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RESUMO

ANDRADE, C. M. R. Desenvolvimento de processo de producdo de fator VIII
recombinante em biorreator. 2013. 319 p. Tese [Doutorado em Biotecnologia] - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2013.

A deficiéncia de atividade do fator VIII (FVIII) de coagulacdo associa-se a uma doenca
crénica, hemofilia A, cujo controle depende da reposicdo desta proteina na corrente
sanguinea. Atualmente, no Brasil, todo o FVIII utilizado é importado e originario de plasma
sanguineo. No entanto, o FVIII recombinante (rFVIIl) é uma alternativa mais segura,
apresentando menor risco de contaminantes. Visando obter atividade adequada e evitar
reacOes imunoldgicas, é desejavel que o rFVIII seja produzido em sistemas capazes de
realizar modificagdes pos-traducionais semelhantes aquelas encontradas na proteina normal.
Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer um processo de
producdo de rFVIII em biorreator de bancada, bubble-free, utilizando duas linhagens humanas
transfectadas pelo Hemocentro de Ribeirdo Preto - rHeLa e rSKHep. Quando cultivadas em
meio DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB), estas linhagens apresentaram
comportamentos semelhantes com relacdo ao crescimento e metabolismo celular. Ambas
apresentaram crescimento celular (AX) médio de 1,47x10° cel/mL (CV=4%) e velocidade
especifica méxima de crescimento (uxmax) de 0,0284 h™ (CV=2%). Os valores de YxscLc €
Y Lac/eLe também foram préximos, apresentando valores médios de 3,65x10° cel/g (CV=14%)
e 0,734 g/g (CV=2%), respectivamente. A principal diferenca observada foi para Y nua/x, CUjO
valor obtido com a rHeLa foi 4,15 vezes maior que com a rSKHep. A linhagem rHeLa foi
facilmente adaptada ao cultivo em suspensao e a meios livres de SFB, livres de componentes
de origem animal e quimicamente definidos. Com esta linhagem foram desenvolvidos estudos
preliminares para avaliar as condi¢es mais favoraveis ao crescimento e metabolismo celular.
Entretanto, técnicas analiticas implantadas durante o projeto mostraram que a rHelLa perdeu a
capacidade de expressar o rFVIII. As tentativas de adaptacdo da rSKHep ao cultivo em
suspensdo e meios livres de SFB ndo foram bem sucedidas, de forma que adotou-se o cultivo
com microcarregadores (mic). Os estudos que identificaram as melhores condi¢bes para
operacdo neste sistema (3 g mic/L e 3 cel/mic) foram conduzidos a partir de resultados
previamente obtidos com a rHelLa. Estudos de estabilidade da proteina mostraram altos
indices de degradacdo (65%) quando exposta a 37 °C por 48 horas. Assim, optou-se pelo
cultivo em modo perfusédo, utilizando um spinfilter interno, como alternativa para produzir
continuamente uma proteina cuja atividade seria pouco afetada devido ao baixo tempo de
exposicdo a altas temperaturas. O cultivo em perfusdo foi iniciado com 3 cel/mic e foi
utilizada uma concentracdo de 3 gmic/L. O modo perfuséo foi iniciado antes da interrupcao da
fase exponencial de crescimento, com tempo de residéncia hidraulico de 24 horas e
alimentacbes independentes de glicose e glutamina, visando manter as concentracdes destes
substratos em 1 e 0,35 g/L, respectivamente. As variaveis controladas (concentracao celular,
glicose e glutamina) foram mantidas constantes durante trés tempos de residéncia. A
concentragdo de rFVIII maxima obtida foi semelhante & do ensaio em batelada, no entanto, a
quantidade total produzida no ensaio em perfusdo (16156,27 Ul) foi 5,5 vezes superior a
obtida na batelada, resultando em uma produtividade 2,5 vezes maior.

Palavras-chave: Biorreator. Células humanas. Proteina recombinante. Fator de coagulacédo
VIII. Metabolismo. Microcarregador.



