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RESUMO

O interesse em estudar o cultivo das células de inseto esta relacionado entre outros
usos a sua utilizacdo na producdo de biopesticidas. Ha muitos anos os pesticidas
quimicos vém contribuindo no controle de pragas na agricultura. Entretanto, o uso
desses compostos prolongadamente tem resultado na sele¢éo de insetos resistentes
e em poluicdo ambiental. Diante disso, torna-se necessario o desenvolvimento e
aprimoramento dos bioinseticidas. No Brasil, o baculovirus Anticarsia gemmatalis
multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) foi o principal agente de controle bioldgico
da praga da soja Anticarsia gemmatalis. Assim, estudos que viabilizem a producéo
desses virus in vitro possibilitariam uma producdo mais controlada e de melhor
qualidade desses biopesticidas. Neste trabalho, investigou-se a suscetibilidade a
infeccdo por AQMNPV de diferentes linhagens celulares de Sf21 e o crescimento
dessas células em diferentes sistemas: cultivos em schotts, em spinner e em
biorreator, variando-se a idade do indculo (IA) e a concentracdo celular inicial (Xo).
Constatou-se variacao no perfil de infeccdo das linhagens, sendo as linhagens mais
adequadas para a producdo de bioinseticida as linhagens de Sf21 denominadas
EMBRAPA, UFRN e GibcoG, uma vez que estas apresentaram mais do que 40 %
das células com poliedros em cultivos em suspensdo, enquanto a linhagem
denominada GibcoSF teve menos de 2 % das células infectadas com poliedros. Ao
se estudar o efeito do niumero de subcultivos na morfologia e crescimento celular, foi
averiguado um aumento no diametro de 10 % e no volume de 26 % das células
UFRN em relacdo as células GibcoSF. Além disso, o crescimento das células UFRN
foi 49% menor do que das células GibcoSF. Quando realizado o Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para se analisar o efeito da IA e a Xo ha taxa
de crescimento especifica maxima (Umax) € Na concentracdo celular maxima (Xvmax)
em cultivos em schott com células UFRN, obteve-se um modelo empirico. Quando
analisadas as variaveis IA e X, separadamente, ndo foram encontradas diferencas
significativas para as respostas XvVmax € Hmax €M relacédo a Xo. Para a IA, entretanto,
obteve-se os resultados mais satisfatorios para os indculos com IA de 72 e 96 horas:
XVmax de 5,97.10° cel/mL e 5,99.10° cel/mL, e pmax de 0,70 dia® e 0,63 dia™,
respectivamente. Nos cultivos em spinner com células UFRN, foi observada a

formacdo de grumos, o que levou a Xvmax de 2,00.10° cel/mL. No cultivo em



biorreator com células UFRN, foi obtido um Xvmax de 6,21.10° cel/mL, pmax de 0,70
dia®, Qo, na fase exponencial de 67,3 + 3,6 .10™® molOy/cells, rendimento de
glicose em célula igual a 1,0.10° cel/g de glicose e um rendimento de glutamina em
células de 3,0.10° cel/mL. Comprovou-se, portanto, a existéncia de alteracées na
infecc@o entre diferentes linhagens de Sf21; a importancia do estado fisiol6gico da
célula nos subcultivos, a ocorréncia de mudancas no crescimento celular de acordo
com os sistemas de cultivo e o efeito do niumero de subcultivos na morfologia e

crescimento de células Sf21

Palavras-chave: baculovirus, Sf21, producdo in vitro, AgMNPV, cultivo em

suspensao, DOE, biorreator, células animais.



ABSTRACT

Investigate the cultivation of insect cells is related to its use in the production of
biopesticides among others. For many years, chemical pesticides have contributed in
pest control in agriculture. However, the use of these compounds for prolonged
periods has resulted in the selection of resistant insects and environmental pollution.
Therefore, it is necessary the development and improvement of biopesticides. In
Brazil, the baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) is the main biological control agent of the plague of soy Anticarsia
gemmatalis. Thus, studies that enhance the production of these viruses in vitro would
allow a more controlled production and better quality of biopesticides. In the present
research, it was investigated the susceptibility of different Sf21 cell lines to infection
by AQMNPV and the growth of these cells in different systems: cultivations in schotts,
in spinner flasks and in bioreactor, varying the inoculum age (IA) and initial cell
concentration (Xp). Variation was observed in the lineage’s infection profile. The most
appropriate lineage for the production of biopesticida where the ones denominated
EMBRAPA, UFRN and GibcoG, since these showed more than 40% of the infected
cells with polyhedra, while the one denominated GibcoSF had less than 2% of the
infected cells with polyhedra. When studying the effect of the number of subcultures
in morphology and in cell growth, an increase of 10% of the diameter and 26% in the
volume of the UFRN cells was observed compared to the GibcoSF cells. Moreover,
the cell growth of UFRN was 49% lower than the GibcoSF’'s. When performed the
Rotational Central Composite Design (RCCD) to analyze the effect of IA and X, the
maximum specific growth rate (Umax) and the maximum cell concentration (XvVmax) in
cultures in schott with UFRN cells, it was obtained an empirical model. When the 1A
and X, were separately analysed, it was not found significant differences for Xvmax
and pmax in relation to Xo. For IA, however, it was achieved the most satisfactory
results for inocula with 1A of 72 and 96 hours: Xvmax equals to 5.97x10° cells/mL and
to 5.99x10° cells/ml, and pmax of 0.70 day™ and 0.63 day™, respectively. Cultures in
spinner with UFRN cells clumped what led to XVmax Of 2.00x10° cells/mL. In
cultivation in bioreactor with UFRN cells, was reached Xvmay Of 6.21x10° cells/mL,
Hmax Of 0.70 day™, Qo. in the exponential phase of 67.3 + 3.6x10™*® molO2/cell/s,
glucose to the cell yield equal to 1.0x10° cell/g of glucose and glutamine to cell yield

of 3.0x10° cell/g of glutamine. It was shown, therefore, the existence of the infection



alterations among different lineages of Sf21, the importance of the physiological state
of the cell for the subcultivation, the occurrence of changes in cell growth according
to the cultivation systems and the effect of the number of subcultivation in

morphology and in growth of Sf21 cells.

Keywords: baculovirus, Sf21, in vitro production, AQMNPYV, suspension culture,

DOE, bioreactor, animal cells.
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1. Introducéo

A capacidade da agricultura suportar a populagcéao crescente tem sido alvo de
discussbes por geracdes e continua sendo um dos principais topicos da politica
global. A erradicacdo da pobreza e da fome foi, inclusive, incluida como um dos
Objetivos de Desenvolvimento do Milénio das NagbGes Unidas (United Nations
Millennium Development Goals) em 2000. Para alcancar a seguridade alimentar sao
necessarias reformas politicas e de investimento em frentes multiplas. Dentre elas,
Sd0 as principais: 0s recursos humanos, as pesquisas na area da agropecuaria, a
infraestrutura rural, os recursos hidricos e a gestdo de comunidades rurais e de
recursos naturais. Outra maneira de otimizar a produtividade agricola é através de
abordagens agroecotecnoldgicas que buscam conciliar o uso das terras tanto para
producdo quanto para conservacado ambiental (COPPING; MENN, 2000).

O aumento da producao da soja brasileira e sua capacidade competitiva estao
intimamente ligados aos avancos cientificos e a disponibilizacédo de tecnologias ao
setor produtivo. Sejam essas tecnologias baseadas no desenvolvimento de novas
variedades através do melhoramento genético, da transgenia, em cuidados com
problemas fitossanitarios, em conhecer as regides mais propicias ao
desenvolvimento da cultura, em conhecer os principais fatores responsaveis por
perdas durante o processo, ou novos métodos para o controle de pragas (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, 2015).

Melhorias nas estratégias de manejo de pragas representam um método de
se obter simultaneamente alta quantidade e qualidade na producdo. Com isso, surge
a necessidade do desenvolvimento e aprimoramento dos bioinseticidas que sé&o
eficientes, biodegradaveis e, em sua maioria, ndo apresentam nenhum efeito
prejudicial ao meio ambiente e ao homem (MAZID, 2011).

A producédo atual dos inseticidas virais, porém, € baseada, majoritariamente,
na estratégia in vivo, a qual ndo consegue suprir a demanda do mercado. A
producdo do baculovirus utilizando cultivos celulares em biorreatores levaria a uma
facilidade no aumento de escala e também a uma melhora no controle de qualidade
do bioinseticida (SOUZA; MOSCARDI, 2002; MOSCARDI et al., 2011).

A multiplicacdo de baculovirus em cultivos celulares em suspensao permitira
a obtencédo de importantes dados cinéticos, os quais serdo utilizados para avaliar a

viabilidade de producé@o dessas particulas virais em biorreatores. Além disso, a
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caracterizagdo molecular das principais alteracdes causadas pela passagem de
virus em células e o estudo da funcdo de genes € essencial para desenvolvimento
de sistemas de produgao in vitro.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) tem sido
responsavel pela transferéncia de tecnologia e producdo de baculovirus e outros
tipos de biopesticidas e programas de controle biolégico no Brasil. O grupo da
EMBRAPA — Recursos Genéticos e Biotecnologia — vem estudando a utilizacdo de
variantes virais do baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus
(AgMNPV) para a producéo in vitro desse bioinseticida. Nesse sentido, a equipe do
Laboratério de Células Animais do Departamento de Engenharia Quimica da Escola
Politécnica da Universidade de Sao Paulo buscou realizar, em parceria com a
Embrapa, estudos sobre diferentes linhagens de células de Spodoptera frugiperda
(Sf21). Assim, essa dissertacdo pesquisou a cinética de crescimento e a infec¢céo
dessas células pelo baculovirus AQMNPV e seus variantes AgMP2 e AgMP5, para a

producao de biopesticida.
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2. Reviséo Bibliogréfica

2.1. Tipos de células de inseto

As primeiras linhagens de células de inseto foram isoladas por volta do fim da
década de 1950 e comeco de 60 com o intuito de se estudar seu metabolismo e
fisiologia e, principalmente, para a producgéo in vitro de baculovirus. Mas a cultura de
células de inseto teve sua importancia evidenciada somente com o desenvolvimento
de técnicas de manipulacdo genética dos baculovirus, por volta da década de 80,
que tornou possivel utiliza-los como vetores para expressdao de proteinas
recombinantes (AGATHOS, 2010).

Mais de 450 linhagens de células de insetos ja foram estabelecidas a partir de
mais de 100 diferentes espécies, englobando sete ordens e originarias tanto de
gametas quanto de tecidos adultos como ovarios e disco imaginal. O
estabelecimento de uma linhagem celular pode ser feito através da dissociacao
mecénica ou enzimética do tecido de interesse. As células entdo dissociadas sdo
mantidas em um meio de cultivo rico em nutrientes até que possa ser observado
crescimento celular. Posteriormente, subcultiva-se essa mistura de células até que
seja obtido uma cultura homogénea (PALOMARES; ESTRADA; RAMIREZ, 2006).

Devido a suscetibilidade das células a infeccéo pelo baculovirus, a tecnologia
de sistema de expressdo com vetor baculovirus em células de inseto (insect cell
baculovirus expression vector system — IC-BEVS) utiliza as células, em sua maioria,
provenientes de lepidopteros, em particular de Bombyx mori (bicho-da-seda),
Mamestra brassicae (mariposa do repolho), Spodoptera frugiperda (lagarta do
cartucho), Trichoplusia ni (lagarta-mede-palmo) e de Anticarsia gemmatalis (lagarta
da soja) (CASTRO; RIBEIRO; SOUZA, 2006; AGATHOS, 2010; MICHELOUD et al.,
2011). Um resumo dos tipos de células utilizadas e por quais virus conseguem ser
infectadas pode ser observado na tabela 2-1.

Dentre essas, destacam-se, no uso industrial, as Sf21 e a Sf9, isoladas da
Spodoptera frugiperda (Sf). A Sf21 foi a primeira linhagem a ser utilizada
intensivamente na pesquisa e com aplicacdes tecnolégicas (AGATHOS, 2010) e foi
isolada de tecidos do ovérios da S. frugiperda por Vaughn et al. (1977). Porém, a Sf9
(SUMMERS; STATION; SMITH, 1987), um clone produzido a partir da Sf21, é,

possivelmente, a linhagem mais amplamente utilizada de todas as células de
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insetos, devido ao seu crescimento aprimorado (maiores valores concentracao
celular méxima, por exemplo) e a alta suscetibilidade a infec¢do por baculovirus o
que, na maioria das vezes, leva a uma excelente producédo de titulo viral e de
rendimentos de proteinas (AGATHOS, 2010).

Tabela 2-1. Linhagens celulares de lepidépteros usadas frequentemente para a producédo de
baculovirus selvagens e recombinantes (adaptado de SOLONESKI, 2012)

. Tecido de Virus que séo
Linhagem celular Inseto . L
origem suscetivels
IPLB-Sf-21(VAUGHN et al., odontorn ACMNPV, AgMNPV,
1977)/Sf9 (SUMMERS; STATION: frE | e'? o Ovarios  SfMNPV, SINPV,
SMITH, 1987) gip TSNPV
BTI-TN-5B1-4 (High Five™) . o __ ACMNPV, AgMNPV,
(GRANADOS et al., 1994) Trichoplusiani — Embrides ooy

BCIRL-HZ-AM1 (MCINTOSH,; AcMNPV, HaNPV,

Heliothiszea Zea Ovarios

IGNOFFO, 1983) HzSNPV

Bm5 (GRACE, 1967) Bombyx mori Ovérios AcMNPV, BmNPV
IPLB-LdEIlta (LYNN, 1989) Lymantria dispar Embribes =~ AcCMNPV, LAMNPV
UFL-AG-286 (SIEBURTH,; Anticarsia

MARUNIAK, 1988) gemmatalis Embrices ~ AcMNPV, AQMNPV

A versatilidade dessas células também € responsavel pelo seu grande
emprego. A maioria das células de insetos sdo semi-aderentes, ou seja, podem ser
cultivadas tanto em sistemas estaticos quanto em suspensdo. As células de
Spodoptera frugiperda podem ser adaptadas para suspensao e também sédo
facilmente soltas das superficies de poliestireno, sem o emprego de tripsina
(AGATHOS, 2010). Apesar de algumas culturas aderentes apresentarem um
rendimento e qualidade melhores, o escalonamento de processos baseados em
células aderentes é mais trabalhoso. Assim, devido a facilidade de se cultivar as
células Sf em suspensao, a maioria dos trabalhos passou a ser feita com células em
suspensao (SCHMID, 1996).

A produtividade das células de inseto, tanto em células quanto em proteinas
recombinantes ou baculovirus, esta intimamente relacionada com o numero de
subcultivos que a célula se encontra, principalmente, se essas passagens seriadas
forem realizadas em meios sem soro fetal bovino (SFB). Em alto numero de
passagens, a concentracdo celular maxima (Xvmax) € a producdo de proteinas
recombinantes tendem a diminuir, h4 um aumento da quantidade de proteinas

celulares e também do tamanho das células. Isso pode ser explicado por uma
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possivel adaptacdo ao meio sem SFB mais intensa que leva a essa queda de
producdo e modificacbes morfologicas. Ademais, hd a possibilidade de acontecer
selecbes nao intencionais de células com baixo rendimento produtivo durante as
passagens (DONALDSON; SHULER, 1998).

Frente toda essa diversidade de tipos celulares, para selecionar a melhor
linhagem para a producdo ou estudo a ser desenvolvido deve-se considerar,
primeiramente, o produto em questdo — virus ou proteina. Juntamente, deve-se
analisar a taxa maxima de crescimento, concentracdo celular maxima, estabilidade
genética, suscetibilidade viral e processamentos pos-traducionais (BETENBAUGH et
al., 2002). Apesar da maioria das células de lepidopteros serem capazes de realizar
modificacdes pos-traducionais, como glicosilacbes dos terminais N e O,
fosforilagbes, acetilagcdo de acidos graxos, sialilagdo, a-amidacdo, amidacdo do
terminal N, carboximetilac@o e isoprenilacdo, cada tipo de célula tem seu padrao de
modificacdes e armazenamento ou secrecao. Geralmente, as células de Spodoptera
frugiperda sao utilizadas para producdo de biopesticidas e para a sintese de
proteinas intracelulares e periplasmaticas, enquanto as células High Five™
apresentam melhor desempenho para expressar proteinas glicosiladas e secretadas
(AGATHOS, 2010).

Nesse aspecto, tratando-se da producdo do baculovirus Anticarsia
gemmatalis nucleopoliedrovirus (AgMNPV), Almeida (2010) obteve uma
produtividade volumétrica de 5,30 + 0,85 x 10° corpos de oclusédo (OB)/ mL em
cultivos de Sf21 em frascos agitados e em meio SF900 Il sem soro. Em cultivos de
células saUFL-AG-286, foram descritas produtividades volumétricas de 2,49 £ 0,28 x
10® OB/mL, em meio UNL-10 (MICHELOUD et al., 2011), e 3 x 10® OB/mL, em meio
especifico para cultivo de células saUFL-AG-286 (composicdo descrita em
MICHELOUD et al.,, 2009) também em frascos agitados. Tratando-se da
suscetibilidade de células Sf21 e Sf9 a infeccdo por AQNMPV, Castro et al. (2006)
relataram uma producéo de virus extra celulares (BV) de 9,0 x 10° pfu/mL e de 3,40
x 10° pfu/mL para as células Sf21 e Sf9 respectivamente, em cultivos em meio TNM-
FH. Nesse mesmo trabalho, enquanto as células Sf9 apresentaram uma
porcentagem de 25% =+ 1 das células com poliedros apos 96 horas de infec¢éo, as
células Sf21 apresentaram 70% * 1. Esses autores, porém, descreveram 0S
melhores resultados de infeccdo para as células TN-5BI-4, com 17,0 x10° pfu/mL de

BVs e 95% + 1 das células com poliedros, e para a hospedeira natural, saUFL-AG-
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286 (GIORIA; JAGER; CLAUS, 2006), com 14,0 x 10° pfu/mL de BVs e 95% + 1 das
células com poliedros. Assim, células Sf21 também podem ser consideradas uma
opcao para a producdo de AgNMPV, sendo mais produtivas, em termos de OB e

virus extracelulares (BV), que as células Sf9.

2.2. Cultivo, fisiologia e bioquimica das células de insetos

Células de insetos necessitam de muitos componentes para 0 crescimento e
0s requerimentos das células infectadas e das células né&o infectadas por
baculovirus sdo muito similares. Carboidratos, aminoéacidos, fatores de crescimento,
horménios, lipidios, vitaminas e muitos elementos tracos sdo alguns dos nutrientes
indispensaveis para o cultivo dessas células. Entretanto, as taxas de consumo
desses nutrientes podem variar de acordo com o estado fisiologico das células
(Tabela 2-2).

A tecnologia de propagacao de células de inseto in vitro, entretanto, as expde
a um ambiente bem diferente daquele fisiologicamente controlado no organismo
completo, uma vez que 0s nutrientes ndo sdo constantemente regulados e os
metabdlitos ndo séo eliminados. Além disso, ha o estresse devido a hidrodinamica,
ao pH e a osmolalidade. (PALOMARES; ESTRADA; RAMIREZ, 2006).

O interesse em estudar o metabolismo das células de inseto esta relacionado
a sua utilizacdo na producdo de biopesticidas a base de baculovirus e também na
expressdo de proteinas recombinantes (FRESHNEY, 2010). Entender melhor o
funcionamento do metabolismo dessas células € essencial para desenvolver meios
de culturas mais adequados e formular estratégias de alimentacdo em bioprocessos,
possibilitando, assim, a otimizagdo nos procedimentos em interesse (IKONOMOU,
SCHNEIDER; AGATHQOS, 2003).
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Tabela 2-2. Coeficientes metabdélicos para nutrientes em células Sf9 e BTI-Tn-5BI-4

BTI-

Células néo infectadas > Tn-5BI-4

Coeficiente de manutencdo especifico (10™° 2,5 na
mmolATP/cell/hr) 3

Taxa de consumo especifico de glicose (10™*° 0,5 1-2
mmol/cell/hr) 2-0,78

Taxa de consumo especifico de glutamina (10™*° 0,3 0,54
mmol/cell/hr) 7-0,4

Taxa de consumo especifico de oxigénio (10 2-4 2,8-5,4
mmol/cell/hr)

Células infectadas

Taxa de consumo especifico de glicose (10 0,6 2,6-1,8
mmol/cell/hr) 1

Taxa de consumo especifico de glutamina (10™*° 0,1 0,58-
mmol/cell/hr) 8 0,78

Taxa de consumo especifico de oxigénio (10 2- 3,2-5,8
mmol/cell/hr) 7,6

Fonte: Traduzido de PALOMARES; ESTRADA e RAMIREZ, (2006)

2.2.1. Efeito da temperatura, pH, osmolalidade, cisalhamento e
oxigenacao

O intervalo 6timo de temperatura no qual as células de inseto crescem é
relativamente pequeno em relacdo a células microbianas e situa-se entre 25 e 30° C,
porém maior que células de mamiferos Em estudos com variacao da temperatura de
22 a 35° C, a taxa de crescimento especifico (i) apresentou um valor crescente com
0 aumento da temperatura até 30° C (de 0,41 a 1,13 dia™) e uma diminuicdo a partir
de 35° C (atingindo 0,82 dia™). A temperatura 6tima, em termos de p, viabilidade
celular e concentracao celular final, foi de 27° C, uma vez que, nessa temperatura,
atingiu-se a concentracdo maxima com viabilidade de 100%. Em valores mais

baixos, 0 tempo necessario para atingir a concentracdo maxima foi maior e em
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valores mais altos houve comprometimento da viabilidade das células (REUVENY et
al., 1993).

Ha trabalhos com células Sf9 e Sf21 adaptadas para crescer em 37° C,
mostrando uma capacidade termotolerante pelas células. Nessa condicdo, as
células apresentaram um tempo de duplicacdo maior do que as células que
cresciam a 28° C, mas comecavam a morrer mais cedo. A composicdo da
membrana celular sofreu um aumento na razao entre esfingomielina e fosfatidilcolina
e a porcentagem de acidos graxos saturados também foi aumentada (GERBAL et
al., 2000).

Em relacdo ao pH, varias células crescem em valores por volta de 6,0 — 6,8.
Para as células Sf9, descreve-se como ideal um pH entre 6,2 — 6,4 (HENSLER,;
AGATHOS, 1995). Com isso, o uso do tampéao fosfato € o mais adequado para
manter esses valores e ndo ha a necessidade de se utilizar o sistema tamponante a
base de CO./bicarbonato comumente utilizado nos cultivos com células de mamifero
(DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS, 2012).

Em pH mais baixo ou mais alto do que os descritos, observa-se um aumento
da fase lag e um decréscimo da p e da concentracdo celular méxima.

A sensibilidade das células de inseto a osmolalidades extremas é menor
guando comparada as células de mamiferos. Enquanto as primeiras sao cultivadas
no intervalo de 350 e 385 mOsm/Kg (ZHANG; KALOGERAKIS; BEHIE, 1994), as
altimas entre 260 e 320 mOsm/Kg (FRESHNEY, 2010).

Tratando-se do consumo de O,, células de inseto apresentam uma taxa
especifica de consumo de oxigénio (Qo,) maior que as células de mamiferos, mas
iIsso ndo exige que elas sejam cultivadas em reatores com controles de gas
diferenciados (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS, 2012). Pamboukian et al.
(2008) estudou a respiracdo de células Sf9 e S2 selvagens cultivadas em meio
SF900 Il. A Qo, méxima dessas células foi, respectivamente, igual a 7,3.10*
mmolOy/cells e 3,1.10" mmolO./cel/s. No mesmo trabalho, foi investigado os
valores de Qo; de células S2 transformadas para expressar a glicoproteina da raiva
(S2AcGPV) e para expressar a proteina verde fluorescente (S2MtEGFP). Essas
células apresentaram valores de Qo, de 1,7.10* mmolO./cells e 1,9.10"
mmolO,/cel/mL, respectivamente.

