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RESUMO

O PDGF-BB ¢ a forma homodimérica do fator derivado de plaguetas, é uma proteina
responsavel pela cascata de coagulagdo sanguinea, com alto poder mitogénico e angiogénico.
Esta proteina pode ser utilizada em terapias de crescimento capilar e reparo de tecidos, devido
sua capacidade de atrair, recrutar e proliferar diferentes tipos celulares necessarios para 0
processo de remodelagdo da matriz proteica. Dentre as possiveis aplicacdes estd o tratamento
de neuropatia diabética, uma complicacéo do diabetes, que consiste na formacéo de feridas ou
Ulceras nas regides periféricas — pés - do paciente e que podem gerar amputacGes ndo
traumaticas. O tratamento com os farmacos disponiveis no mercado contendo PDGF-BB
possuem altos custos, que impossibilita sua disponibilidade aos pacientes e até mesmo sua
redistribuicdo pelo SUS. Neste trabalho, o intuito foi avaliar e acompanhar o crescimento
celular de HEK293T superprodutoras de rhPDGF-BB adaptando-as ao crescimento em
suspensdo aderido a superficies em microcarreadores em dois aumentos de escala: sistema
FibraStage e frasco tipo spinner de 100mL visando o escalonamento da producédo da proteina.
A avaliacdo do perfil metabolico dos meios condicionados foi realizado por colorimetria e
HPLC. Obteve-se um perfil ndo linear durante as horas de cultivo em ambos aumentos de
escala. Os resultados mostraram que o perfil metabolico das células no FibraStage variou
conforme a concentracdo de glicose no meio e regulou a producdo de lactato e glutamina
durante a batelada. Para o ensaio em spinner ap6s 5 dias de adaptacao celular ao sistema e
fase lag de 10 dias, as células atingiram a fase exponencial. Os testes realizados com o0s
microcarreadores mostraram que a medida que as horas de cultivo aumentaram, a integridade
fisica dos carreadores foi comprometida, porém ndo impediu a proliferacdo das células em sua
superficie. Assim, os resultados mostraram-se promissores para a utilizacdo em um novo
aumento de escala e volume de trabalho compativel com biorreator tipo Wave.

PALAVRAS-CHAVE: PDGF-BB; Reparo de tecidos; HEK 293T; Aumento de escala;



ABSTRACT

PDGF-BB is the homodimeric form of the factor derived from platelets, it is a protein
responsible for the cascade of blood coagulation, with high mitogenic and angiogenic power.
This protein can be used in capillary growth and tissue repair therapies because of its ability
to attract, recruit and proliferate different cell types necessary for the process of remodeling
the protein matrix. Among the possible applications is the treatment of diabetic neuropathy, a
complication of diabetes, which consists of the formation of wounds or ulcers in the
peripheral regions - feet - of the patient and that can generate non-traumatic amputations.
Treatment with the commercially available drugs containing PDGF-BB has high costs, which
makes it impossible for the patients to be available and even for their redistribution through
SUS. In this work, the aim was to evaluate and monitor the cell growth of rhPDGF-BB
overproducing HEK293Ts adapting them to the growth in suspension adhered to the surfaces
in microcarriers in two increases of scale: FibraStage system and spinner bottle aiming at the
scale-up of protein production. The evaluation of the metabolic profile of conditioned media
was performed by colorimetry and HPLC. A non-linear profile was obtained during the
culture hours at both scale increases. The results showed that the metabolic profile of the cells
in the FibraStage varied according to the concentration of glucose in the medium and
regulated the production of lactate and glutamine during the batch. For the spinner assay after
5 days of cell adaptation to the system and 10 day lag phase, the cells reached the exponential
phase. Tests performed with the microcarriers showed that as the growing hours increased, the
physical integrity of the carriers was compromised, but did not prevent proliferation of the
cells on their surface. Thus, the results were promising for use in a new increase in scale and
work volume compatible with Wave type bioreactor.

KEYWORDS: PDGF-BB; Tissue repair; HEK293T; Increase of scale;
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1.INTRODUCAO

A producdo de proteinas recombinantes em células de mamiferos, como sistemas de
expressao, vém sendo desenvolvidas e aprimoradas nos ultimos 20 anos, mostrando-se
eficientes devido a elevada aplicacdo médica dos produtos, como foco principal a producdo de
biofarmaco diversificando o mercado de vendas.'?

Para a demanda em escala industrial 0 modo de producéo dessas proteinas foi descrito
por técnicas de aprimoramento de cultivo celular — manutencdo das células viaveis - e a
mobilidade no volume de trabalho — escalonamento da producdo para proteina final — os quais
despertaram interesse para industria biofarmacéutica ainda que escassa sob a producéo
académica.>*

Nas duas Ultimas décadas, o desenvolvimento de produtos recombinantes tem sido
relevante para a Salde Publica, em especial o Sistema Unico de Sadde (SUS), seja na
utilizacdo como agentes de defesa celular ou em tratamentos com terapia génica de doencas
cronicas como hemofilias e outros®. Atualmente, o diabetes mellitus é responsavel pela
morbidade de 140,2 mil habitantes no pais (dados referentes a 2018) e tem proporcionado um
vasto campo de pesquisa, sendo favorecida pela inovacdo tecnoldgica e apds um seculo de
progresso médico, os pacientes convivem melhor com a doenca do que nunca antes. Com a lei
Federal n°11.347 (27 de setembro de 2006) que determina monitoramento e fornecimento
gratuito de farmacos para o tratamento do diabetes pelo SUS, os medicamentos utilizados
passaram a ter uma abordagem preventiva mais eficaz pela melhora dos farmacos
desenvolvidos, no entanto, o tratamento tradicional ndo foi capaz de reduzir a prevaléncia de
efeitos colaterais da doenca, como: nefropatias, retinopatias e neuropatias.’

A neuropatia diabética é considerada o efeito colateral menos compreendido no mundo,
sua prevaléncia é de aproximadamente 30% em pacientes diabéticos hospitalizados e 20-30%
em pacientes diabéticos de base comunitéria.® Suas complicagdes geram desde Glceras nos
pés, gangrena e até mesmo amputagdes ndo traumaticas.”®

Diante da variedade de complicacfes e manifestac@es clinicas associadas as neuropatias
diabéticas, no intuito de auxiliar o processo de cicatrizagdo das feridas e Ulceras formadas
foram testadas terapias celulares e expressdo de proteinas para reparos de tecidos. Esse
processo envolve quatro fases bioldgicas sobrepostas - coagulacéo, inflamacéo, proliferacao

celular e remodelagdo® — que acontecem de forma linear nas feridas agudas e nas feridas



cronicas — neuropatias - a progressao das fases encontram-se em diferentes etapas ao mesmo
tempo e ndo ocorre em sincronia.’

Em virtude desta assincronia, fatores de transformacdo beta (TGF-B), de crescimento
derivado dos fibroblastos (FGF), de crescimento epidérmico (EGF) e de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) foram identificados e utilizados para acelerar a velocidade do processo
de cicatrizagdo durante a fase de proliferacdo celular em estudos experimentais com humanos
e roedores normais e no auxilio da remodelagdo celular em teste envolvendo problemas de
coagulagdo sanguineas.'* ** Embora 0 uso terapéutico com fator de crescimento resulte em
uma melhora na cicatrizacdo, é importante ressaltar que o uso exige um importante equilibrio
entre a dose da proteina e sua real acdo regulatdria durante a cascata de recuperacdo dos
tecidos.>*°

Os biofarmacos disponiveis na industria farmacéutica para contornar os efeitos da
neuropatia sao: uso topico do farmaco Regranex®, produzidos por Saccharomyces cerevisiae,
composto por 100ug de becaplermin (PDGF-BB) por grama de gel custando cerca de US$
1.103,00 cada; e tecidos equivalentes a pele como o Apligraf® (Organogenesis) fornecido
como um disco circular de aproximadamente 75 mm de didametro e 0,75 mm de espessura,
como substituto vivo da pele em duas camadas, fabricado por células derivadas do tecido
preplcio masculino neonatal com queratinécitos e fibroblastos com colageno tipo | bovino
custando cerca de US$ 1,670.00 folha/aplicacéo. " *®

Em média, sdo necessarias sete aplicagcdes por um periodo inicial de tratamento durando
cerca de um més e cinco dias. Dependendo do grau de complicagcdo da ferida o tratamento
podera necessitar de mais aplicacdes para a completa cicatrizacdo aumentando o uso das
folhas, assim, o tratamento disponivel com os biofarmaco do mercado envolvem altos custos
tornando-se dispendioso para o SUS.

Dessa forma, para viabilizar o tratamento com o biofarmaco contendo PDGF e na
tentativa de contornar os problemas econémicos de compra e redistribuicdo desses
medicamentos, foi proposto um processo de producdo dessa proteina em células de mamifero,
e aplicando técnicas de escalonamento para aumento do volume de trabalho. A producéo final
de proteina purificada e ativa necessaria para elaboragdo do biofarmaco podera atingir
maiores volumes e proporcionar um reequilibrio no custo-beneficio do processo de producao.
Esse aumento de producdo final contribuird para elaboracdo de uma nova rota de producgéo e
uma reducdo de custos de processos, viabilizando o acesso aos tratamentos com foco na

regeneracdo celular de feridas nas regides, periféricas auxiliando os pacientes diabéticos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabetes Mellitus e neuropatia diabética

O diabetes mellitus, € uma condicdo cronica que ocorre quando ha niveis elevados de
glicose no sangue, hiperglicemia, por falta, insuficiéncia ou ineficacia na producdo e
utilizagdo do hormaonio insulina. Atualmente afeta 851 milhGes de pessoas em todo 0 mundo e
12,5 milhGes de adultos no Brasil. Os problemas encontrados devido a hiperglicemia ndo
controlada englobam diversos danos celulares, tais como: doencga cardiovascular, nefropatia,
retinopatia, cegueira e neuropatia, sendo este ultimo um sintoma colateral diagnosticado com
prevaléncia de 10-18%.°

Destacando-se essa prevaléncia e as enfermidades geradas por esse sintoma colateral, a
neuropatia diabética (ND) é caracterizada pela redugdo da vascularizacdo em nervos
periféricos e deficiéncia de angiogénese e fatores neurotréficos.?’ *Como compdem um
grupo heterogéneo de manifestacdes clinicas, as complicacbes geradas pela neuropatia
diabética periférica (NDP) variam de acordo com estado sensorial das fibras envolvidas, ja
que os sintomas da NDP podem ser dolorosos, com agravamentos de fortes dores musculares
e desagradaveis sensacdes de queimacdo e formigamento a noite, ou silenciosos, como
dorméncia e/ou perda da sensibilidade devido ao envolvimento de fibras nervosas sensorio-
motoras distais, sendo este 0 mais comum deles.?