ABSTRACT

ANDRADE, C. M. R. Development of a process for recombinant factor VIII production
in bioreactor. 2013. 319 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2013.

The deficiency of activity of the coagulation fator VIII (FVIII) is associated to a cronical
disease, heamophilia A, which is controlled by the reposition of this protein in the blood.
Nowadays, in Brazil, all the factor VIII consumed is produced abroad and has blood plasma
origin. However, the recombinant factor VIII (rFVIII) is a safer regarding contamination
risks. Aiming to obtain the proper activity and to avoid immunogenic reactions, it is desirable
to produce a rFVIII in post-translation modifications similar to those observed at the normal
protein. The objective of this work was to establish a process for rFVI1I production in a bench
bioreactor, bubble-free, using two human cell lines transfected by Hemocentro de Ribeiréo
Preto — rHeLa e rSKHep. When cultured in DMEM medium with 10% of fetal bovine serum
(FBS), these cell lines showed similar behaviors regarding cell growth and metabolism. Both
had an average cell production (AX) of 1,47x10° cells/mL (CV=4%) and average specific cell
growth rate (uxmax) of 0,0284 h™ (CV=2%). Results for Yxcic and Y acicLc were also
similar, with average values of 3,65x10° cellly (CV=14%) and 0,734 g/g (CV=2%),
respectively. The main difference was observed in the Ynpax Value that was 4,15 times
higher in the rHeLa cell line than in SKHep. The rHeLa cells were easily adapted to
suspension and to serum-free, animal-component-free and chemically defined media.
Preliminary studies to evaluate the best conditions to cell growth and metabolism were
developed using this cell line. were developed. However, analytical techniques implemented
during the project showed that rHeLa cells had lost its ability to produce the rFVIII. The
rSKHep cell line couldn’t be successfully adapted to suspension growth or to serum free
media, so it was necessary to adopt microcarrier (mic). The studies to idenitify the best
conditions for the culture system (3 gmic/L and 3 cells/mic) were performed using previous
results from the rHeLa studies. Studies of rFVIII stability showed that it degradates 65%
when exposed to 37 °C for 48 hours. Therefore, the perfusion mode, with and internal
spinfilter, was an alternative to produce continuously a protein which activity wouldn’t be
seriously affected due to its low exposure time to high temperatures. The culture in perfusion
mode was started with 3 cells/mic and it was used 3 g mic/L. The perfusion mode started
before the interruption of the exponential growth phase, with a hydraulic residence time of 24
hours and independent glucose and glutamine feeds aiming to maintain the concentrations of
these substrates at 1 and 0,35 g/L, respectively. The controlled variables (cell concentration,
glucose and glutamine) were kept constant for three hydraulic residence times. The maximum
rEVIII concentration obtained was similar to the one from the batch culture. However, the
total amount of rFVIII produced at the perfusion mode (16,156.27 Ul) was 5,5 times higher
than in batch mode, resulting in a productivity of 2,5 times higher.

Keywords: Bioreactor. Human cells. Recombinant protein. Coagulation fator VIII.
Metabolism. Microcarrier.



INTRODUCAO

O fator VIII de coagulacdo sanguinea (FVIII) é uma glicoproteina plasmatica de alto
peso molecular, estimado em 265 kDa, e que possui algumas caracteristicas especificas como
seu elevado tamanho e alta complexidade, quando comparada a outras proteinas.

A atividade desta proteina estd diretamente relacionada as modificacbes pos-
traducionais. O fator VIII é uma proteina altamente ocupada por N- e O-glicanos sendo que,
de 25 sitios consensos de N-glicosilagédo, 23 sdo ocupados. Além disso, apresenta sulfatacdo
em residuos de tirosina em cinco posic¢Ges de sua estrutura (WHITE et al., 1998). A presenca
destas modificagBes contribuem para a complexidade desta proteina.