Os dados da literatura referente as melhores condicfes de oxigenacéo para o

crescimento das células de inseto sdo bastante variados e divergentes. Entretanto,
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algumas considerac¢des podem sem feitas: a maioria das células apresentam menor
concentragdo celular maxima quando o oxigénio dissolvido (DO) é ajustado para
valores proximos de 100% da saturacdo com ar e cultivos conduzidos com DO
menores que 15% causaram um aumento dos vacuolos nas células, além de um
decréscimo na concentragdo celular maxima. Confirmando, deste modo, a teoria de
que DO muito baixas levam a uma limitacdo por O,, necessario para 0 metabolismo
central de carboidratos como receptor final de elétrons, enquanto que altas DO
podem ter efeitos téxicos (SCHMID, 1996). Esse efeito toxico do oxigénio, descrito
como estresse oxidativo, refere-se a um desequilibrio nos niveis celulares de
espécies reativas de oxigénio (ROS) como, por exemplo, superdxido (O*), hidroxil
OH* e peréxido de oxigénio (H,O,) e moléculas antioxidantes protetoras. ROS séo
responsaveis por mediar sinais de efeitos citostaticos, de crescimento ou
metabdlicos em culturas de células. O aumento na concentracdo de ROS pode levar
a senescéncia, a morte celular ou a adaptacao (HALLIWELL, 2003, 2014).

Para células Sf21, em meio IPL-41 e reator de tanque agitado com volume de
trabalho de 2 litros, variando o DO de 40-100% da saturacdo com ar, obteve-se
valores de P maximo (Uma) entre 0,39 — 0,60 dia™, sendo o valor maximo obtido com
um DO de 70 %. Em 40% de DO, o numero maximo de células reduziu mais que trés
vezes e o tempo de duplicacdo aumentou em 50% (DEUTSCHMANN; JAGER,
1994).

Contudo, ha autores que relatam valores similares tanto de pmax quanto de
concentracdo maxima de células para valores de DO variando entre 15-100% em
cultivos de células de Trichoplusia ni (SCHMID, 1996).

Recentemente, ha estudos relacionando os valores de gas carbdnico
dissolvido (dCO;) com a produtividade de proteinas recombinantes. Esse parametro
passou a ser estudado e monitorado devido ao efeito adverso que alguns cultivos
apresentaram quando o dCO, acumulava no meio de cultura durante o cultivo.
Meghrous et al. (2015) mostraram que valores maiores que 100 mm Hg de dCO;
resultaram em uma reducéo das atividades metabdlicas, crescimento celular mais
lento, viabilidade celular prolongada e reducédo da infecgéo viral. Esse trabalho ainda
constatou que, devido ao acumulo de CO, no meio de cultura, houve uma queda na
producdo de hemaglutinina, produto recombinante em foco no trabalho.

Dentro de sistemas agitados e/ou aerados, as ceélulas ficam sujeitas ao

estresse de cisalhamento. Esse dano é em fun¢édo do tipo da célula, duracdo e
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magnitude das forcas hidrodindmicas causadas pela agitacdo e aeracdo. A
resiliéncias das células de insetos para esse tipo de disturbio é relativamente maior
do que a apresentada pelas células de mamiferos. Caracteristicas morfolégicas de
necrose ou apoptose aparecem quando o cisalhamento laminar € maior que 0,59
N/m? e quando a energia de dissipac&o ultrapassa 2,25x10* W/m* em cultivos com
células de insetos (PALOMARES; ESTRADA; RAMIREZ, 2006). Quando exposta a
valores muito elevados de estresse hidrodinamico, as células sofrem danos
irreversiveis e morre por necrose (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS, 2012).
Se submetida a valores médios desse stress, a célula tem sinais fisioldgicos
ativados que podem desencadear a apoptose (CHISTI, 2000).

2.2.2. Metabolismo de carboidratos

Dentre os diversos tipos de carboidratos utilizados pelas células de inseto,
glicose € o mais importante e a fonte de energia e carbono preferivel (DREWS;
PAALME; VILU, 1995). Quando fornecida concomitante com outros carboidratos, ela
€ na maioria das vezes consumida primeiramente, indicando um fenémeno similar a
repressao catabolica (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003). Se substituida
por frutose ou maltose em cultivos com células Sf9, tem tanto o rendimento em
célula quanto em produto diminuido. Apesar de ser ativado a via apoptotica quando
a glicose é esgotada do cultivo (MENESES-ACOSTA et al., 2001), em auséncia de
carboidratos, as células de insetos puderam sobreviver por até 96 horas, mas néo
apresentaram crescimento (PALOMARES; RAMIREZ, 1996).

Entretanto, a amplitude e a eficiéncia na utilizacdo de carboidratos diferem
muito entre os tipos celulares. Para as células de Trichoplusia ni (comercialmente
conhecida como High Five™), somente cinco carboidratos suportaram o crescimento
celular: glicose, frutose, manose, maltose e trealose (BHATIA et al., 1997). Para Sf9,
glicose, frutose e maltose podem ser utilizados para o crescimento. Apesar de
alguns meios — TNM-FH, por exemplo — possuirem altas concentracdes de
sacarose, células High Five™ ndo conseguem consumir esse dissacarideo e células
Sf9 a utilizam como fonte primaria de energia mesmo na presenca de glicose e apos
infectadas por baculovirus (SUGIURA; AMANN, 1996). Mesmo sendo a trealose o
sacarideo predominante na hemolinfa, quando outros carboidratos estdo presentes,
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ela ndo é utilizada (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003) (DRUGMAND;
SCHNEIDER; AGATHOS, 2012).

Comparando com as células de mamiferos, as células de inseto possuem
uma taxa de consumo de glicose especifica maior e também podem crescer em
meios com glicose como unico carboidrato (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS,
2012).

Células Sf9 apresentam um metabolismo de glicose eficiente, com 80% do
piruvato formado sendo direcionado para o ciclo do acido tricarboxilico (TCA). A
maioria dos derivados de glicose sao direcionados para a formacédo de acetil-CoA e,
assim, contribuem para o crescimento celular, enquanto somente uma pequena
parcela € conduzida para a formacao de alanina e de lipidios (BERNAL et al., 2009).
Porém, recentes estudos mostram que, apesar do perfeito funcionamento do TCA
(BHATIA et al., 1997), quando em cultivos de alta concentracdes celulares, o fluxo
da glicélise, do TCA e das vias anapleréticas é suprimido, levando a uma queda na
energia metabdlica. Isso interfere diretamente na producdo de proteinas

recombinantes e baculovirus.

2.2.3. Metabolismo de aminoacidos

O uso dos aminoacidos pelas células de insetos envolve tanto o catabolismo
quanto o anabolismo (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003). Arginina,
asparagina, aspartato, glutamato e glutamina podem ser facilmente oxidadas até
CO,, demonstrando, diante disso, a utilizacdo desses componentes para a geracao
de energia. Além desses, a metionina também pode ser utilizada para o
fornecimento energético. Aspartato, asparagina, glutamato, glutamina e serina séo
utilizados em uma taxa muito maior do que a necessaria para a incorporacao
biosintética as proteinas celulares e outras estruturas (FERRANCE; GOEL; ATAAI,
1993; IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003). A questdo nesse metabolismo
descrito é saber se a energia fornecida pelo catabolismo dos aminoéacidos é
necesséria para as biossinteses ou se esse direcionamento para a oxidacdo a CO,
ocorre quando esses nutrientes sdo fornecidos em concentracbfes maiores
direcionando, deste modo, sua utilizagcdo com fungdo energética (BHATIA et al.,
1997).
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Bhatia et al. (1997) explicaram através dos seus estudos que a maioria dos
aminoacidos nao sao sintetizados pelas células de insetos. Isoleucina, lisina,
histidina, leucina e treonina sdo aminoacidos cruciais quando se tratando das células
Sf9 e metionina e tirosina sdo necessarias para atrasar a morte celular IKONOMOU;
SCHNEIDER; AGATHOS, 2003). Sf21 e Sf9 apresentaram crescimento quando
cultivadas em meios sem cisteina (DOVERSKOG; HAN; HAGGSTROM, 1998),
glutamina, glutamato e aspartato, se fornecido o ion amoénio. Isso talvez seja
explicado pela presenca da glutamina sintetase nas células de Spodoptera
frugiperda. No catabolismo da glutamina, que ocorre geralmente quando a glicose é
limitante, ela é convertida a glutamato e amoénio (Figura 2-1). Em seguida, o
glutamato é transformado em a-celtoglutarato pela glutamato desidrogenase e,
assim, direcionado ao TCA. A glutamina sintetase torna essa via reversivel,
possibilitando, portanto, a formacao de glutamina a partir do ion aménio e glutamato.
A formacdo de aspartato, por sua vez, advém do oxalacetato, o qual pode ser
suprido pelas vias anapleroticas, principalmente, através do piruvato (DRUGMAND;
SCHNEIDER; AGATHOS, 2012). Todavia, a privacdo de glutamina afeta a taxa de
crescimento, uma vez que sua sintese pelas células de inseto ndo é tao eficiente
quanto o fornecimento pelo préprio meio (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS,
2003).
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Figura 2-1. Metabolismo de Glutamina/Glutamato e Asparagina/Aspartato em células de inseto.
Enzimas: 1. Glutaminase, 2. Glutamato desidrogenase, 3. Alanina aminotransferase, 4.
Glutamina sintetase, 5. Asparaginase e 6. Aspartato aminotransferase. Adaptado de
DRUGMAND et. al. (2012). Ala: alanina; Glu: glutamato; Gln: glutamina; Asn: asparagina; Asp:
aspartato e a-keto: a-cetoglutarato.

2.2.4. Metabolismo de lipidios

O metabolismo de lipideos em células de inseto ndo e muito bem relatado na
literatura e apresenta algumas controvérsias. E claro que essas células séo capazes
de metabolizar os acidos graxos para obter energia. No entanto, enquanto Bhatia et
al. (1997) assumem que células de Spodoptera frugiperda sdo autossustentaveis em
relacdo a producdo de acidos graxos, uma vez que elas até secretam lipideos ao
invés de usar os que estao disponiveis no meio; Ikonomou, Schneider e Agathos
(2003) relatam que a via lipogénica das células de inseto é incompleta e, por isso,
precisam de suplementacdo através do meio. Segundo eles, essas células sao
limitadas em sintetizar, desnaturar e alongar as cadeias dos acidos graxos. Ao
mesmo tempo, elas sao incapazes de produzir o colesterol, necesséario para a
producdo de hormdnios e responsavel por manter a fluidez da membrana
citoplasmatica. A privacao de lipideos leva a uma producao deficiente de baculovirus

e a degeneracao celular.
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2.2.5. Formacéao de subprodutos

As altas taxas de consumo dos nutrientes, excedendo as quantidades
necesséarias tanto para a biossintese de precursores quanto para a geracdo de
energia, resultam em um fluxo aumentado da glicélise e da glutamindlise que, por
sua vez, ocasiona um desequilibrio metabdlico e a formac&o de subprodutos como o
lactato, amonio e alanina (DOVERSKOG et al., 1997).

A principal diferenca na formacdo de subprodutos entre as células de
mamiferos e as células de insetos encontra-se na producdo de lactato. Células Sf9
sdo bem conhecidas pela sua baixa sintese de lactato em cultivos sem limitacédo por
oxigénio, mesmo com altas concentracdes de glicose inicial (40 — 50 mM)
(IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003). Porém, células High Five™ pode
chegar a uma producgéo de 7 a 45 mM de lactato (RHIEL; MITCHELL-LOGEAN,;
MURHAMMER, 1997). Isso pode estar relacionado com a formacédo de grumos que
acontece nos cultivos com células High Five™ que nao tiveram uma boa adaptacao
para a suspensdao, uma vez que, nas células devidamente adaptadas para
crescimento unicelular, essa alta producédo de lactato ndo é observada (IKONOMOU,
SCHNEIDER; AGATHOS, 2003). Tanto células High Five™ quanto as células Sf9
conseguem consumir o lactato apés a deplecdo do carboidrato (DRUGMAND;
SCHNEIDER; AGATHOS, 2012).

Ha uma toxicidade intrinseca do lactato que ainda ndo foi totalmente
compreendida. Sabe-se que a producdo do lactato pela lactato desidrogenase €&
controlada por feed-back negativo e, por isso, sua produgéo tende a diminuir com o
préprio acumulo no citoplasma. O efeito toxico do lactato em células de inseto €,
provavelmente, similar ao apresentado nas células de mamiferos e esta relacionado
a diminuicdo do pH intracelular e ao aumento da osmolalidade do meio. Com a
acidificacao intracelular causada pelo acumulo de lactato, ha uma diminuicdo dos
derivados da glicolise, os quais sdo necessarios tanto para a biossintese de
fosfolipidios quanto para o funcionamento correto do TCA. Isso leva a um
comprometimento tanto do crescimento celular quanto da producdo de proteinas
recombinantes (CRUZ et al., 2000). Em células Sf9, concentracfes de até 10 mM
nao apresentam influéncia no crescimento celular. Por volta de 12,5 mM, ha um

aumento sucinto da apoptose em células Sf9 e em High Five™. Para as células Bm-
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5, ocorre a inibicho do crescimento em concentracbes proxima a 85 mM
(DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOQOS, 2012).

Outro subproduto das células de inseto, mas com menor significancia, € o
etanol. Células SF9 chegam a produzir um maximo de 11,5 mM foi relatado para trés
linhagens celulares em meio Mitsuhashi-Maramorosch (MM) (TAKAHASHI et al.,
1995).

Um importante produto catabdlico em cultura de células animais € o amonio.
Comparado as células de mamiferos, as células de insetos sdo menos sensiveis as
concentracfes de amonio resultantes do metabolismo de aminoacidos. Quando em
niveis toxicos, o amonio leva a apoptose, fragmentacdo do DNA e diminuicdo do
volume celular. Sf9 n&o tem seu crescimento afetado se a concentracdo de NH;"
alcangam 10 mM (CRUZ et al., 2000; IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003).
A toxicidade desse ion ainda é um pouco indefinida, mas provavelmente deve-se a
uma alteracdo do pH intracelular. O acimulo desse ion pode ainda ocasionar uma
perturbacdo no gradiente eletroquimico das células que, por sua vez, causa uma
acidificacdo do pH intracelular (CRUZ et al., 2000). A regulacdo do pH intracelular
em resposta a amoénia adicional é complexa. A razdo entre a concentracdo de
amonia livre em forma de gés e do ion amonio é um equilibrio determinado pelo pH:
em forma gasosa, a amoénia pode ser absorbida pelas células muito rapidamente e,
assim, eleva o pH intracelular; a penetragcdo do ion amdnio nas células de forma
lenta diminui, entdo, o pH de volta. Qualquer mudanca nesse equilibrio, pode levar a
distarbios no pH intracelular e, com isso, modificar a atividade de diversas enzimas
metabdlicas, além de aumentar o consumo de energia necessario para manter a
homeostasia do pH (OZTURK; RILEY; PALSSON, 1992; CRUZ et al., 2000).

Esse mesmo tipo celular pode ainda direcionar a producdo de amonio atraves
da producao de alanina na presenca de glicose em excesso. Esse sistema funciona
como um reservatorio de aménio na desintoxicacdo do meio. A tolerancia das
células de inseto a alanina € muito maior do que ao amdnio. Esse aminoacido néao &
toxico a essas células em concentragdo de até 100 mM (OHMAN; LIUNGGREN;
HAGGSTROM, 1995).

Héa, ainda, um efeito sinérgico entre o amonio e o lactato. Em cultivos de
células de mamiferos, quando a concentracdo de lactato alcancou valores altos
(maiores que 12 mM), houve uma potencializacédo dos efeitos inibitério do amoénio no

crescimento e uma maior alteragao nas taxas de consumo de nutrientes. Entretanto,
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em concentracdes baixas de lactato, a toxicidade do amonio foi reduzida. Além
disso, o lactato diminui a excre¢cdo do ion aménio. Ha duas hipéteses para esse
fendbmeno: ou o lactato age como quelante do célcio, influenciando nas bombas
transmembranas e, assim, diminuindo a exocitose; ou o lactato inibe a glutamindlise
e, consequentemente, reduz a liberagdo de amobnio proveniente da glutamina
(HASSELL; GLEAVE; BUTLER, 1991).

2.3. Bioprocessos com células animais (mamiferos e insetos).

Com o avanco dos estudos na producdo de biopesticidas e proteinas
recombinantes, tornou-se necessario o desenvolvimento do conhecimento e das
técnicas relacionados ao aumento de escala e monitoramento dos processos. Desde
entdo, tem-se buscado definir as melhores condicbes ambientas de cultivo para a
proliferacdo celular e para producdo de diversas proteinas recombinantes de uso,
principalmente, farmacéutico. Como consequéncia desses estudos, muitos tipos de
equipamentos para controlar as condi¢bes fisico-quimicas de cultivo foram
desenvolvidos, originando os sistemas de biorreatores aplicados atualmente nas
industrias farmacéuticas.

O desafio principal no design de biorreatores, no caso de cultivo de células
animais é garantir a transferéncia de oxigénio sem causar estresse as células. A
formacao de regidbes com grandes diferencas de gradientes de concentragéo e locais
com condicfes subotimas de temperatura e aeracao causaria a morte indesejada de
grande parte da populacéo de células (CASTILHO et al., 2008, cap. 9).

Para assegurar a propagacao celular e a biossintese do produto de interesse,
os biorreatores devem atender aos seguintes requerimentos:

a) Controlar o equilibrio acido-base (pH) do meio de cultura;

b) Controlar a temperatura;

c) Realizar a troca gasosa, suprindo a demanda de oxigénio pelas células
e eliminando o excesso de gas carb6nico do meio;

d) Permitir o fornecimento de nutrientes através da alimentacdo de
formulacdo adequada de meios de cultura;

e) Prover superficie de adesao suficiente, no caso de células de células
dependente de adeséo;
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f) Manter a condigcdo asséptica, evitando, assim, a contaminagdo do
cultivo por outras células, por virus ou por micro-organismos.

E extremamente importante compreender o comportamento das células em
diferentes condic¢des de cultivo. Esse conhecimento permite identificar componentes
que possam limitar ou inibir tanto o crescimento das células quanto a formacédo de
produtos. Com isso, € possivel modificar formulagcbes de meios de cultura e
parametros de cultivos e, assim, manter as condi¢cfes de cultivo dentro dos valores
otimos até o final do processo.

A identificacdo do fendbmeno que explica o comportamento do sistema
estudado depende da analise dos dados da cinética. As taxas especificas e 0s
coeficientes de rendimento sdo as variaveis mais estudas para esses casos. Quando
dados de concentracdo celular sdo acessiveis, crescimento e morte celular, assim
como a viabilidade, sdo as melhores variaveis para a caraterizagdo do estado
fisiologico que se encontra a cultura. Na auséncia desses dados, como no caso de
células imobilizadas, a analise deve ser feita com base no consumo de substratos ou
na formacéo de metabolitos (CASTILHO et al., 2008).

O estudo cinético de um processo fermentativo € baseado na analise da
mudanca das variaveis de estudo (concentracdo celular, viabilidade, concentracéo
de substrato e de metabdlitos, concentracdo de produtos, etc.) durante o tempo de
cultivo (SCHMIDELL et al., 2001, cap. 6). Com a representacdo desses valores em
funcdo do tempo, € possivel construir modelos que representem 0 processo
estudado.

Para isso é necessério determinar as taxas de transformacgédo caracteristicas.
A taxa de crescimento celular instantdneo pode ser calculada de acordo com a
equacao (1) abaixo:

dx,
7 D

onde, 7, € a taxa instantanea de crescimento celular, X,, € a concentracdo de

e =

células viaveis (cel/mL) e t o tempo (horas, dias, etc..).

Equacbes similares podem ser escritas para a taxa de consumo instantanea
de um determinado substrato (glicose e glutamina, por exemplo) e para a taxa de
producdo instantdnea de um determinado produto ou metabdlito (a proteina

recombinante de interesse ou algum inibidor, por exemplo).
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as
s = — dt (2)
dP
p = dat 3)

onde, rs € a taxa instantanea de consumo do substrato, S é a concentracéo
do substrato (g/L, mM, mg/L), r, a taxa instantanea de formacao do produto ou
metabdlito e P a concentragdo do produto ou metabdlito (g/L, mM, mg/L).

Essas taxas sd0 necessarias para a caracterizacao fisioldgica da cultura, mas
nao sdo suficientes. Isso ocorre porque em um determinado intervalo de tempo a
concentracéo de células pode variar muito e isso reflete nas taxas de transformacao
instantaneas (CASTILHO et al., 2008, cap. 8). Assim, tem-se a taxa de crescimento
especifico (1), a taxa caracteristica da populacdo, a qual é a taxa de crescimento
celular instantanea dividida pela concentracao celular nagquele momento e pode ser

representada de acordo com a equacéo 4, abaixo descrita:

1 dX, Ty

= = — 4
p—x Xv dt Xv ( )

Mantendo o mesmo raciocinio € possivel, entdo, calcular as taxas especificas

de consumo de substrato (Us) (Equacéo 5) e de formacéo de produto (M) (Equagéo
6):

1 dS Ty
HS:_X_,,'E:X_,,(S)
1 dP Ty
W= X @ T X, (6)

Ainda ha os coeficientes de rendimento e de manutencdo, os quais medem a
conversdo de substrato em células e de substrato em produto. A conversdo de
substrato se da para muitos componentes (Figura 2-2), uma vez que, além de se
multiplicar, as células precisam de nutrientes para a propria manutencédo. Esses
coeficientes ajudam muito na compreensdo das mudancas metabdlicas que as

células apresentam durante o cultivo (SCHMIDELL et al., 2001, cap. 6).
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Figura 2-2. Particdo da converséao celular entre as vias metabdlicas celular
Assim, pode-se descrever os coeficientes de conversdo de substrato em
célula e de substrato em produto (ou metabdlito) em um intervalo de tempo At, de
acordo com as equacdes (7) e (8).

AX
YX/S = _E (7)

onde, YX/sé 0 coeficiente (ou fator) de conversdo de substrato em células

(cel/mL/g), AX a variagdo da concentragao celular no intervalo de tempo analisado
(cel/mL) e AS variacdo da concentragdo do substrato no intervalo de tempo
analisado.

AP
YP/S - —E (8)

onde, Yp/sé o coeficiente (ou fator) de conversao de substrato em produto (g

de produto/g de substrato), AP a variagdo da concentragdo do produto no intervalo
de tempo analisado (cel/mL) e -AS variagdo da concentragdo do substrato no
intervalo de tempo analisado.

Os fatores de conversao instantaneos podem ser calculados usando-se a
relacdo entre a taxa de consumo de substrato e a taxa de crescimento celular e a
taxa de formagéao de produto (Equagéo 9 e 10).

M
YX/S— T'S - |,ls (9)

_hh_ M
YP/S " r T L (10)

Correlagbes podem ser feitas com 0os mesmos principios para gerar algumas
informacgdes a respeito do consumo e direcionamento dos diferentes substratos.

Como, por exemplo, Yoz/ , a taxa de consumo de oxigénio por unidade de substrato
S

(Equacéo 11).
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Ho,

Hs

onde, Yoz/ é a taxa de consumo de oxigénio por unidade de substrato e p,,a
S

YOZ/S =- (11)

taxa de consumo especifico de oxigénio.

