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RESUMO 

 
AGUIAR, M. A. Estudo cinético de células de Drosophila melanogaster 
transfectadas para a produção da glicoproteína do vírus da raiva em biorreator. 
2010. 124 f. [Dissertação]. São Paulo - Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

 

O interesse em células de inseto para a produção de proteínas complexas se deve a sua 

maior facilidade de cultivo e ao padrão equivalente de glicosilação quando comparado 

aos sistemas com células de mamíferos. O objetivo deste trabalho foi identificar fatores 

que limitam ou inibem a produção da glicoproteína do vírus rábico (GPV) expressa na 

membrana citoplasmática de células de Drosophila melanogaster transfectadas, quando 

cultivadas em biorreator de bancada agitado e bubble-free, operado em modo 

descontínuo. Avaliaram-se as influências de oxigênio dissolvido (5<pO2<80%), da 

glicose (1<GLC0<15g/L) e da glutamina (0.6<GLN0<7g/L). Essas variáveis afetaram de 

forma diferenciada o crescimento celular (produção de células e velocidades 

específicas-µX), o metabolismo celular (fatores de conversão - YX/GLC, YX/GLN, 

YLAC/GLC, YALA/GLC, YNH4/GLN, YALA/GLN), assim como a expressão da proteína 

recombinante (concentração, teor celular e produtividade). O aumento do pO2 reduziu 

em 9 vezes o crescimento celular mas aumentou o teor celular de GPV em 1,4 vezes. 

Baixos valores de GLC0 e GLN0, claramente, limitaram o crescimento, de modo que 

incrementos na concentração desses substratos, até valores intermediários, aumentaram 

µX,MAX em 3 vezes e 2,5 vezes, respectivamente, e a produção de células em 11 vezes e 

3 vezes, respectivamente. O teor celular de GPV máximo não foi afetado pela GLC, 

mas aumentou em 100% para valores de GLN0 igual ou superiores a 3,5 g/L. As 

concentrações de lactato produzidas foram consideradas baixas (inferiores a 0,8 g/L) 

para exercer qualquer efeito de inibição sobre o crescimento ou a expressão da proteína. 

Por sua vez, as concentrações de amônio parecem inibir tanto a produção de GPV 

(NH4
+~50mg/L) quanto o crescimento celular (NH4

+ ~80mg/L). A condição de cultivo 

com de 30% de pO2, 10 g/L de GLC0 e 3,5 g/L de GLN0 resultou nos maiores valores 

de produtividade (9,1 µg/L.h) e de concentração de GPV (1,2 mg/L). O metabolismo de 

GLC e GLN apresentou grande interdependência, com alterações em GLC0 afetando o 

metabolismo de GLN e vice-versa. Assim, em condições de excesso de GLC0, as 

células apresentaram um metabolismo mais ineficiente com reduções nos fatores YX/GLC 



(2,3 vezes) e YX/GLN (4,6 vezes) e maior geração de subprodutos, caracterizada por 

incrementos nos valores de YALA/GLC (51%), YLAC/GLC (11%) e YNH4/GLN (15%). O 

metabolismo da GLN apresentou resposta característica de substrato em excesso para 

toda a faixa de valores ensaiada, com redução de 25 vezes no valor de YX/GLN e 

inesperadamente também uma redução na geração de subprodutos de 7 vezes para 

YNH4/GLN e 12 vezes para YALA/GLN. O efeito sobre o metabolismo da GLC foi mais 

acentuado para valores mais elevados de GLN0, com redução de 3,6 vezes para YX/GLC e 

incrementos de 70% para YALA/GLC e para YLAC/GLC. Os resultados sugerem ainda que a 

célula utiliza duas vias para metabolizar a glutamina: glutaminólise, em condição de 

limitação em GLC; ou glutamato sintase – NADH-GOGAT, em condição de excesso 

em GLC. A célula demonstrou também capacidade de sintetizar GLN, a partir de 

amônio ou outros aminoácidos, quando atingiu concentrações abaixo de 50 mg/L. 
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ABSTRACT 

 
AGUIAR, M. A. Kinetic study of Drosophila melanogaster cells transfected to 

produce the rabies vírus glycoprotein in bioreactor. 2010. 124 p. Master thesis 

(Biotechnology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2010. 

 

The interest in using insect cells to produce complex proteins is due to its ease of 

cultivation and its glycosylation pattern equivalent to that of mammalian cells systems. 