Estes sintomas silenciosos da NDP podem agravar o estado clinico do paciente ja que a
perda da sensibilidade, o desequilibrio da presséo arterial e a deformidade na regido periférica
— 0s pés, por exemplo - podem transformar calos em feridas cada vez mais complicadas, até
mesmo em um histérico de ulceragdo ou amputacdo. Em muitos paises, a amputacdo nao-
traumatica de membros inferiores sdo precedidas de Ulceras, chegando a mais de 85%.%*2
Estima-se que 24,4% do total de gastos com saude entre a populacdo diabética mundial esteja
relacionado a complicagdes nos pés.?’ No Brasil, 0s custos médicos totais do tratamento de
complicacBes nos pés de pacientes diabéticos foram estimados em US$ 27,7 milhdes para
internacdo e US$ 333,5 milhGes para atendimento ambulatorial, resultando em um 6nus
econdmico total de US$ 361 milhdes em 2014.%

A escolha e 0 uso do melhor tratamento para contornar essa enfermidade como também
o controle glicémico implica uso de farmacos, que em sua maioria possuem altos custos de
comercializacdo. Outro fator negativo no tratamento do diabetes sdo as classes de

medicamentos usadas, ja que grande parte dos farmacos disponiveis para controle glicémico



causam eventos adversos, que abrangem desde infec¢Bes geniturindrias a intolerancia
gastrointestinal grave, agravando-se em neuropatia autonémica diabética.”®

O mecanismo dessa patogénese é excepcionalmente complexo devido ao envolvimento
simultaneo de diversas vias de sinalizacdo durante a coagulacdo sanguinea. No entanto,
grande parte do tratamento envolve uso de farmacos baseados na estabilizacdo glicémica,

como: Benfotiamine, Epalrestat, ranirestat, acido a-lipéico,** >

que a longo prazo tornam-se
pouco viaveis.*** O uso de analgésicos opiaceos como Tramadol também s&o encontrados
para contornar sintomas de dor, porém a exposicdo a longo prazo também ndo é
recomendado.*®

Como ndo existe um tratamento definitivo para prevenir a incidéncia de neuropatia
diabética, tratamentos pontuais como terapias celular e acompanhamento voltadas para
patogénese que envolvam a desaceleracdo sintomatica da enfermidade, a prevencao de suas
complicagBes tém sido os principais métodos usados para reduzir e monitorar os indices da
neuropatia.*

Estudos contendo duas isoformas do fator de crescimento de hepatocitos humanos
(HGF) administradas por injecBes intramusculares em pacientes com neuropatia diabética
dolorosa obtiveram respostas para melhora nos movimentos das regides afetadas pela doenca
e diminuicdo ou alivio das dores nas regibes afetadas, fibras nervosas intraepidérmicas. Os
pacientes testados obtiveram uma reducdo de 50% na dor em compara¢do com 17,6% dos
pacientes do grupo placebo, e dois dias de tratamento foram suficientes para proporcionar
alivio sintomatico com melhora na qualidade de vida por trés meses.*’

Foi testado também o transplante local de células-tronco mesenquimais (MSCs) em
ratos diabéticos afetados pela neuropatia com intuito de aumentar a angiogénese e avaliar a
regeneracdo neural nos nervos ciaticos. Observou-se que apds quatro semanas, a injecdo de
MSCs nos musculos dos membros posteriores afetados obteve a restauracdo da velocidade de
conducdo nervosa e resposta muscular na regido e a expressao de multiplos fatores envolvidos
na angiogénese nervosa melhorou o estado clinico da neuropatia diabética nas demais regides
musculares dos ratos.?

Outro sucesso recente em terapias celulares aliadas a bioengenharia foi a utilizacdo de
peles testadas em Ulceras neuropaticas do pé diabético. Em um ensaio de 12 semanas, uma
pele de camada dupla composta de fibroblastos vivos e queratindcitos a partir do prepucio
neonatal geraram 56% de cicatrizacdo nas feridas em comparagdo com o grupo controle que

alcancou apenas 38%. Foram observadas também diminuicéo na incidéncia de osteomielite e



amputacdo, devido a cicatrizacdo mais rapida. Outro estudo sob as mesmas condicGes
observaram a incidéncia de cicatrizacdo de 30% em relagdo aos 18% do grupo controle.**%

O fato € que, a proporc¢édo da populacéo diabética com fatores de risco para ulceracdo do
pé atinge entre 40% e 70% dos pacientes, o que indica a necessidade de um processo de
triagem prestados a esse publico para identificar os individuos de alto risco e com isso buscar
estratégias terapéuticas para controlar a formacdo dessas Ulceras e feridas da NDP. Dessa
forma, o processo de triagem deve ser cada vez mais integrativo e efetivo aumentando a

qualidade de vida do paciente, ja que o risco de Glcera no pé é de cerca de 25%>>*

e sua
maior complicacdo, as amputacfes ndo traumaticas, representam dois tercos de todas as
amputagdes ndo traumaticas realizadas no setor hospitalar.?* Outro fator que corrobora essa
triagem sdo as reducdo de custos médicos pago pelos sistemas de satde publica devido ao pré-

diagndstico e as medidas preventivas corretas.?

2.1.1 Producdo de biofarmacos para tratamentos de doencas cronicas

A elaboracdo e o desenvolvimento dos farmacos convencionais até a comercializagdo
final do produto envolve processos complexos e dispendiosos podendo durar 15 anos, com
custos excedentes a US$ 2 bilhdes,** quando compara-se esses custos de producio com 0s
produtos biofarmacéuticos temos que o custo total de pesquisa e desenvolvimento de novos
biofarmaco alcancam US$ 1.395 milhdes e US$ 2.558 milhdes, respectivamente. Essa
diferenca de aproximadamente US$ 1,9 bilhGes representa, além da diminuicdo de gastos, a
reinvencdo das rotas tecnolOgicas existentes durante as etapas de producdo de novos

biofarmaco (Figura 1).%?
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Figura 1.Etapas para de planejamento e producdo de biofarmaco. Adaptado de GIBSON.*?

Para a elaboracdo e lancamento de um novo biofarmaco no mercado sdo necessarios
planejamento de varias etapas de producdo e documentacdo como visto na Figura 1. Como o
tempo medio gasto para a comercializacdo de um novo biofarmaco no mercado chega a dez
anos intervalo que vai desde a eleicdo da substancia pretendida para lancamento no mercado
até etapas de: otimizacdo do design de producdo - caracterizacdo e reprodutibilidade no
padrdo de qualidade; etapas de otimizacdo do processos de producdo e etapas de
escalonamento para ensaios clinicos e producdo em volume de trabalho industrial que levam
em média de seis a sete anos até o processo de validacao final. Assim o sucesso final requer
recursos financeiros imersos em cada etapa do processo e necessita de gerenciamento em cada
fase do projeto final.**

O grande diferencial dos produtos biofarmacéuticos é a alta versatilidade de sua
resposta bioativa em hospedeiros vivos e bioldgicos envolvendo biotecnologia e
bioprocessos.* Ao passo que a compreensdo dos sistemas de expressdo de biofarmacos
aumenta, a participacdo no mercado também cresce, oferecendo velocidade e qualidade de
producdo para industria farmacéutica, além de contemplar cada vez mais tratamentos e

possibilitar diversas aplicacbes como agentes de defesa celular.



Dentre todas as aplicagfes, a classe que mais se destaca dentre os produtos
biofarmacéuticos sdo as proteinas terapéuticas, com funcdes de defesa celular como
imunoreguladores em casos de adultos com hepatite C cronica*’ e papéis fisiolégicos no corpo
humano, incluindo catalisadores e receptores, canais de membrana e carreadores de
macromoléculas em diferentes tratamentos clinicos, como a entrega dirigida de amoxicilina

em casos persistente de Chlamydia trachomatis.*®

Algumas terapias com proteinas
terapéuticas recombinantes de alta especificidade possibilitam também substituicdo ou
remocao de proteina defeituosa em casos de disturbios enddcrinos ou deficiéncias hormonais,
como a insulina em pacientes diabéticos e em casos de hemostase e trombose como 0 uso de
fator de coagulagdo XVI111 e XIX para hemofilicos A e B, respectivamente.*’

Entdo, o reparo e manutencdo das defesas celulares e das func@es fisioldgicas do corpo
se tornam cada vez mais importantes para doencas classificadas como cronicas, as quais 0
individuo necessita de acompanhamento médico para o tratamento da doenga. O reflexo desse
cenario desde 2014 é o crescimento de 32% na produgdo de biofarmacos a partir de proteinas
terapéuticas recombinantes, produzidos e aprovados no mercado utilizando-se células de
mamiferos como sistemas de express&o,*® com uma demanda projetada para alcancar o dobro

em dias atuais,”® movimentando vendas globais excedentes a US$ 450 bilhdes até 2019.%°

2.2 Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

Conhecido pelo grande potencial mitogénico e angiogénico, o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) tem sido estudado ao longo dos anos.'?'*%°2 Dada a
capacidade de estimular células de origem mesenquimal por meio de granulos alfa de
plaquetas ativadas durante a coagulagé@o sanguinea, o PDGF torna-se crucial nos processos de
cicatrizacdo e reparo tecidual, incluindo fibroblastos da derme, células da glia e também no
reparo 6sseo e dental.*>**°:3 Outro grande potencial encontrado durante as fases do processo
de cicatrizacdo é sua capacidade de atracdo de diferentes tipos de celulares como:
fibroblastos, monadcitos, neutrofilos e células de musculo liso, os quais possibilitam a
construcdo de novos vasos sanguineos, recrutamento e proliferacdo das células necessarias
para 0 processo, sintese de outros fatores de crescimento, e finalmente, a sintese e
remodelamento da matriz protéica.****

Existem quatro alelos de PDGF sendo eles: PDGFA, PDGFB, PDGFC e PDGFD, os
quais correspondem aos cromossomos 7, 22, 4 e 11, em seres humanos, e nos cromossomos 5,
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15, 3 e 9 em camundongos, respectivamente.>® Os grupos formados incluem pelo menos cinco
membros estruturalmente relacionados, PDGF-AA, -BB, -AB, -CC e -DD® que podem
formar ambos homodimeros e heterodimeros.> As cadeias de PDGF s&o unidas em dimeros
através de pontes dissulfeto na qual se ligam aos receptores de tirosina quinase codificados
por dois genes, PDGFR-a ¢ - e 0 PDGF-BB € a Unica isoforma capaz de se ligar a ambos
receptores PDGFR-a ¢ —B.>%

Estudos com o receptor PDGFR- B em tratamentos de carcinoma de células renais
(CCR), tumor altamente vascularizado, permitiu o progndstico do tumor por meio de
marcadores celulares endoteliais e perivasculares na presenca de PDGFR- 3 correlacionando a
expressdo PDGFR- B perivascular com a densidade do vaso sanguineo e a modulacdo do

progndstico de acordo com as variages intrinsecas da doenca.”®

2.2.1 PDGF-BB e sua aplicacéo

Uma das isoformas homodimeras, o PDGF-BB, biologicamente ativo
intracelularmente'® tem sua sintese regulada finamente de forma independente no nivel
transcricional e postranscricional, sendo frequentemente aumentada em resposta a estimulos
externos, como exposicao a baixa concentracdo de oxigénio, a trombina ou ao estimulo com
vérios fatores de crescimento e citocinas.”® Em condicdes fisioldgicas, 0 PDGF-BB é
secretado principalmente pelas células de Kupffer e uma vez que um tecido tenha sido
danificado, varias células diploides podem sintetizar e secreta-lo auxiliando na proliferacdo de
tecidos conjuntivos.®

O PDGF-BB possui 241 aminoacidos, cujo DNA gendmico contém cerca de 14 kDa e o
DNA codificante cerca de 3,5 kb é altamente expresso na placenta e no corac;z?lo.61 Seu
dominio é caracterizado por um padrdo de residuos de cisteinas altamente conservado,
incluindo o chamado motivo cystine knots e as duas subunidades formadoras da sua estrutura

estdo dispostas de maneira antiparalela (Figura 2).
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Figura 2.Modelo de estrutura do PDGF-BB. Subunidades formadoras da molécula: amarela e
laranja, dispostas de forma antiparalela. Adaptado de KUAL, Jun et al.®?

Como visto na Figura 2, a alta complexidade de dobramentos da proteina e seus
diversos prolongamentos dados pelo grande tamanho, consistem em um dobramento estreito
semelhante a um ng, na qual um dos dissulfetos interligados atravessa o circulo formado pelos
outros dois nos e pelas sequéncias intervenientes. Do n6 de cistina ao centro, dois grandes
lagos estabilizados por interacdes de receptor-p estendem-se em uma direcdo opostas - lagos
em arranjo antiparalelo da molécula - e um lago mais curto aponta na direc&o oposta.>

A biossintese e 0 processamento proteolitico no terminal -COOH da isoforma PDGF-
BB implica a otimizacdo e estudos em sistemas de expressao que serdo capazes de realizar
todas as transformac@es transcricionais e pos transcricional necessarias e preservar todas as
respostas bioativas importantes de forma eficaz para a posterior utilizacdo em terapias
celular.®*

Sua utilizacdo em terapias celular com foco na reparacdo dos tecidos durante a cascata
de coagulacdo destaca-se durante a fase a inflamatéria e proliferativa durante o processo de
cicatrizacao (Figura 3).
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Figura 3.Cascata de coagulacdo sanguinea na presenca de PDGF-BB. Adaptado de
PERIAYAH, M.H. et al. > EVROVA, O. et al.