A partir da analise dos valores de |, o crescimento celular pode ser dividido
em pelo menos 4. Dependendo do cultivo, algumas dessas fases podem ser
observadas ou ndo (SCHMIDELL et al., 2001, cap. 6; CASTILHO et al., 2008, cap. 8
e 2).

A fase lag (de adaptacao ou latente) pode aparecer no comeco de alguns
cultivos, durante a qual nenhum crescimento € registrado, caracterizando, desta
forma, valores nulos de . Nessa fase as células estdo se adaptando a condicdo de
cultivo. ApOs essa adaptacao, as células comegam a se dividir, apresentando um p
crescente, caracteristico da fase de aceleragcdo. Ao chegar ao valor maximo e
constante de p as células encontram-se em sua melhor condicao fisiologica para o
sistema e passam a crescer exponencialmente (log), caracterizando a fase
exponencial. A duragdo dessa fase pode ser influenciada pela concentracdo do
indculo, pela disponibilidade dos nutrientes e pelo acumulo de metabdlitos inibidores
(CASTILHO et al., 2008). Com o fim das condi¢cdes otimas de cultivo, como, por
exemplo, o exaurimento de um substrato fundamental para o crescimento, as células
comecam a parar de se dividir. Ha, entdo, uma queda progressiva na lx € a
concentragcdo celular entra em um novo plateau, a fase estacionaria. Em alguns
casos, 0 crescimento nessa fase se cessa: existe um equilibrio entre a quantidade
de células que estdo morrendo e as células que ainda se dividem. Quando o numero
de células que morrem ultrapassa o nuamero de células formada, ocorre uma
diminuicdo da concentracdo de células viaveis e uma queda na viabilidade celular,

caracteristicas da fase de declinio ou morte (Figura 2-3).
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1= Hmax

Concentracao de células

Tempo de cultivo

Figura 2-3. Fases do crescimento celular em um cultivo em batelada. A: fase lag ou de
adaptacdo; B: fase exponencial ou Log; C: fase estacionéria; D: fase de declineo ou morte.
(Ordenada corresponde ao Ln(concentracao de células)) (CASTILHO et al., 2008).

As cinéticas de crescimento celular, de consumo de substrato e de formacéo
de produto podem variar muito entre os sistemas de cultivo (batelada, batelada
alimentada, continuo). No sistema de batelada, a Figura 2-4 representa o

comportamento caracteristico das principais variaveis de processo.

—X(g/l) —P(g/l) —s5(g/)) |
4 \ /
3 / 6

2 >
N |

Tempo (dia)

(1/9) S

X, P (g/L)

Figura 2-4. Cinética de crescimento celular, consumo de substrato e sintese de produto em um
cultivo em batelada. P: produto; X: concentracdo de células e S: substrato.

O estudo das cinéticas do processo e seus respectivos parametros possibilita

a compreensao dos fatores limitantes tanto durante a producdo de células quanto
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durante a sintese do produto de interesse. A partir desse conhecimento, consegue-
se planejar estratégias de otimizacdo como, por exemplo, alimentacdo do cultivo
com substratos (aminoacidos, vitaminas, carboidratos, entre outros) e, assim,

aumentar o rendimento.

2.4. Tecnologias baseadas no uso de células de insetos

Os principais produtos obtidos através da aplicacdo de células de inseto séo
0s bioinseticidas e proteinas recombinantes, sendo que as Ultimas podem ser para
fins de pesquisa, teste de diagnosticos ou para uso terapéutico como biofarmacos
(IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003; AGATHOS, 2010; DRUGMAND;
SCHNEIDER; AGATHOS, 2012).

Hoje, mais de 40 tipos de baculovirus selvagens produzidos in vivo sao
usados como biopesticidas contra lepidépteros que atacam algodao, milho, tabaco,
uvas e muitas outras culturas (GLARE et al., 2012).

O desenvolvimento da tecnologia do IC-BEVS (Insect cell — baculovirus
expression vector system) levou a uma variedade na producdo de proteinas
recombinantes para aplicagcdes comerciais, biomédicas, diagnostico e pesquisas.
Atualmente, mais de 500 genes ja foram expressos em IC-BEVS (PALOMARES;
ESTRADA; RAMIREZ, 2006).

Devido a eficiéncia, seguranca e custos, para aplicacdes biomédicas, a
producdo de proteinas recombinantes e agentes virais usando o IC-BEVS tem uma
perspectiva promissora. Esse sistema apresenta boas condi¢cdes para a producéo de
subunidades de vacinas através da expressdo de antigenos proteicos ou de
particulas semelhantes a virus (VLP - virus like particle). Porém, ainda é necessario
considerar o padrdo de glicosilagdo dessas células, o qual difere das células de
mamiferos. Mesmo assim, para producdo de vacinas, a falta de padrdo de
glicosilacdo semelhante a dos humanos nao é critica e até pode otimizar a resposta
imune a vacina (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS, 2012).

O primeiro produto terapéutico baseado no IC-BEVS foi uma vacina
veterinaria contra o virus da febre suina, aprovado em 2000. A primeira vacina para
uso humano foi desenvolvida pela empresa GlaxoSmithKline (Bélgica), Cervarix ®,
uma vacina para o papilomavirus humano (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS,
2012). H4 também a FluBlok®, a primeira vacina para influenza baseada em
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hemaglutinina recombinante (“Flublok Homepage,” 2014). Em testes clinicos,
encontram-se diversos produtos em fase Il e lll: Novavax (uma vacina de VLP
recombinante para a influenza H1N5) (fase Il), vacina para o cancer de prostata da
empresa Dendreon Corporations (fase Ill), entre outras (DRUGMAND; SCHNEIDER,;
AGATHOS, 2012).

IC-BEVS também vem sendo adaptado para a producdo de vetores virais
para a terapia génica e para a expressao de proteinas multiméricas ou proteinas que
sao dificeis de serem expressas e de grande interesse na pesquisa de atividades
bioldgicas, na descoberta de novas drogas, para a sustentabilidade na agricultura,
etc (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS, 2012). O entendimento mais profundo
da fisiologia das células infectadas e nao infectadas através da engenharia
metabdlica e um aprimoramento constante dos meios de cultura e das técnicas de
cultivo podem contribuir para a validagdo de processos a base de IC-BEVS que
sejam eficientes, escalonaveis e seguros (AGATHOS, 2010).

2.5. Os baculovirus

Existem pelo menos 12 familias virais associadas com insetos e outros
artropodes. Esses virus ocorrem naturalmente nas populacdes de insetos e sdo
normalmente nomeados a partir do hospedeiro do qual foram isolados. Dentre essas
familias, a mais investigada € a Baculoviridae, devido a sua aplicacdo em
bioregulacdo de pragas na agricultura e como uma valiosa ferramenta
biotecnoldgica, como vetor de expressao (MOSCARDI et al., 2011; SZEWCZYK et
al., 2011).

Baculovirus sdo um amplo e diverso grupo de virus (mais de 1.000
baculovirus ja foram isolados) de DNA duplo e circular, fechado covalentemente,
com genoma variando de 80 Kbp até 200 Kbp e codificando entre 100 — 180
proteinas (SZEWCZYK et al, 2011). Sao patogénicos aos artropodes,
principalmente aos insetos das ordens Lepidéptera, Himendptera e Diptera
(MOSCARDI et al., 2011; KING et al., 2012).

Ha duas formas fenotipicas do baculovirus: virus derivados dos corpos de
ocluséo (occlusion derived virus — ODV) e os virus extracelulares (budded virus —
BV), os quais possuem uma estrutura de nucleocapsideo em comum e a mesma

informacéo genética (MOSCARDI et al., 2011). Esses tipos virais sdo produzidos em
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diferentes tempos de infecgéo, apresentam proteinas e membranas virais desiguais
e com fungdes e modo de infe¢do diferentes. BVs sdo produzidos na fase tardia da
infeccdo, obtém sua membrana da membrana celular e necessitam de uma proteina
de fusdo — GP64 ou proteina F — para viabilizar a infeccéo celular (REID; CHAN;
OERS, 2013); ODVs séo produzidos na fase muito tardia da infeccdo quando os
nucleocapsideos sdo envelopados, dentro do nucleo, e, posteriormente, ocluidos
numa estrutura de cristal proteico, formando os corpos de ocluséo (Occlusion Bodies
- OBs).

Virus derivado de
Virus extracelular corpo de oclusdo
(BV) (ODV)

Envelope do BV Envelope do ODV

GP64 —- e

Proteina F

Nucleocapsideo

Envelope do ODV

Envelope do BV —J»

gp41
Figura 2-5. Fenétipos dos baculovirus. Adaptado de REID; CHAN e OERS (2013).

Dependendo da morfologia e dos OBs, os baculovirus sédo divididos em
nucleopoliedrovirus (NPV) e granulovirus (GV) (Figura 2-6). O primeiro é
caracterizado pela presenca de varias particulas virais por OB e pelo
encapsulamento dos nucleocapsideos pela poliedrina. Os NPV podem ainda conter
ODVs com apenas um virion (single - SNPV) ou varios virions (multiple — MNPV).
Os GV séo caracterizados por possuirem apenas um ODV por OB com um unico
virion e a proteina que encapsula o nucleocapsideo € a granulina (MOSCARDI et al.,
2011; REID; CHAN; OERS, 2013).
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A familia Baculoviridae € dividida em quatro género: Alphabaculovirus
(contém os nucleopoliedrovirus (NPVs) que infectam os lepidopteros),
Betabaculovirus (contém os GV e sdo encontrados em lepiddpteros também),
Gammabaculovirus (NPVs que infectam os himenopteros) e Deltabaculovirus (NPVs
que infectam os dipteros) (REID; CHAN; OERS, 2013). Os Alphabaculovirus, por sua
vez, sdo divididos taxonomicamente em dois grupos de acordo com a proteina de
fusdo presente no BV: NPV | para os virus que possuem a proteina de fusdo GP64 e
NPV Il para os virus que possuem a proteina F. O baculovirus AQMNPV € um

alphabaculovirus MNPV do grupo I.

Nucleopoliedrovirus

(= -
MNPV m] \"’% Granulovirus

virus derivado de corpo GWD?S de
de oclusdo (ODV) / ocluséo (0B)

Poliedrina Granulina

Proteinas constituintes
dos corpos de oclusio

Figura 2-6. Morfologia e composicao dos tipos de OBs

2.5.1. Ciclo de vida do baculovirus

O ciclo viral comeca quando um inseto hospedeiro suscetivel ingere OBs que
foram depositados na folhagem por um inseto infectado. ODVs estabelecem a
infeccdo primaria, no intestino médio, ao serem liberados da digestdo de OBs. A
matriz paracristalina da poliedrina ou granulina que envolve os ODVs € solubilizada
no ambiente alcalino do intestino médio das larvas, liberando os ODVs que entram
nas células intestinais através de uma fusdo com a membrana celular.

A infeccdo primaria que ocorre no intestino médio do inseto € o principal
evento para que o baculovirus se estabeleca no organismo do hospedeiro via oral.
O primeiro contato do virus com as células epiteliais do intestino médio do inseto

ocorre quando os ODVs séo liberados pela solubilizagdo da poliedrina dos OBs.
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Essa primeira interacdo células-virus é mediada pelos fatores de infectividade por
via oral (per os infectivity factors) (PIFs) presentes no envelope dos ODVs.
Atualmente, ja foram identificados seis tipos de PIFs conservados na familia
Baculoviridae: P74, PIF1, PIF2, PIF3, PIF4 e PIF5. A delecdo de qualquer um
desses fatores inviabiliza por completo a infeccdo oral do virus (HUANG et al.,
2012). Assim, trata-se de um componente indispensavel no desenvolvimento de
biopesticidas. Os BVs, por sua vez, ndo necessitam dos PIFs para a sua formacao.
BVs com delecbes dos genes PIFs, inclusive, sdo infectantes mediante injecéao
direta no hemocelo do hospedeiro.

Uma vez dentro das células epiteliais do intestino médio, o nucleocapsideo
viral migra através dos filamentos de actina do citoesqueleto para o nucleo, onde a
replicacdo do DNA viral € iniciada (OHKAWA; VOLKMAN; WELCH, 2010). Com a
intensa formacéo e acumulo do novo material genético, desenvolve-se uma estrutura
celular denominada estroma virogénico, uma regido eletrodensa no nucleo celular.
Ao mesmo tempo, as proteinas do capsideo viral sdo sintetizadas para encapsular o
material genético viral, dando origem aos nucleocapsideos progénitos. Na superficie
da célula, ao realizar um “brotamento”, o nucleocapsideo recebe o envelope
membranoso da membrana da célula do hospedeiro, formando, assim, o BV. E
nessa estrutura viral que se encontra a proteina de fusao F (presente na maioria dos
géneros de baculovirus) e a proteina GP64 (presente no grupo | NPV dos
alphabaculovirus). S&o essas proteinas que mediam a fusdo pH dependente do
envelope do BV com a membrana da célula alvo (REID; CHAN; OERS, 2013).

Como as células do epitélio intestinal do inseto s&o renovadas
constantemente, a producdo de BV precisa ser rapida para impedir a prevencao da
infeccdo pela renovacdo das células ja infectadas. Acredita-se que isso € feito
através da migracao direta do nucleocapsideo, originario do ODV, da extremidade
apical para a extremidade basal da célula. No caminho, o nucleocapsideo adquire a
proteina de fusdo expressa (GP64) de um promotor precoce (early promoter) e
forma o BV funcional que ira dar sequéncia a infec¢cdo secundaria. Dessa forma, a
infec¢@o secundaria acontece antes mesmo da replicacdo completa do DNA parental
(WASHBURN et al., 2003).

Na infeccdo secundaria, o processo de infeccao e de “brotamento” se repete,
mas com uma retencdo dos nucleocapsideos no interior do ndcleo. Esses

nucleocapsideos recebem um envoltério originario da membrana nuclear interna e
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se tornam os novos ODVs (BRAUNAGEL; COX; SUMMERS, 2009). Esses ODVs
sdo, entdo, encapsulados pelas proteinas do corpo de oclusdo (poliedrina ou
granulina) para formar os OBs. Esses OBs formados durante a infeccdo séao
liberados com a morte e desintegracdo ou liquefacdo do hospedeiro infectado e,
assim, iniciam um novo ciclo de infecgcdo em outros insetos. As etapas do ciclo

podem ser visualizadas na Figura 2-7.

Membrana plasmatica basal célula de Inseto
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Figura 2-7. Ciclo de vida dos baculovirus. 1 — ingestdo dos OBs; 2 — solubilizacdo do envelope
protéico do OB e liberacdo dos ODVs; 3 — fusdo do ODV com a membrana celular; 4 —
passagem direta do nucleocapsideo para a infeccdo secundaria; 5 — replicacdo do DNA viral e
formacdo do estroma virogénico; 6 — formacao do nucleocapsideo progénito; 7 — oclusdo dos
nucleocapsideos e formacdo dos OBs; 8 — formagao dos BVs por brotamento; 9 — liberagéo de
BVs para infeccdo secundaria; 10 - liberagao dos OBs pela morte do hospedeiro. Adaptado de
BONNING e HAMMOCK (1996).
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2.5.2. Biopesticidas

Ha varios anos os pesticidas quimicos vém contribuindo no controle de
pragas e doencas na agricultura. Entretanto, o uso desses compostos durante
muitos anos tem apresentado selecédo de insetos resistentes e poluicdo ambiental.
Problemas como contaminacdo de aguas pluviais e solo e a presenca de residuos
danosos em muitos produtos agricolas primarios e derivados tém aumentado e,
assim, colocado em risco a saude dos ecossistemas em geral e do proprio homem.
Estima-se que o0s custos ambientais e sociais relacionados a esses danos sao por
volta de US$ 8,1 bilhdes anuais (LENG et al., 2011).

Diante disso, uma alternativa ambientalmente adequada é necessaria para
que se possibilite uma produgédo agricola que acompanhe a demanda mundial, mas
gue ndo seja negligente ao meio ambiente. Aprimoramentos nas estratégias de
controle de pragas sdo uma das alternativas que pode propiciar um aumento na
qualidade e na quantidade dos produtos agricolas. Nesse sentido, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de pesticidas que sejam eficientes,
biodegradaveis e que, em sua maioria, ndo deixem nenhum residuo ou efeito
danoso no ambiente (MAZID, 2011).

2.5.2.1. Aspectos gerais e classificacao

Biopesticidas sdo um tipo de pesticida derivado de materiais de origens
naturais como bactérias, plantas e animais (LENG et al., 2011). Biopesticidas podem
ser organismos vivos (geralmente, inimigos naturais) ou o produto desses
organismos (produtos fitoquimicos ou microbianos) ou subprodutos metabdlicos que
podem ser usados para o0 controle de pragas sem afetar as plantagcbes (MAZID,
2011).

O principal interesse no uso de biopesticidas esta baseado nas vantagens a
eles associadas:

e Desenvolvido para afetar somente uma espécie ou, em alguns casos,
um numero bem restrito de espécies, contribui para a seguranca de
animais nao-alvos e do agricultor (MAZID, 2011);

e Decompdem-se rapido e, desta maneira, resultam a uma menor

exposicao e evitam a poluicdo ambiental (MAZID, 2011);
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e Podem trazer beneficios adicionais como aprimoramento da absorcéo
dos macro- e micronutrientes pelas plantas (GLARE et al., 2012);

e Possuem a mesma eficiéncia que os pesticidas quimicos (SZEWCZYK
et al., 2011).

Os biopesticidas séo classificas em trés categorias principais:

1. Pesticida microbiano: pesticidas que possuem em sua formulacdo um
micro-organismo (bactéria, fungo, virus, protozoario ou alga) como
ingrediente ativo (MAZID, 2011). O exemplo mais comum desse tipo de
pesticida é o Bacillus thuringiensis (Bt) que produz uma proteina toxica
aos insetos, a proteina Cry, e € usado para controlar pragas de varias
lavouras como plantacbes de repolho, batata, entre outras
(SZEWCZYK et al., 2006);

2. Protetores incorporados as plantas (Plant-Incorporated-Protectants)
(PIPs): sdo plantas que passaram pelo processo de modificacao
genética e adquiriram a capacidade de produzir substancias que tem
capacidade pesticida (MAZID, 2011). Hoje, diversas sementes de
plantas geneticamente modificadas sdo comercializadas. A
modificacdo mais comum € a insercéo do gene cry do Bt que permite a
planta expressar a proteina Cry e, assim, evitar ataques de pragas
desfolhantes (Monsanto | Biotecnologia, 2014; SZEWCZYK et al.,
2006);

3. Pesticidas bioquimicos: sdo substancias naturais como extratos de
plantas, acidos graxos ou feromdnios que possibilitam o controle de
pragas através de mecanismos ndo toxicos. Essas substancias
interferem com o crescimento ou acasalamento do inseto ou agem
como repelente ou atrativo (MAZID, 2011).

Dentre os diversos tipos de biopesticidas, os produtos a base de baculovirus
tem apresentado grande destaque e apresentam diversos casos de sucesso na
literatura (BISHOP, 1994; SZEWCZYK et al., 2006).
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2.5.2.2. Biopesticidas a base de baculovirus

Atualmente, o nimero de registro de pesticidas a base de baculovirus excede
cinquenta. O primeiro inseticida viral lancado, Elcar ™, era uma preparacédo de
Heliothis zea NPV, um baculovirus de acdo relativamente ampla que infecta
espécies do género Helicoverpa e Heliothis. Pestes como a lagarta da espiga e
outras espécies do mesmo género eram controladas através da aplicacdo desse
produto. Depois do Elcar™, muitos outros biopesticidas virais foram desenvolvidos e
comercializados: SPOD-X™, a base de Spodoptera exigua NPV, Gransual™,
Carpovirusine™, entre outros, a base de Cydia pamonella GV, além de muitos que
nao possuem nome comercial. Alguns desses produtos tiveram sua producao
interrompida devido a concorréncia com 0s pesticidas quimicos, mas, com 0
surgimento de pragas resistentes, tiveram a atencdo e a producdo retomadas
(SZEWCZYK et al.,, 2011). A Tabela 2-3 mostra um resumo dos principais
baculovirus utilizados, a cultura na qual é empregado e a regido que é mais
significativa a aplicagao.

O paradoxo do uso dos baculovirus como controle de pragas encontra-se em
uma das suas vantagens: sua alta especificidade. Cada tipo de baculovirus, na
maioria dos casos, ataca somente uma espécie (GLARE et al., 2012). Dessa forma,
a sua aplicacgao fica limitada a certas pragas. Em uma cultura atacada por mais de
uma praga, a utilizacdo apenas do baculovirus ndo € suficiente para conter os danos
a elas relacionados.

Além disso, existe uma certa relutancia por parte dos agricultores e
agrébnomos em empregar o uso de pesticidas a base de baculovirus. Essa oposicao
deve-se a diferenca no tempo de agdo entre o biopesticidas e os pesticidas quimicos
e 0S monitoramentos necessarios para cada um. Enquanto os inseticidas quimicos
necessitam menos de um dia para levar a morte de alguns insetos e, com isso,
passar a sensacéo de seguranca aos profissionais da agricultura, principalmente ao
agricultor, os baculovirus demoram por volta de 1 semana para levar o hospedeiro
ao Obito. Em relacdo aos agrbnomos, a resisténcia deve-se ao trabalho no
monitoramento das lavouras que € muito maior quando se utiliza o biopesticida. Com
isso, ndo € necesséario somente uma melhora na producdo dos biopesticidas, mas
também um educacdo ambiental dos consumidores (MOSCARDI et al., 2011; REID;
CHAN; OERS, 2013).
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Espécie do inseto Tipo do Cultura afetada pelo ) . . 3
Alvo Baculovirus hospedeiro Pais/Regido que utiliza o baculovirus

Adoxophyes orana GV Maca Suica

Anagrapha falcifera NPV Algodéo e hortalicas EUA

Anticarsia gemmatalis NPV Soja Brasil e Paraguai

Autographa californica NPV Algodéo e hortalicas EUA e China

Cydia pommonella GV Maca e pera EUA, Russia e Europa

Dendrolimus sibericus NPV Pinheiros Russia

Erinnyis ello GV Mandioca Brasil

Helicoverpa spp. NPV Algoddo, hortalicas China, india, Australia, Russia, Tailandia e
leguminosas EUA

Homona magnanima GV Cha Japao

Hypantria cunea GV e NPV Frutiferas e parques Bulgaria e Russia

Leucoma salicis NPV Parques ornamentais Russia e Pol6nia

Lymantria dispar NPV Florestas EUA, Canada e Russia

Mamestra brassicae NPV Couve, ervilha Europa e Russia
beterraba

Neodiprion lecontei NPV Florestas Canada

Neodiprion sertifer NPV Pinheiro EUA, Europa e Russia

Orgyia pseudotsugata NPV Florestas EUA e Canada

Pieris rapae GV Hortalicas China

Spodoptera litura NPV Algodéo e hortalicas China

Spodoptera litoralis NPV Algodao Africa e Franga

Spodoptera exigua NPV Hortalicas e plantas EUA, Europa e Tailandia
ornamentais

Spodoptera frugiperda NPV Milho Brasil

Fonte: DE CASTRO et al. (1999)

Com o intuito de otimizar a a¢do do virus tanto em relacdo ao tempo

necessario para matar o hospedeiro quanto a seu espectro de acédo (SOUZA,

MOSCARDI, 2002), algumas taticas vém sendo desenvolvidas:

1. Permitir o uso de inseticidas quimicos quando a populacdo da praga,

em termos de intensidade e tamanho das larvas, ndo estiver dentro dos

limites recomendados;

2. Aumentar a viruléncia, reduzindo o tempo necessario para causar

mortalidade do inseto hospedeiro ou causar a interrupcdo de sua

alimentacgao.