A sua funcdo é atuar como um cofator essencial na ativacdo proteolitica do fator X pela
ativacdo do fator IX, dentro da via de coagulacdo do sangue. A deficiéncia da atividade deste
fator essencial esta relacionada a uma doenca hereditaria, hemofilia A, ligada ao cromossomo
X, que ocorre mundialmente em 1 a cada 5.000 a 10.000 nascimentos masculinos e esta
relacionada em 75 a 80% dos casos de hemofilia (MINISTERIO DA SAUDE, 2009), sendo
necessaria a reposicdo do mesmo para 0 seu controle.

O FVIII pode ser obtido diretamente através de derivados de plasma sanguineo
(pdFVIII) ou na forma de proteinas recombinantes (rFVIII) expressas por linhagens de
murinos modificadas geneticamente (MIAO et al.,, 2004), sendo que este Ultimo esta
disponivel apenas para 25% dos pacientes no mundo (STONEBRACKER et al., 2010).

No Brasil, ha cerca de 10.000 hemofilicos e o tratamento é realizado com pdFVIII de
individuos normais, produto 100% importado pelo governo (RESENDE; SILVA, 2009). Essa
estratégia apresenta duas desvantagens. A primeira € 0 risco de transmissdo de doencas,
devido a transferéncia de produtos do plasma sanguineo de um doador para a corrente
sanguinea de um paciente. Nas décadas de 1970 e 1980, cerca de 60 a 70% de pacientes dos
EUA e da Europa Ocidental foram contaminados por virus causadores de doencas como HIV
e hepatites B e C (SOUKHAREV et al., 2002). Desde entdo, a seguranca e eficacia
terapéutica destes produtos aumentaram significativamente, com a implementacéo de medidas
mais rigorosas de selecdo de doadores e métodos de screening, purificagdo monoclonal e
introdugdo de novas técnicas de inativacdo viral. No entanto, estes métodos séo considerados
pouco efetivos em relacdo a transmissédo do parvovirus B19, do virus causador da hepatite A e
ainda resta a duvida, quanto a patégenos emergentes, como o causador da doenca de
Creutzfelt-Jakob (SOUKHAREYV et al., 2002).


http://pt.wikipedia.org/wiki/HIV
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hepatite

A segunda desvantagem esta relacionada a grande quantidade de plasma sanguineo
normal necessario para atender os pacientes, que contam com a genorosidade de doadores. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (2012), o aumento na expectativa de vida e 0
consequente crescimento de doencas cronicas relacionadas ao avango da idade, exigem
transfusdes de sangue e uso de hemoderivados, que vdo além da oferta existente. Cerca de 92
milhdes de doacdes sdo feitas todos 0s anos no mundo, a maioria por voluntarios. Entretanto,
deste total, 30 milhGes realizam o procedimento uma Unica vez e nao retornam aos
hemocentros para novas doagoes.

O Brasil importa cerca de 210 milhdes de Ul/ano de fator VIII, quando deveria importar
cerca de 600 milhdes de Ul/ano. Portanto, no pais, pacientes com Hemofilia A ndo recebem
um tratamento preventivo, mas sim curativo, isto é, apenas quando sofrem algum tipo de
trauma. Segundo o Ministério da Saude brasileiro o custo deste tipo de tratamento é de 100
milhdes de dolares anuais (ROSA et al., 2012).

Entre as opc¢des de fontes de obtencdo de fatores de coagulagdo sanguinea, as formas
recombinantes tendem a substituir a producdo tradicional dos fatores a partir do plasma
humano (JIANG et al., 2002). Com o avanco tecnoldgico, a caracterizacdo da maquinaria de
expressdo, traducdo e secrecdo destas moléculas, assim como a geracdo de novos vetores,
tem-se tornado vidvel o emprego de estratégias mais promissoras para a obtencdo deste fator.

Em geral, a producdo de proteinas recombinantes terapéuticas requer processos com alta
densidade celular para obtencdo de concentracdes elevadas de produto, reduzindo a escala de
producdo e minimizando custos de recuperacdo/purificacdo das proteinas. A obtencédo de altas
densidades exige conhecimento profundo do metabolismo e das cinéticas de producéo, a fim
de reduzir efeitos limitantes e inibidores e garantir o potencial maximo das células, em termos
de crescimento e expressao do produto.