Apos o surgimento da lesdo ou da necessidade do processo de coagulacdo sanguinea

substancias vaso construtoras sdo acionadas para o inicio do processo de reconstrucdo e
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remodelagdo da matriz tecidual (Figura 3). A grande atuacao inicia-se na fase inflamatéria
qguando sua presenca das demais plaquetas ativadas o PDGF-BB encaminha e recruta
neutrofilos e mondcitos no inicio da cicatrizacdo e promocdo da sintese de colageno e
proteoglicanos importantes para reorganizacdo da matriz extracelular. Ja na fase proliferativa,
devida a capacidade de angiogénese e mitogénese desse fato de crescimento, a proliferagdo e
ativacdo dos fibroblastos no tecido vizinho sdo estimulados a migrarem para o local da injuria
— quimiotaxia — e entdo ha remodelacdo nos fibroblastos promovendo a cicatrizacao
completa.66

A utilizacdo rhPDGF-BB em terapias de crescimento capilar e reparo de tecidos,
expressos no epitélio folicular foi estuda na forma de injecdes intraoperatorias®’, as quais
potencializaram o crescimento das células da papila dérmica atraves da inducdo de proteinas
que estimulam a sintese de estromelisina acelerando o crescimento folicular. Ao final do
tratamento utilizando-se injecOes intra-operatdrias, 0s pacientes apresentaram melhora clinica
no nimero médio de foliculo capilar, com um aumento médio de 33,6 cm cabelos na area
alvo, e um aumento médio na densidade total do cabelo de 45,9 cabelos por cm? em
comparacao com os valores basais. A avaliagdo microscdpica mostrou o aumento de 0,05 mm
na espessura da epiderme e do nimero de foliculos pilosos e 0 aumento discreto de pequenos
vasos sanguineos ao redor dos foliculos pilosos na pele tratada em comparacdo com oS
valores basais.®’

Devido as suas capacidades como a regulacdo da fungdo imunitaria, da proliferacdo e
diferenciacdo de varios tipos celulares, tais como: epitélio, 0sso e tecidos moles, os fatores de
crescimento e a sua aplicacdo nas superficies dentérias radiculares com o objetivo de induzir a
repopulacdo celular, tém sido investigados com maior detalhe.®® A fim de promover a
regeneracdo periodontal, estudos em cées raca Beagle demonstraram que rhPDGF-BB afeta
positivamente 0 processo de regeneracdo0 em enxertos na matriz 0ssea nas mandibulas
caninas, a medida que os defeitos foram expostos as concentracdes de PDGF-BB, notou-se
aumento na proliferagdo na rede vascular e consequentemente uma reducdo no tempo de
regeneracdo na matriz 6ssea lamelar. A aplicacdo local de PDGF na superficie radicular
facilita a cicatrizacéo tecidual, acelerando a cadeia de eventos que levam a formacao de novo
enxerto da matriz 6ssea.®® "

Avaliando ainda a eficicia do rhPDGF-BB combinado a p-fosfato tricalcico no
tratamento de periodontite, apds 6 meses de uso, 0 grupo testado mostrou uma reducdo de

0,035 mm na profundidade da margem gengival e um ganho no nivel de enxerto na matriz
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6ssea de 0,65 mm e 0,40 mm no 3° e 6° més. O preenchimento ésseo linear foi melhorado em
35% no grupo teste comparado ao grupo controle com redugdo 0,036mm de retracédo
gengival.”

Com relacdo ao uso de rhPDGF-BB em tratamentos de feridas diabéticas em ratos
aplicados topicamente por meio de membranas nanofibrosas com concentragdes distintas de
rhPDGF-BB, estudos comprovaram o melhor desempenho na cicatrizagdo das feridas com
relacdo ao grupo placebo devido ao aumento 0,51mm de metaloproteinase de matriz por 21
dias para o grupo com rhPDGF-BB e 0,25mm para o grupo placebo. As analises histolégicas
também comprovaram melhor recuperacdo da pele apds 14 dias de uso da nanofibra+
rhPDGF-BB.”

A eficiéncia na cicatrizacdo de Ulceras diabéticas em humanos foi estudada’™’
utilizando-se rhPDGF-BB em uso tdpico. Estudos relataram o aumento de 15% na incidéncia
de fechamento de feridas em 20 semanas de tratamento e 50% de cicatrizacdo das feridas de
pacientes diabéticos. Os critérios de eficicia do tratamento incluiram a porcentagem de
pacientes que atingiram a cicatrizacdo completa, alcancando 57,5% dos pacientes, dentro do
periodo de tratamento de 20 semanas, com tempo médio para alcancar a cicatrizacdo completa
de 63 dias e a taxa de recorréncia da Ulcera de 21% durante o periodo de seis meses apos a
cicatrizacdo e a adesdo ao tratamento. Esses resultados confirmam a eficacia e seguranca do
gel tdpico comercializado para o tratamento de Ulceras diabéticas de membros inferiores.”

2.3 Sistemas de expressao de r-proteinas

Assim como a expressdo de PDGF-BB requer um sistema de expressao eficiente, a
producéo de proteinas terapéuticas recombinantes em sua totalidade tambem foi explorada em
varios sistemas de expressdo, sendo eles: Escherichia coli, Komagataella phaffii, S.cerevisae,
cultura de células de insetos, Spodoptera frugiperda ou Trichoplusia ni, mediadas por
baculovirus, Autographa californica, e células de mamiferos CHO e HEK293.°

Os resultados encontrados durante a expressao de proteinas nos diversos sistemas variou
conforme a capacidade e maquinaria existentes para 0s processos proteoliticos transcricionais
e pos-transcricionais de cada organismo, nas quais se observou a expressdo de proteinas,
geralmente de alta complexidade. Assim, foi selecionado o melhor sistema a ser usado, ja que
o0 desenvolvimento de novas plataformas de producdo de proteinas tem como objetivo
melhorar a funcionalidade dos medicamentos produzidos através do alcance de dobramentos
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das proteinas bem sucedidas e as modificacdes pos-traducionais mantendo a fidelidade no
processo.”’

Os sistemas bacterianos foram os mais rentaveis e predominantes desde a década de
19808, devido a alta taxa de duplicacéo, baixo custo de manipulacdo e certa simplicidade de
producdo, porém apresentaram proteinas com pouca solubilidade ou falta de modificagdo pos-
traducdo adequada devido & baixa capacidade proteolitica desse organismo.”*® A
implementacdo da producdo em sistemas como leveduras, ofertou uma alternativa aos
hospedeiros procariéticos e melhoria na capacidade de modificacdo pos-traducdo das
proteinas.®

Para os sistemas de baculovirus e de insetos, sistema inicialmente bem-sucedido para
producdo de vacinas,”® a capacidade de sintese, dobramento, modificacdo e processamento
das proteinas produzidas obtiveram cadeias de glicosilacdo compostas com residuos de fucose
ligados ao nucleo N-glicanos com funcdo alergénica, impossibilitando e reduzindo as
aplicacBes farmacéuticas desse sistema expressao. 225

Entdo, a compreensdo cada vez maior da fisiologia e das necessidades celulares e dos
fatores envolvidos na expressdo génica heterdloga e as capacidades de modificacdes
proteoliticas, fortaleceram o uso de diferentes sistemas de expressdo, sendo eles procariéticos
e eucariéticos, como células de animais.?*®

De fato, as proteinas terapéuticas produzidas em linhagens celulares mais comuns como
bactérias, leveduras e mamiferos, encontram-se em constante evolucdo, competindo para
melhorar suas propriedades, destacar-se como plataformas a serem escolhidas para producao
de biofarmaco de qualidade, tornando-as capazes de concorrer com a producdo de enzimas

paras industrias quimicas redefinindo protocolos e estratégias de produgéo.*

2.3.1 Expresséo de r-proteinas em células de mamiferos

A expressdo de r-proteinas terapéuticas em célula de mamifero estd associada a
capacidade de adicionar glicanos nas proteinas sintetizadas com diferentes estruturas
anexadas em um unico esqueleto peptidico e sequéncia de aminoécido conhecida, tornando-se
0 hospedeiro ideal para o processo de proteinas bioativas e com perfil de dobramento seguro e
desejavel na elaboracdo de proteinas terapéuticas recombinantes com destinacdo final de
biofarmacos.?*®’ Para producéo de r-proteina, células de rim embrionario humano (HEK) 293

e celulas de ovéario de hamster chinés (CHO) sdo comumente utilizadas, e em alguns casos
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também expressas em células de rim de hamster bebé (BHK), em linhagens de mieloma
murino (SP2/0) e NSO, dependente do colesterol e a linhagem PER.C6, derivada da retina
humana. %%

O workhorse da producdo de proteinas de mamiferos especialmente em escala industrial
é 0 uso de células CHO, isolada por Theodore Puck no final da década de 50, inicialmente
selecionadas para estudos citogenéticos, devido ao seu baixo nimero de cromossomos (2n =
22) e cultura celular confiavel atingindo alta densidade celular. A receita global anual em
2012 de produtos de células CHO chegou a mais de US $ 100 bilhdes, com demanda para
atingir o dobro nos préximos anos.”* O sucesso de CHO est4 associado & sua adaptabilidade
ao cultivo em altas densidades e culturas em suspenséo, além da adaptacdo as condicdes livres
de fatores de crescimento celular presentes em soro derivados de animais.

Enquanto as células CHO foram o campo de trabalho da producdo de proteinas
recombinantes, a linha HEK 293 cresceu e destacou-se como workhorse na produgdo de
proteinas recombinantes humanas, devido suas modificacdo e funcdes pds-traducionais,*®
utilizando-se DNA viral por técnica de transfeccdo de calcio desenvolvida por Graham e Van
der Eb.% Essa linhagem celular e seus derivados HEK 293T, 293S, 293FTM, 293SG tém sido
frequentemente usadas ap6s Hela, em estudos de biologia celular e como seus clones
derivados apresentaram adaptacdo a novas condic¢des de crescimento, como o cultivo em altas
densidades celulares para a producdo de biofarmacéuticos com énfase em proteinas
recombinantes humana. Essa vantagem juntamente com a alta fidelidade de expressdo das
proteinas em ensaios bioquimicos, possibilitaram a geracdo e amplificacdo de producéo
durante os bioprocessos existentes na industria.***

A linhagem celular HEK 293T (Figura 4) modificada geneticamente para conter o
antigeno T do virus SV40 (simio virus 40) € um derivado importante na producdo de r-
proteinas devido a capacidade de processamento proteoliticos pos-traducgdo e a facilidade de
transfeccdo dessas células®, dada a replicacdo epissomal de um plasmideo que transporta a
origem de replicagdo correspondente, aumentando o rendimento total do processo de
produc;z?lo.96 Essa capacidade de replicacdo em sistemas de expressdo génica transitéria de
HEK293T representam uma maneira eficaz de encurtar o tempo necessario para rastrear

candidatos terapéuticos funcionais e para permitir a sua répida producao.®’
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Figura 4.Microscopia eletronica de varredura das células HEK293T. Adaptado de CHANG,
H.Y.etal.®* e SOKOLOVA, V. et al.*

As células HEK293T exibem forma poligonal ou invaginada (Figura 4A) em seu estado
natural, e os contatos célula-célula sdo semelhantes em todas as superficies por meio de
conexdes de filopodios finos (Figura 4B). Originalmente essas conexdes requerem um contato
aderido a superficie e em situacGes de estresses podem apresentar uma forma arredondada. A
taxa de duplicagdo dessas células dura cerca de 24h e rapidamente possuem uma tendéncia a
formar clusters de células, aglomerados de células, quando ndo se encontram homogénea
sobre a superficie de contato.**

Além dos métodos de transfeccdo transitoria, € possivel encontrar em células CHO e
PER.C6 métodos de transfeccdo estavel, que diferenciam-se principalmente pela incorporacéo
total do DNA no cromossomo tornando-o0s mais produtivos em comparagdo a produtividade

especifica e volumétrica durante a producdo de r-proteinas nessas células.'®™

2.4 Modos de producédo de r-proteinas

As condicGes do crescimento celular e quantidade de produtividade especifica durante a
producdo de r-proteinas em célula de mamiferos oscilam levemente entre as linhagens
escolhidas e 0 modo de producgéo pretendido ocasionando grandes impactos durante as etapas
de recuperacéo e purificacio.**

Os parametros de viabilidade e densidade celular durante o processo sdo modulados a
partir de fatores, como: concentracdo inicial de nutrientes disponiveis e a producdo de
metabolitos t6xicos. %

Essa modulagdo pode ocorrer em sistemas fechados, ensaios descontinuos, bateladas,
quando a producdo especifica e volumétrica esta associado ao esgotamento de substrato
limitante no término do cultivo. Uma forma de variar esse processo € repeti-lo para melhorar
a viabilidade celular que costuma alcancar entre 1 e 4x10° células/mL, dependendo da

linhagem celular e do meio utilizado durante o processo de produgédo. Por meio de coletas
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periodicas seguidas pela adicdo de meio fresco até completar o volume de trabalho, a
repeticio fornece novos nutrientes necessarios as células reduzindo também a
heterogeneidade das condicbes de cultivo, porém essa troca constante apresenta riscos de
contaminacdo e esterilizacdo no preparo do biorreator para a nova a corrida.**%*

Na industria biofarmacéutica o biorreator classico, tanque agitado (STR), é comumente
utilizado como sistema de producdo para o cultivo de células animais em suspensdo ou
aderidas a microcarreadores, em especial na producdo de anticorpos monoclonais (mAbs),'*
ja que esse biorreator alia a versatilidade da automacdo e padronizacdo no uso dos
impelidores (pas), injecdo de gases e controle do pH do meio, garantindo um ambiente em que
0 pH, oxigénio dissolvido (OD), temperatura e concentracdo de nutrientes sejam distribuidos
no meio de forma homogénea, a fim de evitar a morte celular e consequentemente garantir a

sua viabilidade ao longo do cultivo(Figura 5).