No primeiro caso, tem-se usado, por exemplo, a associacdo de AgQNMPV com

doses muito reduzidas de pesticidas quimicos (1/4 a 1/5 da dose recomendada) para
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reduzir a populacdo de pragas de lagarta em populacdes j& muito elevadas para a
aplicacdo do AgMNPV isoladamente (SOUZA; MOSCARDI, 2002). No segundo
caso, as principais estratégias incluem o uso de substancias que potencializam a
acao viral e modificacdes genéticas no baculovirus.

A estabilidade dos baculovirus € um dos fatores mais importante quando se
analisa sua permanéncia no ambiente de aplicacdo. A radiacdo ultravioleta (UV) é
um dos principais inativadores do material viral. Assim, 0 uso de agentes quimicos
protetores de radiacdo UV, também chamados de branqueadores opticos, tém sido
utilizados para aumentar a eficiéncia do biopesticida (SZEWCZYK et al., 2011).

Tratando-se de baculovirus recombinantes, tem-se feito modificagfes tanto
para delecdo de genes do virus quanto para insercdo de sequéncias exdgenas. A
eliminacdo do gene egt (ecdisteréide UDP-glicosiltransferase) de alguns baculovirus,
por exemplo, resultou no decréscimo do tempo necesséario para causar a morte de
seus hospedeiros em 30 % (SUN et al., 2004). O gene egt € responsavel pela
inativacdo do hormoénio ecdisterdide, bloqueando, portanto, a capacidade da lagarta
infectada passar para o estadio seguinte de pupa, o que resulta em maior producao
da progénie viral. A eliminagdo desse gene do genoma viral faz com que o inseto
infectado tente mudar prematuramente para o estadio seguinte, morrendo no
processo (SZEWCZYK et al., 2011).

Alternativamente, pode-se inserir no genoma do baculovirus genes que
codifiqguem toxinas inseto-especificas. As toxinas mais potentes utilizadas até agora
foram as originarias do veneno de escorpido e de aranhas. O uso do gene da toxina
proveniente do escorpido Andractonus australis trouxe uma reducéo da desfolhagem
causada pelas lagartas em 60 % quando comparado com as infec¢cdes com o
baculovirus selvagem (FROY et al., 2000). Ha também modificacdes genéticas que
levam a producéo de OBs que tenham em sua matriz proteica a toxina Bt da bactéria
Bacillus thuringiensis. Isso foi realizado através da constru¢cdo de uma proteina de
fusdo composta de poliedrina e da toxina Bt. A patogenicidade do baculovirus
recombinante diminui o tempo de sobrevivéncia das larvas apos a infec¢cdo de 92,8
horas para 33,9 horas (CHANG et al., 2003).

Mesmo com essas limitagdes dos baculovirus geneticamente modificados, ha
muitos casos de sucesso, como ja dito anteriormente. Um dos maiores sucessos até

hoje aconteceu no controle da Anticarsia gemmatalis nas culturas de soja do Brasil.
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O 6timo desempenho pelo projeto de controle do Brasil reviveu o interesse em
utilizar baculovirus como biopesticidas (SZEWCZYK et al., 2009).

2.5.2.3. Baculovirus AgMNPV

Para controlar a infestacdo em plantagdes de soja pela lagarta da Anticarsia

gemmatalis o biopesticida a base do baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple

nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) pode ser utilizado e tem efeitos de eficiéncia

equivalente aos inseticidas quimicos utilizados para a mesma (SZEWCZYK et al.,

2009)

O baculovirus pode ser utilizado, em campo, através de quatro estratégias

principais, de acordo com Souza e Moscardi (2002):

1.

Introducdo e Colonizacdo: ha regides nas quais o baculovirus nao
ocorre naturalmente. Assim, € necessario introduzir o virus no
ambiente para que ele possa se estabelecer no ambiente do
hospedeiro e controlar sua propagacédo permanentemente (controle
biologico classico);

Introducéo inoculativa: ha a aplicacdo do patégeno em regides que ele
ja € possivelmente encontrado. Consequentemente, ocorre sua
proliferacdo no ambiente controlando o inseto hospedeiro por mais de
uma geragdo, mas podendo ser reaplicado caso necessario;
Manipulacdo do ambiente: por meio de praticas culturais, faz-se com
gue a ocorréncia natural do virus seja aumentada ou preservada.
Essas préticas consistem em técnicas como, por exemplo, a adi¢do de
agentes quimicos que auxiliam a conservacdo do virus ou o seu
transporte do solo até o substrato de alimentacdo do inseto
(MOSCARDI, 1999);

Inseticida microbiano: a aspersdo de doses letais de baculovirus nas
plantacbes tanto quanto necessario, similar aos pesticidas quimicos,

para o controle da populacdo do inseto hospedeiro.

No comeco da década de 80, um programa piloto para o uso do AQMNPV nas

culturas de soja foi iniciado pela Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias

(Embrapa). No inicio, cerca de 2.000 ha foram tratados com AgMNPV. Na safra de

2003/2004, o uso desse biopesticida viral teve seu pico histérico com mais de
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2.000.000 ha (Figura 2-8). No entanto, com a implantagcdo do sistema de plantio
direto no Brasil, os agricultores tiveram que aplicar herbicidas como dessecantes
antes da semeadura da soja. Nessa operacéo, os fazendeiros comecgaram a misturar
inseticidas de amplo espectro juntamente com os herbicidas. O mesmo tipo de
mistura era aplicada também 15-20 dias apds a germinacdo das sementes. Com
isso, ocorreu um distarbio na populagdo de inimigos naturais que levou ao
aparecimento de outras pragas como, por exemplo, Spodoptera spp., moscas
brancas e acaros que eram considerados como pragas secundarias. Diante disso,
0s agricultores precisaram utilizar pesticidas de amplo espectro e, assim, 0 AQMNPV
nao podia mais ser utilizado (MOSCARDI et al., 2011).
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Figura 2-8. Evolucdo do uso do AgMNPV no Brasil. No eixo Y, niumero de hectares tratados
(x1.000); no eixo X, safras da cultura de soja desde 1982/1983. A seta indica quando o sistema
integrado de producédo de soja no Brasil teve seu declinio iniciado (MOSCARDI et al., 2011).

Em todo caso, o uso do AgMNPV no Brasil trouxe muitos beneficios
econdmicos, sociais e ecologicos. Os agricultores conseguiram economizar por volta
de US$ 7/ha/safra; as economias anuais chegaram a somar US$ 11.000.000. Mais
de 17 milhdes de litros de pesticidas quimicos deixaram de ser pulverizados,

resultando em um beneficio ecolégico consideravel (SZEWCZYK et al., 2006).
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2.5.2.4. Producao in vivo

Até o momento, a maioria das producdes comerciais de baculovirus vem
sendo realizadas in vivo. Seja através da aplicacdo do virus nos insetos hospedeiros
em campo e da coleta das larvas adoecidas; ou por meio da produgéo do inseto
alvo, em laboratérios, com dietas artificiais contaminadas com o virus para uma
posterior coleta do inseto morto pela infeccdo. A segunda opgéo € a mais comum na
maioria dos paises. Entretanto, para algumas espécies de insetos, ndo ha dietas
artificiais. Com isso, torna-se dificil, se ndo impossivel, a criacdo desses insetos em
laboratorio e, assim, inviabilizada a producdo de baculovirus referente a esse
hospedeiro, a ndo ser pelo método em campo. Porém, a producdo em campo é
complicada quando a liquefagdo do corpo do inseto € muito intensa, como no caso
das larvas infectadas por baculovirus Spodoptera spp., uma vez que € quase
impossivel coletar as lagartas infectadas (MOSCARDI et al., 2011).

Em geral, 10* — 10'® OB/ha sdo necessarios para controlar lagartas em uma
cultura e 10° — 10*° OB podem ser produzidos através da infeccdo de cada larva.
Isso significa que de 10 — 1.000 lagartas sdo necessarias para produzir virus
suficiente por hectare tratado (REID; CHAN; OERS, 2013). Muitos problemas ainda
precisam ser superados na producgéo in vivo: otimizacdo da dieta, efetividade na
coleta do virus da mistura lagarta-dieta, controle de qualidade do produto final
(ELVIRA et al., 2010).

Ao analisar o mercado mundial para os baculovirus selvagens, tem-se por
volta de 100.000-500.000 ha para cada uma das principais pragas controladas
através da aplicacdo de baculovirus de producédo in vivo (HearNPV, AgMNPV,
CpGV, PIxyGV e varios Spodoptera NPV). Com um preco estimado de US $ 20/ha,
pode ser feito uma estimativa para os valores viaveis da producao do baculovirus in
vitro (REID; CHAN; OERS, 2013). Considerando que ha uma grande flutuacdo nas
demandas anuais de cada tipo de virus, € muito importante que as instalacdes
industriais sejam capazes de produzir varias espécies virais a0 mesmo tempo.
Diante disso, a producéo in vitro seria preferivel a in vivo, devido a flexibilidade na
producdo. E muito mais facil o gerenciamento de estoques virais e celulares
criopreservados, do que o manuseio de grandes colbnias de diferentes insetos. A

producao in vitro ainda evita o problema de aparecimento de doencas nas colonias
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dos insetos e a contaminagao do produto final por outros micro-organismos e por
partes alergénicas do inseto hospedeiro (HARRISON; HOOVER, 2012).

2.5.2.5. Producgao in vitro

A producdo de baculovirus em culturas de células oferecem algumas
vantagens sobre a producgédo in vivo por ser uma operacao controlavel, estéril, com
alto rendimento de produto final puro e possuir varias linhagens celulares ja
estabelecidas (MOSCARDI et al., 2011). Durante a producéo in vitro células e virus
sao produzidos, inicialmente, em frascos de volumes pequenos (100 mL — 20 L) para
serem utilizados como indculos (viral e celular) em biorreatores de volumes muito
maiores (400 L — 10.000 L) (REID; CHAN; OERS, 2013). Durante essa amplificacao
do virus, é necessario um namero de passagens seriadas dele em cultivos celulares
in vitro. Quando a amplificagdo demanda altos nimeros de passagens ( geralmente,
mais do que 5), ocorre perda de viruléncia do produto final devido a alteracbes
genéticas que ocorrem no DNA viral (PEDRINI et al., 2006; MOSCARDI et al., 2011).
A Figura 2-9 mostra uma proposta de Reid et al. (2013) para a producdo de
HearNPV em sistema de batelada alimentada. Nesse processo, € possivel analisar o

namero de passagens necessarias para a producdo dos inéculos virais e celulares.
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Figura 2-9. Proposta para producao de HearNPV. OBs de HearNPV produzidos em lagartas séo
usados para a obtencdo ODVs. A partir dos ODVs se produziu o banco de BVs (Passagem 1 —
P1). A producgao do inéculo viral a partir do banco de BV (Passagem 2 - P2) foi utilizada para
infectar células HzAML1 no reator principal de tanque agitado (RTA) (Passagem 3 — P3). Através
de um processo de batelada alimentada de cultivo com altas concentragdes celulares, é obtido
alto rendimento de produgdo de OBs de HearNPV para serem usados como biopesticidas.
Traduzido de Reid et al. (2013)

A estratégia da producdo do baculovirus em biorreatores € determinada,
basicamente, pela selecdo da multiplicidade de infeccdo (MOI), pela concentracao
celular inicial (ICD) e pelo tempo da infec¢édo (TOI). MOI é definido como o nimero
de unidades infecciosas por células que sdo adicionadas no momento da infeccéo;
enquanto TOI trata-se do momento em que se inicia a infeccdo das células do
inseto. Em cinéticas de crescimento bem definidas, para um determinado TOlI,
espera-se que ocorra valores semelhantes de concentracéo celular e, por isso, TOI
pode ser confundido com o ICD. Tanto a fragcdo da populacdo celular infectada
quanto a cinética da infeccdo estdo relacionadas a MOI e ao TOIl. Em um
bioprocesso com células de insetos infectadas com o baculovirus, a escolha da ICD
e do TOI determina a composi¢do do meio de cultura no instante da infecgédo; assim
como o estado fisiolégico da massa celular. Esses fatores interagem entre si e
podem ser manipulados para a otimizacéo do processo. Apesar de alguns processos

ja estarem bem padronizados quanto a esses parametros, a combinagcdo dos trés
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deve ser estabelecida para cada sistema por causa da dependéncia na
caracteristica da linhagem celular e a capacidade nutricional do meio de cultura
empregado (MICHELOUD et al., 2009)

Outro requisito na producdo de baculovirus em cultura de células é a
necessidade de linhagens celulares altamente produtivas. Para uma linhagem ser
considerada uma boa opcéo para a producdo de baculovirus ela deve apresentar um
tempo de duplicacdo proximo de 24 horas e ter a capacidade de produzir virus ativos
em um rendimento especifico de pelo menos 300 OB/célula (REID; CHAN; OERS,
2013).

Um dos mais importantes efeitos de passagem (modificagdo que o
baculovirus sofre ao ser usado como inoculo viral em cultivos sequencialmente) € a
mudanca do fenotipo parental Many Polyhedra (MP) para o fenétipo Few Polyhedra
(FP). Nessa alteracdo, ha uma queda drastica na producédo de OBs por célula e
perda de viruléncia. Algumas mutacdes foram identificadas em uma regido
especifica, o l6cus 25k fp, nos mutantes FPs. Esse gene codifica uma proteina de 25
KDa que é essencial para a oclusdo do virus e para a formacgéo da poliedrina. Outro
tipo de mutante gerado durante as passagens seriadas € a formacado de particulas
interferentes defectivas (Defective Interfering Particles — DIP). Esses mutantes
perdem a habilidade de se replicar na célula hospedeira sem a ajuda de um virus
helper e, geralmente, grandes sequéncias de seu genoma sao deletadas (SOUZA;
MOSCARDI, 2002; MOSCARDI et al., 2011). Para evitar que essas mutacoes
ocorram, tem-se utilizado a estratégia de se infectar as culturas celulares com baixos
MOI e, assim, diminui-se as chances de acumulo de DIPs durante as passagens
(HARRISON; HOOVER, 2012).

Recentemente, uma estratégia de produgcdo in vitro nova baseada na
utilizacdo de variantes MPs foi proposta para aumentar a producdo especifica de
OBs. Esses variantes sao clones selecionados usando a técnica de plague assay
depois do virus ser submetido a varias passagens seriadas (REZENDE, 2008;
RANGEL et al., 2009; ALMEIDA, 2010). MPs mantém as caracteristicas do virus
selvagem como a formacao de muitos poliedros no nacleo das células e altos titulos
de BVs, o que os possibilita, a principio, ser competitivo com os variantes FPs
(MOSCARDI et al.,, 2011).A investigacao de fatores associados a perda de
estabilidade genética e o uso de novas estratégias como a selecdo de variantes

mais estaveis (MPs), a reducdo do custo dos componentes do meio de cultivo
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celular e o melhoramento desses meios s&o importantes requisicbes para a
otimizacao da producédo de baculovirus in vitro (AGATHOS, 1996; MOSCARDI et al.,
2011; SZEWCZYK et al., 2011; REID; CHAN; OERS, 2013).



57

3. Problematica

1. Ha diferenga na infeccdo de diferentes linhagens de células Sf21 pelo
baculovirus AQMNPV?

2. Aidade do in6culo influéncia nos parametros cinéticos de cultivos com células
Sf217?

3. A concentracgdo celular inicial influéncia nos parametros cinéticos de cultivos
com células Sf217?

4. O numero de passagens influéncia nas caracteristicas metabodlicas e/ou

morfoldgicas das células Sf21?
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4. Hipotese

1. Todas as linhagens de células Sf21 sdo oriundas de uma mesma
espécie de inseto, a lagarta Spodoptera frugiperda. Assim, é provavel
que, independente de qual banco foi obtido essas células, o perfil de
infecc@o delas por qualquer virus deve ser igual entre elas, se mantidas
as mesmas condigdes de infecgao e cultivo.

2. Tratando-se das condi¢des de cultivos, é sabido que o estado fisioldgico
que a célula se encontra ao iniciar uma cultura reflete nas fases de
crescimento e nos parametros cinéticos. Isso ocorre porque diferentes
genes sdo expressos e/ou silenciados durante as diversas fases de
crescimento das células, uma vez que em cada uma dessas etapas ha
diferentes funcdes sendo desempenhadas (sintese de material genético,
divisao celular, manutencgéo celular e morte celular). Se a passagem for
realizada precoce ou tardiamente, até que a célula se reprograme
metabolicamente para o crescimento pode ocorrer uma queda na taxa
de crescimento especifico ou mesmo alterar a concentracdo celular
maxima do cultivo (ZHANG; ENDEN; MERCHUK, 2005).

3. Ceélulas animais em geral sdo sensiveis a concentragdo celular inicial.
Essas células precisam de fatores de crescimento que sao produzidos,
inclusive, por elas mesmas. Assim, € possivel que altas concentracfes
celulares iniciais aumentem as concentracdes desses fatores autdcrinos
no meio de cultivo e, com isso, aumentem as taxas de crescimento
especifico e/ou a concentracao celular maxima (KIOUKIA et al., 1995).

4. Durante as passagens, as células podem sofrer mutacbes e/ou perder
cromossomos. Com o decorrer dos subcultivos, alguns fenétipos
celulares, que apresentem mudancas metabdlicas e/ou morfoldgicas,
acabam sendo selecionados aleatoriamente. Com isso, cultivos com
células da mesma linhagem, mas com passagens muito diferentes,
podem apresentar tanto a morfologia quanto o metabolismo
diferenciados (DONALDSON; SHULER, 1998).
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5. Objetivos
5.1. Objetivos gerais

Analisar a infeccdo por AQMNPV em diferentes linhagens de células Sf21 e
selecionar os melhores candidatos para a producdo de biopesticidas a base desse
baculovirus.

Estudar os parametros cinéticos de crescimento de células Sf21 em diferentes
sistemas de cultivo (frascos agitados e biorreator) com vistas a sua infeccdo por

AgMNPV e producao de biopesticida.

5.2. Objetivos especificos

e Analisar a infectividade do AgQMNPV em células de diferentes linhagens
de Sf21;

e Determinar a melhor idade de indculo para os subcultivos em meio
SF900 IlI;

e Determinar a concentracdo celular inicial 6tima para os cultivos em
meio SF900 llI;

e Caracterizar o crescimento, consumo de nutrientes e a formacéo de
subprodutos pelas células Sf21 em frascos agitados, spinners e
biorreator.

e Analisar diferencas morfologicas entre células Sf21 com altas e baixas

passagens.
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6. Materiais e métodos
6.1. Meios de cultura
6.1.1. TNM-FH (Trichoplusia ni Medium Composition)

O meio TNM-FH é uma suplementagédo do Grace’s Insect Medium com 0,35
g/L de bicarbonato de sédio (Sigma-Aldrich®, Namero de catalogo: S8875), 3,4 g/L
de hidrolisado de lactalbumina (lactaloumin hydrolysate) (Life Science®) e 3,4 g/L de
yeastolate (Difco®), 10 mL de antibiético/antimicético (Gibco®, numero de catalogo:
15240-096) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, nimero de catalogo: 12664-
025), a formulacéo preparada a partir do meio Grace em po fornecido pela Gibco®,
cbdigo de referéncia: 11595-030.

6.1.2. SFO00™ Il SFM e SF900™ IIl SFM

Obtidos da empresa Gibco® — codigo de referéncia 10902-088 e 12658-027,
respectivamente —, esses meios sdo ausentes de SFB e, no caso do SF900 llI,

compostos por baixas concentragdes de hidrolisados.

6.2. Células

A linhagem de célula de inseto Sf21, descrita por Vaughn et al. (1977) foi
utilizada para os estudos de cinética e de infeccao viral.

Essas células foram adquiridas de trés fontes: Embrapa/Cenargen,
Universidade do Rio Grande do Norte (UFRN) e Gibco®. As células cedidas pela
pesquisadora Dra. Marlinda Lobo de Souza (Embrapa/Cenargen) estavam
adaptadas ao meio TNM-FH e possuiam passagens superior a 500 (chamadas
neste trabalho de EMB). Essas células foram adaptadas ao meio SF900™ || pela
pesquisadora Dra. Marcia Pedrini (Universidade Federal do Rio Grande do Norte)
que nos forneceu essas células (referidas no trabalho como UFRN). Ainda foram
compradas células Gibco® adaptadas ao meio Grace’s Insect Medium
(denominadas no trabalho GibcoG) e ao meio SF900™ Il (especificado no trabalho
como GibcoSF) por serem de baixas passagens — 10 a 20 (codigos de referéncia:
B821-01 e 11497-013, respectivamente).
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6.3. Virus

Todos os variantes virais foram cedidos pela Dra. Marlinda Lobo de Souza,
Embrapa/Cenargen.

O clone viral AgMNPV isolado 2D (Ag2D) foi obtido a partir do virus selvagem
AgMNPV-79 pela técnica plaque-assay (KNUDSON; TINSLEY, 1974) e cedido a
Embrapa/Cenargen pelo Dr. James Maruniak, University of Florida — USA.

Os variantes MPs foram obtidos através do plaque-assay da 72 passagem
seriada do Ag2D em células BTI-Tn5B1-4 (REZENDE, 2008) pelo grupo da doutora

Marlinda Lobo de Souza.

6.4. Criopreservacao e manutencao do banco de células
6.4.1. Congelamento

Células foram cultivadas em schotts de 100 mL com volume de trabalho de 20
mL com uma concentracdo celular inicial (Xo) de 0,5.10° cel. viaveis/mL de um
indculo de 2-3 dias (meio TNM-FH) ou 3-4 dias (meio SF900™), a 28° C e a 120
rpm.

A cultura foi entdo centrifugada a aproximadamente 2500 RCF (relative
centrifugal force — forca de centrifugacao relativa a aceleracao gravitacional terrestre
g) por 4 minutos para a sedimentacdo das células. O sobrenadante foi separado
para posterior uso e as células resuspendidas para uma concentracdo proxima de
1.10" cel. viaveis/mL no meio de criopreservacdo (constituido por: 40% de meio
TNM-FH novo, 40% de meio TNM-FH condicionado (o meio que foi separado na
centrifugacéo), 10% de DMSO e 10% de SFB, para as células em meio TMN-FH; e
45% de meio SF900™ (Il ou Ill) novo, 45% de meio SF900™ (1l ou lll) condicionado
e 10% de DMSO, para as células em SF900™). 1 mL dessa suspensao com células
foi entdo transferida para criotubos de 1,5 mL (10 a 20 frascos). Em paralelo, 1 mL
da mesma suspens&o celular foi transferido para uma garrafa de cultura de 25 cm?
(T25) e completado com 4 mL de meio (TNM-FH ou SF900™) novo para verificacao
de contaminacao e se as ceélulas suportariam 0 meio de criopreservacao no posterior

descongelamento.
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Os criotubos foram colocados em um container de congelamento, Mr.
Frosty™ (Thermo Scientific, NUmero de catalogo: 5100-0001), para abaixamento da
temperatura em uma taxa de 1 °C/min e posto no freezer a -80 °C overnight. Por fim,

os criotubos foram armazenados em nitrogénio liquido a -196,15 °C.

6.4.2. Descongelamento

As células foram descongeladas rapidamente em banho termostatizado a 36
°C e o volume do criotubo transferido para um schott de 100 mL e 14 mL do meio de
cultura foram adicionados, gota a gota, para evitar o choque osmético. O frasco foi
entdo encubado a 28 °C e 120 rpm por cerca de 4-5 dias até atingir a concentracéo
celular de pelo menos 2.10° cel/mL para, entéo, serem repicadas.

6.5. Captura de imagens

As imagens foram feitas através da inser¢cdo de uma webcamera na ocular do

microscoépio e capturadas pelo software MiPro (Optika, Italia).

