B.,
2005, “Informacdo de patentes: ferramenta indispensavel para a pesquisa e o

desenvolvimento tecnologico”, Quimica Nova, suplemento, v. 28, pp. S36-S40.

OSTHOFF, K. S., BAUER, M. K. A., VOGT, M., WESSELBORG, S., 1997,
“Oxidative stress and signal transduction”, International Journal for Vitamin and
Nutrition Research, v. 67, pp. 336-342.

OZTURK, S. S., PALSSON, B. O., 1990, “Effects of dissolved oxygen on
hybridoma cell growth metabolism and antibody production kinetics in continuous

culture”, Biotechnology Progress, v.6, n. 6, pp. 437-446.

OZTURK, S. S, RILEY, M. R., PALSSON, B. O., 1992, “Effects of ammonia and
lactate on hybridoma growth, metabolism, and antibody production”, Biotechnology and

Bioengineering, v. 39, pp. 418-431.

135



PARKER, R. C., CASTOR, L. N., MCCULLOCH, E. A., 1957, “Altered cell strains

in continuous culture”, New York Academy of Sciences, v. 5, pp. 303-313.

PELLEGRINI, M. P., PINTO, R. C. V., CASTILHO, L. R., 2008, “Mecanismos de
crescimento e morte de células animais in vitro”, In: Moraes, A. M., Augusto, E. F. P.,
Castilho, L. R. (eds), Tecnologia do Cultivo de Células Animais: de Biofarmacos a

Terapia Génica, 12 ed., capitulo 7, Sao Paulo, Editora Roca.

PICANCO, V. P., COVAS, D. T., BECKER, S., TONN, T., 2004, “Producgéo de
fator FVIII por engenharia genética”, Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento. v. 32,
pp. 81-83.

PINTO, R. C. V., 2007, Separagdo de Células CHO Utilizando Hidrociclones,
Tese de Doutorado - Universidade Federal do Rio de Janeiro, COPPE, Rio de Janeiro,

Brasil.

PITTMAN, D. D., WANG, J. H., KAUFMAN, R. J., 1992, “Identification and
functional importance of tyrosine sulfate residues within recombinant factor VIII”,
Biochemistry, v. 31, pp. 3315-3325.

PITTMAN, D.D., ALDERMAN, E.M., TOMKINSON, K.N., WANG, J.H., GILES,
A.R., KAUFMAN, R. J., 1993, “Biochemical, immunological, and in vivo functional
characterization of B-domain-deleted factor VIII", Blood, v. 81, pp. 2925-2935.

PITTMAN, D. D., MARQUETE, K. A., KAUFMAN, R. J., 1994, “Role of the B
domain for factor VIII and factor V expression and function”, Blood, v. 84, pp. 4214-
4225.

QUEK, L. E., DIETMAIR, S., KROMER, J. O., NIELSEN, L. K., 2010, “Metabolic

flux analysis in mammalian cell culture”, Metabolic Engineering, v. 12, pp. 161-171.

RASMUSSEN, P. D., 1991, “Method of producing proteins with FVIII activity
and/or FVIII derivatives”, Patente PCT W09100347.

REGAN, L. M., FAY, P.J., 1995, “Cleavage of factor VIII light chain is required for
maximal generation of factor Vllla activity”, Journal of Biological Chemistry, v. 270, pp.
8546—8552.

136



REITZER, L. J., WICE, B. M., KENNELL, D., 1979, “Evidence that glutamine, not
sugar is the major source for cultured HelLa cells”, Journal of Biological Chemistry, v.
254, pp. 2669-2676.

RESENDE, S. M., PEINHEIRO, K., CARAM, C., GENOVEZ, G., BARCA, D.,
2009, “Registry of inherited coagulopathies in Brazil: first report”, Haemophilia, v. 15,
pp. 142-149.

REVEL-VILK, S., BLANCHETTE, V. S., SCHMUGGE, M., CLARK, D. S,
LILLICRAP, D., RAND, M. L., 2009, “In vitro and in vivo stability of diluted recombinant
factor VIII for continuous infusion use in haemophilia A", Haemophilia, v. 16, n. 1, pp.
72-79.

RODRIGUEZ, J., SPEARMAN, M., HUZEL, N., BUTLER, M., 2005, “Enhanced
production of monomeric interferon-B by CHO cells through the control of culture

conditions”, Biotechnology Progress, v. 21, pp. 22-30.

SAENKO, E. L., SCANDELLA, D., 1997, “The acidic region of the factor VIII light
chain and the C2-domain together form the high-affinity binding site for von Willebrand
factor”, Journal of Biological Chemistry, v. 272, pp. 18007-18014.

SANDBERG, H., ALMSTEDT, A., BRANDT, J., GRAY, E., HOLMQUIST, L.,
OSWALDSSON, U., SEBRING, S., MIKAELSSON, M., 2001, “Structural and functional
characteristics of the B-domain-deleted recombinant factor VIII protein, rVIII SQ”,

Journal of Thrombosis and Haemostasis, v. 85, pp. 93-100.

SANDBERG, H., LIND, P., SPIRA, J., 1991, “Characteristics of a new
recombinant factor VIII derivative”, Journal of Thrombosis and Haemostasis, v. 65, pp.
942-947.

SANFELIU, A., CAIRO, J. J., CASAS, C., SOLA, C., GODIA, F., 1996, “Analysis
of nutritional factors and physical conditions affecting growth and monoclonal antibody
production of the hybridoma KB-26.5 cell line”, Biotechnology Progress, v. 12, pp. 209-
216.

SANFELIU, A., PAREDES, C., CAIRO, J. J., GODIA, F., 1997, “Identification of
key patterns in the metabolism of hybridoma cells in culture”, Enzyme and Microbial
Technology, v. 21, n. 6, pp. 421-428.

137



SLIVAC, I, SRCEK, V. G., RADOSEVIC, K., POROBIC, |, BILIC, K,
KNIEWALD, Z., 2008, “Growth characteristics of channel catfish ovary cells — influence
of glucose and glutamine”, Cytotechnology, v. 57, pp. 237-278.

SLIVAC, I., BLAJIC, V., RADOSEVIC, K., KNIEWALD, Z., SRCEK, V. G., 2010,
“linfluence of different ammonium, lactate and glutamine concentrations on CCO cell
growth”, Cytotechnology, v. 62, pp. 585-594.

SOARES, J. M., CORREA, M. C. D. V., 2010, “Como pesquisar o perfil

patentario de um farmaco: o caso efavirenz. Quimica Nova, v. 33, n. 5, pp. 1216-1219.

SOUKHAREYV, S., HAMMOND, D., ANANYEVA, N. A, ANDERSON, J. A. M.,
HAUSER, C. A. E., PIPE, S., SAENKO, E. L., 2002, “Expression of factor VIII in
recombinant and transgenic systems”, Blood Cells, Molecules and Diseases, v. 28, n.
2, pp. 234-249.

STEPHANOPOULOS, G., ARISTIDOU, A. A., NIELSEN, J., 1998. Metabolic

engineering. Principles and methodologies, 12 ed., New York, Academic Press.

STOYLOVA, S. S., LENTING, P. J., KEMBALL-COOK, G., HOLZENBURG, A.,
1999, “Electron crystallography of human blood coagulation factor VIII bound to

phospholipid monolayers”, Journal of Biological Chemistry, v. 274, pp. 36573—-36578.

THIM, L., VANDAHL, B., KARLSSON, J., KLAUSEN, N. K., PEDERSEN, J.,
KROGH, T. N., KJALKE, M., PETERSEN, J. M., JOHNSEN, L. B., BOLT, G., NORBY,
P. L., STEENSTRUP, T. D., 2010, “Purification and characterization of recombinant
factor VIII (N8)", Haemophilia, v. 16, pp. 349-359.

TONSO, A., 2000, Monitoramento e Operacdo de Cultivos de Células Animais
em Sistemas de Perfusdo. Tese de Doutorado, Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo, Brasil.

TONSO, A., 2008, “Monitoramento e controle de cultivos celulares”, In: Moraes,
A. M., Augusto, E. F. P., Castilho, L. R. (eds), Tecnologia do Cultivo de Células
Animais: de Biofarmacos a Terapia Génica, 12 ed., capitulo 10, S&do Paulo, Editora

Roca.

TRIPLETT, D. A., 2000, “Coagulation and bleeding disorders: review and
update”. Clinical Chemistry, v. 46, pp. 1260-1269.

138



VEHAR, G. A., KEYT, B., EATON, D., RODRIGUEZ, H., O'BRIEN, D. P,
ROTBLAT, F., OPPERMANN, H., KECK, R., WOOD, W. |, HARKINS, R. N., 1984,
“Structure of human factor VIII", Nature, v. 312, pp. 337-342.

