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RESUMO

Processos biotecnologicos dependem significativamente das técnicas de
separacdo e purificacdo utilizadas, para manter boa relacdo custo-beneficio na
producdo em escala industrial de produtos biotecnolégicos com fins comerciais,
industriais e terapéuticos. A aplicacdo do sistema micelar de duas fases aquosas
(SMDFA) é proposta como alternativa para purificacédo de
biomoléculas/bioparticulas, pois permite sua separacao e analise, muitas vezes sem
gue essas percam sua atividade ou propriedades desejadas. Com essa técnica é
possivel realizar uma particdo seletiva que possibilita altos rendimentos. Esse
trabalho destinou-se a estudar o emprego dessa metodologia na extracdo e
purificacdo de Adenovirus em sistema micelar de duas fases aquosas formado por
Triton X-114/Suspensédo viral. Os ensaios foram realizados em sistemas de 5 g
seguindo um planejamento fatorial completo (2°) com 4 pontos centrais. Os fatores
estudados foram temperatura de extragao, pH da suspenséo viral e concentragcédo do
tensoativo. Sistemas contendo massas de 3g, 10g e 40g foram avaliados. Foi
avaliado o efeito do processo de extracdo com SMDFA sobre a integridade e
infectividade de Adenovirus. Alguns dos parametros avaliados no processo foram a
recuperacdo da poténcia viral (Rpy) € a recuperagdo da poténcia viral especifica
(Rpve). Esses dois parametros avaliam a inativagdo do Adenovirus pelo processo de
extracdo e ambos apresentaram melhoras quando comparados com a propria
suspensdo viral para alguns dos sistemas estudados (i.e Rpy:341 % e Rpyy 1466 %).
Esses resultados indicam que o SMDFA foi capaz de particionar seletivamente as
particulas virais infecciosas. De acordo com os resultados do planejamento é
possivel aumentar ainda mais esses resultados controlando as variaveis
concentracéo de tensoativo, pH da suspenséo viral e temperatura de extracao.

Palavras-chave: Extracdo liquido-liquido. Adenovirus. Sistema micelar de duas
fases aquosas. Biopatrticulas.



ABSTRACT

Biotechnological processes depend significantly on separation and purification
techniques used to maintain cost-effective industrial-scale production of
biotechnological products for commercial, industrial and therapeutic uses. The
application of the aqueous two-phase micelar system (ATPMS) is proposed as an
alternative for purification, since it allows the separation and analysis of biomolecules
/bioparticles, often without loses of activity or their properties. This allows to perform
a selective partition that enables high yields. This work aims to study the use of this
methodology in the extraction and purification of adenovirus in micelle aqueous two-
phase formed by TritonX-114/Viral suspension. All assays were performed in 5 g
systems following a full factorial design (2% with four central points. The studied
factors were extraction temperature, pH of the viral suspension and concentration of
the surfactant. Systems containing masses of 3g, 10g and 40g were evaluated.
Extraction procedure effects over integrity and infectivity of adenovirus were also
evaluated. Some of the parameters evaluated in the viral recovery process were viral
potency (Rpy) and recovery of viral specific potency (Rpve). These two parameters
measure the inactivation of Adenovirus by the extraction process and both showed
improvement when compared with the viral suspension for some of the systems
studied (i.e RPv: 341% and RPvgp 1466%). These results show that ATPMS
selectively partition the infectious viral particles. According to the results of the
experimental design is possible to increase, even further, these results controlling the
surfactant concentration, viral suspension pH and temperature of extraction.

Keywords: liquid-liquid extraction. Adenovirus. Aqueous two phase micellar system.
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1. INTRODUCAO

O mercado farmacéutico mundial deve atingir US$ 1,3 bilhdo de délares em
2020 (MORRIS, 2008). Neste mercado, o desenvolvimento de moléculas pequenas
vem diminuindo e as vendas de todos os produtos de origem bioldgica totalizaram
94 milhdes de dolares em 2007 e representou o segmento de mais rapido
crescimento da industria farmacéutica. A venda de proteinas recombinantes
terapéuticas registrou um total global de US$ 61 bilhdes em 2009, sendo que
produtos baseados em anticorpos monoclonais atingiram um adicional de US$ 38
bilhdes, gerando um valor de mercado total em 2009 de produtos biofarmacéuticos
da ordem de US$ 99 bilhdes. Biofarmacos aprovados para comercializacdo tém
melhorado bastante o tratamento de muitos grupos de doencgas, tais como: cancetr,
diabetes, disturbios do crescimento, hemofilia e hepatite (WALSH, 2010).

Os processos de producdo desses biofarmacos atingiram grandes avancos,
aumentando a produtividade e o rendimento, com a utilizagdo de meios de cultivo
melhorados e estratégias inovadoras de conducdo do processo (BROWNE; AL-
RUBEAI, 2009; DUROCHER; BUTLER, 2009). Os processos de purificacdo, no
entanto, tém sido negligenciados causando um gargalo na producédo de biofarmacos.
Essa mudanca estad levando a uma inversdo no custo das etapas, tornando 0s
processos de purificacdo a etapa custo limitante (LIU, C.; DOWNEY, 2009). Apesar
da possibilidade de aumentar a escala das plataformas de purificacdo atuais (por
exemplo, usando colunas de cromatografia maiores e filtros), essa abordagem ira
alcancar seu limite fisico em algum ponto no futuro (GOTTSCHALK, 2008;
TREXLER-SCHMIDT et al., 2009). A necessidade de desenvolver processos de
separacédo e purificacdo mais eficiente e de baixo custo €, portanto, essencial para
melhorar a eficiéncia do processo e 0s aspectos econémicos mantendo os padrdes
exigidos de qualidade para aprovacao do mercado (ROSA et al., 2010).

Para que as inovacgdes em purificacdo se equiparem aquelas obtidas nos
processos de bioconverséo, os estudos de técnicas de purificacdo devem objetivar
aumento de resolucgédo, simplicidade, rapidez, facilidade de ampliacdo de escala e a
possibilidade de operacdo em sistema continuo. Dentro deste contexto esté inserida
a extracdo liquido-liquido de biomoléculas em diferentes sistemas, tais como: (i)

sistemas poliméricos; (ii) sistemas micelares e, (iii) sistemas micelares reversos.
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O processo de separacdo pela extracdo liquido-liquido (ELL) é um dos
principais procedimentos empregados na industria, dado sua simplicidade, custos
baixos e facilidade de ampliacdo de escala. O processo convencional envolve a
transferéncia de massa (um soluto) entre dois liquidos imisciveis, ou parcialmente
misciveis, geralmente um solvente aquoso e outro solvente organico. Nos Ultimos
anos vém se ampliando os estudos de ELL com a utilizagdo de fluidos complexos
em processos de extracdo de biomoléculas. Para tanto, propde-se a adicdo de
tensoativos ou copolimeros as solugbes aquosas (sistemas micelares aquosos
bifasicos), ou ainda a utilizacdo de microemulsdes de tensoativos em solventes
organicos (sistemas micelares reversos) (HASMANN et al., 2007; RANGEL-YAGUI
et al., 2003; VENTURA et al., 2012).

Em contraste com sistemas organico-aquosos convencionais, o sistema de
duas fases aquosas (SDFA) forma um ambiente ameno para biomoléculas, pois a
massa de ambas as fases sdo constituidas principalmente de 4gua e a maioria dos
agentes formadores de fases tem efeito estabilizante na estrutura terciaria de
proteinas e na atividade biologica (ALBERTSSON, P. A et al.,, 1987; DREYER;
KRAGL, 2008; FERNANDES, SHERYL et al., 2002; HATTI-KAUL, R, 2000).

A extracdo destas biomoléculas depende principalmente de suas
propriedades fisico-quimicas, tais como ponto isoelétrico, hidrofobicidade, massa
molar etc; mas também das propriedades das fases, como tipo e concentracédo de
polimero ou tensoativo, pH, tipo e concentracdo de sais presentes, entre outras
(HAMMAR, 1994; NORRBY; ALBERTSSON, P. A, 1960; PHILIPSON;
ALBERTSSON, P. et al., 1960).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. EXTRACAO/CONCENTRACAO DE BIOPRODUTOS EM SISTEMA DE
DUAS FASES AQUOSAS (SDFA)

Produtos derivados de processos biotecnolégicos sdo geralmente obtidos de
forma diluida e a partir de meios complexos contendo contaminantes diversos, tais
como: células, componentes celulares, proteinas contaminantes, componentes do
meio de cultura, pigmentos, polissacarideos etc. Tais contaminantes podem diminuir
a atividade biol6gica de uma molécula, ou até mesmo inviabilizd-la no momento da
utilizacdo (HUSTEDT et al., 1985; PLATIS; LABROU, 2006).

O sistema de duas fases aquosas, SDFA, vem sendo utilizado como uma
ferramenta para a separacao de biomateriais, tendo sido testado com sucesso para
a extracao e purificacdo de proteinas (PLATIS; LABROU, 2006), bioparticulas (virus)
e células intactas (GARCIA-PEREZ et al., 1998), particulas virus-like (BENAVIDES
et al., 2006; LUECHAU et al., 2011), corpos de inclusdao (WALKER, SIMON G;
LYDDIATT, ANDREW, 1999), DNA-plasmidial (JOHANSSON, H.-O. et al., 2012;
LUECHAU et al., 2009; RIBEIRO et al., 2002; TRINDADE et al., 2005), substitutos
mimicos de vetores virais e vetores adenovirais (BRAAS, G. M. F.; WALKER, S G; et
al., 2000), além de compostos inorganicos produzidos por microrganismos (RITO-
PALOMARES et al., 2001) (Rito-Palomares, Negrete et al., 2001).

O principio do método de separacdo em um sistema de duas fases € a
distribuicdo seletiva das substancias entre elas (FERNANDES, S et al., 2001). Essa
distribuicAo é governada por uma gama de parametros relacionados com as
propriedades das fases do sistema e das substancias e a interacdo entre as duas
(ALBERTSSON, P. A et al., 1987; HASMANN et al., 2007). Contudo, a particdo pode
ser feita seletivamente por manipulacdo das propriedades do sistema, de forma a
tornar uma determinada interacdo predominante. A grande variedade de fatores
contribuindo para particdo torna o sistema muito versatil, em comparacdo com
técnicas de separacdo como centrifugacdo, eletroforese e outras, permitindo o
fracionamento de espécies moleculares e particuladas diferindo muito pouco uma da
outra (HASMANN et al., 2007).
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2.2.EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DE VIRUS

O método de extracdo liquido-liquido para separar compostos é baseado nas
diferentes interagcfes entre os solutos e liquidos imisciveis, usualmente agua e um
solvente organico. Isso faz com que uma substancia ou mais sejam extraidas de
uma fase para a outra, ou mesmo, que seja retida na interfase desses dois liquidos.
Um tipo de extracao liquido-liquido € o sistema de duas fases aquosas (SDFA). Na
extracdo de virus o SDFA vem sendo utilizado em diversos estudos (KAMEI,
DANIEL T et al., 2002; PHILIPSON; ALBERTSSON, P. A. et al., 1960; SCHLOER;
BREESE, 1982; WALTER et al., 1985). A extracdo de virus e de outras particulas
em SDFA surge como um método mais atrativo para a sua recuperagdo e para a
producédo de produtos biotecnoldgicos, considerando sua capacidade de aumento de
escala e potencial de purificacdo e concentracao de virus (HATTI-KAUL, R, 2000).

O método de ultracentrifugacdo em gradiente de densidade € um método
eficiente para a concentracdo e purificacdo de particulas virais de fluidos de culturas.
Contudo, por vezes, apresenta baixo rendimento na recuperacdo de particulas
infecciosas, ja que pode levar a perdas de componentes necessarios a adsorcado dos
virions as células. O SDFA permite extracdo em condicdes menos danosas para
virions (HATTI-KAUL, R, 2000).

O SDFA ja foi utilizado para fins praticos como, por exemplo, na preparacdo
de vacina para o virus da febre aftosa. Também foi utilizado para a purificacdo de
virus da encefalite equina venezuelana (VEE), em que uma alta pureza foi obtida
num processo de extracdo em trés etapas, sendo que os virus foram alternadamente
particionados para a fase superior e inferior do sistema. Um procedimento parecido
foi discutido por Philipson et al. (PHILIPSON; ALBERTSSON, P. A. et al., 1960) e
Norrby e Albertsson (NORRBY; ALBERTSSON, P. A, 1960).