TROCA GASOSA Retirada/Adicdo

MEIO DE CULTURA N
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|
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Figura 5. Representacdo do bioreator de tanque agitado (STR). Adaptado de KUYSTERMANS e AL-
RUBEAI'

Estudos realizados em reatores descritos na Figura 5 avaliaram a influéncia dos
parametros de operagdo, como rotacdo e velocidade do impelidor — frequéncia de agitacao
com variacdo temporal - sobre a quantidade e a qualidade da adeséo celular e da producéo

final de proteinas.®*

Quando se tem homogeneidade do meio de cultura e a manutengéo na
taxa de transferéncia de massa de oxigénio entre 40 a 60% da saturacao de ar no meio liquido
conseguida pela agitacdo correta, controle de pH entre 6,8-7,8 pela distribuicdo homogénea
dentro do biorreator, e a temperatura ideal entre 35,5-37 °C, as proteinas produzidas terdo
maiores probabilidades de resposta ativa, importantes para confiabilidade do biofarmaco

produzido.'%+1%
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Para a producéo de proteinas em célula de mamiferos em escala industrial, processos de
batelada alimentada alcancam densidade celular 8-12x10° células/mL e tém sua viabilidade
celular modulada por adicdo controlada de nutrientes em intervalos especificos.'® Sio
denominados ensaios descontinuos alimentados, batelada alimentada, suplementagédo
intermitente ou continua de substrato, que permitem aumento da produtividade celular e
manutencdo da velocidade de crescimento.'®” Empregando uma estratégia de alimentagdo
continua ou programada para fornecimento dos nutrientes a medida que cultura celular atinge
a fase exponencial, essa alimentacdo auxilia no aumento da densidade celular e
consequentemente a producdo especifica dessas células e a produtividade total dos produtos ja
que é possivel o prolongamento das fases exponencial e estacionaria do processo. %%

Ainda que o processo de batelada alimentada seja simples e flexivel, é valido ressaltar
gue nédo é recomendavel para a producdo de proteinas labeis a temperatura ou sujeitas a acdo
de proteases e glicosidases, devido ao longo tempo de residéncia dentro do biorreator.'31%
Outro ponto relevante no estabelecimento desse modo de producdo sdo as estratégias de
alimentacdo que permitam minimizar a exposicdo aos metabdlitos toxicos ao crescimento
celular como lactato e amdnia e as concentracdes de glicose e glutamina.*®*** Com as trocas
de meios constantes durante o processo de producdo, é importante também o controle da
osmolalidade, a qual tende a aumentar com a introdugdo de meios mais concentrados e com 0
actmulo de lactato ao longo do processo.'®®

Na producdo de mAbs os ensaios de batelada alimentada sdo capazes de produzir uma
concentracdo maior do produto de anticorpo devido ao tempo prolongado durante o qual a
cultura pode sustentar sua fase exponencial. A alimentacdo real de nutrientes deve ser

2

cuidadosamente controlada para evitar a apoptose’*? e para evitar inibir o crescimento,

M3 como lactato e aménia, certificando-se

114

reduzindo a formacgdo de metabdlitos residuais
de n&o privar a cultura de quaisquer nutrientes essenciais.”" Ainda na producdo de mAbs
utilizando-se celulas CHO, ensaios de batelada alimentada, como forma de avaliar a
osmolalidade do meio e a produtividade especifica dessas células, foram testados trés valores
para osmolalidade do sistema durante as adi¢cdes de meio fresco, combinada com a modulacéo
de autofagia. O valor de 450 mOsm/kg conduziu, na cultura celular, a produtividade
especifica quatro vezes maior, resultando no dobro da producéo total de mAbs com relacgéo as
células controle. Com relacdo ao perfil glicano dos mAbs produzidos, influenciados pela
alteracdo da osmolalidade, ndo foram identificados, mostrando-se segundo 0s autores como

modo de producdo eficiente.'*
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Estudos com células CHO para aumentar a expressdo do fator de coagulagdo
recombinante VII (rFVII) otimizaram peptideos-sinal em cinco tipos de meio de cultura sem
derivados de animais em modo batelada alimentada. A alta expressédo proteica de rFVII com
peptideo sinal IgK durante a cultura de suspensdo foi combinada a uma alimentacdo com
meio contendo 5 g/L de glicose produzindo 6,76 mg/L rFVII durante o processo de batelada.
Apos estudos da concentracdo residual de glicose no meio, foram testados trés concentracdes
de meios adicionais de alimentacdo e o0 meio contendo 5 g/L de glicose e 5 mM de glutamina
produziu a maior expressdao de rFVII de 20 mg/L durante 10 dias cultura de suspensao.
Anélises da densidade celular e do ciclo celular obtiveram uma alta porcentagem de células na
fase estacionaria e na fase exponencial. Em resumo, de acordo com o0s autores a expressao de
rFVII foi melhorada com sucesso através da otimizacdo do peptideo sinal e a alimentacédo
com meio fresco.”

Outro biorreator disponivel para modos de cultivo em batelada alimentada, combina a
conveniéncia de um sistema descartavel, dada a facilidade de substituicdo de bolsas de cultivo
a cada novo processo, consequentemente reduzindo risco de contaminagdo com o conhecido
sistema STR. Os chamados SUBs, HyClone S.U.B®, Millipore® (CellReady™), ou
Xcellerex® (XDR™), por meio de ondulagdes promovidas pelo balan¢o de uma plataforma
com fung¢do sigmoidal e alta sensibilidade, utilizam bolsas de plastico estéril (CellBag ™)
contendo meio de cultivo e uma mistura de gases de interesse seletivo para cultura celular e

producdo de proteinas*® 8 (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura e componentes do biorreator WAVE. Fonte: (CARVALHO, S.Lucas et
al.,2017) *°

Conforme apresentado pela Figura 6, 0 meio de cultura em movimento tem seu fluido
distribuido de acordo com o angulo de balanco, influenciado tambem pelo volume de cultura

e a geometria da bag em ambos os lados do ponto de rotagdo. O controle desse sistema
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analogo ao STR que alia taxa de aeracdo, angulo de balanco, taxa de balanco e volume de
cultura no oxigénio com base no numero de Reynolds (varidavel adimensional que est
relacionada com o grau de turbuléncia no sistema), provoca um aumento na eficiéncia do
processo de cultivo celular entre os angulos maximos positivos e negativos do movimento de
balango. !¢ 18

E possivel estudar e analisar modos de produgdo usando o cultivo continuo com reciclo
de células, o qual opera com uma vazéo de substrato na entrada e um fluxo de saida contendo
células, produto e substrato ndo consumido. Essa retirada de células pode ser reciclada
parcialmente ou em sua totalidade, mantendo a quantidade de células produtoras proporcional
ao volume de trabalho e garantindo o nimero méaximo de passagens, viabilidade celular do
lote utilizado, diminuindo assim os custos de producdo e aumentando as possibilidades em
producdes com grandes volumes de trabalho.'®"*2%% 34 cultivos continuos com retengdo das
celulas, com o intuito de minimizar a baixa produtividade volumétrica do processo com
reciclo de células, devem estabelecer um fluxo de alimentacdo de meio fresco e um fluxo de
saida para a remocdo do produto formado. A diferenca entre os dois processos estd nos
equipamentos de retencdo acoplados a saida do fluxo no cultivo continuo com retencéo, ja que
a partir do fluxo de saida sdo produzidos dois fluxos: o sobrenadante isento ou quase isento de
células, contendo o produto de interesse e as células concentradas, que sdo constantemente
recicladas no biorreator.'?

Estudos utilizando uma linhagem celular hibrida humana, F2N78, desenvolvida a partir
da fusdo somatica de células HEK 293 para a producdo mAbs analisaram o desempenho da
cultura em batelada alimentada e culturas em perfusdo. Durante a producdo em modo de
perfusdo, a viabilidade celular foi mantida acima de 90%, enquanto que no modo batelada
alimentada foi significantemente diminuido apds o 7° dia de cultivo e a densidade celular
vidvel foi mantida > 1,0x10" células/mL para perfusdo e 7,5x10° células/mL em batelada
alimentada. Além da producéo obter 1,8 vezes mais mAbs durante a perfusdo, houve tambéem
diferencas aparentes na qualidade das proteinas produzidas. As proteinas produzidas em
batelada alimentada variaram devido ao acimulo de aménia e pressdo osmotica. A cultura de
perfusdo foi capaz de produzir mais de 4000 mg da quantidade total de IgG, enquanto a
cultura em batelada alimentada produziu menos de 1000 mg de quantidade de 1gG devido a
queda precoce de viabilidade e densidade celular durante os ensaio de batelada alimentada,
limitada pela fonte de carbono durante o intervalo de alimentacéo das células, demonstrando

que o processo de perfusio durante a producio de mAbs se mostrou mais eficiente.?®
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2.5 Escalonamento de producéo

A ampliac@o e manutencdo da cultura de células de mamiferos é problema recorrente no
processo de producgdo industrial. Quando se reporta a producdo de r-proteinas em células de
mamiferos, dificuldades sdo encontradas, tanto com relacdo ao custo de producdo quanto a
eficacia do processo a fim de garantir o produto final para suprir as demandas do mercado.*%2

O conceito central no aumento da eficiéncia no processo de escalonamento esta
intimamente relacionado entre o aderente, o contato induzido, e a cultura celular. Este
conceito busca a maximizacdo da area superficial de crescimento no volume do vaso ou
plataforma de cultura. Quanto maior a area de superficie de crescimento incorporada em um
determinado volume, maior quantidade de células sera produzida a partir desse volume,
criando assim, um processo mais eficiente.?*

Como o cultivo de células de mamiferos requer maior controle das condi¢cdes de meio
de cultura, em especial para células HEK293T: suprimento de CO;, a 5% e cuidados com
estresse mecanico, dada as densidades celulares de inéculo que variam entre 2x10° e 1x10°
células/mL em grandes volumes de sobrenadante de cultura. Entdo, a viabilidade e a
produtividade celular sdo dadas pelo aumento do volume de trabalho atrelado ao biorreator
escolhido para producédo, juntamente com o aumento na densidade celular dependente da
adaptacdo da linhagem celular.*®

Durante a ampliacdo do processo, a transferéncia de oxigénio, homogeneidade do meio,
acumulo de residuos e sensibilidade ao cisalhamento deverdo ser considerados para
construcdo do bioprocesso e da escolha do biorreator.® Além dos parametros fisicos citados,
ha uma dependéncia de nutrientes disponiveis e da formulacdo dos meios de cultura e das
alimentacdes; pH e a osmolalidade do meio de cultivo; e o oxigénio dissolvido. Todas as
variaveis podem ter um efeito significativo tanto na formac&o das estruturas dos glicanos nas
r-proteinas produzidas pelas células durante a fase exponencial e estacionaria no processo,
como no controle da heterogeneidade do sistema.*?%%

Quando trata-se de cultivo celular em mamiferos em grande escala esses critérios
citados influenciam diretamente na produtividade volumétrica do processo e aos efeitos do
estresse mecanico. Fatores criticos como: estabilidade, crescimento e densidade celular serdo
determinados pela resisténcia ao cisalhnamento e por todas as fases adaptativas de crescimento
as quais as celulas sdo submetidas. Para que a produtividade seja alcangada, é importante
enfatizar e definir os critérios de avaliacdo da capacidade celular em suportar o sistema sendo

eles: viabilidade celular e progressdo na concentracdo de células viaveis. Entdo, para
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conseguir aumentar sua produtividade em sua totalidade durante o escalonamento deve-se
incluir desde as fases de adaptagdo e crescimento celular — importantes para o
desenvolvimento do aumento de escala — nos biorreatores até as avaliacdes de impacto das
células — sensibilidade ao cisalhamento — no biorreator visando a produtividade,*?® definindo

assim o processo de produgdo como consistente ou n&o.