VRIEZEN, N., ROMEIN, B., LUYBEN KCHAM, VAN DIJKEN, J. P., 1997,
“Effects of glutamine supply on growth and metabolism of mammalian cells in

chemostat culture”, Biotechnology and Bioengineering, v. 54, pp. 272-286.

YANG, M., BUTLER, M., 2000, “Effects of ammonia on CHO cell growth,
erythropoietin production, and glycosilation”, Biotechnology and Bioengineering, v. 68,
pp. 370-380.

YOON, S. K., HONG, J. K., CHOO, S. H., SONG, J. Y., PARK, H. W., LEE, G.
M., 2006, “Adaptation of chinese hamster ovary cells to low culture temperature: cell
growth and recombinant protein production”, Journal of Biotechnology, v. 122, pp. 463-
472.

WANG, W, WANG, Y. J., KELNER, D. N., 2003, “Coagulation factor FVIII:

structure and stability”, International Journal of Pharmaceutics, v. 259, pp. 1-15.

WEIDEMAN, R., LUDWIG, A., KRETZMER, G., 1994, “Low temperature
cultivation: a step toward process optimization”, Cytotechnology, v. 15, n. 1-3, pp. 111-
116.

WORLD FEDERATION OF HAEMOPHILIA, 2009, “Report on the Annual Global
Survey 2008”, World Federation of Haemophilia, pp. 1-34.

WORLD FEDERATION OF HAEMOPHILIA, 2011, “Report on the Annual Global
Survey 2010", World Federation of Haemophilia, pp. 1-44.

139



llustracéo dos calculos aplicados para a obtencéo d
taxas especificas.

ANEXO |

os valores das

Exemplo dos calculos das taxas especificas de consumo de glicose com dados
obtidos a partir de 2 experimentos (a e b):

Dados do experimento a (q

4= - 0,0392 pmol cel* h™):

Tempo Células viaveis ICV ICV acumulado Glicose
(h) (10%/mL) (h*10°cel/mL) (h*10°cel/mL) (umol/mL)
0 0,324 32,444
25 0,849 15 15 30,278
46 1,683 27 41 27,611
70 3,053 57 98 23,944
94 5,566 103 202 19,167
118 5,808 136 338 15,778
143 6,282 151 489 12,278
167 4,152 125 614 9,556
Dados do experimento b (qq.= - 0,0396 pmol cel™ h™):
Tempo Células viaveis ICV ICV acumulado Glicose
(h) (10%/mL) (h*10°cel/mL) (h*10°cel/mL) (umol/mL)
0 0,418 32,389
22 0,822 14 14 29,667
47 1,331 27 41 26,833
72 3,223 57 97 22,667
96 4,059 87 185 19,500
120 4,802 106 291 16,500
144 5,538 124 415 14,444
168 4,411 119 535 12,333
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ANEXO I

MONITORAMENTO TECNOLOGICO DE PATENTES

O rFVIIl j& é produzido por diferentes empresas no mundo. Desta forma,
empresas brasileiras poderiam se basear nas informacg8es tecnoldgicas previamente
disponibilizadas pelas empresas que ja produzem rFVIIl para produzirem o
medicamento biossimilar. No entanto, tratando-se da produgcdo de uma molécula
complexa, como é o caso do FVIII e de outros biofarmacos, a complexidade dos
processos produtivos € muito superior a dos processos de producdo de moléculas
pequenas.

Esforcos das esferas regulatéria, industrial e cientifica sdo somados em todo o
mundo para aprofundar os conhecimentos sobre a producéo e os efeitos clinicos de
biofarmacos, estabelecendo o0s melhores procedimentos para sua obtencdo e
aplicacdo terapéutica com o objetivo de garantir a salde dos pacientes. A legislacéo
brasileira na area de produtos bioldgicos esta baseada na legislacéo internacional, que
tenta harmonizar a regulamentagdo para todos os paises. Atualmente, a legislacéo
brasileira na area de produtos biologicos, seguindo a tendéncia mundial, considera

gue os bioldgicos séo diferentes uns dos outros e, portanto, é preciso que os técnicos

da agéncia regulatéria analisem os protocolos caso a caso.

Tendo em vista que muitos biofarmacos comercializados atualmente ja
perderam, ou perderdo em um futuro proximo, a protecdo patentaria, o mercado de
biossimilares representa um atrativo econémico (LEDFORD, 2007). Ademais, para
2016, a previsao é de que oito dos dez medicamentos mais vendidos no mundo sejam

bioldgicos (IMS HEALTH, 2011).

De acordo com estudos do Instituto IMS for Healthcare Informatics, os gastos

globais com biossimilares deverdo ultrapassar US$ 2 bilhdes por ano até 2015,
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enquanto que em 2010 os gastos foram de US$ 311 milhdes. Novos biossimilares séo
esperados para entrar no mercado a partir de 2014, o que levard ao aumento de
gastos com esta classe de medicamentos. A expiracdo de patentes de alguns
medicamentos (biofarmacos e outros) refletira em uma diminuicdo de gastos de US$
120 bilhdes, compensando os US$ 22 bilhdes gastos para a fabricacdo dos
biossimilares e genéricos destes medicamentos (IMS HEALTH, 2011).

O desenvolvimento de tecnologia demanda pessoal qualificado e grande
investimento financeiro. Entdo, quando ha interesse em pesquisar e/ou investir em
uma nova area tecnologica, faz-se necessario avaliar e reduzir os riscos de novos
empreendimentos. Um dos aspectos relevantes no desenvolvimento de processos
para a producédo de rFVIIl é a sele¢cdo adequada dos documentos de referéncia sobre
a area de interesse para uma tomada de decisdo mais eficaz.

Para isso, as informacGes em artigos cientificos, livros e, principalmente, em
patentes sdo buscadas, pois estas estdo diretamente relacionadas a inovacao
tecnolégica. A pesquisa de patentes permite medir e monitorar 0S avangos
tecnoldgicos em setores especificos, como, por exemplo, o de biofarmacos.

O monitoramento tecnoldgico de patentes mostra um panorama do estado da
técnica e do principal cenario que domina as inovacdes. As patentes sado fontes ricas
de informacdo e o monitoramento de patentes é uma ferramenta eficiente na
recuperacdo e andlise de informacbes importantes para subsidiarem as futuras
tomadas de decisdo em diferentes campos da sociedade (industria, centros de
pesquisa e governo) (DOMJAN, 2009).

A partir da pesquisa de documentos de patentes pode-se realizar o
monitoramento tecnolégico de uma determinada area de interesse, o que permite
entender a dindmica de diferentes ramos do conhecimento e sua tecnologia, produtos
e processos. Os dados analisados permitem a geracéo tanto de estatisticas simples,
como analises mais aprofundadas do contetdo descrito nos documentos de patentes.

Para isto, sdo necessarios profissionais especialistas da area técnica de interesse

142



para a interpretacdo e extrapolacdo dos dados encontrados nas patentes (DOMJAN,
2009).

A andlise de patentes na avaliacdo do fluxo do conhecimento tem especial
destaque pelo papel da patente no sistema da inovacgéo, pois representa a utilizacao
da informagdo e conhecimento na elaboragdo e adequacdo de novos produtos e
processos (DOMJAN, 2009).

Apenas 16% da informacao tecnoldgica € divulgada de forma integral e 13%
parcialmente em artigos cientificos. A maioria da informacdo tecnoldgica (71%)
encontra-se descrita unicamente em documentos de patentes e, mesmo assim, esta
informacgé&o € pouco utilizada pelos pesquisadores e empresas (DOMJAN, 2009). Parte
dos custos com P&D poderiam ser reduzidos se os bancos de patentes fossem mais
utilizados (OLIVEIRA et al., 2005).

A falta de conhecimento de temas relativos as patentes no Brasil por parte do
setor produtivo, universidades e centros de pesquisas pode ser evidenciada pelo
desinteresse em depositar pedidos de patente (SOARES & CORREA, 2010). As
universidades e centros de pesquisa brasileiros produzem muitos artigos cientificos,
no entanto, a quantidade de pedidos de patente é consideravelmente inferior.

Contudo, para garantir a eficacia do sistema de patentes, é necessario que a
comunidade cientifica e o setor produtivo conhegam a legislacdo e as regras que
regem a propriedade intelectual, de modo a evitar a situagéo de violacdo de direitos,
assim como para aprimorar o conhecimento acumulado que constitui incentivo a novas

invengdes e inovacdes no campo cientifico tecnoldgico (SOARES & CORREA, 2010).