Linhagens com elevada capacidade de expressdo ndo garantem sozinhas um bom
desempenho de producdo. E necessério investir em engenharia de processo, principalmente
para proteinas terapéuticas, tendo em vista as exigéncias regulatorias para aprovagéo.
Robustez, reprodutibilidade e garantias quanto a qualidade, a pureza e a seguranca Ss&o
imprescindiveis. Do ponto de vista da industria, a simplicidade e uma produtividade elevada,
gue minimize investimentos em equipamentos e areas GMP, sdo desejaveis.

A complexidade do fator VIII acarreta em uma desvantagem critica para 0 processo
produtivo, que estd relacionada a estabilidade da proteina. Quando em estado liquido, a
proteina apresenta altas taxas de degradacdo e perda de atividade, as quais estdo relacionadas

a diversos fatores, tais como altas temperaturas, pH, presenca de ions metalicos ou de sais



(WANG; WANG; KELNER, 2003). Desta forma, o processo deve ser altamente controlado
para minimizar o tempo no qual a proteina é exposta as condigdes adversas. Os processos sdo,
em geral, operados em batelada alimentada ou em continuo com reciclo (perfusdo). Dada a
labilidade do rFVIII, perda de 50% da atividade em 6-12h em condi¢bes de cultivo
(KONSTANTINQV, 2008), a perfusdo com alta taxa de alimentacdo e resfriamento imediato
do produto é uma alternativa interessante para preservar sua atividade bioldgica
(BHATTACHARYYA et al., 2003; KONSTANTINOV, 2008).

Outro fator importante estd relacionado com as modificacBes pos-traducionais da
proteina, segundo Pipe (2008), sua complexidade requer que ela seja produzida num sistema
de expressdo de células de mamiferos. Atualmente, os produtos de rFVIII disponiveis
comercialmente utilizam células de murinos (CHO ou BHK) transfectadas utilizando vetores
plasmidiais convencionais (SPENCER et al., 2011).

A utilizacdo de células de murinos levanta questionamentos, pois estas linhagens nao
apresentam algumas glicosidases, glicosiltransferases e doadores especificos de agucares,
necessarios para fazer a glicosilacdo da proteina com padrdes semelhantes aos encontrados
em humanos, 0 que pode resultar em reacdes imunes nos pacientes ou em menores tempos de
meia-vida da proteina (SWIECH; PICANCO-CASTRO; COVAS, 2012). Desta forma,
esforgos tém sido direcionados no sentido de utilizar células humanas para a producgdo desta
proteina (SWIECH; PICANCO-CASTRO; COVAS, 2012).

Este trabalho estd inserido em um projeto Finep, com uma parceria entre a Fundacao
Hemocentro de Ribeirdo Preto e o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Séo
Paulo (IPT). O grande diferencial é a utilizacdo de uma linhagem humana transfectada para
producdo de rFVIII, capaz de fazer todas as modificacfes pos-traducionais necessarias para a
conformacdo correta da proteina. Outro fator importante é a utilizacdo de vetores lentivirais,
que apresentam maior eficiéncia do que vetores ndo-virais (NHISHIKAWA; HUANG, 2001)
e sdo uma alternativa promissora, com a qual ja foi possivel obter altos niveis de expressao e
de estabilidade in vitro de rFVIII em linhagens humanas de SkHep, em torno de 1,5 a
2,1 UI/10° células em 24 horas (PICANCO et al., 2007; ROSA et al., 2012; RUSSO-
CARBOLANTE et al., 2011). Uma Ul (Unidade Internacional) equivale a 100% de atividade
da proteina, que € o valor observado em pessoas sadias.