6.6. Calculo dos parametros cinéticos

6.6.1. Taxa especifica de crescimento

A pprovém do balanco de massa de células em um cultivo em batelada com a
equagao

ax,

dt

onde, dXv/dt é a variacdo de células, p a taxa especifica de crescimento

=u- Xy, (12)

celular e Xv a concentracdo de células.
Por meio da integragédo do balanco acima, obtém-se uma a equacao
In(Xv) = ut (13)
Plotando-se os pontos do logaritmo neperiano de Xv versus tempo, obtém-se
uma curva de crescimento celular (In(Xv) = f(t)) que ao ser linearizada (In(X,) = f(t)),
fornece uma reta durante a fase de crescimento exponencial. A taxa especifica
méaxima de crescimento (Umax) foi obtida através da derivacdo dessa reta para a

obtencéo do coeficiente angular que corresponde a pmax-
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6.6.2. Fatores de conversao

O rendimento de glicose (Yxcic) € glutamina (Yxen) em célula foi obtido
através da inclinacdo da reta da curva de X = f(concentracdo de glicose) e X = f
(concentracdo de glutamina), respectivamente, no intervalo correspondente a fase

exponencial de cada ensaio.

6.6.3. Taxa especifica de consumo de oxigénio

Para a determinacgdo da Qo; foi realizado o método dindmico de acordo com
SCHMIDELL et al. (2001). Nesse método, utiliza-se um eletrodo para a leitura da
concentracdo de DO do meio de cultura. Em um dado instante (Ty), interrompe-se o
fornecimento de oxigénio de forma a ser desprezivel a transferéncia de oxigénio.

Como observado na Figura 6-1, a concentracdo de oxigénio comeca a
diminuir. Apos alguns instantes (T,), retorna-se na condi¢cdo de aeracgdo inicial. Com
isso, a concentracdo de DO volta a subir até o equilibrio do valor ajustado para o

cultivo.

Concentracdo de oxigénio dissolvido (c)
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Figura 6-1. Perfil do DO durante o método dindmico. OUR: taxa instantanea de consumo de
oxigénio; K a: coeficiente de transferéncia de oxigéncio; Cy: concentracdo de oxigénio no Ty;
Co1: concentracdo de oxigénio no T;. Fonte: (SCHMIDELL et al., 2001)
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Para o intervalo sem aeragao, tem-se:

dac
E = —Qopz * Xv (15)

ac . P e . A s
onde — ea OUR; Qo é a taxa especifica de consumo de oxigénio e X a

concentracao de células.

Sendo a taxa instantanea de consumo de oxigénio (OUR) constante durante o
intervalo sem aeracgédo, tém-se que ela é igual ao coeficiente angular da reta de C =
f(t). Dividindo-se o valor de OUR pela concentragao celular (Xv) no instante, obtém-
se o valor de Qo,. Assumiu-se que para a temperatura de 28° C a concentracéo de
oxigénio no meio de cultivo na saturacdo de ar € igual a concentracdo na agua na

mesma temperatura, de 7,5 mg/L.
6.7. Infeccéo em células de diferentes origens

Os variantes virais foram testados em seis sistemas células-meio:
GibcoG/TNM-FH, GibcoSF/SF900 IlI, GibcoSF/SF900 Ill, UFRN/SF900 I,
UFRN/SF900 Il e EMB/TNM-FH.

6.7.1. Teste em cultura estatica

Células Sf21 foram sedimentadas em garrafas T25 em uma concentragdo de
2.10° cels/garrafa.
Para realizar a infeccdo, todo o sobrenadante dos frascos T25 foi
retirado. Adicionou-se, entdo, 1 mL do inéculo viral (Ag2D, AgMP2 ou AgMP5) e
agitou-se sutilmente a placa a cada 15 min durante uma hora para a adsor¢édo do
virus as células. O controle negativo foi feito adicionando-se 1 mL de meio de cultivo
ao invés do inodculo viral. Por fim, adicionou-se 4 mL de meio de cultivo novo. Os
frascos T25 foram entéo incubadas a 28° C.
O crescimento das células e a infecgdo foram acompanhados atraves
de analise microscopica e coleta de imagens no primeiro dia de infec¢do e apds 5

dias.
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6.7.2. Teste em cultura em suspensao

Schotts de 100 mL com 20 mL de cultivo foram inoculados com células UFRN
a 3. 10° cel/mL e 0,5 mL de suspens&o do variante viral (Ag2D, AgMP2 ou AgMP5).
O controle para cada sistema foi feito adicionando-se 0,5 mL de meio no lugar de 0,5
mL de virus. Os frascos foram incubados a 120 rpm e a 28 °C.

O acompanhamento da evolucéo da infec¢do e formacéo de poliedros foram
feitos através da contagem de células sem poliedros e células com poliedros,
utilizando a camara de Neubauer no dia da infeccao, 4 e 5 dias depois da infeccéo.

6.8. Estudo do efeito da concentracdo celular inicial (Xp) e da idade do
inéculo (1A)

6.8.1. Planejamento experimental composto completo rotacional (DCCR)

Realizou-se um planejamento experimental para a obtencdo de um melhor
padrao na inoculagcéo dos schotts de 100 mL, com um volume de trabalho de 20 mL,
a 120 rpm e 28 °C, em meio SF900™ IIl, com células UFRN. Primeiramente, foi
realizado um delineamento composto completo (DCC). Devido aos resultados
inconclusivos, decidiu-se extrapolar o intervalo analisado. Foi, entdo, adicionado os
ensaios para se obter um delineamento composto central rotacional (DCCR) para
duas variaveis (RODRIGUES; IEMMA, 2014). A combinacgéo entre as duas variaveis
— Xo e IA — para os ensaios do planejamento experimental final obtido (DCCR) estéo
descritos na Tabela 6-1:

Durante o cultivo de 7 dias dos 11 experimentos, amostrou-se 1 mL para a
determinacdo da concentracdo de X,. Com esse dado, calculou-se a pmax €
concentracéo celular maxima (XvVmax).

Para os pontos da primeira etapa do planejamento (1, 2, 3, 4, 9, 10 e 11 da
Tabela 6-1), o DCC, foi ainda realizada a determinacé&o de glicose, lactato, glutamina
e glutamato.

Os resultados dos ensaios 5, 6, 7 e 8 foram usados também no estudo de
uma variavel por vez (item 6.8.2), ensaios com IA de 24 e 120 horas e X, de 0,125 e
20,0.10° cel/mL .
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Para a andlise estatistica, utilizou-se como respostas XVmax € Mmax- AS
andlises estatisticas foram feitas com o auxilio do software Protimiza Experimental

Design.

Tabela 6-1. Delineamento experimental composto completo rotacional para a padronizacéo do
indculo celular

Ensaio A %o A X0
(codificado) (codificado) (horas) (Ln (concentragdo celular inicial - cel/mL))
1 -1 -1 48 Ln(0,25E6)
2 +1 -1 96 Ln(0,25E6)
3 -1 +1 48 Ln(1,0E6)
4 +1 +1 96 Ln(1,0E6)
5 -2 0 24 Ln(0,5E6)
6 +2 0 120 Ln(0,5E6)
7 0 -2 72 Ln(0,12E6
8 0 +2 72 Ln(2,0E6)
9 0 0 72 Ln(0,5E6)
10 0 0 72 Ln(0,5E6)
11 0 0 72 Ln(0,5E6)

6.8.2. Uma variavel por vez “one-at-time”

Em duplicata, realizou-se cultivos em schott de 100 mL, com 20 mL de
volume de trabalho, com células UFRN em meio SF900 IIl, a 28 °C e 120 rpm,
variando a IA e a Xo.

Na avaliacédo da IA, fixou-se o X, em 0,5E6 cel/mL e foram estudadas as IA
de 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas.

Para estudar X,, fixou-se o IA em 72 horas e foram avaliadas as X, de
0,125E6 cel/mL, 0,25E6 cel/mL, 0,5E6 cel/mL, 1,0E6 cel/mL e 2,0E6 cel/mL.

Durante o cultivo dos ensaios, amostrou-se 1 mL para a determinacdo da

Xy.Com esse dado, calculou-se a Pmax € XVmax-
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Para a analise estatistica, realizou-se o teste ANOVA ONE-Way para as
respostas Xvmax € HMmax €, quando detectadas diferencas entre as médias pela
ANOVA, o teste de de Tukey, utilizando o software Origin® (OriginLab, EUA).

6.9. Teste do efeito do numero de passagens no metabolismo e morfologia
de células Sf21

Em triplicata, realizou-se cultivos em schott de 100 mL, com 20 mL de volume
de trabalho, com células UFRN e GibcoSF em meio SF900 Ill, a 28 °C e 120 rpm. Xo
de 0,25x10° cel/mL de um indculo com 2 dias de idade.

Durante o cultivo dos ensaios por 7 dias, amostrou-se 1 mL para a
determinagao da concentracdo de X,

Ainda foi utilizado o Scepter™ cell counter da Millipore para a medida de
diametro médio e volume médio das células UFRN e GibcoSF, quando essas se
encontravam no meio da fase exponencial (ver item 6.12.2).

Para a analise estatistica, realizou-se o teste ANOVA ONE-Way para as
respostas Umax € XvVmax. Quando detectadas diferencas entre as médias pela ANOVA,

o teste de Tukey, utilizando o software Origin®.

6.10. Cultivo de células Sf21 em spinners

O cultivo foi feito em frascos spinners de 250 mL, com células UFRN, com Xg
de 0,25x10° cel/mL de um inéculo com 2 dias de idade em meio SF900™ 1.

Para o estudo do crescimento de células Sf21, utilizou-se 100 mL de volume
de trabalho e 80 e 100 rpm de agitacéao.

Durante o cultivo dos ensaios, amostrou-se 1 mL para a determinagdo da Xy,
glicose, lactato, glutamina e glutamato. Com esses dados, calculou-se a pmax, XVmax
e a produtividade em células. Além disso, imagens das células em cultivo foram
capturadas para a observacao da formacao de grumos.

Para a analise estatistica, realizou-se o teste ANOVA ONE-Way para as
respostas Xvmax € Mmax €, quando detectadas diferencas entre as médias pela
ANOVA, o teste de de Tukey, utilizando o software Origin®.
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6.11. Cultivo em biorreator de 1 L

O cultivo foi feito em biorreator Bioflo 110 de 2 L, com 1 L de volume de
trabalho, com células UFRN, com X, de 0,5.10° cel/mL de um inéculo com IA de 3
dias em meio SF900™ IIl. Os parametros de cultivo utilizados foram: 0,2 vvm
(volume de ar/volume de cultivo/minuto), 28 °C, 80 rpm e 50% do oxigénio dissolvido
(OD) (saturacdo com ar). A determinacdo do Qo, foi feita pelo método dinamico
(PAMBOUKIAN et al., 2008) e a fracdo de CO, do gas de exaustdo foi monitorada
através do analisador de CO, (modelo Z073101010, Applikon Biotechnology,
Holanda)

O Indéculo foi produzido utilizando-se frascos schotts de 1 L com 50 mL de
volume de trabalho, para evitar limitagdo por oxigénio. A agitacao foi ajustada para
120 rpm e temperatura para 28°C.

Foi realizada a amostragem duas vezes ao dia para quantificacdo da
concentracdo de células, glicose, lactato, glutamina, glutamato e viabilidade celular.
A cada amostragem aplicava-se o método dindmico para determinacéo do Qo..

Paralelamente, utilizando o mesmo inoculo utilizado para o biorreator, foi
realizado um cultivo em frasco schott como controle de crescimento. Utilizou-se um
frasco de 100 mL com volume de trabalho de 20 mL, com X, igual a 0,5.10° cel/mL.
A agitacéo foi ajustada em 120 rpm e a temperatura em 28° C. Durante o cultivo,
amostrou-se 1 mL para a determinagao da X,.

Com esses dados, calculou-se a pmax € XVmax.

6.12. Metodologia analitica

6.12.1. Determinacdo da concentracdo de células viaveis e totais e do
biovolume

As quantificacdo de células viaveis (X,) e totais (X;) foi feita baseada no
meétodo de exclusdo por coloracdo com azul de tripan descrito por Freshney (2010).

Amostras coletadas foram coradas com 10% de uma solucdo de azul de
tripan 0,4% (Sigma-Aldrich®, numero de catdlogo: T8154-100mL). 10 pL foram
colocados na camara de Neubauer e a contagem foi feita em duplicata, contando-se
as células presentes nos quatro quadrantes externos e no central. Pelo menos 100

células eram contadas por replicata.
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O azul de tripan sO penetra nas células com membrana celular
comprometida, deixando-as azuladas. Essas células foram consideradas mortas e
as células transparentes foram consideradas viaveis.

Para o calculo da concentracéo celular utilizou-se a formula
N 4
(==x10
Q

onde, C € a concentracdo de células (viaveis ou mortas), N o numero

de células contadas e Q o numero de quadrantes contados. As X; foram calculadas

pela soma das X, com as células ndo viaveis (Xn,) e a viabilidade obtida pela razao
(Xv/ X)x100%.

Ao multiplicar o valor de concentracdo celular pelo valor do volume médio

celular (metodologia descrita no item 6.12.2), obtém-se o valor de biovolume.

Quando essa conversdo € feita com a concentracdo maxima de células viaveis

(XVmax), tem-se, entdo, o valor do biovolume maximo (biovmax).

6.12.2. Medida do didametro e volume das células

O diametro e o volume das células foram determinados utilizando-se o
Scepter™ cell counter (Merk Millipore, Darmstadt, Alemanha).

O Scepter™ se utiliza do principio de Coulter baseado na impedancia de
particulas. Conforme as células fluem através do sensor, a resisténcia aumenta e,
pela lei de Ohm (V = IR, onde V = voltagem, | = corrente e R = resisténcia), esse
aumento leva a uma diminuicdo da corrente, que € registrada por um sensor em
picos para cada passagem de célula. Células de tamanho e caracteristicas iguais
apresentam picos de corrente semelhantes e sdo agrupados em um histograma para
serem contabilizadas. O histograma formado fornece, entéo, valores quantitativos da
morfologia: média do didmetro e do volume da populagéo de células (considerando-
se as células esféricas). Pela diferenciacdo de tamanhos celulares (células ndo
viaveis sao detectadas em uma média menor do que as células viaveis) é possivel,

ainda, analisar a viabilidade.
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6.12.3. Determinacdo da concentracdo de glicose, lactato, glutamina e
glutamato

As amostras coletadas foram centrifugadas a aproximadamente 1000 RCF
por 3 minutos e o sobrenadante coletado e armazenado em freezer -20 °C. Depois
de descongelado a temperatura ambiente, os sobrenadantes foram analisados por
meio do analisador bioquimico YSI 2700 Select (YSI Inc, EUA).

A tecnologia do sensor enzimatico do YSI € baseada na aplicacdo de uma ou
mais enzima que catalisam reacdes com os metabdlitos analisados (glicose, lactato,
glutamina e glutamato) que produzem peréxido de hidrogénio (H.O;), o qual é
oxidado no anodo de platina que produz uma corrente como sinal.

Substrato + O, — H,0, + Subproduto
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7. Resultados e discussao

7.1. Relacdo entre a infectividade do AgMNPV em células Sf21 e sua
procedéncia

7.1.1. Infeccao de células Sf21 com AgMNPV em cultivos estaticos

Ao comecar o0s estudos em cultivos estaticos com as células Sf21,
percebeu-se que havia uma diferenca na infeccdo do AQMNPV entre as diferentes
linhagens de células pertencentes ao grupo de pesquisa. Foram realizados, entéo,
infeccbes em cultivos dessas linhagens em trés meios e a evolugdo da infeccao
analisada visualmente (Figura 7-1 a 7-5 e tabela 7-1). Diante disso, buscou-se
comparar a infectividade do baculovirus AgMNPV-2D (Ag2D) e seus variantes
AgMNPV-MP2 (AgMP2) e AgMNPV-MP5 (AgMP5) em relacdo as diferentes
linhagens de células Sf21.

Tabela 7-1. Resumo dos resultados referentes a analise microscopica das infecces com
AgMNPV e seus variantes em cultivos estéaticos

Linhagem Meio Crescimento apés a Virus que apresentaram efeitos citopatoldgicos (hipertrofia celular,

infeccéo estroma virogénico e células com poliedros)
EMB TNM-FH Somente no controle Ag2D e AgMP5*
™
UFRN SFQI?O Somente no controle Ag2D, AgMP2 e AgMP5
— - - -
SFQICI)O Somente no controle Ag2D, AgMP2 e AgMP5 (em menor |nt%n5|dade do que nas células UFRN,
GibcoSF EMB e GibcoG)
™
SF?RO Em todos tratamentos Nenhum
GibcoG TNM-FH Somente no controle Ag2D, AgMP2 e AgMP5

*N&o foi realizado infecgdo com o variante AgMP2

Controle 6 dpi — 40x Ag2D 6 dpi - 40x MP5 6 dpi — 40x

Figura 7-1. Infeccdo em cultura estatica de células Sf21 EMB em meio TNM-FH. Setas em
vermelho indicam células com poliedros. dpi=dias p6s infecc¢ao.
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Controle 6 dpi — 10x Ag2D 6 dpi — 10x

MP2 6 dpi — 10x MP5 6 dpi — 10x

Figura 7-2. Infeccdo em cultura estética de células Sf21 UFRN em meio SF900 Il. Setas em
vermelho indicam células com poliedros. dpi=dias pés infeccéo.



Controle 5 dpi — 10x

73

Ag2D 5 dpi — 10x

= 3 r - - 4 o]

Figura 7-3. Infeccdo em cultura estatica de células Sf21 GibcoSF em meio SF900 Il. Setas em

vermelho indicam células com poliedros.
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Controle 6 dpi — 40x
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Ag2D 6 dpi — 40x

-

Figura 7-4. Infeccao em cultura estatica de células Sf21 GibcoG em meio TNM-F

MP3S 6 dpi — 40x

A0 o A "l K T Ly

H. Setas em

vermelho indicam células com poliedros. dpi=dias p6s infecc¢ao.
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Controle 5 dpi — 40x Ag2D 5 dpi — 40x

-

- 7 ' 1L I y . "G ) ’. ':.‘ | ) : .‘I ) S OR ) I
Figura 7-5. Infecgcdo em cultura estatica de células Sf21 GibcoSF em meio SF900 lll. Setas em
vermelho indicam células com poliedros. dpi=dias p6s infecc¢ao.
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As informacdes obtidas visualmente mostraram que em praticamente todas as
linhagens a infeccdo aconteceu. Somente na linhagem GibcoSF, os efeitos
citopatolégicos foram pouco observados ou inexistentes, no meio de cultura SF900
lll. Esses efeitos séo caracterizados pela hipertrofia celular e nuclear e a formacao
do estroma virogénico. O experimento com o0 meio SF900™ Il foi 0 que demonstrou
menor efeito da infeccdo viral, com menor nimero de células com poliedros. Poder-
se-ia considerar um efeito negativo do meio em questao, entretanto, nos ensaios em
suspensao descritos a seguir, os experimentos com ceélulas UFRN tiveram uma
maior porcentagem de células com poliedros no meio SF900™ IIl do que no meio
SF900™ |I, descartando, desta forma, o efeito negativo do meio SF900™ III na
infeccdo pelo baculovirus. Os trés variantes virais apresentaram um padrdo de
infeccdo bem semelhante, entretanto, o0 AQMNPV-2D resultou em uma formacéao de
células com poliedros aparentemente menor do que nos outros dois variantes. Nao
se pode, porém, relacionar isso a uma melhor ou pior eficiéncia dos virus, uma vez
que as suspensdes virais utilizadas ndo foram quantificadas quanto a concentracéo
de virus extracelulares (BVS).

Por meio da observacdo das imagens coletadas, pode-se identificar
caracteristicas morfologicas relacionadas a infec¢cdo pelo baculovirus: grénulos
negros aglomerados no nucleo celular hipertrofiado, hipertrofia nuclear e lise celular
acentuada. E claro notar uma grande diferenca entre as células do controle e as
células que foram infectadas com os virus. As células do ensaio “Controle”
continuaram crescendo e preencheram todo a garrafa, enquanto que as células dos
ensaios “Ag2D”, “AgMP2” e “AgMP5” ndo apresentaram crescimento. 1SS0 nos trés
meios utilizados. A falta de crescimento apés a inoculagéo viral € um indicativo de
infeccdo celular viral. Depois que o virus chega ao nucleo das células, todo o
metabolismo celular é direcionado para a replicacdo do virus e a divisdo celular é
cessada (MICHELOUD et al., 2009; MOSCARDI et al., 2011).

Apesar de os poliedros néo terem sidos quantificados, visualmente, houve
uma maior ocorréncia de células com poliedros no meio TNM-FH do que no meio
SF900. E evidenciada a melhor qualidade da infeccéo nas células EMB em relagéo
as outras por meio da quantidade de células com poliedros e da densidade de
formacdo dos mesmos. Pode-se notar que os poliedros formados nas células EMB
sdo em maior niumero do que aqueles formados nas células UFRN. Como a

diferenca entre as duas linhagens € somente a adaptacdo em meios diferentes, é
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possivel relacionar a qualidade da infec¢cdo ao meio de cultura. Pedrini et al. (2006)
mostraram em seus trabalhos com o virus HaSNPV que a atividade bioldgica do
poliedro produzido in vitro esta intimamente relacionada ao meio que se utilizou.

Nas células infectadas, mas que ainda ndo apresentaram a formacédo de
poliedros, é possivel observar aumento do volume celular, o nacleo hipertrofiado e a
formacdo do estroma virogénico, uma regido dentro do nucleo que apresenta uma
alta concentracdo de material genético viral (CASTRO; RIBEIRO; SOUZA, 2006);
somente algumas células apresentaram acumulo de poliedros no nudcleo. Esses
aspectos de infeccdo podem ser observados mais evidentemente nas cepas EMB,
GibcoG e UFRN, sendo melhores os resultados para EMB e UFRN. Porém as
células da GibcoSF apresentaram poucos aspectos morfologicos relacionados a
infeccao.

Esses resultados séo parcialmente contrarios aqueles relatados na literatura.
Castro, Ribeiro e Souza (2006) realizaram testes em diferentes linhagens celulares
(UFL-AG-286, BTI-Tn-5BI-4, TN-368, IPLB-SF21-AE, Sf9, IPLB-LD-625Y e BM-5) e,
dentre elas, as células Sf21 apresentaram alta formacéo de poliedros e de infeccao
em meio TNM-FH. Os autores mostraram que 70% das células Sf21 apresentaram
células com poliedros. Porém, os autores do trabalho utilizaram MOI definido e, por
isso, talvez, tenham apresentado resultados diferentes. Além disso, varios trabalhos
tem relatado a alta capacidade das células de Spodoptera frugiperda em produzir
poliedros (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003; SZEWCZYK et al., 2011;
SOLONESKI; LARRAMENDY, 2012; REID; CHAN; OERS, 2013). A contradicdo
ocorre porque as células GibcoSF ndo tiveram uma formacdo de poliedros
comparada as outras linhagens do estudo e aos dados da literatura para células
Sf21.

A relativa baixa de producdo de poliedros, em meios SF900, pode ser
relacionada a algum estresse celular mais possivel de ocorrer nos meios sem SFB,
uma vez que esse componente tem propriedades protetoras ao cisalhamento
(DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS, 2012), e, principalmente, a caracteristica
nutritiva dos meios. A presenca de soro fetal bovino no meio TNM-FH possivelmente
possibilitou uma melhor condicdo para a producdo dos poliedros. Entretanto,
nenhuma das linhagens estudas apresentou valores de células com poliedros perto

dos 70% relatados.
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Tratando-se da origem das células, supfe-se que a cepa GibcoSF tenha sua
susceptibilidade a infeccdo com AgMNPV comprometida de alguma forma. A menor
producdo de poliedros pelas células GibcoSF (menor que 3 % das células com

poliedro) pode ser observada nos cultivos em suspensao também.