- Os Bancos de Dados de Patentes

Nos documentos de patentes, encontram-se as informag¢des mais recentes de

diversas areas de desenvolvimento. A patente, além de ser uma protecdo legal e um
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bem econbmico, é também uma fonte de informacdo tecnolégica que deve ser
utilizada para solucionar problemas técnicos e para a realizagédo de pesquisas.

A pesquisa em bancos de dados de patentes evita que esfor¢cos sejam
colocados no desenvolvimento de tecnologias ja existentes. O uso de informacdes de
patentes permite identificar tecnologias emergentes ou alternativas, fornece
embasamento para aplicacdes comerciais, permite a verificacdo da disponibilidade da
tecnologia no Brasil e 0 monitoramento de tecnologias concorrentes (OLIVEIRA et al.,
2005).

Existem varias bases de dados que permitem a pesquisa de documentos de
patente, sendo algumas de acesso gratuito. As principais bases séo:

-Escritério Europeu de Patentes — EPO

-Escritorio de Patentes do Japéo — JPO

-Escritorio de Patentes e Marcas dos Estados Unidos — USPTO

-Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI

-Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual - OMPI ou WIPO

-Word Patent Index - DERWENT

- Escritorio Europeu de Patentes

O EPO organiza e disponibiliza todas as patentes, principalmente as européias,
por meio do endereco eletrénico www.ep.espacenet.com, além de outros documentos
relacionados a propriedade indutrial. A partir da internet é possivel a pesquisa dos
dados bibliogréficos, reivindicacbes e relatério descritivo de patentes de diversos
paises. Algumas das patentes selecionadas podem ser vistas na sua forma integral,

inclusive desenhos, com possibilidade de se obter suas patentes correspondentes.
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- Escritorio de Patentes do Japéo

O Escritério Japonés de Patentes mantém o site (Www.jpo.go.jp) € permite a
pesquisa dos dados bibliograficos dos pedidos de patentes no Japao
(http://www19.ipdl.ncipi.go.jp/PAl/cgi-bin), com a possibilidade de se obter cépia dos

documentos originais japoneses.

- Escritorio de Patentes e Marcas dos Estados Unido S

A Organizacdo Americana de Marcas e Patentes, através do site
http://patft.uspto.gov/netahtml!/ oferece a base do USPTO que contém todos os
documentos de patentes americanas. As buscas de texto completo podem ser

realizadas nos documentos publicados a partir de janeiro de 1976.

- Instituto Nacional de Propriedade Industrial

Na péagina eletrénica do INPI (www.inpi.gov.br) encontra-se disponivel um
banco de dados com todos os pedidos de patentes brasileiras publicadas a partir de
agosto de 1992. E possivel acessar as instalagcdes do INPI para a realizagdo de busca
individual, em que o interessado faz a busca contando com a orientagéo de técnicos.

Além disso, pode ser realizada a busca feita por técnicos do INPI por
solicitacdo do interessado, que receberd um relatério com levantamento completo do
estado da técnica e com os documentos relativos a busca. Outra op¢ao é a busca on-
line, também realizada por profissionais do INPI, em bases de dados comerciais (ndo

gratuitas) (OLIVEIRA et al., 2005).
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- Organizagao Mundial de Propriedade Intelectual

A OMPI é uma agéncia especializada das Nacfes Unidas. Foi criada em 1967
com um mandato de seus Estados-Membros para promover a protecdo da
propriedade intelectual em todo o mundo por meio da cooperacéo entre os estados e
em colaboracdo com outras organizagdes internacionais. Sua funcao é dedicar-se ao
desenvolvimento de forma equilibrada e acessivel da propriedade intelectual, formar
um sistema que recompense a criatividade, estimule a inovacao e contribua para o
desenvolvimento econdmico, salvaguardando o interesse publico. A base da OMPI

contém os documentos completos dos pedidos de patente depositados via PCT.

- DERWENT

A World Patent Index € uma base organizada pela Thomson Scientific® e
permite 0 acesso a informacdes de mais de 40 milhdes de documentos de patentes
depositados em diversos paises, com a indexacdo de dados de patentes a partir de
1963. Esta € uma base de acesso privado que engloba documentos de patentes
publicados em todo o mundo. Estd4 disponivel no portal de Periddicos CAPES
(http://www.periodicos.capes.gov.br/portugues/index.jsp) para consulta gratuita em
universidades e institutos de pesquisa e desenvolvimento ou diretamente (OLIVEIRA,
2010).

A DERWENT utiliza a Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), que
permite a analise em termos de grupos e subgrupos da CIP, dependendo da
especificidade desejada. A CIP é organizada em um sistema hierarquico de simbolos
independentes para a classificacdo das patentes de acordo com as diferentes areas

tecnoldgicas as quais pertencem (OLIVEIRA, 2010).
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A CIP é administrada pela OMPI e tem por objetivo dispor os documentos de
patente de forma organizada e padronizada a fim de facilitar a busca das informacdes,
divulgar seletivamente as informacfes a todos os usuérios de informacdes contidas
em documentos de patentes e investigar o estado da técnica em determinados

campos da tecnologia (OLIVEIRA, 2010).
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ANEXO IlI

Documentos de Patentes Referentes & Producgéo de FVI Il

Documento de
Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacao

Titulo

W02011069164

2011

Administering factor VIII comprises administering
chimeric polypeptide comprising factor VIII
portion and second portion (e.g. albumin) at
specific dosing interval for e.g. on-demand
treatment of bleeding e.g. intrathoracic
hemorrhage

W02011058284

2011

Obtaining liquid injectable composition of Factor
H comprises supplying solid composition
obtained by lyophilization of a volume of liquid
formulation comprising Factor H, arginine and
sodium citrate and adding volume of water

W02011027151

2011

Cell culture medium, useful in the production of
recombinant factor VIIl, comprises calcium ions,
a strong ligand (e.g. EDTA) and mammalian
cells

W02011020866

2011

Pharmaceutical preparation for therapy and
prophylactic treatment of bleeding disorders
comprises albumin-fused coagulation factors for
the non-intravenous administration

W02011012850

2011

Conjugating water soluble polymer e.g. starch to
an oxidized carbohydrate moiety of a blood
coagulation protein e.g. Von Willebrand factor,
comprises contacting the oxidized carbohydrate
moiety with an activated water soluble polymer

W02011005968

2011

New isolated nucleic acid molecule comprising
nucleotide sequence having specific percentage
homology to a specific nucleotide sequence and
which encodes specific functional factor, useful
for treating hemophilia e.g. hemophilia A

W02010133834

2010

New modified peptide comprising Factor VIII-
derived sequences having removal of
hydophobic amino acid, or insertion of charged
amino acid at one/both terminus, useful for
treating hemophilia in a subject

W02010115866

2010

New coagulation factor molecule comprising an
amino acid sequence identical to the mature
portion of specific amino acid sequences, is
useful for the treatment of hemophilia A

US2010113364

2010

Treating a bleeding disorder by administering a
composition to a subject comprising a conjugate
comprising a native Factor VIII modified with a
water soluble polymer bound to it

US2010113365

2010

Administering pharmaceutical composition to
subject suffering from bleeding disorder e.g.
hemophilia, by determining dosage for subject,
and administering composition comprising native
factor VIII modified with water soluble polymer

W02010014258

2010

New polymer conjugate, useful for treating any
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Documento de
Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacdo

Titulo

conditions that can be remedied or prevented by
administration of the particular conjugate

W02010083536

2010

Protein conjugate having an endopeptidase-
cleavable bioprotective moiety

W02010102886

2010

New Factor VIII derivative useful for the
treatment of Hemophilia A in human or animal
body

W02010094901

2010

Affinity support, useful for e.g. selective binding
of a plasma protein and for the treatment or
prevention of bleeding disorders, comprises a
solid support material on which the nucleic
aptamers are immobilized

US2010168391

2010

Pegylated Factor VIII (FVIII), useful for treating
bleeding disorder associated with functional
defects or deficiencies of FVIII

US2010105870

2010

Complexing protein e.g. factor VIII in dispersed
medium, by altering conformational state of
protein by contacting with mixture comprising
ethanol, binding stabilizer to exposed
hydrophobic domains and partially reversing
alteration

W02010045321

2010

Conjugating water soluble polymer (WSP) to
blood coagulation factor, involves incubating
blood coagulation factor with specific antibody
and then with WSP, and releasing WSP-
conjugated blood coagulation factor from
antibody

BR200805767

2010

New recombinant human blood coagulation
protein of factor VIII useful in preparation of
medicine for treating hemophilia A, comprises
reduced domain B

W02010014708

2010

Conjugating a water soluble polymer to an
oxidized carbohydrate moiety of Factor VIII for
treating hemophilia, comprises contacting the
oxidized carbohydrate moiety with an activated
water soluble polymer