2.3.VIRUS

Virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios e precisam, portanto, de uma
célula hospedeira para completar seu ciclo. Existe uma grande variedade de virus,
guanto a forma, conteddo gendmico, arranjo estrutural, infectividade, tipo de

replicagdo e outras caracteristicas. Em uma definicdo basica, tem-se que virus séo
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compostos de um genoma e uma ou mais proteinas cobrindo esse genoma. A
informacdo genética para tais proteinas que envolvem o genoma e outras
informacBes necessarias para a replicacdo do virus estdo parcial ou totalmente
codificadas nesse genoma (FIELDS et al., 1996).

A multiplicacdo viral ocorre basicamente a partir da interacdo especifica de
estruturas virais com a superficie da célula hospedeira, em que o genoma viral vai
ou ndo até o nucleo. A expressao desse genoma nas células, por mecanismos
celulares e/ou virais, levara a replicacdo do acido nucléico viral e a sintese de
proteinas virais. Novas proteinas estruturais virais irdo se agregar, formando o
capsideo viral no qual o genoma viral € incluido. Os virus assim formados, ou seja, a
progénie viral € liberada e assim pode repetir o processo de multiplicagcdo em novas
células hospedeiras (WAGNER, 2008).

A terapia génica vem sendo estudada como alternativa para alguns
procedimentos clinicos convencionais. Na teoria, com essa técnica seria possivel
curar ou tratar desordens como fibrose cistica, doencas cardiovasculares, doencas
autoimunes e alguns tipos de cancer (FLOTTE, 2007). A terapia génica necessita de
um sistema de transporte de material genético. Alguns virus podem ser utilizados
com essa finalidade, devido sua capacidade de inserir material genético externo em
células hospedeiras. Outra caracteristica é a capacidade de seletividade desses
vetores, que vem sendo estudada de forma a ser direcionada ao alvo terapéutico
(WAEHLER et al., 2007).

2.4.ADENOVIRUS

Adenovirus séo virus de DNA dupla fita, descritos inicialmente por Rowe e
colaboradores (ROWE et al.,, 1953) enquanto estavam tentando cultivar tecido
adendide no laboratdrio. Esses virus foram entdo estudados sobretudo como modelo
para processos basicos celulares de eucariotos como a transcricdo, processamento
de RNA, replicacdo de DNA e tradugéo (LANGLAND et al., 2006).

Adenovirus (Ad) sao virus ndo envelopados, compostos de um capsideo
icosaédrico, de 70-90nm de diametro com uma proteina externa envolvendo
nucleoproteinas mais internas (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). O

capsideo dos Ad consiste em 252 subunidades chamadas capsémeros, 240
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proteinas hexons e 12 bases pentameras. Além dessas, 0 capsideo possui outras
proteinas tais como pllla, pVI, pVIll e pIX (MAJHEN et al., 2006). Ad possuem 12
vértices no capsideo os quais tém uma base penton rodeada por cinco hexons. A
base penton age como ancora para a proteina em fibra que sai do virus como uma
antena. Essa proteina em fibra € um homotrimero no qual trés polipeptidios séao
orientados em paralelo (STOUTEN et al., 1992) e possuem trés dominios, funcional
e estruturalmente diferentes: um N-terminal, que liga ndo covalentemente a fibra ao
pentdmero base, um C-terminal que forma uma saliéncia (knob) similar a uma hélice
(XIA et al., 1994) e responsavel pela ligagdo com o receptor, e uma em forma de
haste, cujo comprimento depende do sorotipo do virus (GREEM et al., 1983).

A montagem das particulas virais no nucleo de uma célula infectada por
adenovirus comeca por volta de 8 horas ap0s infeccdo e resulta na producdo de
uma progénie de 10*-10° particulas por célula, as quais sdo liberadas por lise celular
como particulas maduras 30-40 horas depois da infeccédo (FIELDS et al., 1996).

Os virus sao transportadores de acidos nucléicos naturais, tanto para DNA
guanto para RNA, dependendo do virus. Muitas vezes, alguns virus conseguem
inserir esse material nucléico eficientemente em células hospedeiras (KUBO et al.,
2011). Adenovirus apresentam algumas caracteristicas que os tornam um potencial
vetor para a entrega de genes (gene delivery) em células eucaridticas. Ad
recombinantes podem ser produzidos em altas concentracdes, tém relativamente
alta capacidade para insercdo de transgenes tanto em células quiescentes quanto
naquelas em divisdo, sem incorporacdo do DNA viral no cromossomo do
hospedeiro. Apdés a infeccdo, a expressao de transgenes é eficiente em curtos
periodos, de semanas a meses. Essa caracteristica direciona a aplicacdo desse tipo
de vetor para o tratamento de cancer, por exemplo. Por ser um virus em que o
material genético ndo € acoplado a um cromossomo ndo possui O risco de ativar
oncogenes (MAJHEN et al., 2006).
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Figura 1 - Representagdes esquematicas de adenovirus.
Fonte: RCSB — PDB (www.pdb.org )
Fibra (1), caps6meros penton (2) e capsémeros hexons (3).

Vetores virais para terapia génica em cancer devem ser idealmente seletivos
para os tecidos em que a entrega do gene é desejada, limitando desse modo a
toxicidade para as células vizinhas. Atualmente, aproximadamente 2/3 de todos os
testes clinicos com terapia génica sao voltados para o tratamento de cancer e
aproximadamente 24% de todos os testes clinicos em terapia génica utilizam vetor
adenoviral, seguido pelos vetores retrovirais, com aproximadamente 21%
(EDELSTEIN, 2012).

2.5.SISTEMAS MICELARES DE DUAS FASES AQUOSAS (SMDFA)

Na formacdo dos sistemas micelares de duas fases aquosas empregam-se
agentes de superficie (tensoativo), os quais consistem de moléculas anfifilicas que
possuem uma por¢cdo ndo polar e outra polar. Os tensoativos podem ser
classificados em trés classes gerais: (i) idnicos, que possuem cabeca positiva ou
negativamente carregada; (ii) nao-idnicos, que possuem cabeca polar capaz de
realizar ligacdes de hidrogénio com a agua e, (iii) zwiteribnicos, que possuem

cabeca caracterizada por um dipolo. Dentre os tensoativos ibnicos ha os aniénicos


http://www.pdb.org/
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(negativamente carregados), como lauril sulfato de sodio (SDS e AOT) e os
cationicos (positivamente carregados) como o0 brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB). Triton-X e lecitina de soja sdo exemplos tipicos de tensoativos nao iénicos
(ou neutros) e zwiteridnicos, respectivamente (MANIASSO, 2001).

Moléculas anfifilicas, acima de uma concentracdo chamada concentracao
micelar critica (CMC), formam, em solugdo aquosa, aglomerados de moléculas que
podem assumir formas e dimensdes diferentes, denominadas micelas. Nas micelas,
as cabecas hidrofilicas estdo localizadas em permanente contato com a agua
enquanto as caudas hidrofébicas sdo mantidas no seu interior sem contato com o
solvente e, mesmo apés o aparecimento de micelas, continua havendo moléculas
anfifilicas dispersas na solucdo. Se utilizarmos solventes apolares serdo formadas
as chamadas micelas reversas, onde a cauda fica na parte exterior em contato com
0 solvente e a cabeca polar no interior. Estas definicbes descrevem o agregado e
seus componentes, porém nao deixam claro serem os sistemas micelares estruturas
dindmicas as quais podem alterar os constituintes, incluindo o contetdo de agua,
tensoativos e outros (MAZZOLA et al., 2008).

No sistema micelar de duas fases aquosas, uma solucéo de tensoativos, sob
condicdes apropriadas, separa-se, espontaneamente, em duas fases liquidas
predominantemente aquosas, porém imisciveis (Erro! Fonte de referéncia nao

encontrada.).

g —
‘;)

Interface

*
ﬁ]ﬁ » Temperatura (°C)

Solugao Monofasica

Figura 2: Representacdo esquemaéatica de sistema micelar de duas fases aquosas (SMDFA)
composto de tensoativo.
Fonte: Autor
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Fd: Fase pobre em mic elas; Fc: Fase rica em micelas. Solugdo monofésica composta de tensoativo
acima da concentragao micelar critica (CMC).

As condi¢cdes em que o sistema micelar é formado podem ser observadas em
um diagrama de fases (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Uma das
fases possui maior concentracdo de micelas que a outra, sdo denominadas fase rica
e pobre em micelas, respectivamente (LIU, C. L. et al., 1998). Alguns fatores
influenciam o sistema micelar de duas fases aquosas, como tipo de tensoativo
usado na formacdo das micelas, adicdo de sais, presenca de ligantes de afinidade
junto as micelas, pH , temperatura e outros (EVERBERG et al., 2006).

32
T(°C)
31 »
30 ¢ Regido bifasica
29 »

28 # Fasedefundo-F, Fase de topo - F4 .
(rico em micelas) (pobre em micelas)

27 Wg------------- Wom=mmmmmmmmea

26 -»

25 e

Regidao monofasica
24 e

23

22

S U R

6 8 10 12 14
[Triton X-114] (%, m/m)

Figura 3: Diagrama de fases de um SMDFA formado com Triton X-114, demonstrando a regido

bifasica e regido monofasica.

Fonte: Autor

A raz&o volumétrica de um sistema composto por 4% de Triton X-114 a 27°C esta indicada pela linha

tracejada horizontal. . e ®y4 representam a porcdo volumétrica de F. e Fq4, respectivamente, no
SMDFA.

A particdo de compostos como proteinas € governada primariamente por
interacdes repulsivas, estéricas, por volume de exclusdo entre proteinas hidrofilicas
globulares e micelas cilindricas ndo carregadas, o que conduz as proteinas
principalmente para a fase pobre em micela. Porém, a utilizacdo de tensoativos com

cabecas carregadas, misturadas com tensoativos nao iénicos, possibilita direcionar a
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particdo dos compostos, dependendo da sua afinidade pelo tensoativo constituinte
da micela (LEE; SU, 1999; SAITOH; HINZE, 1995; SIVARS; TIERNELD, FOLKE,
2000).

A variacdo do pH gera mudanca na distribuicdo de cargas em proteinas e
possivelmente em particulas virais. Dependendo do pH essas estruturas podem
estar carregadas negativa ou positivamente, ou ainda serem neutras, sendo que no
ponto isoelétrico (pl), a somatdria das cargas € praticamente nula. Onde a somatoria
de cargas da proteina € praticamente nula, existirda apenas o efeito do tamanho e
concentracdo do tensoativo e do tamanho e composi¢cao da superficie da proteina
(FORCINITI et al., 1991).

Para avaliarmos se o SMDFA pode ser aplicado para a extracdo do
adenovirus humano sorotipo 5 (HAdv-5) nés extraimos lisados celulares contendo
adenovirus com o sistema utilizando um planejamento fatorial. Essa metodologia
nos permitirqd avaliar se os fatores estudados (temperatura de extracdo, pH da
suspensao viral e concentracdo de Triton X-114) sdo importantes para extracao e

purificacdo do adenovirus.



24

3. OBJETIVO

Avaliar a particio e o rendimento na extracdo do Adenovirus (Ad) em

sistemas micelares de duas fases aquosas.

3.1.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar efeitos do processo de extragdo do SDFA sobre a integridade e
infectividade dos Adenovirus;

e Estudar o efeito da variacdo de pH, temperatura, concentracdo de
tensoativo na particdo e recuperacdo de adenovirus em sistemas
micelares de duas fases aquosas utilizando planejamento fatorial
completo 23 com 4 pontos centrais;

e Avaliar a particdo viral em sistemas com diferentes volumes para

observar efeito da mudanca de escala no processo de extracao.
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4. MATERIAL E METODOS

O tensoativo Triton X-114 foi adquirido da Sigma-Aldrich. Adenovirus humano
sorotipo 5 (HAdv-5) foram obtidos em suspenséo a partir do cultivo em células renais
embrionarias humanas 293 (HEK-293).