The objective of this work was to identify the limiting or inhibiting factors for the 

production of a rabies virus glycoprotein (RVGP), expressed in the cytoplasmatic 

membrane of a transfected Drosophila melanogaster S2 cells, when cultivated in a 

bench stirred bubble-free bioreactor, in batch mode. The influence of dissolved oxygen 

(5 < pO2 < 80%), of initial glucose concentration (1 < GLC0 < 15 g/L) and of initial 

glutamine concentration (0.6<GLN0<7 g/L) was evaluated. These variables affected in a 

different way cell growth (cell production and specific growth rate - µX), cell 

metabolism (yield factors - YX/GLC, YX/GLN, YLAC/GLC, YALA/GLC, YNH4/GLN and 

YALA/GLN), as well as the recombinant protein expression (RVGP concentration, RVGP 

cell content and RVGP productivity). pO2 increase reduced 9 times cell growth, but 

increased 1.4 times RVGP cell content. Low initial glucose and glutamine 

concentrations clearly limited the cell growth, in such a way that raising these substrates 

concentrations up to intermediate values, increased µX,MAX 3 times and 2.5 times, 

respectively, and increased cell production 11 times and 3 times, respectively. The 

maximum RVGP cell content was not affected by GLC0, but improved 100% when 

GLN0 was 3.5 g/L or higher. The concentrations of produced lactate were considered 

low (below 0.8 g/L) to cause any inhibition effect on growth or protein expression. On 

the other hand, ammonium concentrations seem to inhibit RVGP production 

(NH4
+~50 mg/L), as well as cell growth (NH4

+~80 mg/L). Maximum productivity 

values (9.1 µg/L.h) and RVGP concentration (1.2 mg/L) were attained for 30% pO2, 

10 g/L of GLC0 and 3.5 g/L of GLN0 run. The metabolism of GLC and GLN showed a 

great interdependence, with GLC0 changes affecting the GLN metabolism, and vice-

versa. Thus, in glucose excess condition, cell metabolism was less efficient. This 

implied in reduction of yield factors - YX/GLC (2.3 times) e YX/GLN (4.6 times) - and in 



higher by-products generation, characterized by augmentation in YALA/GLC (51%), 

YLAC/GLC (11%) and YNH4/GLN (15%). The glutamine metabolism showed a substrate 

excess response pattern to the whole range of concentration studied, with reduction of 

YX/GLN (25 times) and, unexpectedly, a reduction of by-products liberation - YNH4/GLN (7 

times) and YALA/GLN (12 times). The effect on glucose metabolism was more intense 

when the glutamine concentration was higher, showing a 3.6 times diminution YX/GLC 

and a 70% augmentation for YALA/GLC and YLAC/GLC. The results suggest that cells 

metabolize glutamine through two different pathways glutaminolysis, under glucose 

limitation, or glutamate synthase – NADH-GOGAT, under glucose excess. The cell, 

proved also to be able to synthesize glutamine from ammonium or other amino acids, 

when it reached concentrations below 50 mg/L. 

 

Keywords: Drosophila melanogaster S2. Insect cells. Metabolism. Bioreactor. 

Recombinant protein. Rabies virus glycoprotein. 



 

 

 

Os avanços da engenharia genética na década de 70 permitiram uma expansão 

da indústria biofarmacêutica, pois produtos de alto valor agregado puderam ser 

produzidos a um custo moderado. Esta expansão teve início com a aprovação, no 

princípio dos anos 80, do primeiro processo de produção de insulina humana, utilizando 

o sistema com E. coli e plasmídeos. Entretanto, a utilização de microrganismos 

geneticamente modificadas na produção de proteínas é muitas vezes inviável 

comercialmente, devido à incapacidade destas células de realizarem algumas das 

modificações pós-traducionais necessárias para o funcionamento biológico correto de 

proteínas animais mais complexas. De forma que, a tendência ainda é que a maior parte 

dessas proteínas animais seja produzida, em escala industrial, utilizando-se células de 

mamíferos e de insetos, apesar dos avanços significativos na busca de soluções para 

esse gargalo tecnológico dos sistemas microbianos. 