2.5.1 Condicdes e caracteristicas de cultivo de células de mamifero

Como o aumento de volume de trabalho movimenta maior produtividade e densidade
celular, o pH disponivel no meio de cultura pode auxiliar ou impedir a adesao celular e baixas
de pHs prejudicam o funcionamento vital das células. O menor pH aceitavel é 7,0 e abaixo de
6,8, ha inibicdo total do crescimento. Essas variacbes de pH acontecem durante o ciclo
celular, apo6s retroalimentacdo do meio e atuam diretamente na adesdo e distribuicdo
celular.’®® Durante a retroalimentacdo do sistema, é importante controlar a osmolalidade do
sistema - sais & base de Na*, K*, Mg*, Ca*, CI, SO,, PO, e HCO; influenciam
diretamente, entdo a presenca desses sais nas formula¢Ges do meio usado podem desequilibrar
o sistema.’® Os valores para uma osmolalidade adequada nos cultivos de células animais
variam entre 260 e 320 mOsm/kg.**

A proliferagdo celular e os processos de adesdo podem ser contornados com a
manipulagdo de meios suplementados com fatores de crescimento, hidrolisados de plantas ou
derivados de animais. Para a industria, o uso de derivados de animais deve ser carenciado ao
maximo, devido ao risco de contaminacgdo e biosseguranca, como também a identificacdo de
prions como o agente causador de encefalopatias espongiformes transmissiveis. Outro ponto
considerado é a dificuldade de processamento e altos custos de purificacdo durante as etapas
de purificaggo.™*!

Outro fator relevante que une o controle de pH e a proliferacao celular, além do controle
inibitorio da cultura celular, sdo as concentra¢fes de nutrientes disponiveis no meio, 0s quais
devem ser o mais constante e homogéneo possivel na presenca de produtos toxicos do
metabolismo. E valido ressaltar que o aumento da osmolalidade pode promover um acréscimo
na producdo especifica das células, mas ndo necessariamente um aumento significativo da
concentragdo de produto no meio, ja que o estresse hiperosmatico pode induzir a apoptose ou

a necrose celular, reduzindo a concentracéo de células.*®
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Durante o cultivo celular, a alimentacdo de fonte de carbono é rotineiramente utilizada
para facilitar o crescimento celular, e uma variedade de componentes e hidrolisados que
contém glicose, amino&cidos, lipidios e outros fatores para manter a cultura sio usados.'****
Mas deve-se ressaltar que a alimentacdo de glicose pode ocasionar o acumulo prejudicial de
lactato e aménio, subproduto da metabolizacdo meios de cultura.*****> O controle desses
efeitos de inibicdo da proteina producéo e alteracdo da glicosilacdo nas proteinas produzidas
podem ser contornados por meio de adicdo diéria de baixas concentracdes de glutamina ao
invés de adicdo de meio fresco completo com altas concentracdes de glicose e glutamina
evitando-se esse acimulo desnecessério.™**'%

A alta sensibilidade ao cisalhamento nas células de mamifero implicam aos
bioprocessos empregados as essas células uma tendéncia a reduzir a intensidade de agitacdo
no sistema, buscando equilibrar a necessidade de um ambiente homogéneo, as trocas ou
transferéncias de oxigénio efetivas e a tendéncia de agregacdo excessiva dessas células nas
superficies de contato, microcarreadores, e ao cisalhamento desequilibrando a produtividade
especifica dessas células. *’

Com relacdo aos microcarreadores usados durante os cultivos, para ancoragem celular e
adaptacdo das células em suspensdo, € possivel obter um rendimento de até 200 milhdes de
celulas por mililitro devido ao aumento na area superficial da cultura, mesmo em pequenos
volumes de trabalho. Dado o0 aumento da area de contato por unidade de volume, cerca de
20cm?/mL, e diametro que varia de 100-300 pm, a densidade celular quando comparados as
culturas de monocamadas em garrafas de cultivo atingem melhores confluéncias, ja que sédo
distribuidos homogeneamente no meio facilitando o fornecimento de nutrientes e eliminagéo
de subprodutos metabolicos e as transferéncias gasosas. Geralmente sdo escolhidas superficies
recobertas por colageno, mas podem ser compostas por polimeros, celulose, dextrano ou
gelatina. A matriz desses microcarreadores é biologicamente inerte e fornece um substrato
forte, mas ndo rigido, capaz de suportar a agitacdo do meio dentro dos biorreatores e manter-
se disperso homogeneamente durante a confluéncia celular.*?**’

Foram analisados os efeitos no crescimento, producéo e metabolismo celular em células
CHO produzindo fosfatase alcalina placentaria humana (SEAP) com trés diferentes condicGes
de cultura, sendo eles: (a) crescimento livre em suspenséo, (b) uso de microcarreador Cytodex
3 e (c) microcarreador Cytopore 1. O crescimento celular variou entre a cultura em suspenséo
e as culturas com microcarreadores. As células aderidas aos carreadores tenderam ao

cisalhamento e ao estresse pela agitagdo e forcas hidrodindmicas. Notou-se uma melhor
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atividade metabdlica para a cultura Cytodex 3, evidenciado pelo consumo maior de glicose e
glutamina variando entre 0,5-1 g a mais para demais culturas e producao de lactato superior a
10mM para as demais culturas. A produtividade especifica de SEAP analisadas refletiu esse
melhor desempenho, o qual para culturas Cytodex 3 obtiveram 15% densidades celular viavel
e 33% de produtividade especifica em comparacdo a cultura Cytopore 1 que obtive valores
aproximadamente 4 vezes menor para densidade celular e produtividade especifica. Segundo
0S autores os contrastes encontrados nas células CHO produtoras e na produtividade
especifica das culturas, as culturas em suspensao ainda foram a mais alta ja que ndo houve

efeitos negativos de cisalhamento, sequido pelas culturas Cytodex 3 e Cytopore 1.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a adaptacdo das células HEK 293T produtoras de
rhPDGF-BB com crescimento aderente a superficie em cultivos com garrafas, sistema Fibra

Stage e spinners para estudo detalhado de crescimento, viabilidade celular e metabolismo.

3.1 Objetivos Especificos

Adaptar e cultivar células HEK 293T aderentes superprodutores de proteina rhPDGF-BB;
Escalonar a producdo em frascos do tipo Fibra Stage e spinner;

Avaliar o desempenho com relacdo a adaptacdo e metabolismo celular em ambos frascos;
Comparar e delinear a melhor condicdo de cultivo visando a adaptagdo ao cultivo em
suspensdo para producao de rhPDGF-BB em HEK 293T.

4. METODOLOGIA
4.1 Obtencéo dos clones superprodutores rhPDGF-BB

O cDNA de PDGF-BB foi obtido a partir de RNA de fibroblastos ou megacariocitos
utilizando a reacéo de transcricao reversa com primers especificos para PDGF-B. O cDNA foi
clonado no vetor pNU-0, que contém todos os elementos do vetor plQ-ID com excecdo da

regido de recombinacdo Gateway. A avaliagdo da integridade da sequéncia do PDGF-BB foi
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verificada por sequenciamento de DNA. Segue-se a clonagem em vetor lentiviral contendo
gene eGFP e essas particulas lentivirais se tornaram funcionais produzindo PDGF-B em
linhagem 293T (Figura 7).

Vetor de expressdo Bicistronic « nucel
(vetor de transferéncia)
LTR LTR Meio condicionado
contendo vetor de
Co-transfecgdo com vetores de expressio lentivirus
expressao estrutural, rhPDGF-BB.
reguladora e de envelope.

Produgdo de lentivirus

>

i

A

Lote de células 1, Tradugdo

T Anklises catraturaine | (/i
| funcionais do rhPDGF-BB | e
Figura 7. Linha de produgéo de rhPDGF-BB realizada pelo NUCEL.

Conforme descrito na Figura 7, os clones super produtores de rhPDGF-BB foram
obtidos e testados no Nucleo de Terapia Celular e Molecular (NUCEL) incorporado a
Faculdade de medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP) e cedidos a esta pesquisa em
agosto de 2017. Para delinear e analisar o melhor perfil comportamental dessas células, foi
considerado como 12 passagem o subcultivo realizado em nosso laboratério (subcultivo 1) e
serviu como comparativo para processos posteriores.

O nudmero de células foi determinado por contagem em camara de Neubauer e
microscopio com contraste de fase. A viabilidade foi avaliada pelo método de excluséo por
Trypan.™®

4.2 Elaboracéo de meio de cultura

O meio de cultivo utilizado foi DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco
— ref 12100-046) (Tabela 1) tamponado com 3,7 g/L de bicarbonato de sddio (NaHCO3)
enriquecido com Soro Fetal Bovino (SFB) e concentragdes variaveis de [2-10% v/ v].
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Tabela 1. Composic¢do do meio Dulbecco's Modified Eagle’'s Medium (DMEM)

Componentes Concentracdo (mg/L)
AMINOACIDOS
Glicina 30,0
Cloridrato de L-Arginina 84,0
L-cistina 2HCI 63,0
L-Glutamina 584,0
Cloridrato de L-Histidina-H20 42,0
L-isoleucina 105,0
L-Leucina 105,0
Cloridrato de L-Lisina 183,0
L-metionina 146,0
L-fenilalanina 30,0
L-Serine 66,0
L-Treonina 42,0
L-triptofano 95,0
Di-hidrato de sal dissédico de L-tirosina 16,0
L-valina 104,0
VITAMINAS
Cloreto de colina 4.0
Pantotenato de D-calcio 4,0
Acido félico 4,0
Niacinamida 4.0
Cloridrato de piridoxina 4,0
Riboflavina 0,4
Cloridrato de tiamina 4.0
I-Inositol 7,2
SAIS INORGANICOS
Cloreto de Calcio (CaCl,) 200,0
Nitrato férrico (Fe (NO3) 0,1
Sulfato de magnésio (MgSO,) 97,67
Cloreto de Potassio (KCI) 400,0
Cloreto de Sodio (NaCl) 6400,0
Fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO4-H,0) 125,0
OUTROS
D-Glicose (Dextrose) 4500,0
Vermelho de fenol 15,0

Fonte: Dulbecco, R. and Freeman, G. (1959) Virology 8:396*°
4.3 Adaptacéo e cultivo celular aderente em frascos

As células de linhagem 293T produtoras de rhPDGF-BB foram cultivadas em garrafas

com volume de trabalho 5-15 mL em adesdo a superficie, temperatura 37 °C em incubadora
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com circulagdo de CO, 5% saturado em umidade. O nimero de células neste cultivo foi de
1,0x10° células/mL.

4.4 Adaptacéao e cultivo celular em suspensdo em Fibra Stage

As células de linhagem HEK 293T produtoras de rhPDGF-BB foram cultivadas no
FibraStage® (New Brunswick Scientific) (Figura 8), um sistema em leito fluidizado
descartavel, com volume de trabalho 500 mL e crescimento aderido em 10 g de discos
FibraCel® (Polipropileno e fibra de poliéster ndo-tecido), temperatura 37 °C em incubadora
com circulacdo de CO, 5% saturado em umidade. A velocidade do fluxo de subida (U- Up) e
descida (D- Down) do meio foi 1,5 mm/seg com 10seg de tempo de retencdo conforme

instrucdes do fabricante (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura FibraStage ligado a plataforma (P) e ao controlador (C). A) llustracdo do
movimento de descida (D) do meio; B) llustragdo do movimento de subida (U) do meio.

Adaptado: http://www.knbs.co.kr/pdf/fibrastagebrochure.pdf

Como descrito na Figura 8, quando a plataforma (P) ¢ ligada a sanfona localizada na
base do frasco movimenta o meio contido dentro da garrafa descrito pela seta laranja (D) na
Figura 8A permitindo a expansdo e o compressao do meio, deixando os discos cobertos por
apenas uma pelicula fina de liquido, a qual auxilia na transferéncia de oxigénio e na remocao
do excesso de CO,. Quando a plataforma (P) acoplada & garrafa é comprimida, o meio €é
forcado para fora da sanfona, transbordado sobre as células por meio de um orificio no meio
da garrafa, conforme descrito, pela seta verde (U) na Figura 8B. Essa movimentagcdo também

facilita a absorcéo de nutrientes e a remocéo de residuos celulares. Todo o controle no tempo
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de subida e descida do meio e o tempo de retengdo em ambas posi¢des sdo controladas e
monitoradas pelo visor de controle (C).