Os iniciadores utilizados para as reacdes de PCR foram os pares hexAA1885

(5-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3)) e hexAA1913 (5
CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT 3) e o par nehexAA1893 (%
CCACCGAGACGTACTTCAGCCTG 3’) nehexAA1905 (5’

TGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC 3’). Ambos os pares de iniciadores séo
codificantes da regido da proteina constituinte do capsideo viral, o hexon (ALLARD
et al., 1992). O par de iniciadores “nehex” possui sua sequéncia no interior da regiao
amplificada pelo outro par de iniciadores, com pode ser observado no esquema
abaixo, sendo utilizado para reacédo de nested-PCR e em testes iniciais com o PCR
quantitativo (PCRq) (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). A reagdo de
nested-PCR, € uma variacdo da reacdo de cadeia da polimerase, em que reacdes

consecutivas sdo realizadas utilizando diferentes pares de iniciadores.

DNA Genomico de adenovirus humano tipo 5 (35,9 Kb)

Hexon
5’ 3’
[ | —
HexAA1885§+ <-|HexAA1913
i 300 pb :
- ) .
. — — -
NeHexAA1893> <iNeHexAA1905
! 142 pb

2)

Figura 4: Representacdo esquematica das regides amplificadas nas reacdes de PCR.
Fonte: Autor

A regido amplificada € correspondente a regido codificadora do hexon no

genoma adenoviral. 1) Sequéncia de 300 pb amplificada pelos pares HexAA1885 e
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Hex 1913. 2) Sequéncia de 142 pb amplificada na regido interna da sequéncia 1,
pelo pares de iniciadores NeHexAA1893 e NeHexAA1905. A amostra viral foi
gentilmente cedida pela Prof. Dra. Maria Silvia Viccari Gatti, do Instituto de Biologia
da UNICAMP (Campinas, SP) que também auxilia no treinamento do mestrando

para a obtencéo da suspenséo viral, quantificagéo por titulacao viral.

4.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Estudo da influéncia das variaveis: temperatura de extracdo, pH da
suspensao viral e concentracdo do tensoativo Triton X-114 nos parametros de
avaliacdo da extracao e purificacdo foi realizado utilizando o planejamento fatorial.
Os experimentos foram preparados em tubos de centrifuga de 15mL,
acondicionados em banhos com controle de temperatura (£0,01°C). As massas
totais dos experimentos foram de 5,00g, a menos que especificado outro valor. As

variaveis foram estudadas da forma descrita abaixo.

4.1.1. Planejamento Fatorial Completo com Pontos Centrais

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que possui diversas
aplicacoes, entre elas, reduz o nimero de ensaios para estudo de fatores e
geralmente indica uma direcdo promissora para melhorar parametros de interesse
(BOX et al., 2005). Planejamento fatorial completo 2° com quatro pontos centrais foi
escolhido para realizar os experimentos. Dois niveis para cada uma das trés
variaveis (Temperatura de extracdo, pH da suspensdo viral e concentracdo do
tensoativo Triton X-114) foram definidos como apresentados na Tabela 1 e
esquematizados na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

Foram realizados experimentos utilizando tamp&o Mcllvaine, porém o mesmo
apresentou interferéncia na técnica analitica PCRq (Reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa) e ndo foi mais utilizado. A solugdo adotada foi utilizar a
suspensao viral misturada diretamente com o Triton X-114 formando o sistema de
micelar de duas fases aquosas. O intervalo das variaveis foi determinado de acordo

com a experiéncia do grupo de pesquisa do Prof. Adalberto Pessoa Jr.



Tabela 1: Planejamento Fatorial 23,
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Ensaio Temperatura (°C) pH [Triton X-114] (%m/m) Caodigo
A 33,0 6,0 1,0 -1,-1,-1
B 37,0 6,0 1,0 +1,-1,-1
C 33,0 7,0 1,0 -1, +1, -1
D 37,0 7,0 1,0 +1, +1, -1
E 33,0 6,0 11,0 -1,-1, +1
F 37,0 6,0 11,0 +1,-1, +1
G 33,0 7,0 11,0 -1, +1, +1
H 37,0 7,0 11,0 +1, +1, +1
I 35,0 6,5 6,0 0,0,0
J 35,0 6,5 6,0 0,0,0
K 35,0 6,5 6,0 0,0,0
L 35,0 6,5 6,0 0,0,0

*Coluna codigo representa os niveis das variaveis, (-1) indicando nivel baixo da variavel, (+1)
indicando nivel alto da variavel e (0) indicando os niveis centrais.

Figura 5: Esquema ilustrativo do planejamento fatorial 2°com 4 pontos centrais.

Fonte: Autor

Temperatura(°C)

Letras representam os ensaios realizados. Cada aresta do cubo representa a faixa de estudo de uma

variavel.
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4.2. CULTURA DE CELULAS

4.2.1. Obtencéo de virions de Adenovirus Humano Tipo -5

HEK-293 foram utilizadas para a obtencdo de adenovirus em suspensdao.
Adenovirus Humano tipo — 5 (HAdv-5), foram gentilmente cedidos pela Profa. Maria
Silvia Gatti do Instituto de Biologia - Unicamp. As células HEK-293 foram cultivadas
em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e solugdo de antibidticos (penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 ug/mL),
acrescido de 1,1uM de piruvato de sédio em garrafas de 25 cm? e de 75 cm?® Sub-
cultivos dessa linhagem celular sdo obtidos com o uso de solugéo de tripsina 0,25%,
EDTA 0,053M, na proporcédo de 1:5 (http://www.atcc.org/).

Para o cultivo de adenovirus, células HEK-293 foram incubadas por 48 horas
a 37°C, em estufa com 95% de umidade e 5% de CO,. Monocamada de células
cultivadas em garrafas de 75 cm? foram pré-incubadas com 30 mL PBS* (154 mM
NaCl, 5,6 mM, 1mM KH,PQO,4, 90 uM CaCl;, e 49 uM MgCl,) por 15 min, seguido por
30 mL de meio DMEM por 5 min. Foram adicionados 8 mL de suspensao viral em
diluicbes capazes de induzir 100TCID50% (dose infectante capaz de induzir 50% de
efeito citopatico na monocamada celular) na monocamada celular acondicionada na
estufa nas mesmas condicfes de cultivo celular, agitando levemente a cada 15 min.
Apods 2h o inoculo foi retirado e foram adicionados a monocamada 50 mL de DMEM,
0,5% SFB e solucao de antibiéticos, nas mesmas concentracdes ja indicadas. Apés
72 horas da infeccdo, a monocamada foi observada para a presenca de efeito
citopatico (ECP) tipico de adenovirus, ou seja, arredondamento celular, seguido de
desprendimento da monocamada. A suspensdao viral assim obtida foi congelada e
descongelada por trés vezes e estocada até o seu uso a -20°C por ndo mais que um

meés.

4.2.2. Teste de infectividade viral em placas de 96 pocos

A infectividade viral foi avaliada em placas de 96 pocos que foram preparadas

adicionando 150 pL de suspencéo celular de HEK-293 na concentracgéo de 6,6 x 10*
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células/mL contadas em camera de Neubauer. A solucdo foi preparada diluindo as
células cultivadas em garrafas de cultivo com meio DMEM, 10% SFB e solucéo de
antibioticos na concentracdo desejada. As placas foram cultivadas por 24h antes da
infeccdo. O teste de infectividade foi realizado adicionando 50uL de suspencéo viral
em diluicdo seriada, com 8 replicatas para cada diluicdo. As diluicbes foram
realizadas em meio DMEM adicionando 100 pL de suspenc¢ao viral em 900uL de
meio em microtubos de 1,5mL usando a diluicdo anterior. A Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada. apresenta um esquema de placa preparada para teste

de infectividade.
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Figura 6: Esquema representativo da placa do teste de infectividade.

Fonte: Autor

100 uL da amostra viral a ser testada sé@o adicionadas a 900 pL de meio DMEM e homogeneizados. A
diluicdo seriada € conduzida utilizando esses volumes e homogeneizacfes. 50 uL das diluicdes
preparadas foram adicionadas a cada poco correspondente. As colunas 11 e 12 sempre foram
utilizadas como controle celular (CC).

Apbs 72 horas, as placas foram congeladas e descongeladas para lise celular
e estocadas até o dia da extracdo do DNA adenoviral. Para evitar contaminacao no
processo de extracdo do DNA de cada poco, um filme adesivo plastico foi colado
sobre 0s pogos e a extracdo foi conduzida inicialmente pelas maiores diluicdes até
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as de menor diluicdo. Todos os pogos foram homogeneizados por pipetagem,
puxando e soltando o contetdo do poco repetidas vezes.

4.3.DETERMINACAO DAS CURVAS BINODAIS (OU DE COEXISTENCIA) -
SISTEMAS MICELARES

A curva binodal de solugcdo aquosa de suspenséo viral e Triton X-114 foi
determinada de acordo com o método do “ponto de névoa’ descrito
(BLANKSCHTEIN, DANIEL et al., 1986). Este método consiste em, visualmente,
identificar a temperatura, Tnhevoa, N@ qual solucées com concentracées conhecidas de
tensoativo tornam-se turvas a medida que se aumenta a temperatura. Solucdes
contendo diferentes concentragcdes de Triton X-114 foram colocadas em um banho
transparente termorregulavel. Inicialmente cada solucdo foi resfriada a uma
temperatura suficientemente baixa (~12°C) para que o sistema apresentasse uma
Unica fase, clara e homogénea. A partir desse ponto, a temperatura foi lentamente
aumentada (de 0,01 em 0,01 °C) até que a solucdo se tornasse turva (Erro! Fonte
de referéncia ndo encontrada.). Esse procedimento foi realizado em triplicata para
cada valor de concentracdo e o ponto de névoa definido como a média dos trés
valores de temperatura determinados. A curva binodal foi obtida tracando-se os

valores de Tngva €M funcdo da concentracao do tensoativo.

Figura 7: Ponto de névoa de um sistema micelar composto de suspensao viral e Triton X-114.
Fonte: Autor
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Foram preparados sistemas micelares com distintas concentragbes de
tensoativo e suspensao viral em diferentes pH. Os sistemas foram preparados com
massa total de 3g. As concentracdes de Triton X-114 analisadas foram: 0,5; 1; 3; 5;
7,9 e 11 % (m/m), os pHs das suspensdes virais utilizadas no preparo do SMDFA
foram6,6,5e 7.

4.3.1. Remocéao das fases

As fases formadas no sistema foram recolhidas metodicamente, de forma a
evitar a mistura das duas fases nas amostras obtidas. A fase superior, pobre em
micelas, foi recolhida utilizando micropipeta de 1000uL. A fase inferior foi obtida
perfurando o tubo plastico dos sistemas com agulha e seringa, recolhendo a maior

parte da fase inferior, rica em micelas.

4.4. CLONAGEM

4.4.1. Producgéo de amplicons

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizou sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores sintetizados pela Invitrogen® e foi realizada segundo
recomendacdes de ALLARD et al.,(ALLARD et al., 1992). Estes oligonucleotideos
identificam a regido conservada que codifica o hexon, comum para todos os
sorotipos do género Mastadenovirus. A primeira amplificacdo foi realizada utilizando-
se o0 par de iniciadores hexAA1885 e hexAA1913. As reacdes foram feitas
preparando-se uma solucéo de reagentes (master mix) contendo 10mM de tampéao
de reacdo, 200pM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 80nM de cada
iniciador, 1nM de MgCIZ, 2,5 unidades de Tth-DNA-polimerase (originaria de

Thermus thermophilus, Biotools) (GREEN; LEWIS, G. D., 1995). Para um volume
final de solugdo de 50uL, 5uL de DNA extraido foi acrescido. O primeiro ciclo de
desnaturacao foi feito durante 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1

minuto, 60°C por 1 minuto para o anelamento dos iniciadores e 72°C por 45
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segundos para a extensao. Ao final dos ciclos de amplificacdo, foram programados
mais 7 minutos a 72°C para a extenséo final das moléculas de DNA amplificadas,
seguido de temperatura de resfriamento de 4 °C por tempo indeterminado.