W02010020690

2010

New recombinant human factor VIII or IX protein
having a human-like glycosylation pattern but the
protein is devoid of N-glycolylneuraminic acid,
useful for treating factor VIII- and/or a factor IX-
associated disorder

W02009149303

2009

Treating von Willebrand Disease comprises
administering to a subject a conjugate that has
factor VIII (FVIIl) procoagulant activity and is
capable of correcting human FVIII deficiencies

W02009158511

2009

New recombinant factor VIII molecule comprising
a modified amino acid sequence having N-linked
glycosylation site amino acid sequences useful
in treating e.g. severe epistaxis, oral mucosal
bleeding, hemarthrosis and hematoma

W02009140598

2009

New targeted coagulation factor comprises
coagulation factor linked with a domain that
binds to a membrane protein on a blood cell,
useful for treating hematological diseases

W02009135888

2009

New complex comprising a target protein and a
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Documento de
Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacdo

Titulo

binding molecule having a binding affinity for the
target protein, useful for increasing the half-life of
target proteins in the circulation of a human or
animal

W02009086296

2009

Filtering liquid protein mixture in therapeutic, by
providing mixture at first pressure; passing
mixture through sized filter to form filtrate at
second pressure; and applying counter pressure
to filtrate to ensure low pressure differential

W02009156137

2009

New complex comprises factor VIII (FVIIl) and
von Willebrand factor (VWF), or one of its
individual polypeptidic components, useful for
treating bleeding or blood coagulation disorders,
e.g. hemophilia A or von Willebrand disease

W02009156430

2009

Purifying or enriching coagulation factor VI
(FvI), by providing a fraction containing FVIII in
an aqueous solution, contacting the fraction with
a multimodal resin, washing, and eluting FVIII
containing fractions

W02009130208

2009

New nucleic acid regulatory element for
enhancing liver-specific gene expression, and for
treating hemophilia B

W02009108806

2009

New B-domain truncated Factor VIII molecule
with a modified circulatory half-life and is
covalently conjugated with a hydrophilic polymer
via an O-linked oligosaccharide, useful for
treating a hemophilic disease

W02009095646

2009

New composition comprises at least one Factor
VIIl polypeptides or its variant, useful for
preventing or treating inhibitors of Factor VIII by
tolerization in patients with hemophilia

W02009086309

2009

Culturing heterologous protein-secreting
mammalian cells in a cell culture supernatant by
maintaining the cell culture supernatant at a
specified temperature and pH

WO2009075772

2009

New composition comprises a human Factor VIl
in a crystalline form, useful for designing drug
candidates for the treatment of hemophilia based
on the structural information

W02009071886

2009

New Factor VIII peptide, useful for suppressing
or preventing the production of factor VIl
inhibitor antibodies in vivo and for treating
hemophilia

W02009062100

2009

Increasing the survival of a coagulation protein
by inhibiting the interaction with a clearance
receptor, comprises modifying a coagulation
protein with a water soluble polymer, and
administering to a mammal

W02009058446

2009

New recombinant factor VIII comprises
mutations that result in enhanced stability of both
factor VIl and factor Vllla, useful for treating an
animal for hemophilia A

W02009024620

2009

Isolating and purifying a target protein using
chromatography by contacting a potentially prion
protein (PrPSC)-contaminated sample
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Documento de
Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacdo

Titulo

comprising a target protein with a multimodal
chromatographic material and eluting the target
protein

BR200900057

2009

Production method for concentrated von
willebrand factor or complex of factor eight and
von willebrand factor, involves preparing solution
containing specific concentration and
nanofiltering solution

W02009030866

2009

Purification of Factor VIII or Von Willebrand
factor of a solution, comprises obtaining plasma
cryoprecipitate, adsorbing a factor on filtering
membrane, and recovering using elution buffer

W02009007451

2009

Purifying a coagulation Factor VIII protein
containing one or more contaminants by
contacting the Factor VIII protein with a
multimodal or mixed mode resin containing
ligands and eluting the Factor VIII protein

W02008082669

2008

New polymer-biologically active agent
conjugates useful for delivery of active agents
selected from von Willebrand Factor or a Factor
VIII for treating bleeding disorders

US2008300174

2008

New isolated nucleic acid encodes a
recombinant Factor VIII heavy chain which
exhibits enhanced secretion from a cell
compared to wild type, useful for preparing a
composition for treating hemophilia in a patient

W02008135501

2008

Producing a Factor VIII polypeptide by culturing
a mammalian cell expressing a Factor VIii
polypeptide in a cell culture medium comprising
a C2-domain ligand

W02008151817

2008

New composition comprises von Willebrand
factor (VWF) and factor VIII (FVIII), useful for
treating von Willebrand disease (VWD) and/or
hemophilia A

W02008134310

2008

Stabilizing a liquid solution of recombinant
protein for frozen storage, by providing a liquid
solution of recombinant protein, adding a
carbohydrate to the solution, and freezing the
solution for storage

W02008129422

2008

New demannosylated recombinant Factor VIII
(Fvil), useful for treating hemophilia A or
acquired hemophilia

Ww02008129180

2008

Human factor VIII variants useful for treating
hemophilia A have one or more amino acid
substitutions in defined positions

W02008102923

2008

Producing recombinant Factor VIII (FVIII) from
mammalian host cells, by culturing cells in a
culture medium supplemented with dextran
sulfate, concentrating the culture medium, and
purifying FVIII by immunological method

W02008003707

2008

New peptide compounds are factor VIII ligands
useful e.g. to produce, label, detect, diagnose,
monitor, identify, isolate, purify, stabilize and/or
enhance activity of factor VIII or VIlI-like protein
and treat hemophilia A
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Documento de
Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacdo

Titulo

Ww02008084237

2008

Increasing the protein stability of an aqueous
composition comprising a protein by determining
a pH at which the protein has stability, adding a
displacement buffer, and adjusting the pH of the
composition

W02008077616

2008

New modified coagulation factor having at an
internal region an insertion of a half-life
enhancing polypeptide, useful for manufacturing
a medicament for treating or preventing a blood
coagulation disorder, preferably hemophilia A

W02008008360

2008

Producing glycoprotein comprises culturing
mammalian cells containing a gene encoding a
glycoprotein of interest in a cell culture medium
comprising manganese

W02008005847

2008

Producing recombinant Factor VIII protein
comprises introducing into a cell a nucleic acid
molecule encoding Factor VIII protein and
incubating the cell under conditions for producing
Factor VIII protein

US2007232789

2007

New mutant factor VIII having procoagulant
activity, useful for treating hemophilia

US2007232788

2007

New mutant factor VIII having procoagulant
activity, useful for treating hemophilia

W02007124106

2007

Application of anti-apoptotic genes expression in
mammalian cells for perfusion culture

W02007126808

BR200708832

2007

New proteinaceous construct comprising a
Factor VIII molecule and a polyethylene glycol
molecule bound to the FVIII molecule, useful in
prolonging the in vivo-half life of FVIII in the
blood of a mammal having a bleeding disorder

CN1970773

2007

Novel recombinant plasmid for expression of
blood coagulation factor 8 in mammal cell

WO02007115724

2007

Increasing in vivo recovery of therapeutic
polypeptide for treating bleeding disorders in
humans or animals comprises fusing the
therapeutic polypeptide directly or via a linker
peptide to a recovery enhancing protein

W02007109221

2007

Reducing aggregation of a protein in a protein
formulation by adding methionine to the
formulation, where the method results in reduced
aggregation of the protein in the formulation

W02007071850

2007

New deglycosylated factor VIl is an anti-factor
VIII immune response inhibitor useful to as a
medicament or to make medicament to treat
hemophiliacs type A/B, and hemophiliacs
associated with exogenous factor VIII

US7560107

2007

New modified porcine factor VIII protein and
nucleic acid, useful for producing compositions
for treating hemophiliacs, especially those
undergoing bleeding episodes

W02006120427

BR200611237

2006

New pyrimidine or triazine-based compounds
useful as affinity adsorbent for the separation,
removal, isolation, purification, characterization,
identification and quantification of Factor VIII,
von Willebrand's Factor
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Documento de
Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacdo

Titulo

W02006108590

2006

New modified recombinant clotting factor VI
variant, which is biologically active after thrombin
activation with improved stability of its activated
form was modified, useful for gene therapy, e.g.
treating or preventing hemophilia A

W02006103258

2006

Recombinant production of proteins comprises
subjecting a suspension of the cells to a non-
physiologically increased concentration of at
least one ionic substance, e.g. amino acid, prior
to harvest of protein