A princípio, o interesse nas células de inseto residia na perspectiva de produção 

de inseticidas virais como uma alternativa ecologicamente importante ao uso de 

compostos químicos para o controle de pragas. Posteriormente, o atrativo destas células 

passou a ser o desenvolvimento de vetores de baculovírus para alta expressão de genes 

heterológos. Rapidamente, células de inseto se tornaram muito interessantes por serem 

capazes de produzir proteínas complexas com precisão, exigindo condições de cultura 

mais simples que aquelas necessárias para células de mamíferos. Contudo, a expressão 

de proteínas em células de inseto apresenta limitações, sendo as principais delas o fato 

deste ser um sistema de expressão transiente e lítico, o que determina o fim abrupto do 

cultivo. Isso levou ao surgimento de novas técnicas de expressão de genes. Uma delas é 

a utilização de promotores virais para o desenvolvimento de células de inseto 

estavelmente transformadas. 

Seguindo essa tendência, em 2003, aprovou-se um projeto temático na Fapesp 

(Projeto no 02/09482-3) visando a clonagem dos genes da glicoproteína G do vírus da 

raiva em vetores de expressão, para construção de células de dípteros estavelmente 

transformadas, e a otimização do bioprocesso de produção deste antígeno em culturas 

celulares em biorreatores, visando a produção de vacinas e kits diagnósticos. Este 

trabalho envolve grupos de cinco instituições: Instituto Butantan, Universidade Estadual 
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de Campinas, Universidade Federal de São Carlos, Instituto de Pesquisas Tecnológicas 

(IPT) e Universidade de São Paulo. 

Com relação à proteína selecionada, apesar de já existirem vacinas eficientes e 

seguras, para uso humano e veterinário, a raiva ainda é um problema significativo em 

diversos países da Ásia e da África. Essas regiões são responsáveis pela maior parte das 

55 mil mortes anuais reportadas por causa desta doença, sendo que a grande maioria das 

vítimas são crianças. Apesar da existência de vacinas comprovadamente seguras obtidas 

através de cultivos celulares, alguns países ainda produzem e utilizam vacinas de tecido 

nervoso, as quais são menos eficientes, requerem mais visitas ao hospital e, em geral, 

apresentam efeitos colaterais. Além disso, estes pacientes não recebem a quantidade 

necessária de imunoglobulina anti-rábica, a qual, devido ao seu alto custo, é inviável 

economicamente para países onde a raiva canina é endêmica (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2008). 

No Brasil, a raiva humana está sob controle. Entretanto, por ser uma zoonose, é 

difícil erradicar a doença por completo. No início de 2006, o Instituto Butantan 

começou a produzir, em células Vero, uma vacina de raiva com o vírus inativado 

visando, inicialmente, suprir a demanda nacional de 3 milhões de doses anuais da 

vacina, importada da França até então. Num segundo momento, espera-se ampliar o 

volume de produção, possibilitando a exportação (PIVETA, 2005). 

A principal vantagem desta proposta da produção do epítopo da glicoproteína do 

vírus da raiva para utilização em vacinas é o fato deste sistema produtivo não requerer o 

mesmo nível de biossegurança que as vacinas produzidas a partir do vírus da raiva, pois 

não envolve organismos patogênicos. Assim, é possível produzir uma vacina mais 

barata e acessível. 

A linhagem escolhida para a produção da glicoproteína do vírus da raiva foi a S2 

– Drosophila melanogaster – um sistema celular bastante utilizado na expressão de 

proteínas heterólogas, para diversas aplicações. Nos trabalhos disponíveis na literatura 

até então, o metabolismo e condições de produção e crescimento eram raramente 

abordados, sendo que a maior parte destas informações era obtida a partir de trabalhos 

utilizando linhagens de Spodoptera frugiperda, como Sf9 e Sf21, ou de Tricoplusia ni. 

Os primeiros trabalhos gerados pelo grupo envolvido neste projeto, abordando 

especificamente o cultivo de células S2 transfectadas para a produção da glicoproteína 

da raiva, começaram a suprir esta falta de informações. Eles apresentam alguns dos 

primeiros dados de metabolismo desta linhagem, a qual parece ter comportamentos 



intermediários entre aqueles observados para outras células de inseto e as células de 

mamífero, além de responder de formas diferentes de acordo com o meio as condições 

de cultivo utilizadas. 

No contexto do projeto Fapesp mencionado anteriormente, o Laboratório de 

Biotecnologia Industrial do Centro Tecnológico de Processos e Produtos do Instituto de 

Pesquisas Tecnológicas do Estado de São Paulo tem duas metas: a) estudo dos fatores 

que limitam e inibem o crescimento de células de Drosophila melanogaster 

transfectadas, assim como a expressão da glicoproteína do vírus da raiva, empregando 

um meio de cultura distinto daqueles já estudados pelo grupo e; b) propor um modelo 

matemático não-estruturado para este sistema de expressão. A primeira destas metas 

está sendo cumprida por este trabalho de mestrado. 