O nested-PCR foi realizado nas mesmas condi¢des, usando-se o par de
iniciadores nehexAA1893 e nehexAA1905 e adicionando-se a solucdo de reacéo 1
ML de amplicon da reacdo descrita anteriormente. O segundo par de iniciadores
utilizado deve ser especifico para uma regido no interior da sequéncia amplificada

da primeira reacao

4.4.2. Extragao dos amplicons

A amplificagéo dos fragmentos foi realizada utilizando os pares de iniciadores
(sense e anti-sense) nas condi¢cdes anteriormente descritas e a confirmacdo da
presenca dos produtos foi realizada com uma eletroforese em agarose. O produto da
reacdo de PCR foi extraido adicionando dois volumes de etanol absoluto e 10 % em
volume de acetato de so6dio 3M, mantendo-os em gelo seco por 30 min. Apds esse
periodo foi centrifugado a 15.600 RCF (Relative Centrifugal Force) a 4°C por 30 min.
Apods remocdo do sobrenadante, foi adicionado 1mL de etanol 70°GL, e os tubos
foram submetidos a nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes por 10 min. O
sobrenadante foi removido e os tubos foram secos em repouso a temperatura
ambiente. O DNA precipitado foi entdo ressuspendido em 40uL de &gua ultra pura

autoclavada.

4.4.3. Quantificacdo dos amplicons extraidos

A quantificacdo dos amplicons foi realizada utilizando o NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer. Os valores de concentragdo de acidos nucléicos foram
utilizados para o preparo da reagdo de insercdo do fragmento no plasmideo
comercial. A relacdo OD 260/280 foi observada para avaliar a eficiéncia da

purificacao.
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4.4.4. Insercdo dos amplicons no plasmideo comercial

Os amplicons foram inseridos em plasmideo pGEM®-T Easy Vector Systems
ou em plasmideo pGEM®-T Vector Systems. Os fragmentos foram adicionados aos

componentes do kit da seguinte forma (Tabela 2):

Tabela 2: Condi¢bes da reacéo de insergao do fragmento de DNA do Adenovirus no plasmideo
comercial.

Componentes Quantidade
2X Rapid Ligation Buffer 5,0 pL
pGEM-T ou pGEM®-T Easy Vector (50ng/ul) 1,0 L
Fragmentos 500 ng/ pl 0,5 yL
T4 DNA ligase 1,0 uL
H.O 2,5 L

A reacdo de ligacao foi realizada overnight a temperatura ambiente.

4.4.5. Transformagao de Escherichia coli

A transformacao foi realizada utilizando células competentes de Escherichia
coli gentilmente cedida pelo Prof. Mario Hirata, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas-FCF/USP. A transformacéo foi realizada em tubo de microcentrifuga,
adicionando 100pL de E. coli competente a 10uL de solugéo da reagcao de insercao.
No total, foram adicionados 50ng de DNA plasmidial. Os tubos foram
acondicionados em banho de gelo por 30min e logo apés esse periodo, foram
mantidos em banho-maria 42°C por 2min. Apds essa incubacédo, 1mL de meio LB
(Meio Luria-Bertani) foi adicionado nos tubos mantidos a 37°C por 1 h. Em placas
com meio LB 1% de agar + 100 pg/mL de Amp (ampicilina), foram adicionados 100
pL do material incubado, mantendo os em estufa 37 °C por 16 h.

4.4.6. Selecédo de bactérias transformadas

A transformacgéo das bactérias, ou seja, a inser¢cdo do plasmideo produzido
nas E. coli permitiu obter bactérias com o plasmideo e portando resisténcia a
ampicilina. Apés 16 h de incubacdo no meio LB 1% de éagar, 100 pg/mL de

ampicilina as colénias com maior crescimento foram selecionadas e colocadas em
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5mL de meio LB-Caldo com ampicilina 100 pg/mL em shaker a 140 RPM, 37°C por
18 horas. Apds esse tempo o caldo foi utilizado para extrair o DNA plasmidial.

4.4.7. Extracdo de plasmideo

Foi utilizado o kit “HiYield™ Plasmid Mini Kit / 96-well Plasmid Kit” da RBC
Bioscience® seguindo o protocolo do fabricante. Foram obtidos 30 pL de DNA
plasmidial para cada colonia replicada em meio LB-caldo. A quantificagdo da

concentracéo de plasmideos foi realizada utilizando o NanoDrop®.

4.5.EXTRACAO DO DNA ADENOVIRAL PARA REACOES DE PCRQ

O processo de extragdo do DNA adenoviral foi baseado no processo descrito
por Wold & Tollefson et al. (2007). As amostras testes foram diluidas, 5uL de
amostra em 45uL de agua para as amostras da fase pobre em micelas (Fd) e uma
diluicdo seriada com esses volumes foi realizada para as amostras da fase rica em
micelas (Fc) até diluir 100X. A essa diluicdo foram adicionados 9,3pL de Proteinase
K master mix (Tabela 3). Incubaram-se as amostras a 37°C por 60min. O material

digerido foi utilizado nas reag¢des de PCRag.

Tabela 3: Condi¢8es da reacao de digestdo por Proteinase K.

Componente Quantidade
Tampao de digestdo da Proteinase K (6,6X)* 9,0 uL
Proteinase K (15,6 mg/mL) 0,3uL
Amostras teste diluidas 50,0 L

O tampao de digestdo da Proteinase K (6,6X) era composto por: Tris-HCI
66,6mM, pH 8,0; Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 66,6mM, Dodecil sulfato
de sadio (SDS) 1,65% (m/v).



35

4.6.METODOLOGIAS ANALITICAS

4.6.1. PCRq, método de Ct

Para as reacées de PCRq foi utilizado o kit “SYBR® Green PCR Master Mix”
no sistema 7500 Fast Real-Time PCR da Applied Biosystems®. As reacdes foram
realizadas utilizando um volume de reacéo de 10uL. As reacdes foram realizadas em
quatro estagios. O primeiro estagio foi realizado a 50°C por 2min, o segundo a 95°C
por 10min, o terceiro foi realizado 40 ciclos de duas etapas; 95°C por 15s, seguido
de 60°C por 1 min (essa foi a temperatura utilizada, a menos se descrito a
mudanca). A quarta etapa foi uma etapa de dissociacao, realizada em outras trés
etapas; 95°C 15s, seguido de 60°C por 1min e 95°C por 15s. Os resultados foram
analisados utilizando software “7500 System SDS” e o Microsoft Office Excell. O
valor determinado pelo aparelho denominado de Ct (Ciclo em que a reagao atinge a
linha de amarracéo) foi utilizado para quantificar as concentracbes de adenovirus
nas amostras. Uma curva padréo foi realizada utilizando os valores de Ct para a
diluicdo seriada do DNA plasmidial de concentracdo conhecida. A curva padréo
permitiu quantificar as amostras de concentracdo de DNA desconhecida. Todas as
amostras foram diluidas 50X antes de realizar as reagdes de PCRq.

O método Ct assume que as condi¢des da reacdo do padrao (DNA plasmidial)
sdo as mesmas para as reacdes das amostras uma vez que se baseiam em uma
linha de amarragéo para determinar os valores de Ct. Para avaliar essa suposicéo,
outro método baseado no artigo de Guescini et al (2008) analisa os resultados sem

assumir mesmas condi¢des de reacao entre amostra e padréo.

4.6.2. PCRq, Método Cy0

O método Cy0 baseia-se no ajuste nao linear da funcdo de Richard
(RICHARDS, 1959) (Equacéo 1) aos resultados brutos da reacdo de PCRq. O valor
Cy0 é o ponto de intersecdo entre o eixo da abcissa e a tangente do ponto de
inflexdo da curva de Richard obtida pela regressdo nao linear dos dados brutos

(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).
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Figura 8: Exemplo de modelagem da reacdo de PCR utilizando a equacéo de Richard.

Fonte: Autor

Fluorescéncia (ARn), fluorescéncia do SYBR® green normalizada pelo fluor6foro ROX. Abscissa em
valores de ciclos de rea¢6es em cadeia da polimerase.

O método foi realizado pelo ajuste da regressao nao linear da equacao de
Richard, uma extensdo da curva logistica de crescimento, de forma a ajustar as

leituras de fluorescéncia a equacgéo de Richard (Equagéo 1).

Equacédo 1

Em que x & o numero do ciclo, Fx é fluorescéncia da reag&o no ciclo x, Fmax é
a fluorescéncia maxima da reacado, ¢ € o ciclo fracionario do ponto de inflexdo da
curva, d representa o coeficiente de Richard e Fb é a fluorescéncia base.

As coordenadas do ponto de inflexado foram calculadas com a Equacgéao 2.

d

Flex = C+blnd,' Fmax +Fb Equacéo 2

d+1
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e a inclinagao da tangente (m) foi estimada com (Equacéo 3):

d+1
d ) Equacéo 3
d+1

Os 5 parametros que caracterizam cada reacéo foram utilizados para calcular

_Fmax<
m =

b

0 CyO0 pela Equacao 4

C

d+1 Fb d+1 d Equacao 4
y ey

0=c+blnd—b(T =

Fmax

Para automatizar essas contas um programa escrito no MATLAB R2009a, foi
desenvolvido utilizando um complemento que realizava o0 ajuste da equacdo de
Richard e determinava os cinco parametros utilizando uma série de Taylor. O ajuste
foi realizado até que a variacdo relativa do Cy0 entre iteradas consecutivas fosse
menor que 0,001. Os valores de Cy0 foram determinados para as amostras de
concentracdo de DNA desconhecidas e para as reacfes do padrdo de concentracao
de DNA conhecidos. Uma curva padrdo relacionando os valores obtidos com a
diluicdo seriada do padrao foi determinada correlacionando os valores de Cy0 com

concentracédo de DNA.

4.6.3. Teste de infectividade baseado em PCRq

O teste de infectividade foi preparado com descrito anteriormente. O principio
dessa andlise se baseia em realizar diluicbes seriadas da amostra teste em placas
de 96 pocos, com 8 replicatas. A concentracdo de particulas adenovirais nas
amostras foi determinada previamente através do PCRq. Em posse dessa
informacdo é possivel calcular a concentracédo final de particulas adenovirais nos
pocos no inicio da infeccdo. Apés 72 horas, a concentracdo € novamente
determinada através de PCRq. Se o numero de particulas quantificadas for superior
ao inserido é plausivel de se concluir que houve replicacéo viral e, portanto, havia
particulas infecciosas na amostra. Apesar de que erros analiticos possam gerar

resultados falsos positivos ou falsos negativos, as particulas virais infecciosas tem
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alta capacidade de replicacdo aumentando sua concentracéo rapidamente reduzindo
esse risco. Algumas equacbOes foram propostas para avaliar os resultados
encontrados e relacionar com a infectividade viral. Elas estdo descritas e explicadas

no item “Paradmetros de avaliacdo do sistema”.

4.6.4. Quantificacdo de proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas utilizando o kit BCA Assay kit da
Sigma-Aldrich. Quantificacdes foram realizadas em placas de 96 pocos seguindo as

recomendacdes do fabricante e a leitura foi feita em leitor de placas a 562 nm.

4.7.PARAMETROS DE AVALIACAO DO SISTEMA

Para avaliar a influéncia das variaveis escolhidas (Temperatura de extracéo,
pH da suspensdo viral e concentracdo de tensoativo) alguns parametros de
avaliacao foram determinados e estdo descritos abaixo, os valores de concentracdo
de copias de DNA adenoviral obtidos pelas metodologias de PCRq foram
consideradas como concentracdo de particulas virais, uma boa suposi¢cdo como
demonstrado por (WANG, F. et al., 2005).

A razédo entre os volumes das fases permite observar a propor¢céao de volume

entre as fases (Equacao 5).

Equacao 5
Vc quac

Em que, V4 é 0 volume da fase diluida em tensoativo e V. € o volume da fase
concentrada em tensoativo.

O coeficiente de particao (K) indica a relacdo de distribuicdo da bioparticula
alvo no sistema de duas fases. No presente trabalho o coeficiente de particao foi

determinado para as particulas virais (K,) (Equacéo 6);

[Ad5F,4]

— Equacéo 6

“ [Adch]
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Em que, [Ad5gg] € a concentracdo de adenovirus na fase diluida em
tensoativo, [Ad5g;] é a concentragdo de adenovirus na fase concentrada em
tensoativo.