O meio de cultivo utilizado foi DMEM enriquecido com [2% v/v] de SFB. Foram
realizados ensaios em duplicatas usando esse sistema. Os cultivos celulares com 13 dias (576
h) foram inoculados com 5,0x10" células/mL para ambos ensaios. Foram analisados nos
meios metabolizados a relacdo do consumo de glicose e producdo de lactato e glutamina.
Durante o cultivo foi realizado controle do pH e monitoramento da aparéncia colorimétrica do

meio.

4.5 Adaptacdo e cultivo celular a microcarreadores em spinner

Foram realizados ensaios de adesdo celular a microcarreadores composto de uma
camada superficial de colageno desnaturado 60 pg/cm?® covalentemente ligado a uma matriz
de dextrana - Cytodex 3 (GE®) - na proporcao 5 g de Cytodex 3 hidratados com 500 mL PBS
(livre de Ca** e Mg?") por 3 horas a temperatura ambiente com agitacdo eventual e
esterilizado em autoclave por 15-20 min & 121 °C.

O cultivo celular foi realizado em frasco tipo spinner de 250 mL contendo 100 mL de
volume de trabalho com meio DMEM enriquecido com 10% SFB sob agitacdo magnética a
30-60 rpm com 20 dias de cultivo (480h) com concentracdo 3g/L de microcarreadores e
indculo de 2,0 x 107 células/mL a 37 °C em incubadora com circulagdo de CO, e 5% saturado

em umidade.

4.6 Remocdo das células aderidas ao microcarreador

Para realizar a contagem de células vidveis e ndo viaveis das células aderidas ao
microcarreador as amostras contendo 1 mL de meio condicionado e Cytodex 3 foram lavadas
com 2mL de tampao fosfato salina (PBS) e ap6s 10 min o sobrenadante foi descartado. Foi
adicionado tripsina+PBS+EDTA 1:1 e incubado a 37 °C por 15 min. O sobrenadante e foi
removido e agrupado com 2mL de meio DMEM + 10% SFB e centrifugado a 5.000 rpm por 3

min. As células decantadas foram ressuspensas com 2 mL PBS + tripan 0,05%.*

4.6 Concentracao de células e viabilidade celular

A concentragdo celular foi determinada pelo método da exclusdo por azul de tripan™*°

dada pela diferenca entre a contagem de células totais viaveis e ndo-viaveis e realizada em

camara de Neubauer (Equacdo 1). Foram utilizados 10 uL da suspensdo da amostra com o
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corante azul de tripan na cdmara de contagem e visualizadas em microscopio oOptico. A
viabilidade foi calculada a partir da razdo entre a concentragdo de células viaveis (ndo coradas
com azul de tripan) e a concentracdo de células totais (coradas e ndo coradas) em percentual.

Quando necessario foi realizada diluicdo da amostra em tampao fosfato salina (PBS).**

Xrorais — Xmorras = Xviavers (Equagdo 1), sendo
Xotais - Células totais viaveis (ndo coradas) e ndo viaveis (coradas);
Xwmortas: Células ndo viaveis (coradas);

Xviaveis: Células vidveis ndo coradas (coradas).

4.7 Analises de metabdlitos residuais do meio de cultivo

As analises do consumo de glicose, lactato e glutamina foram analisadas em aliquotas
com um intervalo de cultura de 72 h / 120 h / 168 h para sistema FibraStage, spinner e
garrafas de poliestireno de t75 cm?, utilizando-se fotometria de ponto final com sistema
colorimétrico para determinacdo de glicose HK Liquiform (Labtest- ref.: 133) medidas da
absorbancia em 505 nm, sistema colorimétrico para a determinacdo quantitativa do lactato
enzimatico (Labtest — ref.: 138) medidas de absorbancia em 550 nm (conforme instrucdes do
fabricante) e cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), modelo Flexar da
PerkinElmer, coluna de exclusdo i6nica Shim-pack SCR-101H (SHIMADZU) para analises
das concentracdes de glicose, lactato e glutamina dos meios condicionados. A fase movel
utilizada foi &cido sulfarico 5 mM, sob fluxo de 0,6 mL/min e a temperatura fixada em 40 °C.
As analises colorimétricas e em cromatografia foram realizadas pelas integrantes do projeto

Caterina Gioia e Natalia Oliveira.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaios de adaptacéo celular em frascos e Fibra Stage
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Apos o recebimento das linhagem celular cedida pelo NUCEL, as células HEK293T
superprodutoras foram adaptadas ao crescimento em garrafas de cultivo estacionério com 25

cm? (T25) e expanséo para 75 cm? (T75) (Figura 9).
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Figura 9. Concentracdo de glicose e lactato residual durante a fase de crescimento nas
garrafas T75 analisadas por fotometria. Nimero de subcultivos: 48 h. Lactato (azul) e Glicose
(preto). Fator de divisdo eixoy 107,

Foram medidas por colorimetria as concentracdes de glicose e lactato residual dos
meios condicionados das garrafas T75 durante os cinco primeiros subcultivos com intervalos
de 48 h delineando um perfil inicial dessas células como mostra a Figura 9. A medida em que
0 numero de horas aumentou com a sequéncia dos subcultivos, a glicose disponivel no meio
foi progressivamente consumida, uma reducdo média de 5,63x10® g/L ao longo dos 5
subcultivos, inversamente proporcional ao nivel de lactato detectado, um aumento médio de
3,9x10™ g/L ao longo desses mesmos subcultivos. Essa relacdo reflete o inicio da fase de
crescimento exponencial da cultura, a qual as células consomem mais glicose para o
crescimento e manutencgéo das funcdes vitais e redirecionam a fonte de carbono, ja que esta é
a fonte priméria para a producdo de compostos energéticos e precursores para a sintese de
biomassa.**

Com o intuito de avaliar e descrever o metabolismo e o desempenho celular nas garrafas
estacionarias as aliquotas de meio condicionado foram submetidas a analise em HPLC para

melhor compreenséo do perfil metabolico produzido (Figura 10).
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Figura 10. Concentragéo residual de glicose, lactato e glutamina na fase de crescimento das
garrafas T75 por HPLC. Glicose (preto), Lactato (azul) e Glutamina (vermelho). Fator de
diviso eixo y 102

Para as analises em HPLC além dos niveis de glicose e lactato residual, foi detectado
também os niveis de glutamina como apresentado na Figura 10. Este metabolito € capaz de
descrever possiveis inibi¢cfes de crescimento celular jA que a presenca de amonia, um sub
produto oriundo da reacdo de glutaminase, possui efeito tdxico evidente ainda que em
concentracdes 10 vezes menores em relacdo ao lactato.'*?

O perfil metabdlico durante os subcultivos manteve uma linearidade de consumo de
glicose médio de 0,04 g/L no intervalo do 1° ao 4° subcultivo, totalizando 96 h e no mesmo
intervalo a producdo de lactato aumentou em média 0,03 g/L. Durante o 2° subcultivo das
garrafas, com 48h incluidos no intervalo entre 0 2° e 0 3° ponto da curva, 0s niveis de lactato
e glutamina residual ndo foram detectados, indicando consumo de glicose para producgéo de
biomassa, aumentando o crescimento celular.

No 5° subcultivo (120 h), os niveis de glicose glutamina e lactato residual eram 0,4 g/L,
0,7 g/L e 0,07 g/L, respectivamente. Isso demonstra que os niveis de glicose e glutamina
encontravam-se aproximadamente no mesmo nivel de concentracdo que reflete uma fase
estacionaria antecipada ou uma metabolizacdo mais lenta dessas células em funcdo da
desregulacdo das células. A partir desse ponto, os niveis de glicose e glutamina residual foram
decaindo em média 0,1 g/L e 0,08 g/L respectivamente, e em contra partida o nivel e lactato
aumentou em media 0,09 g/L que reflete outra mudanca no metabolismo das células, devido a

disponibilidade de glicose e glutamina no meio para consumo. Houve reinicio do crescimento
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celular estendendo-se até o final do subcultivo, marcado pela concentragdo residual de glicose
e lactato em 0,2 g/L.

Apbs a confirmacdo da fase de crescimento exponencial das células nas garrafas T75, a
producdo foi escalonada para um volume de 500 mL utilizando-se sistema de cultura de leito
fixo descartavel FibraStage® e foram retiradas aliquotas do meio condicionado em intervalos

48 e 72 h e analisadas por colorimetria (Figura 11).
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Figura 11. Concentracdo residual de glicose e lactato no 1° ensaio FibraStage por fotometria.
Lactato (azul) e Glicose (preto). Fator de divisio eixo y 10™.A) Perfil metabélico de todos 0s
cultivos B) Os seis primeiros pontos de cultivo.

O perfil metabdlico obtido a partir da colorimetria dos meios ao longo do 1° ensaio do
FibraStage pode ser observado na Figura 11A. Os niveis de glicose e lactato variaram apenas
nos cinco primeiros pontos para ambos 0s metabdlitos, o que sugere morte celular ap6s 300h
aproximadamente. Observando apenas 0s primeiros cinco pontos de cultivo (Figura 11B) os
niveis de glicose e lactato residual variaram inversamente, ja que ap6s conversao de glicose
em piruvato juntamente com a oxidacdo do NADH e a acdo da lactato desidrogenase o

piruvato é convertido a lactato que representa o desvio do fluxo do carbono para producéo de

biomassa.**®

A concentracdo de glicose foi consumida em média 9x10™ g/L a medida que o
nGmero de cultivo aumentava, ja a producdo de lactato alcancou uma média de 1,18x10™ g/L
levando em consideragdo que entre o 3° e 4° cultivo o nivel se manteve similar tanto para
glicose como para lactato, indicando metabolizag&o lenta ou fase estacionaria das células.
Como observado nas imagens (Figura 11A e B), a auséncia de valores de concentragdo
de glicose e lactato residual a partir do 5° cultivo (300 h) geraram divida, podendo estar
atrelada a problemas de deteccdo da técnica ou a fatores externos como a incubadora de CO; e

sua redistribuicdo de ar. Para analisar melhor essa oscilagdo ou ndo deteccdo e entender a
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auséncia de sinal de metabolizacdo dessas células, as amostras foram submetidas a anélise em
HPLC (Figura 12).
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Figura 12. Concentracéo residual de glicose, lactato e glutamina no 1° ensaio FibraStage por
HPLC. Glicose (preto), Lactato (azul) e Glutamina (vermelho). Fator de divis&o eixo y 107,

Apbs submetidas ao HPLC o perfil das amostras do 1° ensaio do FibraStage
demonstraram diferencas com relacdo as ensaios colorimétricos (Figura 12). Os niveis de
glicose e lactato residual foram detectados até o 5° cultivo e 11° cultivo, respectivamente.
Essa diferenca de deteccdo estd relacionada com a afinidade e seguridade da técnica
escolhida, ja que a analise para acglcares possuem alta seletividade em relacdo aos diferentes
monossacarideos e dissacarideos que sdo quantificados simultaneamente em uma Unica
analise e a recuperacdo e coeficiente de variacdo sdo precisos.'* Para as analises
colorimétricas a qualidade dos resultados obtidos esta relacionada com homogeneizacdo das
solucBes ja que a medicgdo é realizada pela intensidade da luz absorvida pela amostra e a
calibracéo da absorbancia é limitada interferindo no resultado obtido.'*®