W02006103298

2006

Blood coagulation factor VIII analog to treat
hemophilia comprises amino acid substitution at
specific positions of native factor VIII molecule
resulting in N-glycan consensus sites, more
cysteine residues and lower protein binding
affinity

W02006101441

2006

Purifying  recombinant  protein  comprises
suspending host cells expressing the protein in
acetic acid and incubating the suspension, and
separating and collecting the soluble fraction of
the suspension containing the recombinant
protein

W02006084095

2006

Reducing immunogenicity of therapeutic agent
e.g. peptide, protein, involves forming complex of
therapeutic agent with binding agent such as
serine compound, phosphatidylcholine,
phosphatidylethanolamine, phosphatidic acid

W02006071801

BR200519562

2006

Proteinaceous construct useful for treating
bleeding disorder comprises von Willebrand
factor molecule and a physiologically acceptable
polymer molecule bound to the factor molecule

W02006063031

2006

Categorizing haplotype in factor VIII gene,
involves amplifying regions of FVIII gene,
determining haplotype of FVIII gene from DNA
sequence within amplified regions, and
categorizing haplotype as any one of H1-H6

W02006053299

BR200517795

2006

Conjugate useful for treating hemophilia
comprises a functional factor VIII polypeptide
covalently attached at specific sites to
biocompatible polymers

W02006027111

2006

New modified blood coagulation Factor VIII with
a reduced susceptibilty to APC mediated
cleavage and that can be activated by thrombin,
useful for treating or preventing hemophilia A

W02006039588

2006

Devices and methods for integrated continuous
manufacturing of biological molecules

W02006002195

2006

Complexing a protein e.g., antihemophilic (AHF)
protein in dispersed medium,comprises altering
conformational state of protein to expose
hydrophobic domains, binding stabilizer to
exposed hydrophobic domains

EP1712223

2006

Pharmaceutical preparation  for treating
hemophilia, comprises recombinant factor VIl
lyophilized with a stabilizer comprising arginine,
isoleucine and glutamic acid, to avoid the virus
risk associated with the use albumin as stabilizer
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Documento de
Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacdo

Titulo

W02005121165

BR200511893

2005

Isolating proteins e.g. factor VIl and factor 1X
from solution involves contacting solid separation
medium with solution to reversibly bound
proteins to medium, and performing elution steps
to selectively elute protein fractions

W02005121163

BR200511906

2005

Large-scale isolation of protein(s) from protein
solution obtained from blood, by applying protein
solution with preset pH/ionic strength to
adsorption column comprising adsorbent, and
washing column to obtain protein(s) from
adsorbent

W02005055930

2005

Novel recombinant factor VIII comprising point
mutation in or near calcium binding site of wild-
type factor VIII and having specific activity higher
than that of wild-type factor VIII, useful for
treating animal for hemophilia A

W02005046583

2005

Human factor VIII polypeptides comprising
immunoreactivity reducing mutations, useful for
treating hemophilia

W02005040364

2005

Recombinant animal cell obtained by introducing
a protein production gene and a gene encoding
a production enhancer, useful for large scale
production of proteins such as fibrinogen or
factor VI

W02005047322

2005

New mutant factor VIII comprising amino acid
substitutions at specific positions and having
procoagulant activity, useful for treating
hemophilia

W02005040213

BR200415296

2005

New modified factor VIII cDNA comprises
spliceable nucleotide sequences or nucleotide
sequences which will be spliced during the
export of the pre-mRNA from the nucleus, useful
for gene therapy for treating hemophilia

W02005040214

BR200415743

2005

Serum-derived factor VIII composition free of
virus, useful for treating hemophilia, comprises
that it has been passed through a nanometer
filter and has a low content of highly multimeric
von Willebrand factor

W02005012354

2005

New stabilized factor VIII preparation useful for
treating hemophilia comprises factor VIl and von
Willebrand factor (VWF) whose biological half-life
is extended as compared with that of native VWF

W02005010046

2005

New mammalian host cell for enhanced
expression of secreted, recombinant protein
products (e.g. bikunin, Factor VIII or IL2SA)
comprises a genetic material coding for the
expression of the recombinant protein products

EP1502921

2005

New modified biologically active recombinant
human factor VIII (FVII) that enhances the
affinity of the A2 domain to the Al and/or A3
domain, useful in preparing a composition for
treating hemophilia A

US20050227913

2005

Compositions and methods  for less

immunogenic protein formulations

US2005009148

2005

Preparing a biologically active factor VIII with
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Publicacdo

Titulo

modified glycosylation by mutating a segment of
factor VIII DNA and expressing in a host cell for
posttranslational glycosylation

W02004092355

2004

Preparing human endothelial cells expressing a
(blood coagulation) protein, useful for (preparing
a protein for) treating hemophilia, comprises
contacting precursor cells in vitro with one or
more growth factors and transforming the cells

W02004075923

BR200407882

2004

Composition, useful for treating hemophilia-A
patient, comprises several conjugates having
one to three water-soluble polymers covalently
attached to Factor VIl moiety

EP1454916

2004

New modified human factor VIII cDNA coding for
a biologically active recombinant human factor
VIII  with improved stability, useful for
manufacturing a pharmaceutical composition or
medicament for treating hemophilia A

W02004067566

2004

New Factor VIII polypeptides that are more
stable than full-length Factor VIII, useful for
clotting blood or for preventing or treating blood
disorders, such as Hemophilia A

EP1444986

2004

New pharmaceutical preparation having a
peptide with binding sites for the heparan
sulphate proteoglycan and/or the low density
lipoprotein receptor related protein, useful for
treating blood clotting disorders

US2004137579

2004

Producing recombinant protein complex having
human Factor VII:C activity for treating
hemophilia, comprises expressing in a
eukaryotic host cell expression cassettes
encoding a polypeptide homologous to human
Factor VIII:C A and C domain

EP1424344

2004

New modified human factor VIII cDNA having
mutations where the B domain is partially or
completely deleted and replaced by a DNA linker
segment, useful in gene therapy for treating
hemophilia A

W02004054607

2004

Storable pharmaceutical composition containing
therapeutic protein, e.g. blood coagulant or
immunoglobulin, is free of virus and of enzymes,
free or bound, directed against the contained
protein

EP1405863

2004

Von Willebrand factor concentrates containing
Factor VIII:C, having elevated high molecular
multimer content and low immunogenicity, useful
for treating hemophilia A and von Willebrand
syndrome

US6599724

2003

Stable Factor VIII compositions

W02003040176

2003

Peptide and pseudopeptide mimics of factor VIII
that prevent disorders due to the appearance of
antibodies against factor VIII in hemophilic
patients

W02003093313

2003

Use of peptides derived from and antibodies
generated against Factor VIII to inhibit Factor
VIII interaction with Low Density Lipoprotein
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Publicacdo

Titulo

Receptor Protein or to prevent or treat blood
coagulation disorders (e.g. hemophilia A)

W02003100053

2003

New nucleic acid sequence encoding a
biologically active recombinant human factor VIl
variant, useful for preparing a composition for
treating hemophilia

W0O2003087355

2003

New procoagulant-active FVII protein
comprising a modified human FVIII polypeptide,
useful for preparing a composition for treating
hemophilia

W02003087161

BR200308860

2003

New modified human Factor VIII molecule being
substantially non-immunogenic or less
immunogenic than non-modified human Factor
VIIl, useful in preparing a composition for
treating e.g., Gaucher's disease

W02003080108

2003

Solid pharmaceutical composition produced by
lyophilizing solution having factor VIII, surfactant,
calcium chloride, sucrose, sodium chloride,
trisodium citrate, buffer devoid of amino acids,
and reconstituting in water

EP1348445

2003

Virus removal from solutions of proteins,
specifically bulky proteins such as fibrinogen, by
nanofiltration in presence of chaotropic agent,
e.g. arginine, or polyethoxy-sorbitan ester

W02003066681

2003

Composition comprising a highly purified rHA to
stabilize the non-albumin protein (Factor VIII),
and additional stabilizing agents, useful for
treating hemophilia

EP1284290

2003

New modified factor VIII cDNA, useful for
preparing a composition for human gene therapy

W02003047507

2003

New human factor VIII variants, useful for
treating uncontrolled bleeding due to factor VI
deficiency in hemophiliacs with(out) inhibitory
antibodies, and in patients with acquired factor
VIII deficiency

W02003031464

BR200213207

2003

Remodeling a peptide, by removing a saccharyl
subunit from the peptide to form truncated
glycan, and adding or deleting glycosyl groups to
a peptide and/or adding modifying group of a
peptide to remodel the peptide

EP1283263

2003

New modified factor VIII cDNA, useful for
preparing a composition for human gene therapy
in the treatment of hemophilia