 

 

 

As principais conclusões deste trabalho foram: 

 

1) Níveis de pO2 superiores a 30% têm efeito inibitório no crescimento 

celular, indicado pela redução de 9 vezes no valor de µX,MAX e de 20 

vezes no valor de produção de células (∆X).  

2) Incrementos na disponibilidade de oxigênio causaram ainda alterações no 

metabolismo, diminuindo a eficiência no consumo de glicose e glutamina 

e gerando, assim, maiores quantidades de amônio e alanina por molécula 

de substrato consumido; 

3) Nos ensaios com variação de oxigênio, o maior valor de teor celular de 

GPV foi observado na condição de pO2 de 50%. Apesar disso, valores 

máximos de concentração e de produtividade em GPV foram obtidos 

para pO2 igual ou inferior a 30%; 

4) Os resultados obtidos nos ensaios com variação de glicose sugerem 

limitação por glicose, quando a concentração deste substrato é menor ou 

igual a 5 g/L. Por outro lado, a concentração de 15 g/L teve efeito 

negativo no crescimento celular (redução de 20 vezes), mas sem afetar o 

valor de µX,MAX; 

5) A manutenção da viabilidade celular parece estar associada à 

disponibilidade de glicose no meio de cultura; 

6) A variação na concentração inicial de glicose causou alteração no 

metabolismo celular. Os metabolismos de glicose e glutamina 

apresentaram ainda grande interdependência, com alterações na 

concentração inicial de glicose afetando o metabolismo de glutamina  e 

vice-versa; 

7) Quando a concentração inicial de glicose aumentou de 1,1 g/L para 

10 g/L, a eficiência nos consumos de glicose e de glutamina aumentaram 

– 2,1 vez para YX/GLC e 4,8 vezes para YX/GLN - diminuindo a produção 

de amônio e alanina por molécula de substrato – 1,8 vezes para YALA/GLC 

e 3,1 vezes para YNH4/GLN;  
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8) Para a mesma faixa de valores, o aumento da concentração inicial de 

glicose sugere uma alteração na via de assimilação da glutamina, com a 

ativação da via da glutamato sintase – NADH-GOGAT, que se 

caracteriza pela menor geração de amônio (YNH4/GLN 3,1 vezes menor); 

9) O teor celular de GPV não apresenta alterações quando se varia a 

concentração inicial de glicose. Assim, da mesma forma que no 

crescimento celular, a condição de 10 g/L de glicose apresenta os 

maiores valores de concentração e de produtividade de GPV; 

10) Nos ensaios com variação da concentração inicial de glutamina foram 

obtidos indícios de limitação no crescimento quando a concentração 

inicial deste aminoácido é menor 1,75 g/L. Acima desse valor, µX,MAX é 

aproximadamente constante, porém a maior concentração celular foi 

obtida com 3,5 g/L de glutamina.  

11) Observaram-se também mudanças no metabolismo celular, que se tornou 

mais ineficiente (redução de até 25 vezes no valor de YX/GLN) para 

valores crescentes de glutamina, mas inesperadamente apresentou menor 

formação de subprodutos por molécula de glutamina. Uma hipótese é que 

as células tenham aumentado a geração de CO2; 

12) Altas concentrações de glutamina resultam em um aumento de 100% no 

teor celular de GPV. Entretanto, devido às diferenças observadas nos 

crescimentos celulares, a melhor condição para a concentração e a 

produtividade de GPV aconteceram com GLN0 = 3,5 g/L; 

13) Todos os resultados obtidos sugerem que a concentração de amônio 

causa inibição para a produção de GPV (NH4
+ ~50 mg/L) e para o 

crescimento celular (NH4
+ ~80 mg/L); 

14) Além da glutamina, os aminoácidos mais consumidos são a cistina, a 

prolina, metionina, isoleucina, leucina e valina. Entretanto, não se 

observam indícios de limitação por esgotamento de nenhum destes.  

15)  A linhagem celular é capaz de produzir glutamina, possivelmente a 

partir do consumo de outros aminoácidos ou diretamente de amônio, 

visto que ocorre consumo simultâneo deste subproduto; 

16) A condição ótima para produção da glicoproteína do vírus da raiva foi 

obtida para pO2 = 30%, GLC = 10 g/L e GLN = 3,5 g/L. Nessas 



condições, os valores de produtividade observados foram de 9,1 µg/L.h e 

os de concentração de GPV de 1,2 mg/L.  
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