Valores K, maiores que 1 indicam particdo preferencial para a fase diluida e
menores que 1 para a fase concentrada. Se o objetivo é recuperar todas as
bioparticulas em uma das fases, valores elevados ou reduzidos devem ser
buscados.

Outro parametro que deve ser avaliado € o rendimento de recuperacdo do
adenovirus (Y,). Foi determinado o rendimento para todas as fases de acordo com a
Equacdo 7 e Equacdo 8, o rendimento da fase diluida possui o indice Fq, € 0

rendimento da fase concentrada o indice F;

[Adst ](VFd) Equacéo 7
[AdsFi ](VFi)

Yora =

[Ad5F, |(Vr,)
Yare = [adsy, |(vy,)

Equacéo 8

Em que, Y, Fq é 0 rendimento da fase diluida, Y, Fc € o rendimento da fase
concentrada, Vrg € VEc sd0 os volumes das fases diluidas e concentradas,
respectivamente, Vg é o volume de suspensao viral adicionada ao sistema e [Ad5g|]
€ a concentracdo de adenovirus na suspensao viral.

O Balango de particulas virais (Bp) pode ser calculado adicionando os
rendimentos de cada fase (Equacdo 9). Esse parametro permite avaliar se esta
ocorrendo perda de particulas virais em outra parte do sistema, por exemplo,

precipitacdo na interfase.

Bp = Ya Fc - Ya Fd Equacéao 9
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O fator de concentracao (C,) € um parametro que avalia se houve aumento na
concentragcdo de adenovirus e foi calculado para a fase diluida como descrito abaixo

(Equacéo 10).

[Ad5p,]

—_ - Equacéo 10

Ca=Tadsy,]

Outro parametro importante para avaliar a eficiéncia de um processo de

extracao é o fator de purificacdo (Equacéo 11),

|Ad5p,]

_ [Ptngg]
P [Ad5; ]

|Ptng;]

Equacéo 11

Em que, [Ptngg] € a concentracdo de proteinas totais na fase diluida em
tensoativo, [Ptng] € a concentragéo de proteinas totais na suspenséo viral.

Em ordem para avaliar a infectividade viral alguns parametros foram
propostos e seguem descritos abaixo.

Poténcia viral (P,) foi definido como a relacdo entre a concentracdo de
particulas virais no inicio da infeccdo pela concentracdo de particulas virais apos o

tempo de infeccdo. A relacdo é calculada com a Equacao 12,

Ad5
. _lads;

[Ad5; ]

Equacgéo 12

Em que, [Ad5g € a concentracdo de particulas virais apds o periodo de
infeccdo e [Ad5j] € a concentragéo de particulas virais no inicio da infecgéo.

A média dos resultados de cada pocgo foi realizada e definida como o
resultado de poténcia viral da amostra testada. Utilizaram-se os valores dos pogos

nas diluicdes de 10 a 10™° excluindo-se os pocos de extremidade. Essa excluséo foi
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adotada para reduzir a influéncia do efeito de borda comum em ensaios em vitro. A
Figura 9 demonstra os resultados utilizados.

CENINCE

n 102 103 104 105 .. 1010
10-10
cc  cc
C 1010
1010
10710
1010
10—10
n s i) i e o ©

Figura 9: Esquema de placa de 96 po¢os demonstrando poc¢os utilizados.

Fonte: Autor

Os valores encontrados dentro das células indicam a diluicdo adicionada aos pogos, CC corresponde
aos controles celulares, a caixa delimita os pogos utilizados para calcular a poténcia viral.

Outro parametro estudado foi a recuperagdo da poténcia viral (Rp,) onde
relaciona-se a poténcia viral encontrada para a suspenséo viral utilizada no preparo
dos sistemas e a poténcia viral encontrada para as amostras testadas (Equagéo 13).

Os valores séo expressos em porcentagem (%).

va =—x100 Equacéo 13
vp

Em que, Py, € a poténcia viral da amostra de fase testada e P, € a poténcia
viral da suspensao viral utilizada no preparo dos sistemas.

Em ordem para avaliar a remogéo seletiva de particulas virais ndo infeciosas
o parametro Poténcia viral especifica (Pyy) foi calculado. A poténcia viral especifica
correlaciona a poténcia viral com o concentracdo de particulas virais. Portanto,
valores elevados de Poténcia viral especifica indicam que houve aumento da
proporcao de particulas virais infecciosas por particulas virais totais. Ela € calculada
como descrito a seguir (Equacao 14),
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P,, % 107
¢ [Ad5]

Equacédo 14

P,

O valor de P, foi multiplicado por 10’ para normalizar os valores, tendo em
vista que os valores encontrados para concentracdo de particulas adenovirais [Ad5]
séo elevados.

Outro parametro estudado foi a recuperacdo da poténcia viral especifica
(Reve) ONde relaciona-se a poténcia viral especifica encontrada para a suspensao
viral utilizada no preparo dos sistemas e a poténcia viral encontrada para as

amostras das fases testadas. Os valores sao expressos em porcentagem (%).

P
Rpyy = == % 100 Equagéo 15

Pype

Em que, Py € a poténcia viral especifica para a amostra testada e Py, € a
poténcia viral especifica para a suspensdo viral inicial, utilizada como padrao.
Esse parametro permite avaliar se houve aumento da poténcia viral especifica

em relacdo a suspensao viral ou se houve perda durante o processo de extracao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.0BTENCAO DO VIiRUS

Os Adenovirus foram cultivados em células HEK-293, que foram monitoradas
para observacéo de efeitos citopaticos. Diferentes graus de ECP ao longo dos dias
de incubacdo dos ensaios foram observados. As Erro! Fonte de referéncia néao
encontrada., 11 e 12 mostram fotos com diferentes graus de infec¢éo, assim como
um controle celular. A intensidade do ECP é dependente da concentragédo de virions
utilizadas para infectar as células HEK-293 e o tempo de incubacdo com o virus. O
efeito citopatico se caracteriza pelo arredondamento celular e desprendimento da
monocamada. A morfologia celular foi utilizada como controle de processo para

obtencédo do adenovirus.

Figura 10: Foto exemplo de infec¢cdo com inicio da formacédo de agregados celulares.

Fonte: Autor

Observa-se 0 ECP de adenovirus em células HEK-293, onde as células infectadas comecam a se
alterar (indicado pela seta —). A imagem foi alterada utilizando o programa Picasa 3®, as alteracdes
foram feitas para remover tons indesejaveis relacionados ao meio de cultivo e para recortar parte da
foto. A foto foi tirada em modo panoramico para aumentar o campo de observacao.
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Figura 11: Foto exemplo de ECP intenso do adenovirus em células HEK-293.

Fonte: Autor
A imagem foi alterada utilizando o programa Picasa 3®, as alteracdes foram feitas para remover tons
indesejaveis relacionados ao meio de cultivo e para recortar parte da foto.

Figura 12: Foto exemplo de uma monocamada de células HEK-293 controle.
Fonte: Autor
Células HEK-293, controle negativo.

No final do periodo de cultivo de HAdv-5, todas as suspensdes virais foram
reunidas em um mesmo recipiente afim de homogeneizar e gerar um estoque
aliquotado com mesma concentracdo de particulas adenovirais e composicao. A
suspensao foi aliquotada em tubos de centrifuga num volume final de 12mL por tubo.
Esse processo foi adotado para permitir o mesmo numero de ciclos de
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congelamento e descongelamento para todos os testes, para evitar variagcado devida
a degradacdo viral nesse processo. Portanto todos os testes possuem o mesmo

namero de ciclos de congelamento e descongelamento.

5.2. DIAGRAMA DE FASES

O diagrama de fases do SMDFA foi determinado pelo método de ponto de
névoa (BLANKSCHTEIN, DANIEL et al., 1986). Os resultados obtidos estédo
apresentados na Figura 13.

A curva binodal, também chamada de curva de coexisténcia, divide o grafico
em duas regides. A regido abaixo da curva binodal constitui o conjunto de condi¢des

em que a solucdo é monofasica. A regido acima da curva binodal constitui as

condicBes em que o sistema € bifasico Figura 14.
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Figura 13: Diagrama de Fases dos sistemas micelares.

Fonte: Autor

Os sistemas foram compostos de Triton X-114 e de suspensfes adenovirais em diferentes pHs. A
linha continua representa a linha de tendéncia dos resultados. Condi¢cdes abaixo dos pontos
apresentados formam sistemas monofasicos e condi¢cdes acima formam o sistema micelar de duas
fases aquosas (SMDFA).

Alguns sistemas preparados com a suspensao viral estdo apresentados nas
Figuras 14. Observou-se na formacdo dos sistemas a presenca de cor intensa na

fase concentrada em tensoativo. A cor é originada do indicador de pH presente no
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meio de cultivo (vermelho fenol ou fenolsulfoftaleina) que apresenta cor amarela em
pH abaixo de 6,6 e vermelha em pH acima desse valor. O fato de se deslocar para a
fase rica em micela indica caracteristica hidrofébica da molécula ou uma interacéo
com o tensoativo. A intensidade da cor nas fases diluidas (superior) € menor nos

sistemas com maior concentragao de tensoativo devido a uma maior remogéao para a

fase rica em micelas, maior nos sistemas com elevada concentracéo de tensoativo.

Figura 14: Exemplo de sistemas formados por suspensdao viral e TX-114.

Fonte: Autor

Todos os sistemas preparados foram acondicionados a 33°C com massa total de 5g. Sistema A
possui suspenséo viral em pH 6,0 e 1 % (m/m) de Triton X-114, Sistema B possui suspensao viral em
pH 7,0 e 1 % (m/m) de Triton X-114, Sistema E possui suspensao viral em pH 6,0 e 11% (m/m) de
Triton X-114 e Sistema G possui suspensédo viral pH 7,0 e 11% (m/m) de Triton X-114. Precipitado
entre as interfases indicado com seta (—).

Durante o preparo dos sistemas foi observado o depdsito de material na
interfase dos sistemas. Provavelmente esse material corresponde a restos celulares.
Essa hipotese, se verdadeira, poderia implicar em um ganho no processo de
extracdo, por acoplar duas etapas em uma, remocdo de material particulado
(Clarificacdo) e extracdo das particulas adenovirais. Em todos os sistemas foi

observada a formacéo desse depadsito.

5.3.PRODUCAO DO PLASMIDEO

O plasmideo foi preparado como descrito no item Material e Métodos. O

processo foi realizado em etapas e os resultados estdo descritos abaixo. Os
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amplicons foram produzidos em uma reacéo de PCR e analisados no NanoDrop®. O

resultado esta na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de quantificacdo por NanoDrop® do produto do PCR extraido (ng/uL) e da
relacéo de absorbancia em 260 e 280 nm.

Amostra Relacao 260/280 Concentracéo ng/ uL
1,2 1,80 2320,0
34 1,77 2225,8

1,2 = produto da reacdo de PCR utilizando o par de iniciadores hexAA1885 e hexAA1913; 3,4 =
produto da reacdo de PCR utilizando o par de iniciadores, nehex AA1893 e nehex AA1905.

Os produtos do PCR foram diluidos para uma concentracdo padrdo de
500ng/uL, sugerido pelo Kit pGEM®-T Easy Vector. O fragmento foi entdo inserido
no plasmideo e foi utilizado na transformacé&o de E. coli competentes. O cultivo das
bactérias transformadas permitiu a producdo do plasmideo clonado. O plasmideo
3,4 nado foi mais utilizado devido a presenca de dimeros na reacdo de PCR, como
discutido abaixo. O plasmideo 1,2 foi utilizado para o preparo das curvas padroes.

Os resultados de quantificacédo estdo descritos abaixo.

5.4. QUANTIFICACAO DO PLASMIDEO EM NANODROP®

O plasmideo extraido foi diluido e quantificado em NANODROP®. A
qguantificacdo foi realizada em dias diferentes e realizada 15 vezes. O resultado

obtido dessa quantificacdo esta descrito na Tabela 5.

Tabela 5: Quantificagdo do DNA plasmidial extraido de E. coli transformada.