Inicialmente, o0s estudos foram concentrados em uma linhagem de
HepG2FVIIIDBP140K (rHepG2), enviada ao IPT. A quantificacdo de rFVIII expresso por
esta linhagem era realizada através da metodologia PTTa. Em 2010, quando métodos

alternativos de quantificacdo da proteina foram implementados (Cromogénico e ELISA), foi



detectado um problema de inconsisténcia entre os resultados destas trés metodologias. Na
busca de uma explicacgdo, a equipe do Hemocentro de Ribeirdo Preto realizou um estudo sobre
a analise dos sitios de integracdo do FVIII-P140K da linhagem celular (rHepG2) utilizada até
0 momento e constatou, que a integracdo ocorreu com alta frequéncia em sitios frageis
(20%). Isso poderia explicar a perda do gene do FVIII na linhagem, apds longos periodos de
cultivo celular.

Para complementar este estudo foi realizado também, um Exame de Vinculo Genético
(STR-Fingerprint), no qual verificou-se que a cultura rHepG2, na verdade era uma cultura de
uma linhagem tumoral humana denominada HelLa. Apds este resultado, pode-se concluir que
a linhagem modificada geneticamente para expressar o rFVIII tratava-se de uma rHeLa.

A grande demora em identificar essa perda de expressdo ocorreu devido ao fato das
células sintetizarem alguma substancia desconhecida capaz de promover a coagulacao no teste
TTPa, com resultados elevados e promissores.

Enquanto isso, foi enviado pelo Hemocentro de Ribeirdo Preto uma nova linhagem
humana SkHep-FVIIIGFP-CMVdelB (rSKHep), cuja producdo de rFVIII pode ser
guantificada tanto pelo método TTPa, quanto pelos métodos Cromogénico e ELISA. Além de
toda caracterizacdo da linhagem celular ter sido feita pelo Hemocentro, foi realizado no IPT
um RT-PCR para verificar se, efetivamente, o gene de producao de rFVIII estava inserido no
genoma desta célula e obteve-se resultado positivo.

Os experimentos com a linhagem humana rHeLa continuaram, devido ao fato destas
células serem um importante modelo para estudos de cancer, por sua utiliza¢do no controle de
qualidade de biofarmacos, por servir como hospedeira para expressao de proteinas
recombinantes e por ser utilizada na producdo de vacinas (EL-ENSAHY et al., 2009). Além
disso, pretendia-se correlacionar os resultados obtidos nos estudos com esta linhagem com o0s
da linhagem rSKHep, visando implementar o processo de producdo da proteina mais
rapidamente.

Com a linhagem rSKHep foram realizados experimentos, que tinham por finalidade
avaliar as condi¢fes que otimizavam o crescimento celular e a producdo de rFVIII. Apoés a
definicdo das condigOes mais adequadas e utilizando dados previamente obtidos nos estudos

com rHeLa, passou-se a etapa de cultivo em perfusao, que era a principal meta do trabalho.



CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho podem ser divididas em:

a) Conclusdes sobre o cultivo com a linhagem rHeLa:

1)

Em um ensaio tipico, com meio contendo soro, a linhagem apresentou px max de
0,028 h™* e crescimento celular (AX) de 1,5x10° cel/mL. Com relacdo ao
metabolismo celular, a linhagem apresentou YxscLc igual a 4x10° cellg, Y acioLe
igual a 0,725 g/g e Ynmax de 9,34x102 mg/10° células.

2) A linhagem foi adaptada com sucesso ao cultivo em suspensdo e em meios livres

3)

4)

5)

6)

de soro fetal bovino com as seguintes caracteristicas: livres de proteina animal e
quimicamente definidos;

Em ensaios referéncia, com meio quimicamente definido e livre de soro (HyCD), a
linhagem adaptada ao crescimento em suspensao apresentou, em média, valores de
tx max de 0,024 h™ (CV = 7,2%) e crescimento celular (AX) de 1,35x10° cel/mL
(CV = 23,1%). A linhagem apresentou valores médios de Yxc igual a
2,9x108 cellg (CV = 16,9%), de Y acioLc igual a 0,573 g/g (CV = 13,2%) e de
Y nhaix de 3,68x107 mg/10° células (CV = 16,7%);