7.1.2. Infeccao de células Sf21 com AgMNPYV em cultivos em suspensao

Na tentativa de elucidar a variagdo da infectividade do AgMNPV e seus
variantes nas diferentes linhagens de Sf21, realizou-se infeccbes com o AQMNPV e
os dois variantes, MP2 e MP5, em cultivos com células Sf21 em frascos schott de
100 mL com 20 mL de volume de trabalho. Os cultivos foram realizados com X
entre 3,0.10° e 7,5.10° cel/mL, agitacdo controlada em 120 rpm e temperatura em
28° C

A Figura 7-6 resume o resultado de infeccdo nos schotts nos diferentes
sistemas célula/meio propostos.

Quando analisados os resultados dos sistemas em suspensédo, a baixa
producédo de células com poliedros pela cepa GibcoSF fica evidente, uma vez que a
maior porcentagem de células com poliedros relatada nas infeccbes com essa cepa
foi de 3,4%. Ja as cepas UFRN, EMB e GibcoG apresentaram as melhores médias
entre os trés variantes virais 52,8%, 46,1% e 40,4%, respectivamente. Se for levado
em consideracdo 0 numero de passagens que as células de cada cepa se
encontram (EMB e UFRN acima de 500 e GibcoG e GibcoSF pouco mais de 20), os
resultados sdo opostos aos descritos por outros autores quando analisada a
expressdo de proteinas recombinantes. Estudos feitos com células TnB51-4 de
baixa passagem e células High Five™ de alta passagens, demonstraram que as
células com altas passagens produzem até 2,5 vezes menos proteinas
recombinantes do que as células “novas” (DONALDSON; SHULER, 1998). No caso
do efeito do nimero de subcultivos na producéo de poliedros, ndo h& estudos, até o
presente momento, que possam ser utilizados como comparativos para o presente

trabalho.
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Perfil de infeccdo de diferentes linhagens de células $f21 por AgMNPV - 4 dpi
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Figura 7-6. Porcentagem de células com poliedros 4 e 5 dias ap6s a infeccao com 3 diferentes
variantes de AgMNPV, Ag2D, AgMP2 e AgMP5.

E contraditério o fato de células da mesma espécie, mas de diferentes
origens, apresentarem perfis de infeccao tdo diferentes, uma vez que a infeccéo das
células de Spodoptera frugiperda pelo AQMNPV é muito bem descrita (CASTRO;
RIBEIRO; SOUZA, 2006; SOLONESKI; LARRAMENDY, 2012; REID; CHAN; OERS,
2013). Isso, talvez, mostre uma variacdo entre os lotes das células.
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Para explicar essa aparente divergéncia, foram formuladas, para o presente
trabalho, duas hipoteses. A primeira relaciona-se com a formacéo dos BVs. Tem-se
que o inéculo viral utilizado, constituido de BVs, foi produzido utilizando-se células
EMB. Na sintese dos BVs h&a a encapsulacdo do nucleocapsideo pela membrana
celular da célula hospedeira (REID; CHAN; OERS, 2013). Possivelmente, nesse
encapsulamento ha a incorporacdo de estruturas da membrana celular que facilitem
a infeccdo quando ela acontece nas mesmas células nas quais o BV foi produzido
anteriormente e, por isso, a diferenca entre as infecdes entre as células provenientes
do banco da Life Technologies™ e as células do banco da EMBRAPA. A segunda
hipotese se baseia na superficie celular disponivel para a infeccdo. Se for
considerado que quanto maior a superficie disponivel para contato células-virus,
mais eficiente € infeccdo, seria logico esperar diferencas nas infeccbes entre as
linhagens, uma vez que ha diferenca de tamanho entre as células dos dois bancos
gue sera discutido no item 7.2. Em resumo, as células do banco da EMBRAPA
apresentam volume 26 % maior que as células do banco da Life Technologies™.
Assim, as células da EMBRAPA teriam mais facilidade de serem infectadas do que
as células da Life Technologies™, explicando a diferenca na infeccdo entre esses
bancos. Ja é conhecido o efeito da concentragdo celular na produtividade
volumétrica de poliedros, quando acima de 3.10° cel/mL (BERNAL et al., 2009), e
uma das causas dessa limitacdo é exatamente o contato célula-célula (cell-to-cell
contact inhibition) que aumenta com o aumento da concentracao celular e, com isso,
diminui a infeccdo nas células. Isso mostra que a disponibilidade da superficie de
celular é determinante na infec¢do das células pelos BVs.
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7.2. Influéncia do numero de subcultivos no metabolismo e morfologia
celular

E muito discutido na literatura a idade das células e seus efeitos na produc&o
de proteinas recombinantes, na morfologia e no metabolismo celular (DONALDSON;
SHULER, 1998; PALOMARES; ESTRADA; RAMIREZ, 2006). Diante dessa
realidade, buscou-se entender o efeito de longas passagens nas linhas de células
Sf21 utilizadas no Laboratério de Células Animais do Grupo de Engenharia de
Bioprocessos (GEnBio) do Departamento de Engenharia Quimica da POLI-USP. As
linhagens escolhidas para o estudo foram as células GibcoSF e UFRN, devido a
diferenca entre elas em relacdo ao niumero de subcultivos (passagens): menor que
20 e maior 500, respectivamente.

Primeiramente buscou-se analisar o crescimento dessas células em meio
SF900 IlI™. A cinética de crescimento das duas linhagens pode ser analisada na
Figura 7-7que evidencia a diferenca de crescimento entre elas. As células GibcoSF
apresentaram uma fase lag com duracdo de 2 dias. J& as células UFRN nao
apresentaram essa fase de crescimento, iniciando o cultivo em fase exponencial.
Enquanto as células UFRN chegam ao seu Xvpmax de 4,37.10° + 5,58.10° cel/mL por
volta do 5 dias de cultivo, cessando o crescimento, as células GibcoSF ainda estéo
em crescimento até o sétimo dia cultivo, tendo alcancado o valor de 9,36.10° +
1,06.10° cel/mL, sendo essas diferencas estatisticamente significantes (Tabela 7-2
eTabela 7-3). O F-valor é uma razéo entre os quadrados médios do modelo e os
guadrados médios residuais, ou seja, € uma razao entre o que o modelo prevé e seu
erro. Quanto maior o F-valor, maior a certeza de se dizer que ha diferenca entre as
meédias. Consequentemente, o p-valor torna-se mais significativo (mais proximo de
zero) com F-valores maiores. O p-valor mostra qual a probabilidade de se obter um

valor igual ao analisado devido ao acaso.

Tabela 7-2. ANOVA par o0 Xv, resultante das diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e

UFRN).
Fonte de variacdo  GL Soma dos Quafj r?‘do F-valor p-valor
quadrados meédio
Modelo 1 3,22E+13 3,22E+13 54,8 0,0018
Erro 4 2,35E+12 5,87E+11
Total 5 3,45E+13
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Tabela 7-3. Xv,o resultante de diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e UFRN)

Tratamento Média (cel/mL)* Desvio padréo (cel/mL)
GlbcoSF 9,36E6@ 1,06E6
UFRN 4,736 2,40E5
* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey com intervalo de confianca de 90%

A Umax € outro parametro que evidencia as diferencas entre o crescimento das
duas linhagens celulares. Para as células com baixo numero de passagens,
GibcoSF, o valor de pmax foi de 0,87 + 0,04 dia™ em contraste com a pmax de 0,62 +
0,01 dia™* encontrada para as células UFRN (Tabela 7-6 e Tabela 7-7).

Tabela 7-4. ANOVA par 0 Unax resultante das diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e UFRN).

Fonte de variagdo  GL Soma dos Q“af“f"‘do F-valor p-valor
guadrados medio
Modelo 1 0,09 0,09 119,04 4,0E-4
Erro 4 0,003 7,67E-4
Total 5 0,09

Tabela 7-5. pnax resultante de diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e UFRN)
Tratamento  Média (dia™)* Desvio padréo (dia™)
GlbcoSF 0,87®@ 0,04
UFRN 0,62® 0,01
* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey com intervalo de confianca de 90%
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Cinética de crescimento média das células GibcoSF e UFRN

LOEHO7 o _ = gmm === o =@ = — =g - —f 100,0
4

8,0E+06 1 80,0

6,0E+06 - 60,0

Xv {celfmL)

4,0E406 - 40,0

Viabilidade (%)

2,0E406 - 20,0

0,0E+00
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Tempo (dias)
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Figura 7-7. Cinética de crescimento de células GibcoSF e UFRN em meio SF900 IIl.

N&o ha dados de consumo de nutrientes e de producdo de metabdlitos para
esses cultivos.

Quando analisado o tamanho médio das células é possivel notar diferencas
significativas (Tabela 7-6, Tabela 7-7, Tabela 7-8 e Tabela 7-9). Tem-se um diametro
meédio para a GibcoSF de 15,3 + 0,2 um e um volume de 1,9 £ 0,1 pL. As células
UFRN, por sua vez, apresentaram valores de diametro e volume médio de 16,9 £ 0,2
um e 2,5 + 0,1 pL, respectivamente. Assim, as células UFRN sdo 10% maiores que
as células GibcoSF em relacdo ao diametro celular, mas 26 % maior em relacdo ao
volume. Esses dados se assemelham aos obtidos por Donaldson e Shuler (1998)
entre as células BTI-Tn-5B1-4, originarias de Trichopulsi ni, de alta e baixas
passagens. As células com mais do que 360 subcultivos tiveram uma Xvpax de
5,3.10° cel/mL enquanto as células com aproximadamente 130 subcultivos
alcancaram valores de Xvmax de 11,7.10° cel/mL. Além disso, as células mais
subcultivadas tiveram 19-20 um de diametro, enquanto as células com menor
namero de subcultivos mostraram valores de 15-16 pum.
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Tabela 7-6. ANOVA par o diametro resultante das diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e

UFRN).
Fonte de variacdo GL Soma dos quadrados Quadrado médio F-valor  p-valor
Modelo 1 4,12 4,12 98,76  5,8E-4
Erro 4 0,17 0,04
Total 5 4,28

Tabela 7-7. Diametro resultante de diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e UFRN)

Tratamento  Média (um)* Desvio padrao (um)
GlbcoSF 15,3@ 0,2
UFRN 16,9% 0,2

* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey com intervalo de confianca de 90%

Tabela 7-8. ANOVA par o volume resultante das diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e

UFRN).
Fonte de variacdo GL Soma dos quadrados Quadrado médio F-valor p-valor
Modelo 1 0,67 0,67 94,39 6,28E-4
Erro 4 0,03 0,01
Total 5 0,70

Quando normalizado os valores de Xvmax para biovolume maximo (biovimax),
utilizando os valores de volume médios obtidos (Tabela 7-9), tem-se para as células
UFRN um bioVmax de 1,20.107 pL/mL e para as células GibcoSF 1,74 .10" pL/mL.
Quando analisado apenas os valores de Xvnax, Observava-se uma diferenca entre as
duas linhagens de 49 % na produtividade em células, ou seja, as células GibcoSF
cresceram quase o dobro do que as células UFRN cresceram. Porém, ao normalizar
os valores em termos de volume, nota-se que essa diferenca é reduzida para 31 %.
Entretanto, mesmo considerando o volume produzido e ndo somente o niumero de

células, ainda é evidente a diferenca entre produtividade em células duas linhagens.

Tabela 7-9. Volume resultante de diferentes linhagens utilizadas (GibcoSF e UFRN)

Tratamento Média (pL)* Desvio padrao (pL)
GlbcoSF 1,9@ 0,1
UFRN 2,50 0,1
* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey com intervalo de confianga de 90%
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De certa forma, é possivel notar que as células UFRN sdao mais
comprometidas em termos de crescimento do que as células GibcoSF. Todavia, o
fato das células UFRN serem menos eficientes em crescimento celular ndo impactou
na infeccdo e producao viral (item 7.1). Com isso, para a infeccdo com baculovirus
visando a producdo de poliedros e ndo proteinas recombinantes, observa-se que o
namero de passagens das células aparenta ter relagbes contrarias daquelas
descritas na literatura. Na producdo de proteinas recombinantes, quanto maior o
namero de subcultivos, menor a produtividade (DONALDSON; SHULER, 1998). Ja
nos ensaios realizados nesse trabalho com diferentes células Sf21, notou-se que as
células com maior nimero de passagens foram as mais susceptiveis a infec¢édo pelo
AgMNPV. No item 7.1, os possiveis motivos para essa diferenca na infeccdo ja

foram discutidos.

7.3. Estudo da cinética de crescimento das células Sf21 em diferentes
sistemas e condi¢cdes

7.3.1. Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Com o resultado dos testes de infecgcdo em diferentes células, escolheu-se
dar continuidade as pesquisas com as células da UFRN cedidas pela Dra. Marcia
Pedrini, uma vez que essas células apresentaram porcentagem de células com
poliedros maior que 40 % e, somado a isso, adaptacdo para crescer nos meios
SF900™. A escolha pelo meio SF900™ baseou-se na possibilidade de um
crescimento celular mais longo e com maior producdo de células. As células em
TNM-FH chegam ao Xvmax de aproximadamente 3.10° cel/mL em trés dias, enquanto
que, em SF900™, as células atingem um Xvmax > 6.10° cel/mL por volta do quarto ou
quinto dia de cultivo. Com um maior Xvmax, € possivel que se obtenha uma maior
producdo de poliedros. Além disso, a duracdo da fase exponencial nas células em
SF900™ supera as células em TNM-FH em até 2 dias de diferenca (dados nédo
apresentados de experimentos realizados pela aluna de iniciacdo cientifica do
Laboratério de Células Animais — Departamento de Engenharia Quimica — USP,
Juliana Paiva Guermandi), o que fornece mais op¢des para estudos de TOI.

Nesse sentido, buscou-se otimizar e padronizar o crescimento das células da
cepa UFRN em schotts de 100 mL com 20 mL de volume de trabalho, a 28° C, a 120

rpm e em meio SF900™ |l para os estudos de cinética celular sem infeccdo e para
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as investigacbes posteriores de producdo de baculovirus. Avaliou-se, entdo, a
influéncia da idade do inoculo e da concentracdo celular inicial nos parametros pmax

e XVmax- Um resumo dos resultados obtidos pode ser visto na Tabela 7-10.

Tabela 7-10. Resumo das respostas do DOE 3° para o estudo da influéncia dos fatores IA e X

1A Xo

Ensaio colc:f(i)c(;) do co);(i)f(i)c(za) o (horas) (Ln(con'centragéo Hmax (dia™) (c)e(‘I’/ml::L)
de células))
1 -1 -1 48 Ln(0,25E6) 0,74 6,53E+06
2 1 -1 96 Ln(0,25E6) 0,72 3,93E+06
3 -1 1 48 Ln(1,0E6) 0,63 6,74E+06
4 1 1 96 Ln(1,0E6) 0,72 5,81E+06
5 -2 0 24 Ln(0,5E6) 0,59 5,09E+06
6 2 0 120 Ln(0,5E6) 0,39 3,52E+06
7 0 -2 72 Ln(0,12E6 0,71 4,90E+06
8 0 2 72 Ln(2,0E6) 0,59 6,37E+06
9 0 0 72 Ln(0,5E6) 0,71 6,09E+06
10 0 0 72 Ln(0,5E6) 0,62 4,68E+06
11 0 0 72 Ln(0,5E6) 0,70 5,73E+06

Através do software Protimiza Experimental Design, foi gerado um modelo por
meio de regressao linear e foi feita a analise estatistica do mesmo utilizando o teste
t-student para a verificacdo da significancia dos coeficientes do modelo e da
influéncia das intera¢gGes principais e da interacdo de dois niveis (Tabela 7-11 e 7-
12). Devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos que envolvem
enzimas, micro-organismos e ceélulas eucariontes superiores, é comumente
considerado significativo os parametros com p-valores menores que 10% (p<0,10)
(RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Tabela 7-11. Coeficientes da regresséo para a resposta Xva

XVmax (cel/mL)

Nome Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor
Média 5,72E+06 3,59E+05 15,92 0,00
IA (X1) -5,57E+05 2,02E+05 -2,76 0,04
IAXIA(X; x;)  -3,13E+05 1,59E+05 -1,96 0,11
Xo (X2) 4,19E+05 2,02E+05 2,07 0,09
XoXXo(X2 X2) 2,01E+04 1,59E+05 0,13 0,90

IAXXo (X1X2)  4,18E+05 3,50E+05 1,19 0,29
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Figura 7-8. Grafico de pareto para os efeitos padronizados para a resposta Xv pq

Com isso, ao examinar a Tabela 7-11, nota-se que os dois coeficientes
lineares e apenas o coeficiente quadratico de IA apresentaram valores
estatisticamente significativos para a resposta Xvmax, sSendo que o IA teve o maior
efeito. Os efeitos significativos podem ser evidenciados, ainda, pelo grafico de
efeitos padronizados (t-calculado (tcac)) para a resposta Xvmax da Figura 7-8, uma
vez que somente os efeitos que tem 0 modulo do tz5c maior ou igual ao médulo do t-
tabelado (para intervalo de confianca de 0,10 e 5 graus de liberdade, t-tabelado é
igual a 2,02) sao significativos. Gerou-se, entdo, a partir desses coeficientes a
equacao (15):

XVmax = 5,72.10°- 0,56.10° x; - 0,31.10° x,2 + 0,42.10° x, + 0,02.10° x,2 + 0,42.10°x,x, (15)

Porém, como os coeficientes de XoxXo € 1AxXo ndo foram significativos, é
necessario realizar a reparametrizacdo, para a simplificacdo do modelo. Assim,

obteve os seguintes valores para o modelo reduzido:

XVmax = 5,72.10%- 0,56.10°x; - 0,31.10°x,2 + 0,42.10°x,  (16)

Entretanto, apesar da anova ter mostrado que a regressdo é significativa
(p<0,05) (Tabela 7-12), o R?igual a 72,11 % é relativamente baixo. Com esse valor,
tem-se que somente 72,11 % do fendbmeno estudo, a resposta Xvmax, € explicado
pelo modelo proposto. Mostrando, portanto, uma possivel falta de ajuste. Através do

grafico de valores previstos versus valores experimentais (Figura 7-9), é possivel
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observar que o modelo realmente tem uma previsdo de valores comprometida.
Porém, ainda se observa uma sutil correlagdo entre os valores previsto e os valores

experimentais.

Tabela 7-12. Anova para 0 modelo da resposta Xvmax

Soma dos Graus de Quadrado

Fonte de variagdo quadrados liberdade Médio Feal p-valor
Regresséo 8,17 3 2,72 6,03 0,02
Residuos 3,16 7 0,45
Falta de Ajuste 2,09 5 0,42 0,78 0,65
Erro Puro 1,07 2 0,54
Total 11,33 10

R2=72,11%

A falta de ajuste descrita pode ter sido causada, em partes, pela retirada dos
coeficientes ndo significativos. Assim, os valores dos residuos sdo aumentados o
que leva a uma diminuicdo do R? Entretanto, a hipétese de que a equacéo ndo é
adequada devido a falta de ajuste deve ser descartada, visto que o p-valor para a
falta de ajuste foi maior que 0,10. Além disso, os erros de ajustes e o erro relativo
(erro de ajuste/valor experimentalx100) sdo em sua maioria menor que 10 % (Tabela
7-13). Considerando que quanto menor o erro relativo, melhor o ajuste ao modelo,
observa-se uma relacdo satisfatoria entre os dois valores. De qualquer forma, o
modelo ndo é capaz de prever a resposta com muita exatiddo. O que pode estar
sendo mostrado com esse estudo, na verdade, é a robustez das variaveis estudadas

perante a resposta XVmax.
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Figura 7-9. Valores preditos vs valores experimentais para o modelo obtido para a resposta

XV max

Tabela 7-13. Valores de Xvnho € Unax €EXpErimentas, previstas pelo modelo, erros de ajustes e
erros relativos

XVinax XVinax Erro de Erro Hmax Mmax Erro de Erro
Ensaio experimental predito ajuste relativo  experimental predito ajuste relativo
(cel/mL) (cel/mL) XVimax Xvmax (%) (dia-1) (dia-1) Hmax Hmax (%)
1 6,53E+06 5,57E+06 9,60E+05 14,70 0,74 0,65 0,09 12,72
2 3,93E+06  4,45E+06 -5,20E+05 -13,27 0,72 0,65 0,07 9,29
3 6,74E+06 6,41E+06 3,30E+05 4,89 0,63 0,65 -0,02 -2,89
4 5,81E+06 5,29E+06 5,20E+05 8,95 0,72 0,65 0,07 9,11
5 5,09E+06 5,59E+06 -4,98E+05 -9,76 0,59 0,5 0,09 15,89
6 3,52E+06 3,35E+06 1,65E+05 4,69 0,39 0,5 -0,11 -29,53
7 4,90E+06  4,91E+06 -1,00E+04 -0,20 0,71 0,7 0,01 1,82
8 6,37E+06 6,59E+06 -2,20E+05 -3,45 0,59 0,7 -0,11 -18,34
9 6,09E+06 5,75E+06 3,40E+05 5,58 0,71 0,7 0,01 1,58
10 4,68E+06 5,75E+06 -1,07E+06 -22,86 0,62 0,7 -0,08 -12,93
11 5,73E+06 5,75E+06 -2,00E+04 -0,34 0,70 0,7 -0,00 -0,04

Em relacdo a resposta pmax, SO teve valores significativos o coeficiente

quadratico de IA (IAxIA). Ao analisar a Tabela 7-14 e a Figura 7-10, pode-se notar a

falta de efeito dos outros coeficientes. Ou seja, para essa variavel estudada, apenas

a idade do in6culo influencia em seus valores.
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Tabela 7-14. Coeficientes daregressao para a resposta Hmax

Hmax (dia™)

Nome coeficiente Erro padrdo tcalculado p-valor

Média 0,71 0,04 17,07 0,00

IA (X1) -0,03 0,02 -1,17 0,29
IAXIA(X1 X1) -0,05 0,02 -2,64 0,05

Xo (X2) -0,03 0,02 -1,25 0,27
XoxXo(X2 X2) -0,01 0,02 -0,47 0,66
IAXXo (X1 X2) 0,03 0,04 0,68 0,53

Média

Variavel

X1

X1 X2

0 25 5 7.5 10 12.5 15 17.5
Efeitos Padronizados (tcaic)

Figura 7-10. Grafico de pareto para os efeitos padronizados para a resposta pmax
Assim, o modelo reduzido obtido para essa resposta pode ser analisado na
equacao (17), abaixo:

Hmax = 0,70 - 0,05 X, (17)

Tabela 7-15. Anova para o modelo da resposta pmax

Somados Graus de Quadrado

Fonte de variagdo quadrados liberdade Médio Fea p-valor
Regresséo 0,05 1,0 0,05 7,46 0,02
Residuos 0,06 9,0 0,01
Falta de Ajuste 0,05 7,0 0,01 3,04 0,27
Erro Puro 0,00 2,0 0,00
Total 0,10 10,0
R2 = 45,33%

Para essa variavel, entretanto, o R? foi muito baixo e os valores preditos ndo
apresentaram correlagdo com os valores apresentado, como mostrado na Figura

7-11. Somado a isso, teve-se muitos valores de erros relativos maiores que 20 %,
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evidenciando a falta de ajuste do modelo, mesmo com p-valores da ANOVA para o

modelo mostrando significancia para 0 mesmao.