W02003031598

2003

New factor VIII polypeptide or nucleic acid
molecule characterized by high-level expression,
useful for treating factor VIII deficiency, e.g.
hemophilia A

W02003006505

2003

Method of separating factor VI useful in
treatment of e.g. hemophilia A, comprises
applying electric potential to a sample taken in a
membrane-based electrophoresis apparatus

US6338964

2002

Process and medium for mammalian cell culture
under low dissolved carbon dioxide
concentration

W02002096390

2002

New neutral cationic lipids useful for systemic
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delivery of factor VIII gene

W02002103024

2002

Stabilizing polypeptides (e.g. Factor VIII, Factor
V or prothrombin) for treating hemophilia or
increased risk of bleeding in a subject,
comprises forming disulfide bond(s) by
introducing cysteine(s) into the polypeptide

W02002102850

2002

New nucleic acid comprising all or part of a gene
encoding a procoagulant factor (e.g. Factor VIII)
operably linked to a megakaryocyte/platelet
specific regulatory region, useful in gene
therapy, especially for treating hemophilia A

W02002098454

2002

New recombinant modified functional
polypeptide, useful as a medicament for treating
or preventing hemophilia A or B, comprises
multiple point-mutations responsible for T-cell
activation reduction or elimination

W02002096454

2002

New recombinant mammalian coagulation factor
protein  with reduced immunogenicity, for
preventing or treating diseases, such as,
hemophilia A or B, induced by lack or
dysfunction of protein

W02002090542

2002

New antigenic epitope of factor VII (FVIII)
polypeptide, useful for the manufacture of a
medicament for treating and/or preventing an
immune disorder in a mammal, e.g., hemophilia

W02002087560

BR200207058

2002

Reducing transfusion-associated disease and
adverse effects in plasma and enhancing purity
of components of blood, involves adding preset
amount of carboxylic acid or its salt to blood or
plasma

W02002086118

2002

New composition comprising a coagulation-
effective amount of at least one substantially
pure mammalian blood coagulation factor and
phospholipid vesicles, useful for controlling
bleeding in a mammal

EP1231220

2002

Novel Factor VII (FVII) cDNA useful for
producing FVIII in hematopoietic cell lines,
comprises non-FVIII intron inserted in at least
one location, and comprises as promoter a
cDNA that is suitable for expression in platelets

EP1233064

2002

Modified Factor VIII cDNA useful for production
of Factor VIl includes cDNA as promoter
suitable for expression in hematopoietic cell lines

W02002060951

2002

New mutant factor VIII with reduced sulfate
proteoglycan (HSPG)-dependent or receptor-
independent clearance and procoagulant activity
for treating hemophilia

ES2167180

2002

Preparation of therapeutic concentrates of
antigenic factor VIII with neutralization of anti
factor VIl anti-bodies using antigenic factor VIII

W02002024723

2002

Modified factor VIII for treating patients having
factor VIl deficiency, comprises an amino acid
substitution at specified positions of a
corresponding non-human factor VIl amino acid

CA2301959

2001

Novel short peptide, useful for identifying,
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labelling and purifying factor VIII

EP1153608

2001

Stabilized preparation containing therapeutically
active protein, e.g. blood coagulation factor,
comprises stabilizing mixture of saccharide and
aminoacid to prevent loss of activity during
pasteurization

W02001068109

BR200109131

2001

DNA encoding the amino acid sequence of
POL1212, which is a modified porcine factor VIl
lacking most of the B domain, useful for the
treatment of patients having factor VIII deficiency
e.g. patients with hemophilia

W02001070968

2001

Recombinantly  producing human  blood
coagulation factors VIII and IX for use in treating
hemophilia

W02001027303

2001

New recombinant adeno-associated virus vector,
useful for treating hemophilia A, comprises
heterologous nucleotide sequence encoding B-
domain deleted human factor VIl operably linked
with liver-preferred expression control element

W02001011021

2001

New recombinant cell clone stable in serum and
protein free medium is useful in the production of
biomedical products such as blood factors

EP1048726

2000

Modified Factor VIII cDNA comprising a
truncated Factor IX intron 1 sequence inserted at
one or more locations, useful for efficient
production of Factor VIII in host cells

W02000071714

2000

Factor VIII mutants having increased half-life
useful for treating hemophilia, comprise one or
more amino acid substitutions in the A2 and/or
C2 domain of factor VIII

W02000071141

2000

A modified human factor VIII useful for treating
hemophiliacs with immunity to human factor VIl
comprises insertion of immunoreactivity reducing
amino acid into the factor VIl sequence

EP1048736

2000

New DNA construct for the tissue specific
expression of a blood coagulation factor which
contains DNA coding for an amino acid
sequence of a blood coagulation factor and a
DNA coding

W02000048635

BR200008405

2000

Factor VIII composition without albumin
comprising a stabilizing agent, calcium salt,
sodium chloride, buffering agent and bulking
agent or hydroxyethyl starch, useful for treating
hemophilia

W02000040602

2000

New polypeptides which bind Factor VIII and/or
Factor VIll-like polypeptides, useful for the
detection and purification of human Factor VIII
and/or Factor VIlI-like polypeptides

US6100061

2000

Preparing stable recombinant cell clones, useful
for production of proteins, particularly blood
factors, on medium free of protein and serum

W02000034505

BR9916069

2000

Producing cells expressing a protein having
factor VIII procoagulant activity especially,
human factor VIII in an industrial scale, involves
expressing a vector comprising a sequence
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coding for factor VIII in human cells

WO 0034462

BR9916095

2000

Human Hybrid host cell for mammalian gene
expression

W02000028021

2000

New modified form of factor VI, useful for
treating hemophilia, has altered binding to low
density lipoprotein-related protein, resulting in
extended in vivo half-life

W02000027425

2000

Composition for treating blood coagulation
disorders, particularly deficiency of von
Willebrand factor, containing a receptor-binding
competitor to extend protein half-life

EP1006182

2000

DNA sequence of portion of human Factor VIIIC
for treating and preventing the symptoms of
hemophilia

W02000012532

2000

Factor 8 homolog polypeptides and nucleic acids
encoding them for treating coagulation related
disorders such as hemophilia and stroke

US6037452

2000

Covalently bonded conjugates comprising
poly(alkylene oxide) coupled with Factor VIII or
Factor IX analogs used as coagulation factors

EP1012175

BR9812435

2000

Peptides with affinity for blood clotting factor 8

Ww02000014117

2000

A composition for binding Factor VIII comprising
a peptide

CA2264431

1999

Isolated nucleic acid encoding a canine factor
VIII  polypeptide for treating a disorder
characterized by canine factor VIII deficiency,
such as hemophilia A

JP11286453

1999

Viral inactivation method for protein-containing
composition using UV irradiation - inhibits viral
infection without substantial damage to the
protein

W09946299

1999

New improved purification of factor VI
polypeptide, useful for treating hemophilia A

W09946274

1999

New porcine and modified human factor VI
proteins for treating hemophilia

W09929848

1999

Genes and vectors exhibiting increased
expression and novel splicing patterns, useful for
expression of, e.g. beta-domain deleted factor
VI

W09931138

1999

Removing viruses from factor VIII solution - by
filtration on nanoporous hydrophilic filter

W09925383

1999

Insoluble pharmaceutical conjugates

WQ09837086

1998

Removal of viruses e.g. hepatitis A from protein
solutions e.g. blood products - comprises
pretreating to remove large proteins e.g.
coagulation factors

EP872487

BR9801092

1998

Production of recombinant Factor VIII -
comprising culturing mammalian host cells
containing the Factor VIII gene

W09838220

1998

Recovery of Willebrand factor-factor VIl complex
- by cation exchange chromatography, useful for
treating Willebrands disease and haemophilia

EP0265778

1998

Factor VIII-C analogs.
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W09838218

1998

Recovering high purity von Willebrand factor and
its complex with factor VIII - by immunoaffinity
chromatography, useful for treatment of
phenotypic haemophilia and Willebrand disease

US5789203

1998

Production of recombinant factor VIII:C - as
complex of A and C domain polypeptides

W09831394

BR9806793

1998

Composition containing coagulation-defective
tissue factor for treating, e.g. tumours - useful
for, e.g. promoting coagulation in pro:thrombotic
and tumour-associated vasculature, used with,
e.g. factor 7 or anti-cancer agent

W09825969

1998

Carrier-fixed recombinant von Willebrand factor
derivative - useful for isolating proteins binding
von Willebrand factor, e.g. factor VIII, in high
yield

US5744446

1998

: Hybrid of human and animal factor VI -
containing porcine and murine amino acid
sequences is useful in the treatment of
haemophilia