Concentracdo de DNA plasmidial (ng/pL) Desvio padrao DPR (%)

Plasmideo 1,2 495 2,35 475

*DPR (%): Desvio padréo relativo.

Para quantificar amostras desconhecidas é preciso um padrdo devidamente
caracterizado. O plasmideo foi escolhido como padrdo e sua concentracao
determinada com o NanoDrop®. Em posse da quantificacdo em massa por volume é
possivel calcular o numero de copias de DNA plasmidial por volume. Para realizar

essa conversao foi necessario fazer a conversao dos valores de massa/volume para
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copias/volume. A sequéncia do plasmideo comercial é conhecida assim como a
sequéncia do fragmento amplificado (sequéncia retirada do genoma de Adenovirus
humano sorotipo 5, numero de acesso no NCBI AY339865). A massa molecular do
plasmideo formado pela soma dessas duas sequéncias foi feita com o Oligo
Calculator da Universidade de Pittsburgh (http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html).
Os resultados encontrados encontram-se resumidos na Tabela 6.

Tabela 6: Massa molar e comprimento em pares de base do plasmideo comercial, amplicon e
plasmideo modificado com as sequéncias do Adenovirus.

Material NUumero de pares de base (pb) Massa molar — Daltons (g/M)
pGEM®-T Easy Vector 3015 931253

Amplicon dos iniciadores

hexAA1885 e hexAA1913 300 92733

Plasmideo obtido 3315 1023986

A concentracdo em numero de cOpias pode entdo ser obtida através da

Equacéo 16:
C. = (Cg X Na) Equacéo 16
m MM
Em que:

Cm: Concentracdo moléculas/uL

Cy: Concentragdo em g/pL

Nq: Constante de Avogadro

MM: Massa molar do plasmideo obtido (g/mol)

Com isso obtivemos que o plasmideo obtido com os amplicons do par de
iniciadores hexAA1885 e hexAA1913 (Plasmideo 1,2) possui numa solu¢cdo com 60

ng/pL a concentragao de 3,53 x 10 moléculas de DNA plasmidial/pL.


http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html
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5.5.LIMITACOES NAS TECNICAS ANALITICAS

5.5.1. PCR quantitativo

A técnica de PCR quantitativo foi adicionada como ferramenta de
quantificacdo do HAdv-5, sendo uma técnica com alta sensibilidade e especificidade.
Existem relatos do emprego dessa técnica na quantificacdo de adenovirus com uma
relacdo linear entre a técnica de PCR em tempo real e a determinacéo do titulo de
particulas infecciosas por ensaio de plaque (WOLD; TOLLEFSON, 2007).

Para realizar o PCRq utilizamos o plasmideo modificado com a sequéncia de
interesse como nosso padrdo. Os resultados obtidos foram analisados usando o
software 7500 System SDS e o Microsoft Office Excell®. Algumas das opcdes de
andlise do software 7500 System SDS estdo representados nas Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada. e Erro! Fonte de referéncia n&o encontrada..

Reacdes de PCRq séo avaliadas utilizando o resultado de C;, que € o ciclo
fracionario em que determinada reacdo atingiu a linha de amarracdo (Linha verde,
Figura 15). Todas as amostras foram testadas utilizando a linha de amarragdo em
0,5 de ARn, que esta diretamente relacionado com a fluorescéncia gerada por cada
reacao.

Diluicdo seriada do plasmideo modificado em concentracdes conhecidas foi
realizada com fator de diluicdo de 10X. Os valores de C; obtidos para as diluicdes de
concentracdo conhecidas foram utilizadas para correlacionar os valores de C; com
cOpias de DNA por puL. Os valores de C; para todas as amostras foram determinados
e convertidos em valores de copias de DNA por L.

O plasmideo 3,4 ndo foi mais utilizado, pois ao fazermos a andlise de curva
de dissociacgao, foi observada a presenca de dois picos (Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada.). Esse resultado indica a presenca de dois tipos de DNA dupla fita
presente na reagdo, o pico adicional normalmente é relacionado a presenca de
dimeros dos iniciadores. Essa estrutura nas reacdes pode modificar os resultados
das reacdes e por isso esse plasmideo nédo foi mais utilizado. Testes foram
realizados para remover essa estrutura, modificando se temperatura de anelamento,

mas nao foi possivel remové-lo.
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Figura 15: Exemplo de Curva ARn vs nimero do ciclo.

Fonte: Autor.

A abscissa (eixo X) representa os ciclos reacionais. O ordenada (eixo Y) € o ARn, que € a diferenga
da fluorescéncia do fluoréforo (SYBR®) reporter com a fluorescéncia do fluoréforo de referéncia
(ROX).
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Figura 16: Exemplo de curva de dissociacdo de fitas de DNA.

Fonte: Autor

Ao fim das reaces, a temperatura € elevada para dissociar as fitas de DNA, as fitas dissociadas néao
emitem fluorescéncia ja que o fluoréforo é liberado. Essa variagdo € detectada pelo aparelho que
determina a temperatura em que houve dissociacédo da fita de DNA e o fluoréforo.
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A presenca de mais de um tipo de pico indica presenca de dois tipo de acidos
nucléicos, ja& que a temperatura de dissociacdo das fitas depende do tamanho e

composicao de acidos nucléicos.

Dissociation Curve
0.20 ‘ ‘

Pico de dimero de

o iniciador

012

0.08

Derivative

0.04

0.00

G0 G5 70 75 80 85 90 95

Temperature (C)

Figura 17: Resultado de curva de dissociacdo obtido com rea¢c6es com os iniciadores nehex
AA1893 e nehex AA1905 com o DNA do adenovirus.

Fonte: Autor

Seta indica pico néo relacionado com o produto desejado da reacdo de PCR.

Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. mostra a presenca de duas
cadeias duplas de DNA diferentes na reacdo, indicando a presenca de dimero de

iniciadores.

5.5.2. Interferéncia dos componentes do sistema no teste de

infectividade

Os componentes do sistema demonstraram interferéncia sobre as células
Hep-2 previamente estudadas e substituidas pelas células HEK-293 (). A analise por
microscopia Otica demonstrou que o tampao Mcllvaine (utilizado em testes
preliminares) em pH 5 altera a morfologia celular. Células submetidas a esse tampéao
apresentaram granulos densos no citoplasma. A realizacdo de dialise com tampé&o
PBS reverteu essa caracteristica do tampao. A principal caracteristica que afetou as
células foi o pH acido desse tampéao, que foi alterado com a dialise para condicdes

mais brandas para as células.
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A andlise por microscopia de luz da monocamada celular sob o efeito dos
outros tampdes ndo indicou muita interferéncia sobre a morfologia das células Hep-2
(Figura 21 e 22).

As células submetidas ao tampao em pH 7,0 ndo apresentaram alteracées em
sua morfologia, isso se deve ao pH (proximo ao de cultivo). As células submetidas
ao tampao dialisado apresentaram células apoptoéticas, mas isso se deve ao

processo normal da célula de cultivo celular.

Figura 18: Monocamada de células Hep-2 com tampdao Mcllvaine em pH 5.

Fonte: Autor

A células Hep-2 banhadas com tampé&o Mcllvaine pH 5 por 30 min. B células Hep-2 banhadas com
tampé&o Mcllvaine pH 5, dialisado com PBS, por 30 min.

Figura 19: Monocamada de células Hep-2 com tamp&o Mcllvaine em pH 6.

Fonte: Autor

A células Hep-2 banhadas com tampao Mcllvaine pH 6 por 30 min. B células Hep-2 banhadas com
tamp&o Mcllvaine pH 6, dialisado com PBS, por 30 min.
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Fonte: Autor
A células Hep-2 banhadas com tampé&o Mcllvaine pH 7 por 30 min. B células Hep-2 banhadas com
tampé&o Mcllvaine pH 7, dialisado com PBS, por 30 min.

A andlise por microscopia de luz das células submetidas a diferentes
concentragbes de Triton X-114 mostrou um tipo diferente de interferéncia. Em
ambos os casos ( Figura 21 e 22) a imagem da microscopia apresenta-se turva, isso
se deve a formacgéo de micelas na solucdo que banha as células. Apesar da turbidez
foi possivel fazer algumas observacgdes. O teste com menor concentragdo de Triton
X-114 apresentou depésitos de Triton X-114 sobre as células em forma de gotas
(Figura 21).

Figura 21: Monocamada de células Hep-2 com Triton X-114 em concentragéo de 0,05%.

Fonte: Autor

A - células Hep-2 banhadas com Triton X-114 (0,05%, m/v) em MEM por 30 min. B células Hep-2
banhadas com Triton X-114 (0,05%, m/v) em MEM, dialisado com PBS, por 30 min. — Gota de Triton
X-114 depositado sobre a monocamada de células.

A analise por microscopia de luz das células submetidas a uma maior
concentragdo de Triton X-114 (16%, m/v) ndo se observou alteracdo morfologica das
células, porém a analise foi dificultada pela turbidez da solucdo (Figura 22). A dialise
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com essa concentracdo ndo foi efetiva, pois a concentragcdo de Triton X-114
continuou elevada, mesmo apoés trocas de tampao de didlise consecutivas. Uma
observacdo a olho nu possibilitou observar que o SMDFA formou-se sobre a
monocamada de células, com a fase rica em tensoativo diretamente sobre as células
e uma fase diluida na porcédo superior. Essa observacéo abriu a oportunidade para
testar o sistema sem adicdo de Tampé&o Mcllvaine, utilizando a suspenséo viral nos
sistemas direto com o Triton X-114.

Os testes de infectividade foram realizados apenas para a fase diluida em

tensoativo devido a interferéncia desse componente.

Figura 22: Monocamada de células Hep-2 com Triton X-114 em concentragdo de 16% em MEM.
Fonte: Autor

Andlise a olho nu indicou formacdo do SMDFA dentro dos pocos.

5.6.ANALISE DO PLANEJAMENTO FATORIAL COM PONTOS CENTRAIS.

O planejamento fatorial com pontos centrais possibilitou avaliar a influéncia de
trés variaveis (temperatura de extracdo, pH da suspensao viral e concentracao do
Triton X-114) e suas interacbes. Todos os parametros do sistema foram avaliados
utilizando essa ferramenta estatistica. O planejamento fatorial foi realizado duas
vezes, porem com dois tempos de extracdo diferentes, um foi conduzido com
aproximadamente 8h (Planejamento 1) de extracdo e ou outro com
aproximadamente 24h (Planejamento 2) de extracéo.

A quantificacdo da suspensdo viral produzida (lisado celular) foi realizada com
PCRqg em 61 replicatas de 19 extracdes de DNA independentes, a média desse
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resultado foi utilizada como numero de particulas virais no lisado celular. A média
encontrada com o método C; foi de 1,44 x 10’ particulas adenovirais/uL e de 1,47 x
10" particulas adenovirais/uL para o método Cy0. A quantificacdo das proteinas

totais resultou em 1,226 g/L de proteinas no lisado celular.

5.6.1.Andlise estatistica — Planejamento 1

Os resultados obtidos nos ensaios do Planejamento 1 estdo resumidos na
Tabela 7. Os resultados relacionados a infectividade estdo incompletos devido a
perda de um dos ensaios durante os experimentos de infectividade. Esse ensaio
teve contaminacao cruzada e foi excluido das analises. Todos os parametros foram
avaliados utilizando o software STATISTICA 10. Todos os parametros que tiveram

algum efeito significativo (p<0,05) estéo discutidos abaixo.



Tabela 7: Resultados do Planejamento 1, calculado pelo método C..