07 L4
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o
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umax (Y1, dia-1, Predito)
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04 0.45 0.5 0.55 0.6 0.65 0.7 0.75
umax (Yi, dia-1, Experimental)

Figura 7-11. Valores preditos vs valores experimentais para o modelo obtido para aresposta

Umax

No geral, a falta de ajuste observada para os modelos pode estar associada
também a variabilidade inata dos cultivos celulares. Isso pode ser observado atraves
da variabilidade registrada pelas repeticdes dos pontos centrais. Além disso, 0s
pontos axiais utilizados (-2 e 2) ndo sao os pontos padronizados (-1,41 e 1,41). Ao
utilizar valores diferentes dos pontos axiais propostos, € provavel observar uma
diminuicdo dos R?. Assim, o modelo descreve, possivelmente, a robustez do
meétodo. Ao ver os estudos de uma variavel por vez, item 7.3.2, € mais evidente que
somente 0s extremos estudados apresentaram diferengas estatisticamente
significantes. Por isso, talvez, a falta de ajuste dos modelos obtidos. Com isso, tem-
se um intervalo de trabalho definido, no qual sabe-se quais valores de XVmax € Hmax
sao esperados. Assim, pode-se trabalhar dentro do intervalo analisado para IA e Xo
sem correr o risco de associar mudangas Nno XvVmax OU Pmax COM mudangas no 1A e
Xo, levando a mais certeza a respeito dos cultivos a serem realizados

Ademais, analisando o consumo dos substratos (tabela 7-16) e a formacéo de
produtos (apéndice 1), para os ensaios do DCC, pode-se notar que em nenhum dos
ensaios houve a limitacdo por glicose ou glutamina, uma vez que esses substratos
ndo foram totalmente esgotados, ao contrario, em alguns casos houve a producao

de glutamina. A formacao de lactato n&o atingiu, em nenhum dos ensaios, valores
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inibitérios (maiores que 1,12 g/L (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHOS, 2012)); a
maior formacédo de lactato ocorreu no final do ensaio 9 (1,17 g/L) e né&o foi a

responsavel pela estagnacéo do crescimento das células nesse cultivo.

Tabela 7-16. Rendimentos de glicose e glutamina em células do DCC

Ensaio (IA) (Xo) Yyaic (cel/g de Glc)  Yyan (cellg de GIn)

1 -1 -1 3,0.10° 3,64.10°
2 +1 -1 4,0.10° 4,02.10°
3 -1 +1 2,0.10° 3,67.10°
4 +1 +1 2,0.10° 4,05.10°
9 0 0 2,0.10° 3,73.10°
10 0 0 5,0.10° 3,73.10°
11 0 0 4,0.10° 3,90.10°

Os valores de Yy variaram entre 2,0.10° e 5,0.10° (cel/ g de Glc) e os
valores de Yxgin entre 3,67.10° e 4,05.10° (cel/g de GIn). Assumindo o menor dos
rendimentos, pode-se dizer que a glicose ndo seria uma fator limitante até 1,9.10’
cel/mL, uma vez que o meio utilizado (SF900 IlI™) possui aproximadamente 9,5 g/L
de glicose. Em relagdo a glutamina, com uma concentragao por volta de 1,6 g/L no
meio de cultura, a limitacdo s6 aconteceria ap6s 3,7.10° cel/mL. Kwon, Dojima e
Park (2003) demostraram, em seus estudos, valores de Yxic global de 1,9.10° (cel/g
de Glc) para células Sf9, 0,6.10° (cel/g de Glc) para células Sf21 e 0,95.10° (cel/g de
Glc) para células Tn5B1-4, sendo as duas primeiras células cultivadas em meio
SF900Il e a ultima em meio Express Five (Gibco). Esses resultados foram menores
que os valores obtidos nos ensaios do DOE para os valores de Y,ygiic obtidos para a
fase exponencial. A diferenca entre os dois trabalhos deve-se, provavelmente, ao
fato da literatura citada utilizar valores globais de rendimento enquanto, no presente
trabalho, o rendimento foi calculado para fase exponencial. Além disso, os cultivos
realizados por esses pesquisadores foram a uma temperatura de 27° C e a
concentracdo celular final alcancada para as células Sf21 foi por volta de 4,0.10°
cel/mL, abaixo dos valores de Xvnax registrados no DCC. A menor concentracéo de
células é um reflexo real do menor rendimento obtidos no trabalho citado. Em
relacdo ao Yxcin, qguando comparados os valores do presente estudo com os obtidos
por Vieira (2010) com células S2 recombinante em meio SF900II de 30.10° (cel/g de
gln), sdo dez vezes menores. Isso mostra a diferenca entre metabolismo dessas
duas células, Sf21 e S2. Aparentemente, as células S2 sdo mais eficientes na
transformacao de glutamina em células do que as células Sf21.
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Dando sequéncia ao planejamento experimental, realizou-se a validacao dos
trés melhores valores para Xvmax € Hmax para o cultivo de Sf21 nas condi¢des
descritas acima. Realizou-se testes em triplicata com os ensaios 1 (Xo: 0,25.10°
cel/mL; IA: 2 dias), com o ponto central (PC) (Xo: 0,5.10° cel/mL; IA: 3 dias) e com o
ensaio 4 (Xo: 1.10° cel/mL; IA: 4 dias) do DOE proposto. Isso foi realizado a fim
encontrar a melhor condicdo para os parametros estudados de acordo com o0s
modelos proposto, mesmo que eles demonstraram um certo grau de incerteza. A
cinética de cada triplicata pode ser observada na Figura 7-12 e a analise estatistica
na Tabela 7-17.

Analisando a cinética das trés replicatas, ha uma diferenca no valor de Xvmax
de cada condicdo e o tempo em que as células alcancam a fase estacionaria. O
ensaio 1 alcancou o menor valor de XvVmay, 4,73.10° + 2,43.10° cel/mL, o PC e 0
ensaio 4 ndo apresentando diferencas relevantes com os valores de 5,5.10° +
2,41.10° cel/mL e 5,62.10° + 2,02.10° cel/mL, respectivamente. Esses valores est&o
proximos daqueles obtidos por outros autores (SCHMID, 1996), em batelada, em
meios com soro (2-5.10° cel/mL), mas muito abaixo dos cultivos em meio SF900™
(>8.10° cel/mL, dados n&o apresentados). Essa diferenca pode ser devido ao
namero de subcultivos que essas células se encontram (>500). De acordo com
Donaldson e Shuler (1998), células com alto nUmero de passagens apresentam
menor XvVmax € maior diametro do que as mesmas células em numero de passagens

menor.
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Cinética de crescimento celular média das triplicatas dos ensaio da validagdo
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Figura 7-12. Gréafico da concentracao celular e viabilidade em funcédo do tempo do ensaio para
a validacao do cultivo de Sf21 em meio SF900 Il

Somente o ensaio 1 entrou na fase estacionaria apos o 5° dia de cultivo, efeito
gue pode ser relacionado com o0 X utilizado nesse experimento, 0 menor entre 0s
trés ensaios. Por sua vez, o PC e 0 ensaio 4 resultaram em crescimento celular
estagnado a partir do 4 dia de cultivo. Apés atingirem 0 Xvmax, Ndo foi possivel
observar a fase de decaimento no ensaio 1, mas no ensaio PC e 4 essa fase esteve
presente. No PC, as células comecaram a morrer somente apos o dia 5 de cultivo,
enguanto que no ensaio 4 as células apresentaram uma diminuicdo da viabilidade
mais brusca a partir do dia 4 de crescimento. A duracdo do crescimento das células
de Spodoptera frugiperda em batelada descrita na literatura € muito heterogénea. Ha
cultivos que param de crescer por volta de 3 dias até mais de 8, isso esta muito
relacionado com a caracteristica nutricional do meio e com o modo de conducédo do
cultivo (SCHMID, 1996; DOVERSKOG et al., 1997; MARANGA et al., 2004).

Quando os valores de pmax S80 comparados (Tabela 7-17), pode-se observar
uma possivel diminuicdo do mesmo com o0 aumento dos valores dos parametros IA e
Xo. O valor obtido para os ensaios 1, PC e 4 foram, respectivamente, 0,72 £ 0,07
dia®, 0,67 + 0,03 dia™® e 0,59 + 0,06 dia™. Os valores de pmax relatados por outros

autores sado muito diversificados e dependem dos parametros do cultivo
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(temperatura, meio de cultura, modo de conducéo, aeracao, biorreator, entre outros),
mas variam entre 0,39 e 0,83 dia™ (SCHMID, 1996).

Tabela 7-17. Resumo dos resultados e testes estatisticos para as triplicatas dos pontos 1,5 e
9.

Ensaio Média + Desvio Padréo F-valor p-valor
Hmax (dia™)

1 0,72+0,07 @

Ponto central 0,67 +0,03 @ 4,06 0,08
4 0,59 + 0,06 @

XVmax (cel/mL)

1 4,73.10° + 2,43.10°@

Ponto central 5,50.10°+ 2,41.10°® 13,36 0,01
4 5,62.10° + 2,02.10°®

*Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey
com intervalo de confianca de 90%.

Dos experimentos em triplicata dos ensaios da validacdo, somente o ensaio 1
(-1, -1) apresentou valores muito diferentes de Umax € XVmax daqueles obtidos nas
mesmas condi¢des durante o DoOE proposto para a padronizagéo do inéculo (Tabela
7-18).

Tabela 7-18. Comparativo entre os valores de Xvpax € HUmax Obtidos durante o DoE e na
validacéo

DoE Validacao
Ensaio XVmax (Cel/ML)  Hmax (dia®)  XVmax(cel/ML)  pmax (dia™)
1 6,53.10° 0,75 4,73.10° 0,72
PC 5,50.10° 0,68 5,50.10° 0,67 @
4 5,81.10° 0,72 5,62.10° 0,59®

A analise ANOVA One-Way mostra diferencas consideraveis para a resposta
XVmax € Mmax para o intervalo de confianca de 90%. Com esses resultados, pode-se
ver que nao ha variacoes significativas entre o intervalo de IA de 72 h até 96 h e

entre o intervalo de X, de 0,5 a 1,0.10° cel/mL.

7.3.2. Uma variavel por vez
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Com o intuito de entender melhor o efeito de IA e Xy, no cultivo celular e
completar os resultados obtidos no DCCR, realizou-se estudo dessas variaveis

isoladamente, conforme descrito no item 6.8.2.

7.3.2.1. Concentracao celular inicial (Xo)

Sabe-se que a Xp influéncia nos parametros de crescimento celular e de
producdo de anticorpos monoclonais e outras proteinas recombinantes. Ozturk e
Palsson (1990) mostraram que a concentracao celular inicial afeta em 20 % a taxa
de crescimento especifica de hibridomas. Somado a isso, a X, influencia diretamente
0S parametros cinéticos de crescimento das células (KIOUKIA et al., 1995; ZHANG,;
ENDEN; MERCHUK, 2005). Diante disso, buscou-se entender qual o efeito dessa
variavel em relacdo ao XVimax € @ Mmax-

As cinéticas de crescimento celular das diferentes Xy utilizadas podem ser

observadas na Figura 7-13, abaixo.
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Cinética de crescimento para diferentes X,
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Figura 7-13. Gréafico da cinética de crescimento de células Sf21 para diferentes X,

Analisando a cinética de crescimento, fica evidente que quanto maior a
quantidade de células utilizadas inicialmente, mais rapido se chega ao Xvpmax € mais
cedo aparece a fase de morte celular. Apesar dos diferentes valores de Xy usados,

ndo se observou a presenca da fase lag em nenhum dos cultivos. N&o foi possivel
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observar grandes diferengcas em relacdo ao Xvmax Obtido nesses ensaios, com
excecdo da menor concentracdo celular utilizada, 1,2.10° cel/mL. A explicagéo para
a baixa concentracdo celular obtida nessa condicdo, possivelmente, € o tempo de
cultivo. Como o crescimento ainda ndo havia chegado em seu pico, aparentemente,
com apenas 7 dias de cultivo, seriam necessarios mais dias para que se alcangasse
valores mais proximo das outras cinéticas, apesar de o0 crescimento ja ter
desacelerado por volta do sétimo dia de cultivo.

Os testes estatisticos confirmaram a nao influéncia do Xy N0 XVmax, COMO
pode ser visto na Tabela 7-19, onde a variagdo entre os tratamentos ndo é maior do
que a variacdo dentro do proprio tratamento (p>0,10).

Tabela 7-19. ANOVA para 0 Xva resultante de diferentes X, utilizadas

Soma dos Quadrado

Fonte de variagéo GL quadrados  médio

F-valor p-valor

Modelo 4 2,99E+12 7,47E+11 3,19 0,12
Erro 5 1,17E+12 2,34E+11
Total 9 4,16E+12

E contraditério o fato de se comecgar com mais células e chegar ao mesmo
valor maximo de Xv. Esperava-se que quanto maior a Xo, maior seria 0 XvVmax, de
acordo com a definicdo de rendimento de nutriente em célula (CASTILHO et al.,
2008). Como nao se centrifugou o in6culo celular utilizado em cada cultivo, pode ser
que ao aumentar a concentragdo celular inicial, levou-se proporcionalmente meio
condicionado para o novo cultivo e, assim, menos nutrientes para as células
poderem ter um rendimento maior. A Tabela 7-20 evidencia essa diferenca na

propor¢cao de indculo/volume de cultivo.

Tabela 7-20. Porcentagem do in6culo em relacdo ao volume de cultivo para diferentes Xy e sua
influéncia no Xvya € *AXv

Xo (cel/mL) % Inéculo (v/v) (ce)I;?nL) (c>((e\I//rTrﬁ)|i) AXv*(cel/mL)
1,2.10° 4,1 1,35.10°  4,90.10° 4,76.10°
2,5.10° 8,2 2,78.10°  6,23.10° 5,95.10°
5,0.10° 16,4 5,63.10° 5,88.10° 5,32.10°
10,0.10° 32,8 1,17.10°  6,27.10° 5,10.10°
20,0.10° 65,6 2,04.10° 6,37.10° 4,33.10°

*AXV = XVmax - XO
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Outra hipotese que possa explicar esse fenbmeno seria a diminuicdo do
rendimento de conversao de substrato em célula com o aumento da X,. Isso, porém,
nao pode ser confirmado somente com os dados de cinética celular. Zhang, Enden e
Merchuk (2005) evidenciaram em seus estudo que em cultivos com 19,2 % de meio
condicionado a concentracéo celular maxima obtida com células Sf21 foi de 1,08.10°
cel/mL enquanto que em meio fresco foi alcancando um valor de 1,31.10° cel/mL.
Além disso, a taxa de crescimento especifica foi 30% maior nos cultivos com meio
completamente novo. Isso indica possiveis efeitos inibitérios no crescimento devido
a presenca do meio condicionado, provavelmente, por causa de componentes
citotoxicos gerados durante o crescimento celular e que sédo carregados com 0 meio
condicionado. O mesmo foi relatado por trabalhos feitos por Kioukia et al. (1995).
Nesses estudos, mostrou-se que quanto maior a propor¢cao de meio condicionado,
menor foi o crescimento de células Sf9, reduzindo bruscamento o valor de Xvmax
para proporc¢des de inéculo acima de 50 %. Ao relacionar o AXv do presente estudo
(Tabela 7-20) com a porcentagem de indculo, € possivel notar uma queda
significativa de producéao de células com o aumento da porcentagem de inoculo, o
que corrobora a hipotese de inibicdo ou limitagdo causada pelo meio condicionado.

Ainda nessa pesquisa, foi constatado que quanto o menor valor de X, maior a
duracdo da faze lag, porém maior o valor de Xvmnax Para observar esse efeito,
entretanto, os cultivos foram realizados com meio completamente frescos. Contesta-
se aqui, entdo, a necessidade dessas células em relagcdo aos fatores de
crescimentos autécrinos. Esses fatores séo sintetizados e secretados pelas células e
servem como estimulos autoproliferativos quando se ligam a receptores da célula
produtora. Quanto maior o numero de células, maior a chance desses fatores se
ligarem aos seus respectivos receptores de forma satisfatoria.

A Figura 7-14z traz a influéncia do Xo no pumax. Para essa resposta, tem-se
uma variacdo pouco significativa para o intervalo de 1,2.10° até 5,0.10° cel/mL. A
ANOVA (Tabela 7-21) mostra que ha diferenca significativa entre os tratamentos.
Entretanto, a Unica diferenca realmente estatisticamente importante ocorreu entre 0s
valores de 10,0.10° e 20,0.10° cel/mL, sendo que o maior valor de pmax foi obtido com
10,0.10° cel/mL, 0,80 dia™, e o menor com 20,0.10° cel/mL, 0,59 dia™, de acordo com

o teste de Tukey realizado para os tratamentos (Tabela 7-22).



100

Taxa de crescimento especifico maxima para diferentes X,
0,9

0,8 _

0,7

0,6

e
w

Hmax (dia'?)
S

0,3

0,2

0,1

EX0=12E5 m®mX0=2,5E5 mX0=5,0E5 mXO0=10,0E5 mX0=20,0E5

Figura 7-14. Taxa de crescimento especifica maxima para diferentes X, utilizados

Tabela 7-21. ANOVA para 0 Unax resultante de diferentes X, utilizados

Soma dos Quadrado

Fonte de variacao GL quadrados  médio

F-valor p-valor

Modelo 4 0,04 0,01 7,28 0,026
Erro 5 0,01 0,001
Total 9 0,05

Tabela 7-22. yna resultante de diferentes Xq utilizados

Tratamento Média (dia™)* Desvio padrdo (dia™)

Xo 1,2€5 0,71@®© 0,03
Xo02,5e5 0,67 @®© 0,06
Xo05,0e5 0,70 @®© 0,06
Xo 10,0e5 0,800 @ 0,01
Xo 20,0e5 0,590 ®@ 0,01

* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey com intervalo de confianca de 90%

Assim, pode-se dizer que, no geral, ndo ha diferenga entre o intervalo de
1,2.10° até 20,0.10° cel/mL, uma vez que o valor obtido em 10,0.10° cel/mL n&o foi

alto suficiente para diferir dos valores obtidos com menor X, utilizado. E o inverso
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ocorreu com o tratamento de 20,0.10° cel/mL. Por isso, talvez, a falta de ajuste do
modelo empirico obtido no item 7.3.1.

Apesar de ndo ser constatado diferencas estatisticamente significativas entre
alguns tratamentos, algumas consideracbes podem ser feitas a respeito das
tendéncias descritas no experimento, se comparadas com a literatura. Ozturk e
Palsson (1990) mostraram em cultivos estatico com hibridomas que para
concentracdes celulares iniciais de 103 10* e 10° cel/mL n&do houve variacdes muito
expressivas na taxa de crescimento especifica (0,43-0,50 dia™). Os menores valores
de taxa de crescimento também foram obtidos com alta concentrag&o celular inicial,
10° cel/mL. Dados muito préximo daqueles obtidos no presente estudo para células
Sf21. A Xvnmax dos cultivos, entretanto, aumentou de acordo com o aumento de Xpoem
até 50 % nos estudos de Ozturk e Palsson (1990), contrapondo os resultados para
as células Sf21. Porém, deve-se levar em consideragdo que o sistema de cultivo
empregado para os hibridomas foi diferente do utilizado para as células Sf21
(estatico e suspensao, respectivamente). Com isso, ndo houve saturacdo do meio
de cultura com meio condicionado ao se utilizar X, altos, nos cultivos de hibridoma,
uma vez que nos subcultivos realizados pelos autores foi descartado o sobrenadante
e utilizado meio totalmente fresco para o cultivo subsequente. JA nos cultivos em
suspensao com células Sf21 pode ter ocorrido o comprometimento nutricional do

meio ou acumulo de substancias inibitdrias ao se utilizar X, diferentes.

7.3.2.2. ldade do in6culo (1A)

Por definirem o estado fisiolégico inicial das células, a qualidade do indculo
celular tem impacto significativo no crescimento da cultura a ser estabelecida
subsequentemente. Assim, analisou-se o efeito da IA nos cultivos de células Sf21
em meio SF900IIl. As cinéticas de crescimento para diferentes IA podem ser
analisadas na Figura 7-15.

Observando as cinéticas de crescimentos, nota-se que, apesar das diferentes
IA utilizadas, ndo se observou a fase lag em nenhuma das condi¢cées. Todos o0s
cultivos atingiram a Xvmax por volta do quarto dia. A fase de morte foi intensa
somente no ensaio com IA de 96 h. Nos demais ensaios a queda do namero de
células viaveis no final do cultivo foi mais sucinta. Somente para as IA de 120 e 144

h a viabilidade celular inicial foi relativamente baixa, por volta de 90%. Reflexo da
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idade dos cultivos utilizados como in6culo. Todos os outros tratamentos tiveram a
viabilidade celular inicial muito préxima de 100 %. Os ensaios com IA de 120 e 144 h
apresentaram uma melhora na viabilidade celular, chegando a valores acima de 95

%, mostrando uma recuperacédo da qualidade das células durante o cultivo.

Cinética de crescimento para diferentes IA
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Figura 7-15. Cinética de crescimento celular de células Sf21 para diferentes IA.
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Os melhores crescimentos ocorreram com a IA de 72 e 96 h, Xvna de
5,97.10° e 5,99.10° cel/mL, respectivamente. O mais comprometido foi o cultivo com
IA de 144 h, com XVmax igual a 3,52.10° cel/mL. Os crescimentos com IA de 24, 48 e
120 foram muito similares entre si e com resultados medianos em relagdo aos outros
tratamentos, com XvVmax de 5,09.10°, 4,75.10%e 5,21.10° cel/mL, respectivamente.

Ao realizar os testes estatisticos para 0 Xvmax, confirma-se a diferenca entre
os tratamentos (tabela 7-22). Mas a diferenca significativa ocorreu apenas entre a 1A
de 144 h e as IA de 96 e 72 h. A variagcdo entre os outros tratamentos, de acordo
com o teste de Tukey, refere-se apenas a variacdo intrinseca ao meétodo (Tabela
7-24).

Tabela 7-23. ANOVA para 0 Xv,, resultante de diferentes IA utilizadas

Soma dos Quadrado

Fonte de variacao GL quadrados  médio

F-valor p-valor

Modelo 5 8,38E+12 1,68E+12 5,52 0,03
Erro 6 1,82E+12 3,03E+11
Total 11 1,02E+13

Tabela 7-24. Xv,ax resultante de diferentes IA utilizadas

Tratamento Média (cel/mL)* Desvio padréo (cel/mL)

IA 24 h 5,09E+06®@ ® 5,30E+04
IA 48 h 4,75E+06@ ® 9,16E+05
IA72h 5,97E+06 @ 1,20E+05
IA 96 h 5,99E+06® 3,61E+05
IA 120 h 5,21E+06@ ® 2,26E+05
IA 144 h 3,52E+06® 4,95E+04

* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey com intervalo de confianca de 90%

Tratando-se da pUmax, pode-se observar na Figura 7-16, pouca variacdo nesse
parametro até o IA de 96 h, com valores entre 0,59 a 0,70 dia™. Com in6culos mais
velhos, porém, notou-se o decréscimo da pmax, Sendo 0 menor valor observado para
o IA de 144 h, com 0,39 dia™.