O aumento da osmolalidade apresentou efeitos deletérios ao crescimento e
metabolismo cujas intensidades variaram de acordo com o meio de cultura
testados- DMEM com 10% de SFB (347 a 450 mOsmol/kg), HyCD (317 a 440
mOsmol/kg) e Si-ACF (319 a 426,5 mOsmol/kg). Todas as condigdes
apresentaram queda nos valores de YxcLc € aumento nos valores de Y accLc €
Ynuarx. O aumento da osmolalidade também causou queda em px max € AX. No
entanto, esta queda foi menos acentuada nas condi¢cbes com meio DMEM com
soro, indicando que o soro tem efeito protetor contra os efeitos deletérios do
aumento da osmolalidade;

A adicéo de Pluronic F68 ao meio HyCD né&o apresentou mudangas significativas
no crescimento ou no metabolismo celular. No entanto, o aumento da concentragao
de 0 para 0,2% de Pluronic causou um aumento de 70% nos valores de Y ac/cLc;
A adicdo de glutamina apresentou melhores resultados quando feita no meio da

fase de crescimento exponencial de cultivos em frascos Spinner. A adig¢do de



175 mg/L apresentou aumento de 33% no crescimento celular e reducéo de 15%
no valor de Y accLc. A adigdo de 350 mg/L, por sua vez, apresentou a menor
producdo de aménio com reducdo de 13% no valor de Ynna/x, quando comparada
ao ensaio referéncia;

7) A adicdo de serina ao cultivo durante a fase de crescimento exponencial resultou
em maior crescimento celular. A cistina, por outro lado, causou diminui¢cdo no
crescimento celular;

8) A suplementacdo do meio de cultura com aprotinina aumentou o crescimento e a
velocidade especifica de crescimento celular em 11 e 5%, respectivamente. A
albumina, por sua vez, quando adicionada reduziu estes parametros em 105 e 14%,
respectivamente. A adicdo de ambos os suplementos ao meio de cultura teve
efeitos similares ao da adicdo de apenas albumina;

9) Os cultivos em biorreator mostram que, sob condic¢des controladas de pH (7,4) e
pO, (5-50%), o crescimento e a viabilidade celular foram limitados por glicose;
10) A disponibilidade de glutamina, serina e cistina ndo pareceram influenciar o
crescimento celular em biorreatores, uma vez que 0 esgotamento destes

aminodcidos ndo apresentou efeitos significativos no cultivo;

11) A via da alanina aminotransferase esteve ativa quando houve excesso de glicose e
glutamina no meio de cultura. O esgotamento de um destes substratos causou 0
aumento da producio de lactato e/ou NH,";

12) A condicdo com 30% de oxigénio dissolvido apresentou crescimento e velocidade
especifica maxima de crescimento celular aproximadamente 20% melhor que as
outras condi¢Oes estudadas;

13) A variacdo de oxigénio dissolvido no sistema causou alteragdes no metabolismo da
glicose, evidenciadas pelas variacbes nos fatores de conversdo de glicose a
biomassa (Yx/cLc) e de converséo de glicose a lactato (Y ac/cLc);

14) Variagdes nas concentragdes iniciais de glutamina (GLNg) ndo alteraram a
velocidade especifica maxima de crescimento. No entanto, o0 aumento de GLN, de
175 para 700 mg/L aumentou em 4,73 vezes o0 crescimento celular. Por outro lado,
0 aumento de GLNg de 700 para 1050 mg/L, causou uma diminuicdo de 40% no
crescimento;

15) As variagGes em GLN, causaram alteragcbes nos metabolismos de glutamina e de
glicose, evidenciados pelas mudancas nos valores de YxscLc € Yiac/cLe, mostrando

que ambos estdo interrelacionados;



b)

16) Quando variada entre 4 e 17 g/L, a GLC, ndo mostrou efeitos significativos em

uxmax. Entretanto, a diminuicdo de 2 para 4 g/L de GLC, resultou em uma
diminuicdo de 35% neste parametro. Em contrapartida, o crescimento celular
mostrou-se diretamente relacionado a GLC,, de forma que o aumento de 2 para

17 g/L apresentou um incremento de 11,6 vezes no crescimento celular;

17) Nao foi possivel executar o ensaio em modo perfusdo, devido a fragilidade da

linhagem celular, a qual apresentou uma diminuicdo significativa da viabilidade

celular em poucas horas de experimento.