56

Ensaio T(°C) pH  [TX-114] (%m,m) V, Ka YaFe (%) YaFq(%) B, C, P, Rpy (%) Puo Rpve (%)
A 330 60 1,0 15,67 0,13 22,00 4488 66,89 047 211,34 19,26 311,20 40,75
B 370 60 1,0 19,00 94,53 0,02 4429 4432 046 49425 4505 745,35 97,61
C 330 70 1,0 15,67 443,70 0,01 3523 3524 0,37 3337,86 304,26  6261,80 820,00
D 370 70 1,0 19,00 0,15 7,73 2196 2969 0,23 351721 320,61  10697,13  1400,82
E 330 6,0 11,0 0,18 15,03 10,05 26,66 36,72 158 39642 36,13 174,42 22,84
F 370 60 11,0 0,61 264,92 0,28 4527 4555 1,06 948,34 86,44 622,55 81,52
G 330 7,0 11,0 043 83,62 0,93 33,15 3408 0,98 X X X X

H 370 70 11,0 061 73,01 0,75 3336 3410 0,78 1330,13 12125 118508 155,19
| 350 65 6,0 2,33 2711 0,95 60,20 61,15 0,81 192418 17540  1656,90 216,98
J 350 65 6,0 2,33 1561 1,80 6561 67,41 0,88 220905 201,36 174520 228,54
K 350 65 6,0 2,33 138,11 0,25 81,05 81,30 1,09 134842 122,91 862,37 112,93
L 350 65 6,0 2,33 10,87 3,13 79,43 8256 1,07 1439,75 131,24 939,56 123,04

T: Temperatura (°C); V.. Raz&o volumétrica; K,: Coeficiente de particio; Y,: Rendimento; F.. Fase rica em micelas; Fq: Fase pobre em micelas; By: Balango
de particulas adenovirais; C,. Fator de concentracéo; P,. Poténcia viral; P,,: Poténcia viral especifica; R: Recuperagéo (%).
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5.6.1.1. Coeficiente de particdo Ka

O coeficiente de particdo demonstra a relagcdo entre a concentracdo de
particulas adenovirais na fase diluida em tensoativo com a concentracdo na fase rica
em tensoativo. Os resultados obtidos estéo representados nas Figura 23 e Tabela 8,
abaixo. Nem um dos fatores principais teve efeito na particdo viral, como pode ser
visto na Figura 23, poréem houve um efeito de interacdo significante (p<0,05). A
interacdo temperatura e pH teve efeito negativo, o que significa que, quando os
fatores estdo em niveis opostos (nivel baixo e alto) os valores de K, sdo maiores
(Figura 24).

1com>2| I

Tecom3 | 2602125

2com 3t -2,06954

1*2°3 ¢ 1,226913

(2)pH 9988146

(1) Temperatura °C | -, 485892

(3)[Triton X-114] _ 450782

Figura 23: Gréfico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: K,.

Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. Interacbes estdo indicadas com os pares e trios de numeros. 1:
Temperatura (°C), 2: pH da suspensdo viral, 3: [Triton X-114] em % (m/m).

Nesse planejamento experimental foi alcancado valores de K, préximos a
400, esses resultados indicam alta preferéncia das particulas virais para a fase
diluida em tensoativo nessas condi¢des estudadas.

A variagdo nos resultados de K, foi grande, assim como em todos 0s
parametros que dependem da quantificacdo de particulas adenovirais na fase

concentrada em tensoativo. ISso acontece, pois, havia menores concentracdes de



58

particulas nessa fase e alguns resultados foram proximos ao limite de linearidade da
técnica. Outra dificuldade foi a viscosidade dessa fase, que ndo permitiu alta
reprodutibilidade na remocao de volumes para os testes.

Apesar dessa variacdo foi possivel observar o efeito de interacdo entre
temperatura e pH, como pode ser observado na Tabela 8, onde o efeito da interagéo
desses dois fatores foi significante (p<0,05).

Tabela 8: Andlise de variancia (ANOVA) do K.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
(1) T°C 1509,2 1 1509,15 0,23609 0,6525
(2) pH 6377,1 1 6377,09 0,99763 0,3744
(3) [Triton X-114] 1298,9 1 1298,93 0,20320 0,6755
lcom?2 79690,9 1 79690,93 12,46683  0,0242
lcom3 43282,2 1 43282,19 6,77106 0,0599
2com 3 27909,8 1 27909,76 4,36620 0,1049
1*2*3 9622,3 1 9622,33 1,50532 0,2871
Erro 25569,0 4 6392,24

Total SQ 195259,3 11

Ajuste R° = 0,87.
*Valores em vermelho indicam os resultados com significAncia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.

Figura 24: Superficie de resposta para K, dos fatores pH e temperatura (°C) a 6 % de [Triton X-
114].
Fonte: Autor

Com esses resultados é possivel planejar outros experimentos para aumentar
ainda mais o valor de K, se for esse 0 objetivo. Em posse do resultado apresentado

na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., os experimentos deveriam ser
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conduzidos proximos das posi¢cdes em que se obteve maior K, (T°C| e pH?t ou T°C?
e pH]). Porém, outros pardmetros deveriam ser avaliados antes de definir as
préximas condicfes de experimento, assim como ter claro o objetivo da extracédo e

sua finalidade.

5.6.1.2. Fator de concentracéo - C,

Em alguns processos de extracao € possivel concentrar o produto alvo, o que
normalmente é um ganho econdmico. Reduz-se o0 volume a ser manipulado e
permite um maior controle da concentracdo do produto. Adenovirus possui um
tamanho aproximado de 100nm, relativamente grande para produtos
biotecnologicos. Devido ao seu tamanho o efeito de exclusdo pelo volume é
pronunciado nos sistemas. Isso traz uma oportunidade para concentrar as particulas
adenovirais, uma vez que as micelas constituintes da fase rica em micelas reduzem
o volume livre para as particulas adenovirais (ROOSMALEN, VAN et al., 2004). Uma
opc¢ao seria reduzir o V,, aumentando o volume da fase rica em micelas o que
induziria as particulas virais para a fase diluida em tensoativo, concentrando-as. O
V. esté inversamente relacionado a [Triton X-114], quanto maior o valor desse fator
menor o V,, menor o volume disponivel para as particulas adenovirais, maior o fator
de concentracdo do adenovirus. Isso foi observado nos sistemas, teoricamente é
possivel reduzir ainda mais os valores de V, e obter C, maiores, apenas aumentando
a [Triton X-114]. A andlise da Figura 25 demonstra que o efeito da [Triton X-114] é
positivo e estatisticamente significativo (p<0,05). Outra opcdo para concentrar o
adenovirus ainda mais além de aumentar a [Triton X-114] é escolher uma condicao
proxima a curva binodal onde a o V, seria ainda menor. A Tabela 9 demonstra que o

efeito da variavel [Triton X-114] possui significancia (p<0,01).
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(3)[Triton X-114]

(2)pH ¢

~1,99605

(1) Temperatura °C |

Tcom3t

2ecom 3t

17273

1com?2r

,3103237

_939768
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, 7419379
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Figura 25: Grafico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: C,.

Fonte: Autor

p=05

Cada barra indica um efeito. Interagdes estdo indicadas com os pares e trios de numeros. 1:
Temperatura (°C), 2: pH da suspenséo viral, 3: [Triton X-114] em % (m/m).

Tabela 9: Andlise de varidncia (ANOVA) dos efeitos no pardmetro C, do adenovirus no SMDFA.

Fatores SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
Q)T (°C) 0,09619 1 0,096195 2,08741 0,22203
(2) pH 0,18361 1 0,183606 3,98422 0,11664
(3) [Triton X-114] 1,03174 1 1,031740 22,38859 0,00909
lcom?2 0,00444 1 0,004438 0,09630 0,77181
lcom3 0,04070 1 0,040699 0,88316 0,40054
2com 3 0,03688 1 0,036883 0,80036 0,42155
1*2*3 0,02537 1 0,025368 0,55047  0,4993
Erro 0,18433 4 0,046083

Total SQ 1,60326 11

Ajuste R° = 0,88.

*Valores em vermelho indicam os resultados com significancia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos

quadrados.
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5.6.1.3. Rendimento da recuperacdo do adenovirus na fase concentrada

em micelas - Ya F¢ (%)

Em sistemas de duas fases aquosas é necessario definir a fase onde a
bioparticula alvo sera recuperada. De acordo com os resultados obtidos com o
sistema de duas fases, os maiores rendimentos foram obtidos na fase diluida em
tensoativo (Ya Fq (%)), porém nenhum efeito significativo (p<0,05) foi observado
nesse parametro. Entretanto, o Y, F. (%), apresentou efeito significativo como

observado na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

1com 2| -4__34?’451 1

P 67786

(1) Temperatura °C |

2)pH | -2 5392

1273 1 -2, 22458

(3)[Triton X-114] | -1,96477

2com 3| ,6228375

1com 3} 47556043

p=05

Figura 26: Gréafico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: Y, F. (%).

Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. InteracBes estdo indicadas com os pares e trios de numeros. 1:
Temperatura (°C), 2: pH da suspensao viral, 3: [Triton X-114] em % (m/m).

A interacdo entre os fatores temperatura e pH foram importantes na
recuperacdo das particulas adenovirais na fase concentrada em tensoativo (F¢). A
andlise da Figura 27 demonstra que o efeito € mais pronunciado para a interagdo no
nivel baixo dos fatores para o intervalo estudado. Os fatores temperatura e pH da
suspensao viral apresentaram valores de p proximos a 0,05, o que é um indicativo

de que possuem influéncia no rendimento na F.. Eles apresentaram efeitos
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negativos, indicando que quanto menor os valores desses fatores melhores os
rendimentos.

[TARE LN

=20
M =16
[ i
L 1<6
B <1
B <-4

Figura 27: Superficie de resposta para Y, F. (%) com os parametros pH e temperatura (°C).
Fonte: Autor

Seth et al. (1985) demonstraram que em pH proximo de 5, foi possivel
reverter a particdo preferencial do adenovirus para a fase diluida (F4) em tensoativo
para a fase rica em tensoativo. Uma explicacdo para esse efeito seria a proximidade
do pH do sistema com o pl das proteinas do capsideo viral (Tabela 10), nesse ponto
as particulas virais teriam baixa carga superficial e interagiriam com maior facilidade
com a porcao hidrofébica dos tensoativos presentes na F.. O mesmo pode estar
acontecendo nos sistemas preparados em pH mais préximos a 5, a carga superficial
de rede seria menor propiciando a interacdo com as micelas.

Tabela 10: pl tedrico das principais proteinas do capsideo viral.
Proteinas Capsideo Numero de aminoacidos pl tedrico

Penton 571 5,58
Hexon 952 5,39




63

O efeito negativo da temperatura poderia ser explicado pelo aumento no grau
de agitacdo das particulas, o que reduz o volume disponivel para acomodar as
particulas virais. O efeito de interacdo desses dois fatores seria a resultante dos dois

fatores atuando em conjunto na particdo das particulas adenovirais para a F..

Tabela 11: Andlise de varidncia (ANOVA) dos efeitos no parametro Y, F. (%) do adenovirus em
SMDFA.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
(1) T°C 73,2383 1 73,2383 7,17092 0,0554
(2) pH 65,8500 1 65,8500 6,44751 0,0640
(3) [Triton X-114] 39,4264 1 39,4264 3,86032 0,1209
lcom?2 193,0334 1 193,0334 18,90033 0,0122
lcom3 2,3093 1 2,3093 0,22610 0,6592
2com 3 3,9620 1 3,9620 0,38793 0,5671
1%2*3 50,5427 1 50,5427 4,94874 0,0902
Erro 40,8529 4 10,2132

Total SQ 469,2149 11

Ajuste R“ = 0.91
*Valores em vermelho indicam os resultados com significAncia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.

5.6.1.4. Rendimento da recuperacao da poténcia viral - RPv (%)

Algumas aplicagbes do adenovirus exigem que a capacidade de infectar
células seja mantida, mesmo ap0s 0 processo de extracdo. Para avaliar o efeito do
sistema sobre as particulas infecciosas do adenovirus o Rp, (%) foi calculado. Esse
parametro permite avaliar a infectividade viral, pois relaciona a concentracdo de
particulas virais quantificadas ap6s o processo de infeccdo com a concentracao de
particulas virais no inicio do teste.

Portanto, com um numero de particulas virais infecciosas elevado, € esperado
que a relacdo P, fosse elevada, pois um maior nimero de infec¢bes ocorrerd,
aumentando a producdo de novas particulas. Isso ndo € necessariamente
verdadeiro, pois em algumas condicdes de alta concentracdo de particulas
infecciosas € possivel que o niamero de células seja limitante. Entdo dois testes com
concentracOes elevadas e diferentes podem nao ser distinguidos. Para evitar essa
possibilidade os testes foram preparados em placas de 96 pocos em diluicdes
diferentes (Figura 9) e o valor de P, comparado entre as diluigdes corrigido o fator de
diluicdo. Em todos os valores utilizados ndo houve diferenca estatistica entre as

diluicdes indicando que essa condi¢cdo nao foi atingida e, portanto, os resultados nao
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estdo sobre esse efeito. Mesmo que em algum teste tenha ocorrido esse efeito e
tenha sido mascarado pela variacdo da técnica, terd baixa influéncia no valor médio,
pois o resultado € a média das quatro diluicdes.