As diferencas podem ser confirmadas através da ANOVA realizada (Tabela
7-25). Entretanto, as diferencas significativas, de acordo com o teste de Tukey,
ocorreram apenas entre a IA de 144 h e os demais tratamentos e entre a IA de 72 e
a lA de 120 h (Tabela 7-26).
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Considerando que os tratamentos podem ser classificados referentes a fase
de crescimento que o indculo se encontrava, pode-se entdo definir as seguintes
condicbes de IA: fase exponencial inicial (24 h), meio da fase exponencial (48 h),
fase exponencial tardia (96 h), fase estacionaria (120 h) e fase de morte (144).
Assim sendo, apesar de ndo terem sido constatadas nenhuma diferenca
estatisticamente significativa, pode-se realizar algumas observagdes sobre as
tendéncias descritas nos ensaios com base nos relatos da literatura. Kioukia et al.
(1995) mostraram resultados muito proximos dos obtidos na presente pesquisa. Os
autores, porém, realizaram cultivos de Sf9 em meio TC100 com diferentes
qgualidades de in6culos. Os pesquisadores mostraram que com inoculo em fase
exponencial tardia a pmax € menor do que nos cultivos que utilizaram inéculos na
fase exponencial inicial (0,57 e 0,67, respectivamente). Mas o oposto foi observado
para a variavel Xvmax: cultivos com indculo na fase exponencial tardia alcangaram
2,37.10° cel/mL enquanto que os ensaios com inéculo na fase exponencial inicial
alcancaram 1,9.10° cel/mL. O menor valor desses parametros cinéticos foi
observado para os indculos na fase estacionéria, Xvmax igual a 1,06.10° cel/mL e
Hmax igual @ 0,43 dia™. Os autores explicam que na fase exponencial inicial as células
estdo em sua maioria na fase G1 e na fase S, fases de intenso metabolismo celular.
Consequentemente, células nessa fase do ciclo celular conseguem se replicar mais
rapidamente. A fase G2, para as células de inseto, € a fase de descanso celular, na
qual a maioria das células se encontram em situacfes de exaurimento nutricional,
condicao caracteristica das fases estacionaria e exponencial tardia. Assim, cultivos

iniciados com indculos nessas situacdes levariam a um crescimento mais lento.
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Figura 7-16. Taxa de crescimento especifica maxima para diferentes IA

Nos trabalhos de Zhang, Enden e Merchuk (2005), apesar dos autores
alegarem certa vantagem em se utilizar in6culos provenientes do meio da fase
exponencial, ndo se pode observar diferenca significativa em relacdo ao Xvmax 0btido
com cultivos a partir de in6culos em fase exponencial tardia ou no meio da fase
exponencial (1,23.10° e 1,31.10° cel/mL). O comportamento das culturas descrita
pelos autores também se assemelha muito aos descritos nessa pesquisa. Apesar de
ambos cultivos com in6culo no meio da fase exponencial e inoculo na fase
exponencial tardia terem alcancado valores de Xvmax €Statisticamente iguais, a fase
de morte das células provenientes dos inéculos da fase exponencial tardia descreve
uma queda muito mais acentuada do que a observada nas culturas com in6culo

proveniente do meio da fase exponencial.

Tabela 7-25. ANOVA para 0 Una resultante de diferentes IA utilizadas

Soma dos Quadrado
guadrados  médio
Modelo 5 0,11 0,02 13,14 0,003
Erro 6 0,01 0,002

Total 11 0,12

Fonte de variagéo GL F-valor p-valor
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Tabela 7-26. unax resultante de diferentes IA utilizadas

Tratamento Média (dia®)* Desvio padréo (dia™)

IA 24 h 0,59@® 0,02
IA 48 h 0,61@® 0,05
IA72h 0,70@ 0,06
IA 96 h 0,63@® 0,01
IA 120 h 0,55® 0,07
IA 144 h 0,39© 0,02

* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de

Tukey com intervalo de confianca de 90%
7.4. Sistemas para aumento de escala

Na busca por escalonamento, foram propostos outros sistemas de cultivos
com diferentes volumes, sistemas de transferéncia de oxigénio e agitagéo.

Diante disso, iniciou-se com cultivos em spinner para tentar buscar uma
continuidade dos cultivos em schotts até o biorreator. Ao ser identificado no DCCR
varias possiveis combinages de 1A e X, que resultam em mesmo valores de Xvmax €
Hmax, Utilizou-se outros critérios para escolher a combinacao de cultivo. Por se tratar
de um ponto que possibilita repeticbes mais rapidas (IA com 2 dias) e ainda néo
demanda altos volumes de inéculo celular para o cultivo, nessa etapa, escolheu-se o
ensaio 1 (IA: 48h; Xo: 0,25.10°).

Nesse sistema, objetivou-se os estudos de agitacdo e seus efeitos no
crescimento celular, além do efeito da mudanca de cisalhamento em relacdo ao
cultivo em frascos schotts. Assim, foram analisados cultivos em spinner com
agitacdo em 80 e 100 rpm. As cinéticas de crescimento das células Sf21 com as
configuracdes entdo descritas podem ser observadas na Figura 7-17.

O crescimento das células nesse sistema foi muito diferente do ensaio 1, PC
e do ensaio 4. As células cessaram o crescimento ja no terceiro dia de cultivo e o
XVmax Obtido foi drasticamente menor do que o obtido em qualquer uma das
triplicatas (1,94.10° + 3,54.10* cel/mL em 80 rpm e 2,02.10° + 1,98.10° cel/mL em
100 rpm). Reuveny et al. (1993) fizeram experimentos em spinner e relataram uma
grande diferenca entre 0 Xvmax obtido nos spinners e o dos schotts (1,5.10° céls/mL
no spinner e 5,5.10° cels/mL nos schotts), similar as diferencas encontradas nesse
trabalho.

Os valores de Pmax €m 80 rpm foram maiores do que os obtidos em schotts,
0,851 + 0,008 dia™, dentro dos valores descritos na literatura (SCHMID, 1996) e
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maiores do que os valores descritos por Almeida et al. (2010) de 0,718 dia™. J& os
valores de pmax em 100 rpm, 0,732 + 0,012 dia™, ndo apresentaram diferencas

consideraveis com os cultivos em schotts (Tabela 7-27).

Cinética de crescimento celular média em spinner a 100 e 80 rpm
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Figura 7-17. Gréafico do crescimento celular de células Sf21 em spinner com agitacédo de 80 rpm
e 100 rpm

Tabela 7-27. Resumo dos resultados e testes estatisticos para os cultivos em spinner.

Ensaio Média + Desvio Padréao Valor de F p-valor
Hmax (dia_l) -
80 rpm 0,851 + 0,008 “
100 rpm 0,732 +0,012 ® 138,161 0,01
XVmax (cel. viavel/mL)

3 (@)
80 rpm 1,94.10° £ 3,54.10 0.28 0.65

100 rpm 2,02.10°+1,98.10°@
*Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey
com intervalo de confianca de 95%.

O baixo crescimento nos spinners pode ser explicado pela formacao de uma
grande quantidade de grumos (Figura 7-18) ou pela limitacdo de O, que nos schotts
nao € observado. Testes realizados por uma antiga aluna de iniciagao cientifica do

Laboratorio de Células Animais, Marina Dela Libera Pedro, constataram que em
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schotts o coeficiente de transferéncia de oxigénio pode chegar a valores de 19,3 h™
quando em 120 rpm e com 20% do volume do frasco como volume de trabalho,
enquanto que em spinners esse valor cai para 5,1 h™ Pode ser também que as
células ndo estavam adequadamente adaptadas ao cultivo em suspensdo em
spinners o que levou a formacdo dos grumos (RHIEL; MITCHELL-LOGEAN;
MURHAMMER, 1997) ou eles se formaram como resultado do estresse causado

pela baixa oxigenacado do sistema.

4 Spinner 100 rp

Figura 7-18. Comparacédo da formacdo de grumos nos schotts e nos spinners.

Por isso, descartou-se a possibilidade de se produzir os indculos celulares
para cultivo em biorreator por meio de spinners. Como o volume necessario de
indculo para um cultivo com X, de 5,0.10° cel/mL, partindo de uma cultura com
concentragdo celular de 2,5-3,5.10° cel/mL, é préximo aos 200 mL, seriam
necessarios 10 cultivos em frascos schotts de 100 mL, com 20 ml em cada. Para
evitar esse numero de cultivos, realizou-se, entdo, a producdo dos inéculos em
frascos schotts de 1 L com 50 mL de trabalho. Para ter um melhor acompanhamento
dos efeitos do crescimento no biorreator, com o mesmo inoculo utilizado para o
cultivo no biorreator, realizou-se em paralelo um cultivo em schott de 100 mL, com
20 mL de volume dtil, temperatura controlada em 28° C e agitacdo em 120 rpm.
Foram retiradas amostras diarias do cultivo em schott para as mesmas
determinacdes realizada para as amostras retiradas do biorreator: Xv, viabilidade,
concentracdo de glicose, lactato, glutamina e glutamato. Com isso se espera poder
identificar algum problema de in6culo ou meio nos ensaios em reator, pois também
apareceriam no ensaio em paralelo no schott.

Os cultivos no biorreator e no frasco schott podem ser analisados na Figura
7-19, abaixo.
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Cinética de crescimento de céuluas $f21 em biorreator de 1 L em meio SF900 III™
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Figura 7-19. Grafico de crescimento celular de células Sf21 em biorreator de 1 L em meio
SF900 Ill. CO, é a fracdo molar de CO, no gas de exaustéo

Observando o crescimento no biorreator, nota-se um perfil muito semelhante
ao obtido no schott controle. A Xvmax foi observada no quinto dia de cultivo e a queda
de viabilidade apareceu apos o 5 dia de processo em ambos cultivos. No cultivo em
biorreator, porém, ha uma pequena fase lag de aproximadamente 1 dia, a qual nao
foi observada no cultivo em schott. Essa fase é esperada, uma vez que o inéculo foi
cultivado em um sistema de cultivo diferente do ambiente do biorreator em termos
de forcas hidrodinamicas — frascos agitados. Com isso, foi notada a necessidade de
um periodo para as células se adaptarem a esse novo ambiente antes da
proliferacdo celular. Ainda € possivel observar que a porcentagem de CO; no gas de
exaustdo do biorreator aumenta simultaneamente com o crescimento celular,
apresentando o mesmo perfil que a cinética de crescimento celular. Convém
salientar que a medida de gas carbdnico na exaustdo é conveniente para monitorar
a respiracao, pois 0 oxigénio oscila muito, em fungdo do controlador de oxigénio
dissolvido atuar abrindo e fechando intermitentemente solenoides de ar, O, e No. A
maior concentracdo de CO, aconteceu no quarto dia de cultivo, diminuido
continuamente apos esse dia. Possivelmente, algum fator limitante refletiu na

respiragao celular e, consequentemente, reduziu a producao de CO,. Essa queda na
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producdo de CO, coincide com o fim da fase de crescimento exponencial, mas uma
evidéncia da queda da respiragéo estar associada a alguma limitagao nutricional.

Ao se calcular os parametros cinéticos é possivel observar algumas
diferencas mais evidentes. A Xvmax alcancado no biorreator foi de 6,21.10° cel/mL
enquanto no cultivo em frasco agitado a Xvmax foi de 5,23.10° cel/mL. Em relacéo a
Hmax, NO biorreator o crescimento ocorreu em uma taxa especifica de 0,70 dia™ e no
frasco schott a 0,55 dia™. Almeida (2010) obteve uma Xvmax de 4,21.10° cel/mL para
cultivo de células Sf21 UFRN em meio SF900 1™ e Xvpa de 6,0.10° cel/mL no
mesmo meio, mas com suplementacdo do meio com aminoacidos, lipidios, Yestolate
e glicose, em cultivos em Erlenmeyer.

A Figura 7-20 mostra o consumo dos nutrientes e a producédo dos metabdlitos
no cultivo em biorreator. Pode-se notar que o consumo da glicose e da glutamina
acompanharam o crescimento celular. A glutamina foi praticamente exaurida por
volta do quarto dia de cultivo. O esgotamento da glutamina coincide com a
interrupcdo do crescimento celular. Isso indicaria uma limitagdo ao crescimento
celular por falta de glutamina. Mesmo com a sintese de glutamina que ocorreu apos
0 sexto dia de cultivo, a qual forneceu concentracbes de até 0,4 g/L, ndo foi
observado o reestabelecimento do crescimento celular. A glicose s6é chegou a
concentracdes abaixo de 1 g/L apds o oitavo dia de cultivo.

Formacao de metaboélitos e consumo de nutrientes durante o cultivo em
biorreator
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Figura 7-20. Formacdo de metabdlitos e consumo de nutrientes no cultivo em biorreator com
células Sf21 UFRN
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Quando comparado o consumo de nutrientes e a formagdo de metabdlitos
nos dois sistemas — biorreator e frasco agitado — observa-se algumas diferencas. A
mais evidente é a formacéo de lactato. Enquanto que no biorreator a formacéo de
lactato ndo ultrapassou 0,2 g/L, no schott foi observado a producao de até 1,24 g/L.
Isso deve estar relacionado a diferenca entre o fornecimento de oxigénio nos dois
cultivos. Enquanto no biorreator a DO é controlada em 50 %, no schott a troca
gasosa € mais limitada e, talvez, ndo tenha mantido as condi¢cdes ideais de
oxigenagao e, assim, levado a formagao mais acentuada de lactato. Reuveny et al.
(1993) mostraram em diferentes sistemas de cultivos (spinner, schott e biorreator) a
formacdo de lactato por células Sf9. Conforme aumentou-se o volume de trabalho
nos frascos spinner foi observado um aumento nas concentracbes de lactato.
Acrescendo o volume de trabalho de 100 mL para 125 mL, as células Sf9 quase
dobraram a producgéao de lactato de 0,45 g/L para 0,85 g/L. Nos cultivos com 10 mL
em schott e no biorreator com oxigénio dissolvido controlado em 50% da saturacéo
com ar, porém, a concentracdo de lactato ndo ultrapassou 0,03 g/L. Ou seja, ao
comprometer ainda mais a troca gasosa nos spinner por ter aumentado o volume de
trabalho, foi possivel observar o efeito de limitacdo de oxigénio nesse sistema de
cultivo, gerando o acumulo de lactato, o qual pode ser comparado ao resultado
desse trabalho.

Coincidentemente, o pico de concentracdo de lactato ocorre no mesmo
momento que € observado 0 Xvqax. Ha uma possibilidade dessa concentragdo de
lactato ter interferido no crescimento celular no schott e, por isso, ter sido observado
uma concentracdo menor do que a alcancada no biorreator. Essa concentracao
ultrapassa os valores inibitorios para células Bm-5. Ja para células Sf9, a
concentracéo de 1,12 g/L de lactato ndo foi suficiente para impactar no crescimento
celular (DRUGMAND; SCHNEIDER; AGATHQOS, 2005).
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Formagao de metabdlitos e consumo de nutrientes durante o cultivo em
schott
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Figura 7-21. Formacéo de metabdlitos e consumo de nutrientes no cultivo em frascos agitados
do tipo schott com células Sf21 UFRN

Quando comparado os valores de rendimento de glicose em células (Yygic) €
de glutamina em célula (Ywcin), ndo € possivel observar nenhuma diferenca em
relacdo a Yxcin. Em ambos cultivos, para a fase exponencial, foi observado um Yy
igual a 3,0.10° cellg de GIn, muito préximo dos valores relatados no item 7.3.1 de
2,31 a 4,01.10° cellg de GIn. Para os valores de Yxgic, porém, notou-se que no
cultivo em biorreator o rendimento foi quase o dobro do encontrado no cultivo em
schott (1,0.10° cel/g de Glc e 6,81.10% cellg de Glc, respectivamente). Todavia, os
valores de Yycic obtidos nesses dois cultivos foram menores do que os descritos no
item 7.3.1 (entre 2 e 5.10° cel/g de Glc). Os valores de Yy Serem mais baixos no
cultivo em schott condiz com a diferenca de formag&o de lactato entre os cultivos.
Quando o piruvato € reduzido a lactato ao invés de continuar pelo ciclo do acido
tricarboxilico, a producéo energética em termos de ATP obtido pela catabolizacéo da
glicose é diminuida. Assim, ao se produzir mais lactato, tem-se menor

disponibilidade energética para a producéao de biomassa.
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Taxa de consumo especifica de oxigénio durante o cultivo em biorreator
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Figura 7-22. Taxa de consumo especifica durante o cultivo de células Sf21 UFRN em biorreator

Foi realizado no cultivo em biorreator a determinacao de Qo, (Figura 7-22). O
perfil de Qo, observado nesse cultivo € muito semelhante ao obtido por Pamboukian
et al. (2008). Os pesquisadores realizaram cultivos em biorreator com células de
inseto (Sf9 e S2) parentais e recombinantes em meio SF900Il. Nesses cultivos,
também €& possivel notar valores relativamente constantes durante a fase
exponencial (dia 1 ao dia 4, para o presente estudo) e uma queda acentuada da Qo
com o inicio da fase estacionaria. O valor obtido de Qo, de 67,3 + 3,6.10™®
molO,/cell/s para a fase exponencial no cultivo com células Sf21 aproximou-se muito
dos valores para células Sf9 de 74,4.10™*® molO,/cel/s obtidos pelos autores citados
anteriormente. A diferenca entre esses dois valores pode ser atribuida, além da
diferenca entre as células, aos métodos utilizados para a determinacdo da taxa.
Enquanto nesse trabalho foi aplicado o método dinédmico (SCHMIDELL et al., 2001)
para a determinacdo da Qo,, Pamboukian et al. (2008) utilizaram o balanco da fase

liguida descrito por Kamen et al. (1996).
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8. Conclusdes

Ao analisar os resultados das infecgcbes nos diferentes sistemas células-
procedéncia-meio, pode-se concluir que existe uma variagcdo na infectividade do
AgMNPV e seus variantes nas linhagens de Sf21. As linhagens EMB, GibcoG e
UFRN sao candidatas mais adequadas para a produgdo de biopesticida, uma vez
que apresentaram acima de 40 % das células infectadas com poliedros. As células
GibcoSF, por sua vez, ndo sédo apropriadas para a producdo de AgMNPV devido a
porcentagem menor do que 2 % de células produtoras de poliedros inviabilizar a
producdo nessas células. Isso refuta a hipétese de que ndo ha variacdo na infeccéo
de diferentes linhagens de células Sf21 pelo AQMNPV.

As células Sf21 com maior numero de passagens possuem diametro e
volume maior do que as células Sf21 com menor nimero de subcultivos. Sendo o
volume 26 % maior e o didametro 10%. A concentracdo celular méxima é menor nas
células com maior niumero de subcultivos. As células UFRN alcancaram apenas 49
% da concentracdo celular maxima registrada para as células GibcoSF. Com esses
dados, é possivel corroborar a suposicdo de que células com altos niumeros de
subcultivos apresentam altera¢cdes morfologicas e de crescimento.

De acordo com o delineamento composto central rotacional proposto, apesar
da comprometida previsdo do modelo empirico gerado, foi possivel constatar que a
concentracéo celular inicial e a idade do in6culo, no intervalo analisado, tem efeito
sobre a concentracdo celular maxima, mas somente a idade do in6culo tem efeito
sobre a taxa de crescimento especifico. Sendo o melhor resultado obtido para as
combinacées de 72 horas de idade de inéculo e 0,5.10° cel/mL de concentracdo
celular inicial e para 96 horas de idade de in6culo e concentracdo celular inicial de
1,0.10° cel/mL, ambos cultivos com concentracdo celular maxima acima de 5,50.10°
cel/mL e taxa de crescimento especifica méaxima entre 0,59 — 0,67 dia™, o que
implica em uma vantagem operacional para o pesquisador.

Quando analisado o efeito da concentracdo celular inicial isoladamente,
observou-se um possivel efeito inibitério devido ao volume de in6culo utilizado. A
taxa de crescimento especifica maxima e a concentragdo celular maxima né&o
apresentaram variacfes significativas entre os tratamentos, apenas entre a
concentracdo celular maxima de 1,0.10° cel/mL e a concentracdo celular de 2,0.10°

cel/mL em relacdo a taxa de crescimento especifica maxima, sendo o menor valor
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obtido para 2,0.10° cel/mL de 0,59 dia™. Assim, ndo ha evidéncias de que as células
de inseto sejam estimuladas por fatores de crescimento autdcrinos tanto quanto as
células de mamiferos.

Ao estudar o efeito da idade do in6culo separadamente, foram observados os
melhores crescimentos, com maior concentracdo celular médxima e maior taxa de
crescimento especifica méxima, para as idades de in6culo de 72 horas e 96 horas.
Com inéculo de 72 horas alcangou-se uma concentracéo celular maxima de 5,97.10°
cel/mL e uma taxa de crescimento especifica méaxima de 0,70 dia™. Valores muito
préximo dos obtidos com inéculo de 96 horas de idade, 5,99.10° cel/mL de
concentracdo celular maxima e 0,63 dia™ de taxa de crescimento especifica maxima,
evidenciando a importancia da qualidade fisiologica durante os subcultivos. Para o
caso das células Sf21, a melhor fase para se cultivar as células é no meio da fase
exponencial ou no final dessa fase. Ao realizar a passagem das células antes
dessas fases ou apdés, pode-se levar a diminuigdo da concentracao celular méxima e
da taxa de crescimento especifica maxima.

O crescimento das células em spinner foi comprometido pela formacéo de
grumos. A taxa de crescimento especifico médxima em 80 rpm foi maior do que em
100 rpm, 0,85 e 0,73 dia’, respectivamente. Entretanto, esse sistema néo é
adequado devido a baixa concentragdo celular maxima alcancada,
aproximadamente 2,0.10° cel/mL, em consequéncia provavelmente da limitacdo por
oxigénio e/ou formacéo de grumos.

O cultivo em biorreator alcangcou concentragdo celular méxima e taxa de
crescimento especifica maxima maiores do que no schott controle. Enquanto no
schott controle a concentracéo celular méaxima foi de 5,23.10° cel/mL, no biorreator
foi alcancado um valor de 6,21.10° cel/mL. A taxa de crescimento especifica maxima
no biorreator foi de 0,70 dia™ e no schott controle igual a 0,55 dia™. O rendimento de
glutamina em células n&o diferiu nos dois sistemas, sendo igual a 3,0.10° cel/g de
glutamina, mas o rendimento de glicose em células foi quase o dobro no biorreator,
1,0.10° cel/g de glicose em comparacéo aos 6,8.10° cel/g de glicose registrados no
cultivo em schott. Aléem disso, a formacéo de lactato em biorreator foi praticamente
nula quando comparada com as concentracdes registradas nos cultivos em schott.
Ha indicios de que o crescimento foi prejudicado pela falta de glutamina no cultivo

em biorreator. Esses dados indicam um sistema possivelmente melhor para o
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crescimento das células, provavelmente, devido aos controles e monitoramentos dos

parametros de cultivos.
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10. Apéndice

10.1. Cinética de crescimento dos cultivos do Delineamento Composto
Central (DCC)

O DCC foi um planejamento elaborado primeiramente para se ter uma visao
geral do processo. Em muitos casos, somente os pontos de um DCC sao suficientes
para se identificar os efeitos das variaveis estudadas. Quando isso nao € observado,
e aconselhavel a adicdo dos pontos axiais. Através desses pontos adicionais, tem-se
um intervalo de andlise das varidveis maior e, assim, maior chance de identificar os
efeitos dos parametros estudados (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Desta forma, nas figuras 10.1-10.7, estdo descritos os cultivos obtidos durante
a execucao do DCC, o qual, apos adicao dos 4 pontos axiais, foi transformado no
DCCR analisado e discutido nessa dissertacdo. Por isso, resolveu-se nomear 0s
pontos centrais (ensaios 7, 8 e 9) do DCC com a mesma numeracdo dos pontos

centrais apresentados no DCCR sequencial (ensaios 9, 10 e 11).
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Figura 10.1. Cinética de crescimento, consumo de nutrientes e producdo de metabolitos do
ensaio 1 do DCC.
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Cinética de crescimento celular - Ensaio 2
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Figura 10.2. Cinética de crescimento, consumo de nutrientes e producdo de metabolitos do
ensaio 2 do DCC.
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Figura 10.4. Cinética de crescimento, consumo de nutrientes e producdo de metabdlitos do
ensaio 4 do DCC.
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