W09812207

BR9712077

1998

New synthetic eukaryotic gene(s) - in which non-
preferred or less preferred codon(s) are replaced
to provide high level expression in mammalian
cell(s)

EP818204

BR9704407

1998

Stabilised albumin free lyophilised recombinant
factor VIII composition - having low sugar
content, containing glycine, histidine, sucrose,
sodium chloride and calcium chloride

WQO9749725

1997

New modified factor VIII molecules - having
reducing immunogenicity

EP812858

1997

Pure, non-immunogenic Factor=VIIl composition
preparation - using 2-stage viral inactivation of
Factor=VIll solution by treatment with phosphate
and detergent followed by heating, used for
treating haemophilia

WQ09739761

1997

Viral inactivation of lyophilised blood proteins -
involves forming a stable complex of the protein
and a cyclodextrin

WQO9743436

1997

Producing recombinant human proteins with
addition of protease inhibitors - active against
metal-dependent proteases or chymotrypsins,
improves yield, homogeneity and harvest period,
specifically for factor VIII

W09740145

1997

Modified human pro-coagulant active factor VIII -
can be administered to haemophiliacs, i.e. factor
VIII replacement therapy

WO9739033

1997

Preparing high purity complex of factor VIl and
von Willebrand factor - by immuno-affinity
chromatography to eliminate non-complexed
components, has uniform binding properties,
good tolerance and stability, useful for therapy
and diagnosis

WQO9734930

1997

Stable complex of factor 8 and von Willebrand
factor as high molecular weight multimers - for
treatment of haemophilia and von Willebrand's
syndrome, can be stored without added stabiliser
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and have increased in vivo lifetime

EP796623

BR1100942

1997

Compositions for treating blood clotting disorders
- contain purified clotting factors, e.g.
prothrombin

WO09733994

1997

Vector for increased expression of intronless
genes - comprises intronless gene with at least
one near consensus splice sequence, a
promoter and at least one viral cis-acting post-
transcriptional regulatory element

EP808901

1997

Stable preparation containing mutant form of
factor VIII - not recognised by inhibitory
antibodies present in some plasmas, for treating
haemophiliacs who produce such antibodies

WO09733178

1997

Testing factor VIII containing preparations - to
show freedom from protein fragments and
suitability for viral inactivation by pasteurisation

EP776969

1997

Production of proteins from pro-proteins - by
proteolytic cleavage in presence of selective
adsorbent

WO9717370

1997

Separating factor-VIlIl complex comprising von
Willibrand factor from an impure protein fraction -
comprises anion exchange chromatography of
an ag. protein soln. eluting with calcium chloride

EP774261

1997

Composition for sustained elevation of Factor
VIII levels - comprising von=Willebrand factor (or
a fraction containing it) with a prolonged half-life

W09711957

BR9610695

1997

Improving in vivo function of polypeptide(s) - by
immobilising with gp.-specific adsorbent and
conjugating to biocompatible polymer such as
polyethylene glycol

US5605884

1997

Aqg. factor VIII solns. for haemophilia treatment -
contg. sodium and/or potassium chloride,
calcium chloride and histidine, have good
stability

WQ09703193

1997

New Factor VIII:C polypeptide analogues -
having altered metal-binding properties, used for
prevention and treatment of active Factor VIII:C
deficiency

WQ09703195

1997

Factor VIII:C analog modified adjacent to a non-
activating Arg residue - used in the treatment of
haemophiliacs, by improvement of haemostasis

W09703194

1997

Factor VIII:C analogue with Arg 1689 substituted
by Lys - useful for preventing and treating a
Factor VIII:C deficiency, particularly haemophilia
A

W09703191

1997

Factor VIII:C analogue - modified to comprise
Factor V. A or C domain or subdomain, for
increased stability or activity

US5595886

1997

DNA construct encoding protein complex with
factor VIII:C activity - for prodn. of recombinant
protein complex, useful for type-A haemophilia
treatment

WO9749730

1997

Purificn. of Factor-VIlI by affinity chromatography
- on immobilised cellular von Willebrand factor,
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giving high recovery yield and purity

W09630041

BR9607922

1996

Protein formulation comprising coagulation factor
VIII or factor IX in na aqueous solution

EP745672

1996

Culture medium contg. liposome like substance
comprising at least 2 different lipid(s) - useful for
increasing prodn. of recombinant Factor VIII in
mammalian cell cultures

W09615150

1996

Reducing degradation of recombinant
coagulation factor VIII caused by metal-
dependent protease(s) - by addn. of inhibitor e.g.
complexing agent or cpd. related to natural
substrate of protease with electronegative moiety

US 5576194

1996

Recombinant protein production

W09615140

1996

Use of hydrophobic interaction chromatography
to purify recombinant factor VIII - useful in
treatment of haemophilia, produced with no redn.
in activity, little or no nucleic acid contamination
and free from similar mols. with structural
deviations

EP711835

1996

Expression vector contg. di:cistronic  unit
encoding foreign protein and fusion protein
comprising selection and amplification markers -
provides high vyields of pure foreign protein e.g.
blood coagulation factors

WQ09602572

1996

Factor VIII antigenic polypeptide fragments and
epitope(s) - also inhibitors of factor VIII and anti-
inhibitors, useful for e.g. preventing and treating
immune disorders involving inhibition of factor
VIII binding

EP690126

1996

New deletion mutant of factor VIII - useful for
treating factor VIII deficiency, esp. haemophilia A

EP686694

1995

Virucidal treatment of ag. soln. of therapeutic
protein - esp. coagulation factor or antibody, by
adding azole cpd., pref. imidazole, giving high
protein recovery

W09526750

BR9507227

1995

Factor=VIll or Factor=IX formulation for treating
haemophilic - by subcutaneous, intramuscular or
intradermal  admin., contg.  bioavailability
increasing additive, e.g. aminoacid or protein

W09524427

1995

Novel purified hybrid human/animal factor VIII -
with pro-coagulant activity and reduced immuno-
reactivity

W09518829

1995

Novel factor VIII derivative which maintains
coagulation activity for an extended period - and
has a functional A2 domain with an increased
overall positive charge.

W09518828

1995

Novel factor VIII derivative with resistance to
enzymatic cleavage - and comprises a functional
A2 domain where GIlu720 and/or Tyr729 is
deleted/substituted

W09518827

1995

Novel factor VIII derivative used to treat
haemophilia - and comprises a functional A2
domain containing a mutation at one or more
Cys residues
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W09513301

1995

Crosslinked Factor VIII polypeptide which is
stable - is prepd. using bis(sulphosuccinimydyl)
suberate or disuccinimydyl suberate in the
presence of polysorbate 80 to produce a
coagulant with long lasting activity

W09513300

1995

Factor VIII polypeptide(s) comprising a heavy
chain shorter than native A1-A2 domain - are
easier to produce recombinantly and retain
coagulant activity, may be used to treat patients
who have developed antibodies to C-terminal
epitope(s) of Factor VIII

W09512663

1995

Serum-free medium for prodn. of recombinant
Factor VIII - contains a glucose or sucrose-
based polysaccharide of molwt. 10000 to
450000 instead of human serum albumin

W09512609

1995

Virus-inactivated  factor=Vlll-contg.  fraction
prepn. - from cryo-precipitate by membrane
chromatography, giving pure, high activity
factor=VIll for treating clothing disorders

WO09507713

1995

Treating Factor VIII deficiency to maintain a
haemostatic condition - is used to treat
haemophiliac that have developed Factor VI
inhibitors

W09503332

1995

Activated and stabilised human Factor VI
protein with high specific activity and potency -
prepd. by treatment with activating agent,
removing agent and other proteins, and adjusting
to mild acid conditions

EP629700

1994

Improved vector for effecting expression of
protein in mammalian cells - with high
productivity assured by establishing a minimum
amplifiability index

W09411503

1994

Nucleic acid encoding porcine factor VIl - used
to obtain porcine and human-porcine chimeric
factor VIl for treating haemophilia

W09411013

1994

Chimeric blood coagulation factors - comprise
factor V with at least 1 A3, C1 or C2 domain
exon replaced with the homologous exon of
factor VIII, or vice versa

EP600480

1994

Extracting factor VIII - von Willebrand factor
complex from plasma - comprises stabilisation,
selective absorption, extraction and purification,
used for treatment of haemophilia A

W09407510

1994

Factor VIII compsn contg nonionic surfactant
stabiliser - used for treating haemophilia, having
high stability during lyophilisation or storage
without addn of albumin

W09322337

1993

Factor VIII complex purificn. from protein fraction
- by use of heparin-coupled chromatographic
medium, elution with calcium chloride-histidine,
adding glycine and sodium chloride and washing

ppte

WQ09322336

1993

New improved processes for prodn. of
lyophilised factor VIII complex - comprises
adding arginine as stabiliser to factor VIII,
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lyophilising and contacting with solvent to
reconstitute the complex