Conclus6es sobre o cultivo da linhagem rSKHep:

1)

2)

3)

4)

5)

Em um ensaio tipico, com meio contendo SFB, a linhagem apresentou px max de
0,028 h™ e crescimento celular (AX) de 1,46x10° cel/mL. Com relacdo ao
metabolismo celular, a linhagem apresentou Yxeic igual a 3,3x10° cel/g,
YiacieLe igual a 0,743 g/g e Ynuax de 2,25x10°2 mg/10° células. Com excecdo
deste ultimo, esse valores foram muitos semelhantes aqueles obtidos no cultivo da
linhagem rHeLa com meio com SFB. Aconcentracdo maxima de rFVIII obtida foi
de 5,27 Ul/mL;

Né&o foi possivel adaptar a linhagem rSKHep ao cultivo em suspensao e a meios
isentos de SFB;

A condicdo de cultivo em microcarregadores que maximizou a producdo de
rEVII por célula foi: 3 cel/mic e 3 gmic/L no sistema. A condicdo com
1 cel/mic e 3 gmic/L apresentou crescimento celular 20% superior a segunda
melhor condi¢do com 3 cel/mic;

O aumento do numero de células por microcarregador de 1 para 8 causou uma
diminuicdo de quase 3 vezes em Yxcic. NO entanto, Y acicLc ndo foi afetado
significativamente por estas variagdes. O valor de Y nua/x, pOr sua vez, apresentou
um aumento de 3,5 vezes.

O aumento da concentragédo de microcarregadores adicionados de 3 para 9 g/L
provocou uma reducdo de 15% no crescimento celular, devido ao aumento da
frequéncia de choques entre as particulas. A adicdo de 15 g/L inibiu

completamente o crescimento celular. A producdo de rFVIIlI ndo foi afetada



6)

7)

8)

significativamente entre 3 e 9 g/L, mas sofreu uma reducédo de 45%, quando a
concentracdo de microcarregadores aumentou para 15 g/L;

Os resultados de crescimento celular e de producéo de rFVIII foram maximizados
em cultivos com 10% de SFB, em comparacdo com aqueles com 5% de SFB,
mostrando o efeito protetor do soro, tanto no que se refere as forgas cisalhantes do
sistema, como a estabilidade da proteina;

A partir dos parametros estabelecidos com os cultivos em biorreator com as
linhagens rHeLa (pO,) e rSKHep (relacdo cel/mic e gmic/L), realizou-se com
sucesso o cultivo em perfusdo. Foi possivel manter todos os parametros estaveis
por quatro tempos de residéncia;

O cultivo em perfusdo permitiu a maximizacdo da producdo de rFVIII, de forma a
se obter uma quantidade total de proteina 5,5 vezes superior a condi¢cdo em
batelada. Em termos de produtividade, o ensaio em perfusdo apresentou valores
3,5 vezes superiores. Além disso, a proteina ficou menos tempos exposta as

condicdes do cultivo, diminuindo os efeitos de degradacédo sobre a mesma.

c) Conclusdes dos ensaios para determinacdo de variaveis de operacao:

1)

2)

Os melhores tempos de mistura foram obtidos com impelidores tipo Rushton.
Fatores como posicdo de adicdo do tracador, volume de trabalho, nimeros de
impelidores e distancia entre eles ndo apresentaram respostas uniformes e devem
ser analisados caso a caso;

Foram obtidas diversas condi¢fes de operacdo que maximizaram a retencdo em
spinfilter externo. Dentre as variaveis estudadas, a rotacao do spinfilter mostrou-se
critica, apresentando depdsito de particulas e, consequentemente, afetando a

homogeneidade do sistema, a 400 rpm.
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