No tempo 240 h de cultivo ndo foi quantificavel a concentragdo de glicose residual
devido sinal inferior ao limite de deteccdo do equipamento, correspondente ao intervalo do 3-
4° da Figura 12, corroborando do resultado obtido pelo teste colorimétrico que apresentaram
concentragdo entre 0-2 g/L. Ainda no 4° ponto, os niveis de lactato e glutamina residual
alcancaram 0,32 g/L e 0,40 g/L respetivamente e registrou-se uma mudanca de pH no meio de
7,2 para 7,0 que sinaliza inibicdo do crescimento. Entdo neste ponto de cultivo (240 h), foi
realizada troca total de meio DMEM + 2% SFB (v/v), reajustando o pH para 7,2.
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O término da quantificacdo de glicose residual pelo aparelho acontece ap6s 0 5° ponto
(336 h) do cultivo, entretanto os niveis de lactato e glutamina se estendem até o Gltimo ponto
de cultivo (600 h). Separando a curva de metabdlitos em dois momentos: presenca de glicose
e auséncia de glicose. Durante os seis ultimos pontos cultivos, auséncia de glicose, pode-se
perceber as oscilagdes na concentracdo de glutamina que se alternou a medida em que a
concentracdo de lactato decaiu até o fim do experimento. Nesse intervalo a concentragdo de
lactato decaiu uma media 0,05 g/L alcancando 0,13 g/L de lactato residual no ultimo ponto de
cultivo. As mudancas observadas nesse periodo estdo relacionadas com o consumo de lactato
pelas células devido a concentragdo critica de glicose no meio. Apesar dos potenciais efeitos
deletérios sobre o crescimento e a formacdo de produto, o lactato também pode servir como
fonte de carbono e de energia para as células, principalmente quando a glicose se esgota.***
Outra oscilacdo detectada foi a relacdo entre 0 aumento da concentracdo de lactato e o
aumento simultaneo da concentracdo de glutamina no 7° ponto de cultivo. O aumento rapido
de 0,06 g/L na concentracdo de glutamina, aliada a dificuldade de absorcdo de glicose
igualitaria pelas células no interior do FibraStage, neste ponto podem ter gerado uma processo
reverso no fluxo metabdlico das células em virtude da sua participacdo no ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA) nas mitocondrias, produzindo lactato a partir desses aminoacidos para
manutencdo do crescimento celular dentro do sistema. **°
Como as concentragdes oscilaram muito a partir da metade do experimento, devido ao
estado fisioldgico inconstante das células, esperado para esse modo de operacdo em leito fixo

descartavel, o ensaio no sistema FibraStage foi repetido (Figura 13).
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Figura 13. Concentracéo residual de glicose, lactato e glutamina no 2° ensaio FibraStage por
HPLC. Glicose (preto), Lactato (azul) e Glutamina (vermelho). Fator de divisdo eixo y 107,

No segundo ensaio do FibraStage as aliquotas retiradas durante os cultivos foram
submetidas diretamente ao HPLC (Figura 13). Os valores de lactato, glutamina e glicose
residual oscilaram indicando diferentes tempos de metabolizacdo do meio durante o cultivo
celular. E as concentracfes de glicose residual ap6s 5° ponto de cultivo (450 h) ndo foram
detectaveis pelo HPLC, devido a concentragdes mais baixas que o limite de detec¢do do
aparelho.

Com 240 h de experimento a concentracao residual de glicose entre 0 3° e 4° ponto de
cultivo, também ndo foi quantificada devido baixo limite de deteccdo. Neste mesmo intervalo,
0 pH do meio de cultivo caiu a 7 e foi realizado troca total de meio DMEM + 2% SFB (v/v).
Evidéncias de paralisagdo do crescimento celular exponencial e/ou manutencdo lenta do
metabolismo celular foram representados pelos niveis de lactato e glutamina que oscilaram
nesse intervalo entre 0,01-0,03 g/L e 0,02-0,1 g/L, respectivamente.

O intervalo referente ao 4° e 5° ponto (300-450 h) de cultivo apresentou uma crescente
na concentracdo de glicose e glutamina residual em contra partida um declinio na
concentracdo de lactato. Essa crescente nas concentragdes de glicose residual esta relacionada
com o reequilibrio da concentracdo de glicose disponivel no meio devido a troca total de meio
DMEM + 2% SFB (v/v). Com relacdo aos niveis de lactato e glutamina, no 5° ponto (300 h)
de cultivo para ambos, nota-se uma mudanca metabolica, a qual a concentragdo de lactato

sobressai a glutamina com uma diferenca de 0,03 g/L.
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No tempo 450 h foi detectado o segundo maior pico de concentracdo de glutamina,
sugerindo estresse celular, ainda que o nivel de lactato detectado tenha sido préximo a 0. Essa
discrepancia de glutamina ap0s esse ponto da curva de crescimento poderia significar uma
total inibicdo do crescimento celular devido a presenca de amdnia —subproduto do
metabolismo da glutamina — que altera o pH intracelular no citoplasma ou nos lisossomos e
facilita apoptose celular.*’ Porém os niveis de glicose residual detectados néo foram
detectados, indicando ndo apenas o funcionamento celular, como altas taxas de densidade
celular, visto o alto consumo desse metabolito no sistema.

Em fibroblastos humanos sob condicéo limitada de glicose, a glutamina é consumida
como a principal fonte de energia para o crescimento.'*® Entéo, considerando a formacéo de
clusters e o baixo nivel de concentracdo de glicose disponivel no meio é observado o nivel de
glutamina decair até o fim do experimento, indicando um consumo desse metabdlito para
manutencdo das funcdes vitais e producdo de biomassa.

Ainda com relacdo ao 5° ponto de glicose residual, ao compara-lo com o 6° ponto para
lactato e glutamina residual, identificou-se outra mudanca metabolica. Verificou-se o
decaimento da concentracdo de lactato com relacdo ao ponto anterior e um aumento da
glutamina também com relacdo ao ponto anterior. Considerando as 456 h de cultivo do
sistema, percebeu-se a concentracdo de glutamina residual 0,6 g/L proxima aos valores de
glicose 0,5 g/L e a concentracdo de lactato 0,04 g/L proximo a zero, o que pode ter sido
fortemente influenciada pela osmolalidade do meio, ja que a concentracdo de glicose atingiu
outro equilibrio apos a troca de meio total.

No intervalo de 576 a 672 h percebe-se uma reducdo média de 0,28 g/L na concentracdo
de glutamina e um aumento médio de 0,25 g/L na taxa de lactato, o consumo de glicose
relacionado a alta concentracdo de células vidveis dentro do sistema foi capaz de consumir
toda a concentragéo de glicose residual do meio, ainda que no 7° ponto tenha sido realizado
troca parcial de meio DMEM + 2% SFB(v/v). Isso representa uma mudanca na velocidade de
consumo dos nutrientes pelas células ligadas ao desregulamento tipico em células de
mamifero.*°

Em virtude dessa variacdo de metabolitos residuais no meio durante os dois ensaios

utilizando-se FibraStage foi realizado um comparativo entre os dois cultivos (Figura 14).
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Figura 14. Comparativo do perfil metabdlico do meio condicionado no ensaios FibraStage |
(glicose 1, lactato | e glutamina 1) e FibraStage Il (glicose II, lactato Il e glutamina II)
analisados por HPLC. Glicose (preto), Lactato (azul) e Glutamina (vermelho).

Os trés metabdlitos medidos por HPLC durante os ensaios com FibraStage podem ser
vistos na Figura 14. Os niveis de lactato e glutamina medidos em ambos ensaios apresentam
niveis mais altos com relacdo aos niveis de glicose medidos. Os niveis de glicose residual dos
dois ensaios no 4° e 9° ponto variaram bastante de um ensaio para o outro, 0,4 g/L glicose | e
0,02 g/L glicose Il para 4° ponto e 0,02 g/L glicose | e 0,5 g/L glicose Il. Essa variagdo est4
relacionada com as trocas totais de meio DMEM + 2% SFB (v/v) nos ensaios, ja que no
ensaio FibraStage | apenas uma troca (3° ponto de cultivo) foi realizada e para 0 ensaio
FibraStage Il duas trocas (4° e 8° ponto de cultivo) foram realizadas. Assim nos niveis de
glicose 11 residual foram registrados picos no 8° cultivo e para glicose | pico no 4° cultivo.
Esses pulsos de glicose ocasionados pela realizacdo das trocas de meio sempre foram
precedidos de niveis ndo detectaveis de glicose e aumento na concentracdo de lactato | e
lactato 1l no mesmo periodo. A variagdo observada estd diretamente ligada ao fendbmeno
bastante observado em cultivos in vitro de células de mamiferos, a glicélise aerdbia ou “efeito

Warburg**

, no qual a glicose é preferencialmente convertida em lactato, mesmo em
concentracdes ndo limitantes de oxigénio, e ainda que apresente rendimento energético menor
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a reducdo do piruvato a lactato pela lactato desidrogenase (LDH) facilita uma regeneracéo
mais rapida de NAD" (nicotinamida adenina dinucleotideo) em relacio a entrada do piruvato
no ciclo TCA e & regeneracdo via fosforilacdo oxidativa na mitrocondria.®® Esse mecanismo
permite uma maximizacdo do crescimento celular na presenca de nutrientes em excesso.
Entdo como durante os ensaios as células foram submetidas aos pulsos de glicose, pode-se
perceber a tendéncia em consumir glicose e producédo de lactato durante ambos experimentos.

Assim como encontrado por HENRY et al.**

que obtiveram na fase exponencial de células
HEK293 em batelada, mais de 50% da glicose oriundas da glicélise convertidos a producgéo
de lactato na regeneragio de NAD".

Essa relacdo de consumo de glicose e producédo de lactato também sofreu alteragdes. No
6° ponto de cultivo glicose | e lactato | foram detectados niveis baixissimo de concentracéo,
0,02 g/L e 0,1 g/L respectivamente desses metabolitos residuais que demonstra oposi¢cdo ao
perfil encontrado nos pontos anteriores aos pulsos de glicose. Esse comportamento ja foi
discutido em outros trabalhos com células CHO os quais descreveram um consumo de
concomitante de glicose e lactato pela células em niveis criticos de glicose disponivel.*®*1%
Entdo, essa baixa nos niveis de glicose | e lactato | estdo relacionadas com esse consumo, ja
que as células encontravam-se com concentracdes de glicose mais baixas que 0 necessario
para manutencdo do seu estado durante a batelada.

O inicio do consumo de lactato Il no ensaio FibraStage Il coincide com o ultimo ponto
detectado de glicose Il - o pulso de glicose no 8° ponto - que se estende até o final do
experimento. Esse consumo de lactato pode ser influenciado pelo queda do pH no meio, em
consequéncia do acumulo de lactato, e na tentativa de autoregulacdo do metabolismo as

células o convertem a piruvato acumulado no citosol. Martinez et al.**®

propuseram que essa
conversdo de lactato a piruvato em células HEK 293 acontecem de duas formas: conversao de
lactato a piruvato no citosol e em seguida sdo absorcdo pelas mitocondrias e a segunda
possibilidade é a entrada do lactato primeiramente nas mitocondrias e depois convertido a
piruvato.

Os niveis de glutamina | e Il detectados apresentaram diferencas visiveis no 1° e no 6°
ponto de cultivo. Essa discrepancia entre os valores medidos nesses pontos da glutamina Il
em relacdo a glutamina | esta relacionada com a concentracéo de glicose Il residual no meio e
a velocidade de consumo das células. Ja que nesses pontos o nivel encontrado de glicose foi
menor do que o esperado, tendo em vista o pulso de glicose entregue ao sistema no 5° ponto

anterior e a concentracdo inicial de glicose no inicio do experimento. Sabe-se que células de
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mamiferos desreguladas cultivadas in vitro na presenca de concentragdes de glicose maiores
que as necessarias para o crescimento, para manutencao das viabilidade celular, consomem o0s
nutrientes em velocidade muito maior, provocando uma mudan¢a metabdlica no ciclo TCA
favorecendo a glutamindlise,*'® e consequentemente a formacéo de glutamina nesses pontos.