EP567448

BR9301641

1993

High purity virus free factor 8 compsn. prodn. -
by chromatographic purificn. surfactant and heat
treatments, effectively inactivating virus without
mush loss of coagulant activity

W09320093

1993

Hybrid human and porcine factor VIII - having
high coagulant activity, used for treating patients
with factor VIII deficiency partic. haemophilia

W09315105

1993

High purity anti-haemophilia factor VIII from
plasma or cryo-precipitate - by chromatography
on anion exchanger and eluting with increasing
salt gradient

W09310143

1993

Recovery of purified and stabilised protein
having factor-VIII activity - by contacting sample
with at least one protease inhibiting or removing
agent to remove or inhibit de-stabilising protease
impurity

EP561034

BR9203322

1993

Modified eukaryotic cytoplasmic DNA virus
prodn. - involves direct molecular cloning of
modified DNA molecule contg. cytoplasmic DNA
virus genome

W09216557

1992

Recombinant human factor VIII derivs. and their
DNA - for treatment of haemophilia A, with heavy
and light chains linked by metal ion bond

EP508194

1992

New stabilised Factor VIII solns. with high
specific activity - contain aminoacid and opt.
detergent or organic polymer

EP466199

1992

New polypeptide fragments of factor 8C - useful
in therapy to enhance clotting capability and with
MABS for diagnostic assays

EP441695

1991

Factor VIII prepn. and analogues - with
polycationic and/or polyanionic polymer prepd.
by cell culture

W09109122

BR9007921

1991

Recombinant human  factor  VIII  deriv.
deoxyribonucleic acid - encoding protein
comprising two chains linked by segment of B
domain

w01988005825

1991

A method for producing factor VIII in haig yield

W09107490

1991

New recombinant protein complexes having
factor VIIIC activity - used to produce antibodies,
to isolate von Willebrand factor in diagnostic
assays and to treat haemophilia

W09107438

1991

Isolating factor 8 in high yield - by gel filtration of
blood plasma without cryo-precipitation

EP416983

1991

Prepn. of factor VIll-von=willebrand factor
complex concentrate - by pre-purifying whole
plasma with barium chloride and aluminium
hydroxide then purifying by chromatography on
anion exchange resin

EP412466

1991

Treating factor 8 contg. plasma fraction to
remove degrading enzymes - by treatment with
specific adsorbent, before recovering stable
factor 8 in high yield

164



Documento de

Patente

Pedido no
Brasil

Ano de
Publicacdo

Titulo

EP411810

1991

Factor VIII complex purificn. by heparin affinity
chromatography - involves eluting with aq.
calcium chloride soln. to recover intact complex
with high specific activity

W09100347

1991

Proteins with factor-VIII activity - produced by in
vitro culturing below 32 deg. celsius for short
periods

EP408029

1991

Fractionating plasma protein following freeze-
thaw treatment - by sequence of alcohol pptn.,
anion exchanger and affinity chromatography
steps

W09014886

1990

Protein sepn. medium esp. for factor VIII purificn.
- comprises water-insol. matrix carrying poly-
amine gps.

EP399321

1990

Prodn. of highly purified anti:haemophilic factor -
by PEG precipitation gel filtration and heat-
treating virus inactivation steps

JP2255698

1990

Prepn. of blood coagulant factor 8 - comprises
gel filtration of ag. soln. contg. the coagulant
using insoluble porous gel

EP383645

1990

High purity anti:haemophilia factor prodn. - by
ion exchange chromatography to remove
Willebrand factor and plasma contaminants,
using elution with high ionic strength buffer

EP367713

1990

Antidote for blood anticoagulants - comprises
Factor VIII, fragments which retain activity or
material which increases concn. blood

W08912065

1990

Sepn. of plasma proteins, esp. factor-VIIl - by
chromatography on moderately ionic anion-
exchange resin

W09002175

1990

A method for producing polypeptides by culturing
eukaryotic cells in the presence of protease
inhibitors

EP0306068

1989

Process for producing recombinant human factor
VIII:C and transformant to be used therefor

EP321835

1989

Anti-haemophilic factor concentrate prodn. from
cryo-precipitate - includes viral inactivation with
chemical agent and gel filtration to remove agent
and concentrate factor

EP303540

1989

New factor VIII deletion analogue - useful as
blood clotting agent

W08809813

1988

Proteins having Factor VIII activity - comprising
deletion mutant proteins of Factor VIII in which
central region has been deleted

EP286323

1988

Ultra-purification process for polypeptide - by
contact with an immobilised antibody, elution,
passing through an affinity region and elution

EP0254076

1988

Improved recombinant protein production

EP270516

1988

Factor 8 fraction of high specific activity prodn. -
from cryo-ppte. by removing protein impurities,
pptn. of factor 8, dissolving ppte., lyophilisation
and heat inactivation of viruses

W08800831

1988

New DNA sequences encoding modified factor
VIII:C - with deletion of DNA encoding
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maturation polypeptide, useful for high yield
transformation

W08800210

1988

Coagulation active complex prodn. - by reacting
light chain and heavy chain fragments of Factor
VIII in the presence of a complex promoting
agent

W0198808035

1988

Improved Method for producinn Factoe VIll:c-
Type Proteins

WO08704187

1987

Method for Producing Factor VIIl:c Type Proteins

WO08707144

1987

New deletion and replacement variants of factor
8:c - resistant to proteolysis but retaining pro-
coagulant activity, and new DNA coding
sequences

EP232112

1987

Recombinant protein complex having human
Factor VIII-C activity - obtd. by co-expressing
genes encoding polypeptides from the A domain
and C domain

EP221566

1987

Purificn. and concn. of antihaemophilic factor
from cryo-pptes. - comprises addn. of calcium
ion to improve PPTN of fibrinogen and
fibronectin contaminants opt. with addn. of
polyethylene glycol

W08606101

1986

Protein having pro-coagulant activity - obtd. from
truncated version of DNA sequence which
expresses complete human factor VIII-C

EP197901

1986

New fragments of human factor VIII for treating
haemophilia - with higher specific activity and
longer in vivo half life

EP0157556

1985

Recombinant factor VIII-C

EP160457

1985

New recombinant functional human factor VIII or
deriv. - useful for treating haemophilia and obtd.
as pure prod. by recombinant DNA technology

EP152746

1985

Monoclonal antibodies to factor eight C - for
isolating factor eight C complex from plasma and
polypeptide fragments

EP150735

1985

Prodn. or human factor viii C or its precursors of
sub-units - by using recombinant DNA
techniques with Factor VIII C gene expressed in
host

W08501961

1985

Prodn. of human and porcine factor Vllic - by
using recombinant dna techniques for their
cellular prodn

EP123945

1984

Coagulant polypeptide(s) obtd. from human
factor VIII:C - and monoclonal antibodies useful
in their recovery by immuno-adsorption

W08302114

1983

Ultra-purification of Factor VIII from plasma - by
adsorption on agarose bound to monoclonal
antibody and on amino-hexyl-agarose
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ANEXO IV

Perfil de Consumo e Producdo de Amino&cidos nos Cul tivos de Células
BHK Produtoras de FVIII em Diferentes Temperaturas nos Meios DMEM/F12 e
DMEM/F12/SFB

Taxas especificas de consumo e formacado dos aminoacidos analisados (gaa) NOS
cultivos em diferentes temperaturas no meio DMEM/F12.

Qaa (umol cel™ h™? 33°C 35°C 37°C
Asparagina -0,71 -0,67 -0,32
Metionina -0,52 -0,49 -0,19
Valina -0,99 -0,48 -0,37
Aspartato -0,71 -0,31 -0,18
Serina -2,33 -2,05 -4,46
Glutamato -0,46 -0,92 -0,26
Leucina -1,82 -1,76 -3,20
Glicina 0,78 0,49 0,43
Prolina 1,82 1,59 0,88

Taxas especificas de consumo e formagéo dos aminoacidos analisados ((a.,) NOS
cultivos em diferentes temperaturas no meio DMEM/F12/SFB.

Qaa (UmMol  cel™ h™) 33°C 35°C 37°C
Asparagina -0,38 -0,37 -0,50
Metionina -0,24 -0,18 -0,47
Valina -1,14 -0,32 -0,97
Aspartato -0,38 -0,37 -0,31
Serina -1,49 -1,00 -2,32
Glutamato -0,52 -0,45 -0,50
Leucina -1,25 -1,27 -1,81
Glicina 1,51 0,37 0,37
Prolina 1,12 1,00 0,60
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