De modo geral, durante toda batelada os niveis de glutamina I e Il residual foram mais
elevados do que os outros metabdlitos medidos. O acumulo desse metabolito pode estar
relacionado a producéo de glutamina pelas células, ja que uma molécula de glutamina é capaz
de produzir 27 moléculas de ATP quando totalmente oxidada na presenca de CO,, enquanto
uma molécula de glicose chega a produzir 30 moléculas de ATP e essa mesma molécula na
auséncia de nutrientes disponivel as células também é capaz de fornecer precursores para
vérios biossintéticos e participa na divisdo celular rapida.**

Assim, a producdo de glutamina também relacionou-se com o consumo de glicose em
ambos ensaios, o perfil metabdlico se manteve inconstante a medida que as horas de cultivo
aumentou dada a flexibilidade de no metabolismo celular através do aumento da velocidade
de consumo de glutamina™*® promovendo um equilibrio na densidade celular ao longo do
namero de cultivos. Dessa forma, em todo o periodo a concentracdo residual de glutamina
medida variou em todos os intervalos, como uma forma de auto regulacdo do sistema para
adaptar-se a esta situacdo de escassez energética. HENRY et al *** também verificou essa
relacdo de consumo de glutamina e observou que 16% da entrada de carbono advindos da
glicose consumida pelas células HEK 293 foram direcionadas ao ciclo TCA, identificando
que a glutamina foi o principal aminodcido consumido na batelada. Ainda que o meio de
cultura tenha a presenca de outros aminoécidos essenciais 0s nutrientes mais consumidos —
glutamina - sdo os principais contribuintes para a biossintese e densidade celular, entdo o
acompanhamento da glutamina descreve as variacdes na densidade celular.'**

Atualmente os trabalhos utilizando FibraStage e células de mamiferos encontram-se
protegidas em maior parte em deposito de patentes como: Métodos para melhorar o titulo
retroviral no sistema de producdo baseado em transfeccdo usando células eucarioticas
(Janeiro/2017), codigo: US9551010B2; Formulagbes unitarias de dosagem de fibroblastos
dérmicos autélogos (Setembro/2013), codigo: US8529883B2; Tratamento de cordas vocais
com formulacgéo de fibroblastos dérmicos autdlogos (Agosto/2016), codigo: US9415075B2;
Métodos para melhorar o titulo em sistemas de producdo baseados em transfeccdo usando
células eucaridticas (Novembro/2013), cddigo: US20130302898A1; inviabilizando a
comparacéo dos resultados obtidos com outros trabalhos utilizando 0 mesmo sistema.
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O trabalho encontrado e desenvolvido por Mizucami et al.™> utilizando FibraStage
descreve um perfil metabdlico de células estromais mesenquimais (MSC) com énfase no
aumento da densidade celular realizando trocas de 50% meio metabolizado por meio novo
ap6s o 5° dia de cultivo. O perfil obtido Mizucami et al. **® teve uma reducéo de 0,26 mol/L
na concentracdo de glicose residual do meio e uma producgéo de lactato 10,4 g/mol, perfil
semelhante ao obtido neste trabalho com FibraStage no 4° e 9° ponto de cultivo para ambos
0s ensaios - discutido como a glicdlise aerdbia do sistema. Os niveis de glutamina residual

medidos por Mizucami et al.*®

até o 5° ponto foram decaindo em média 0,2 mol/L a cada dia
e a producdo de amonia atingiu concentragdo méaxima de 1,3 mol/L no 5° dia de cultivo. Esse
perfil de diminuicéo de glutamina nos Gltimos pontos de cultivo foi similar ao encontrado nas
analises de glutamina Il no ensaio Fibra Stage Il, que a partir do 6° ponto de cultivo teve
reducdo média de 0,12 g/L em suas concentracdes, ainda que a concentracdo de amonia nos
ensaios dessa pesquisa ndo tenham sido medidas, acredita-se que nos picos de glutamina a
partir do 1° e 6° cultivo a concentracdo de amoénia tenha atingido valores proximos ao

calculado por Mizucami et al.*

O metabolismo desenhado por Mizucami et al.'*

mostrou que a producdo de lactato
em funcdo do consumo de glicose foi inferior ao maximo tedrico e ndo prejudicou o aumento
na densidade celular. Ap6s a recuperacdo enzimatica dos discos Fibracell as células foram
capazes de manter seu potencial de diferenciacdo adipdcitos e ostedcitos, comprovando a
eficiéncia do sistema de cultura.

Os ensaios utilizando HEK 293T em FibraStage nesse trabalho assim como 0s ensaios
de Mizucami et al.*®® também revelaram que apesar das diversidades encontradas como o
aumento da concentracdo de lactato e exposicao a picos de glicose durante as horas de cultivo
— exposicdo aos interferentes e a desregulacdo das células — as células foram capazes de
manter a producdo de PDGF-BB em concentragdes variando entre 350-700 ng/mL até o
momento (Ensaios e valores discutidos na dissertacdo da aluna Caterina Gioia, componente

do mesmo projeto de pesquisa).

5.2 Ensaio de adaptacéo celular em fracos spinner e adesdo em Cytodex 3

No intuito de analisar o desempenho das células HEK 293T em crescimento aderido a

microcarreadores em fracos tipo spinner e para servir como base para um possivel aumento de
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escala em biorreator Wave, foi testado e analisado o desempenho celular considerando a
morfologia celular e consumo de glicose do meio metabolizado.

Para estabelecer um comparativo do desempenho celular ao longo dos dias de cultivo os
dados coletados quanto a morfologia foram agrupados em uma linha do tempo que descreveu

a ocupagcdo e estado fisico desses carreadores (Figura 15).

Figura 15. Fases da adesdo celular de HEK293T superrprodutoras de rhPDGF-BB em
Cytodex 3 [3 mg/mL] em frasco spinner e volume de trabalho 100mL sob agitacdo magnética
de 60 rpm. A) 5 dias B) 7 dias C) 12 dias D) 16 dias E) 19 dias F) 26 dias.

Como ilustrado na Figura 15, as células foram ocupando a superficie dos carreadores a
medida que as horas de cultivo aumentavam e a presenca de aglomerados disformes de
células foram percebidos e todas as analises. Ainda que a superficie do Cytodex 3 seja
uniforme e preparada para ancorar as células em toda sua extensdo, foi percebido uma
tendéncia a aglomeracdo das células nas laterais do carreadores e apenas a partir do 12° dia de
cultivo foi visto carreadores com completamente coberto pelas células (Figura 15C). Essa
caracteristica pode ser explicada pela tendéncia a formacao de clusters, uma particularidade
do tipo celular® e outra sugere-se também a influéncia da capacidade angiogénica e
mitogénica do PDGF-BB®? expresso e secretado para o meio condicionado que potencializa a

mitose das células aumentando a proliferacdo celular com a intencdo de formar filamentos de
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células para constru¢do de neovasos dada sua capacidade de atracdo dos diferentes tipos

celular, 6%

aumentando as chances das células agruparem-se lado a lado.

A medida que o tempo passou a integridade dos carreadores diminuiu e sua forma
arredondada foi substituida por pedacos ou circulos disformes (Figura 15 D e E). Essa
alteracdo no formato é dada pela agitacdo do meio e a tendéncia ao cisalhamento no frasco
spinner, que baseia-se em sistema de tanque agitado®. Embora a superficie de contato tenha
sido reduzida em funcdo da deformidade fisica do carreador a confluéncia das células ja
aderidas ndo foi totalmente comprometida (Figura 15 D e E) ja que observou-se presenca de
células aderidas por toda extensdo dos carreadores restantes e a confluéncia com o passar dos

cultivos se mantém o mesmo até o fim do experimento (Figura 15F).

Ainda que os carreadores usados tenham perdido a forma original devido a agitacdo do
meio, sua adesdo mostrou-se capaz de sustentar a ancoragem ao longo dos dias (Figura 15F).
Essa adesdo na superficie do Cytodex 3 mesmo que exposta a fatores externos como agitacéo
e dispersdo no meio foi estudada em um trabalho com aumento de escala para producéo de
vesiculas extracelulares (VE) terapéuticas produzidas por HEK293T em suspensdo. Os
resultados mostraram que o rendimento VE alcancou 0,5L devido a alta adesdo celular nos
microcarreadores concluindo que o uso de Cytodex 3 para aumento de escala contribuiu para
0 aumento da produtividade final de VE.**

As aliquotas retiradas durante o ensaio com Cytodex 3 em frasco spinner foram
analisadas a quantidade de células vidveis e a quantidade de glicose residual no meio

metabolizado foi medido por colorimetria (Figura 16).
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Figura 16. Concentracdo de glicose residual medida por fotometria, no experimento com
Cytodex 3 [3 mg/mL] em frasco spinner. Perfil das células viaveis medidas pela linearizacao
das concentracOes de células viaveis calculadas pela diferenca das células totais.

O perfil de viabilidade das células em funcdo do tempo demonstrou decaimento na
concentracdo nos trés primeiros pontos a partir do indculo durante a fase de adaptacdo ao
sistema spinner. (Figura 16) A concentracéo inicial de células de 2x10” células/mL chegou a
2x10° células/mL no terceiro ponto da curva (7 dias) referente a Figura 16B. No intervalo
entre 0 3° e 5° ponto da curva (7 - 16 dias) a concentracdo viavel de células ndo variou muito
e a média nos trés pontos foi de 1,8x10° células/mL referentes as Figuras 15B 15C e 15D
embora a concentragdo de glicose residual foi progressivamente diminuindo. Durante esse
periodo percebe-se uma fase estacionaria das células iniciada antecipadamente devido ao
estresse sofrido durante os 7 primeiros dias de adaptacdo. Foi observado também um aumento
na concentragdo de células viaveis do 6° ponto da curva, concentracdo de 1,7x10° células/mL,
para o 7° ponto (19 dias) com concentracdo de 1,9x10° células/mL chegando ao fim do
experimento (Figura 16). Esse aumento na densidade celular esta ligado ao inicio da fase
exponencial da cultura de células que coincide com a queda abrupta de glicose residual no
meio. Essa variagdo da concentragdo assim como no experimento FibraStage pode estar
relacionada com a velocidade de consumo das células para manutencdo do aumento na
viabilidade celular.**

Esse aumento exponencial nas células viaveis tardiamente durante o processo de

batelada também foi identificado por HSU et al.**

em estudos com fibroblastos derivados de
tecido em cultura em suspensdo utilizando microcarreadores. Apds um periodo de 3 dias, 0

cultivo contendo Cytodex 3 obteve 12% a mais de eficiéncia de fixagdo celular e taxa de
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crescimento na superficie, assim a avaliagdo da ancoragem celular apds esse periodo
demonstrou que o carreador auxiliou no processo de viabilidade celular.

De modo geral, 0 uso de Cytodex 3 durante o ensaio cumpriu o papel de ancoragem
celular, porém néo foi capaz de suportar a agitacdo do sistema transformando a superficie de
contato em circulos disformes. A integridade fisica dos carreadores pode ter afetado a
concentracdo de células viaveis final na batelada. Para estudos futuros, uma concentragao
maior de microcarreadores e células no indculo podem ser testada para melhorar esse
desempenho, tendo em vista que a velocidade de rotacdo do meio encontrou-se na menor

velocidade necessaria para homogeneizagdo do meio.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho buscou avaliar o metabolismo de células HEK 293T aderentes em
dois aumentos de escala: FibraStage e spinner, assim como o estudo de adaptacgdo,
crescimento e viabilidade celular. Tendo em vista 0s objetivos propostos por essa dissertacéo,
foram obtidos os perfis metabdlicos das células submetidas ao sistema de cultura de leito fixo
descartavel e estudos de viabilidade e adesdo celular dessas células a microcarreadores e
tanques mecanicamente agitados.

Em ambos ensaios de batelada repetida, a viabilidade das células suportou as
alteracOes do sistema sendo eles: exposi¢do a metabdlitos inibitérios ao crescimento, lactato e
glutamina, e sensibilidade ao cisalhamento para ambos ensaios. Ao comparar a eficiéncia dos
resultados, os ensaios em FibraStage foram capazes de descrever a auto regulacéo das células
e mudancas no metabolismo devido a movimentacdo da fonte de carbono disponivel —
glicose- para o fluxo metabdlico responsavel no instante de estresse. Como a producdo de
glutamina e o consumo concomitante de lactato e glicose para manutengdo da viabilidade
celular e regulacgéo da densidade celular.

O uso de microcarreadores para facilitar a adaptacdo ao meio em suspensdo nao
mostrou aumento de células vidveis ao final do experimento. Até a adaptacao das células ao
sistema, houve perda de 1,9x10” células/mL, que representou um decaimento progressivo na
confluéncia celular nos primeiros cinco dias de cultivo. Ao final do experimento, a
confluéncia celular era aproximadamente a metade do valor inicial, demonstrando que ajustes
na concentracdo de microcarreadores e agitacdo do meio poderdo contribuir para aumento na

densidade celular e para melhorar a metodologia proposta.
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Assim, os estudos para a compreensdao dos mecanismos utilizados pelas células
durante as oscilagdes do metabolismo no escalonamento tanto em ensaios FibraStage como
em spinner mostraram que a producdo em batelada por um periodo de 5-7 dias é capaz de
manter as células com niveis ndo criticos ao metabolismo, porém, quando o cultivo se estende
sem o reciclo das células e sem alimentacdo no sistema, interferentes como presenca de
lactato e amonia — subproduto da glutamina — afetaram a regulacdo das células
desequilibrando o fluxo metabolicos das células.

Com relacdo a adesdo celular para cultivos em suspensao durante o escalonamento, o
tamanho do indculo foi suficiente para manter uma concentracéo de células vidveis no sistema
que ocuparam os carreadores ainda que disformes. Com a elucidacdo da adeséo e viabilidade
celular a otimizacdo da concentracdo de carreadores em funcdo do volume de trabalho e a
otimizacdo da agitacdo intermitente poderdo atingir volumes de trabalho compativeis a

biorreator Wave. e auxiliarem durante o escalonamento da producéo.
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