O principal efeito para esse parametro foi o pH da suspenséo viral (Figura 28
e Tabela 12). O valor positivo desse efeito indica que quanto maior o pH maior o Rpy
(%). Essa observacdo é verdadeira para o intervalo estudado, porém em pH muito
elevados € possivel que ocorra a inativagcdo das particulas virais infecciosas. O
cultivo do virus é feito em pH proximos do fisioldgico, e é esperado que o virus tenha
maior estabilidade préximo a esse pH (DICHTELMULLER et al., 2012).

| -4,231073
Tcom2f| -1,27363
23] 1,18367
2com 3t -1,11045
Tecom3t - 8950011
(3)Triton X-114] 555274
(1) Temperatura °C | 548491

p=05
Figura 28: Gréafico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel Rp, (%).

Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. Interagdes estao indicadas com os pares e trios
de numeros. 1: Temperatura (°C), 2: pH da suspensao viral, 3: [Triton X-114] em

(%om/m).
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Tabela 12: Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos no parametro Rp, (%) do adenovirus no
SMDFA.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p

(1) T°C 414,1 1 414,15 0,30084 0,621536
(2) pH 24643,6 1 24643,63 17,90147 0,024156
(3) [Triton X-114] 4245 1 424,45 0,30833 0,617426
lcom?2 2233,1 1 2233,06 1,62213 0,292517
lcom3 1242,4 1 1242,43 0,90252 0,412193
2com 3 1697,5 1 1697,52 1,23310 0,347804
1*2*3 1928,8 1 1928,77 1,40108 0,321790
Erro 4129,9 3 1376,63

Total SQ 102534,7 10

Ajuste R* = 0.96
*Valores em vermelho indicam os resultados com significancia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.

Os valores de Rpy, (%) foram relativamente mais baixos no pH 6 quando
comparado com o0s outros pH testados, como esperado, pensando na estabilidade
da particula viral frente ao pH do meio. Em alguns ensaios (C e D) os valores foram
muito superiores a 100%, isso indica que o sistema possui capacidade de concentrar
particulas infecciosas na fase diluida Fy. Para melhor avaliar essa possibilidade foi
avaliado o parametro Rpye (%), que sera discutido abaixo.

5.6.1.5. Recuperagéo da poténcia viral especifica - Rpy, (%)

A poténcia viral especifica (Pvy) € um parametro em que relaciona a poténcia
viral com a concentragcdo de particulas adenovirais totais, portanto, se a
concentragdo de particulas infecciosas aumenta em relacdo a concentracdo de
particulas virais totais, essa mudanca refletira em P,, aumentando o seu valor. Para
compreender a extensdo dessa mudanca, o Rpy, foi calculado, pois ele relaciona o
Py, da amostra teste com o da suspenséo viral. Resultados acima de 100 % indicam
aumento na relacdo e, portanto extracéo seletiva das particulas virais infecciosas.

E desejado em alguns processos de extracdo aumentar essa relacdo para
atingir critérios de agéncias fiscalizadoras. O FDA (Food and Drug Administration)
preconiza o uso de no maximo uma razao de 30 particulas adenovirais para 1
unidade infectante. Os resultados encontrados demonstraram que alguns ensaios
aumentaram a relagéo Py, atingindo valores como 1400% (Ensaio D). Isso indica
qgue particulas adenovirais ndo infecciosas tem maior afinidade para a fase

concentrada (F¢) do que as particulas infecciosas.



66

A andlise do planejamento demonstrou que esse parametro € influenciado por
diversos fatores (Figura 29 e Tabela 13): temperatura, [Triton X-114], interacdo entre

pH e [Triton X-114] e interacdo entre pH e temperatura.

(3)[Triton X-114] | -9 75347
2by3 ¢ -9 55585
(1) Temperatura °C | 6, 125653
1by2 1 5 453861
(2)pH | 2550774
1by3 1 2 418867
1%2*3 | 2 407727
"""" p=0s

Figura 29: Gréfico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: Rpyg (%).
Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. Interacdes estao indicadas com os pares e trios
de numeros. 1: Temperatura (°C), 2: pH da suspenséao viral, 3: [Triton X-114] em
(%om/m).

Tabela 13: Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos no parametro Rey¢ (%) do adenovirus em
SMDFA.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p

(1) T°C 138774 1 138774,3 37,52240 0,008747
(2) pH 24064 1 24063,7 6,50645 0,083886
(3) [Triton X-114] 351833 1 351833,1 95,13018 0,002290
lcom?2 110009 1 110008,6 29,74460 0,012110
lcom3 21630 1 21630,3 5,84850 0,094307
2com 3 337720 1 337720,1 91,31422 0,002431
1*2*3 21440 1 21440,4 5,79715 0,095211
Erro 11095 3 3698,4

Total SQ 1814208 10

Ajuste R° = 0,994
*Valores em vermelho indicam os resultados com significAncia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.
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O efeito do [Triton X-114] foi negativo, indicando que quanto maior a
concentragéo de Triton X-114 menor o Rpye. Portanto para obter elevados valores de
poténcia viral especifica esse fator deve ser mantido baixo.

Outro fator importante foi a temperatura (°C) do ensaio, de acordo com 0s
resultados obtidos, quanto maior a temperatura maior os valores de Rpyy. O aumento
da temperatura promove um aumento na densidade de tensoativo na fase
concentrada (Fc), teoricamente isso reduziria o espaco meédio entre as micelas,
restringindo por tamanho as particulas com capacidade de coexistirem na mesma
fase que as micelas. Se a inativacdo dos adenovirus estiver ligada com a perda das
fibras (Figura 1), isso implicaria numa reducdo do volume hidrodinamico das
particulas adenovirais e poderia explicar esses resultados.

O Rpyy também foi influenciado pela interacdo entre pH e [Triton X-114]
negativamente, ou seja, maiores valores podem ser obtidos se utilizado valores de
pH e [Triton X-114] em niveis contrarios, ou seja, um nivel alto e o outro em nivel
baixo na faixa estudada. Outra interacdo significativa foi entre temperatura e pH de
forma positiva, portanto valores elevados de Rpyy SG0 encontrados quando esses

dois fatores estdo no mesmo nivel, para a faixa estudada.

5.6.2.Andlise estatistica — Planejamento 2

Os resultados obtidos nos ensaios do Planejamento 2 estdo resumidos na
Tabela 14. Esse planejamento ndo recebeu analise de infectividade, porém uma
nova informacao foi adicionada, proteinas totais, para todos os ensaios. Esse
planejamento foi realizado com um tempo de extracdo de aproximadamente 24 h.
Todos os parametros foram avaliados utilizando o software STATISTICA 10.
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Tabela 14: Resultados do Planejamento 2, calculados pelo método de C;

Ensaio T (°C) pH [T X114] (%m,m) V, Ka C. YaFe (%)  YaFq (%) Y, F

A2 33,0 6,0 1,0 13,3 0,54 0,70 9,21 66,12 71,68 0,92
B2 37,0 6,0 1,0 15,7 72,24 0,79 0,07 75,10 73,99 1,02
c2 33,0 7,0 1,0 13,3 51,45 0,57 0,08 53,37 75,90 0,70
D2 37,0 7,0 1,0 15,7 38,79 0,63 0,10 60,02 78,23 0,77
E2 33,0 6,0 11,0 0,6 17,51 1,60 6,38 68,46 4717 1,45
F2 37,0 6,0 11,0 0,8 105,02 1,37 0,81 69,26 45,95 1,51
G2 33,0 7,0 11,0 0,7 25,68 2,01 5,29 90,52 50,38 1,80
H2 37,0 7,0 11,0 1,3 462,88 1,01 0,11 63,86 59,05 1,08
12 35,0 6,5 6,0 1,9 337,23 0,81 0,09 56,97 61,71 0,92
J2 35,0 6,5 6,0 1,9 555,15 1,37 0,09 96,06 67,70 1,42
K2 35,0 6,5 6,0 1,9 409,14 1,02 0,09 71,79 64,76 1,11
L2 35,0 6,5 6,0 1,9 483,45 1,25 0,09 87,90 70,00 1,26

T: Temperatura (°C); V.. Raz&o volumétrica; K,: Coeficiente de particio; Y,: Rendimento; F.. Fase rica em micelas; Fq: Fase pobre em micelas; B,: Balango
de particulas adenovirais; C,. Fator de concentracéo; Y,: rendimento de recuperacéo de proteinas totais; F,: Fator de purificagéo.
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5.6.2.1. Fator de concentragéo - C,

As mesmas conclusdes obtidas no primeiro planejamento podem ser feitas
para os resultados de C, (Figura 30). O unico fator significante (p<0,01) foi a [Triton
X-114] (Tabela 15). Portanto, o tempo de extracdo né&o influenciou o efeito geral

entre os dois tempos de extracao para esse parametro.

(3)[Triton X-114] -5_,4306

Tecom 3t -2 27236

(1) Temperatura °C | -1, 77606

Tcom2 | -1,29535

1*2*3 1 -1,21912

2com 3t ,o753686

(2)pH | -392201

p=,05

Figura 30: Gréafico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel C,

Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. Interacbes estdo indicadas com os pares e trios de numeros. 1:
Temperatura (°C), 2: pH da suspensdo viral, 3: [Triton X-114] em % (m/m).

Porém comparando diretamente os resultados observa-se uma tendéncia de
gue com um maior tempo de extracao, ocorra um maior valor de C,. Através de uma
analise de variancia (ANOVA) obtivemos um valor significante para essa tendéncia
(p<0,006).
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Tabela 15: Andlise de variancia (ANOVA) dos efeitos no parametro C, do adenovirus no
SMDFA.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
(1) T°C 0,031571 1 0,031571 0,9352 0,3883
(2) pH 0,037531 1 0,037531 1,1118 0,3512
(3) [Triton X-114] 0,737307 1 0,737307 21,8410  0,0095
lcom?2 0,079984 1 0,079984 2,3693 0,1986
lcom3 0,083201 1 0,083201 2,4646 0,1915
2com 3 0,018661 1 0,018661 0,5528 0,4985
1*2*3 0,068918 1 0,068918 2,0415 0,2263
Erro 0,135032 4 0,033758

Total SQ 1,192204 11

Ajuste R° = 0,89
*Valores em vermelho indicam os resultados com significancia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.

Esses resultados poderiam ser explicados pela presenca de dominios da fase
pobre em micelas (Fy) na fase rica em micelas (F;) e vice-versa. Com tempos
menores de extracdo ha um maior nimero de dominios em ambas as fases, que
gradativamente reduzem com o tempo, como pode ser observado pela reducédo da
turbidez nas fases. Esse efeito de dominios nas fases pode ser observado por uma
maior turbidez nas fases do sistema com menor tempo de extracdo quando
comparada com as fases do sistema com maior tempo de extracao.

A presenca de dominios F4 na fase rica em micelas permite maior particdo do
adenovirus para essa fase, reduzindo os valores de C,, por parte das particulas

adenovirais estarem na fase rica em micelas (F).

5.6.2.2. Rendimento de recuperacdo de Adenovirus na fase concentrada

em micelas - Y, Fc

O principal efeito no rendimento na fase rica em micelas (F;) foi a
temperatura, diferentemente do Planejamento 1, em que o principal fator foi a
interacdo entre temperatura e pH. O efeito obtido foi negativo 0 que demonstra que
guanto maior a temperatura menor sera o rendimento nessas fases. Isso pode
novamente ser explicado pelo efeito de exclusao pelo volume, uma vez que com o
aumento da temperatura, induz aumento na concentracao de tensoativo na F. e com
isso a concentragdo de micelas. Esse aumento reduz o volume disponivel para

particdo das particulas virais, reduzindo o rendimento nessa fase (Figura 31).



(1) Temperatura °C

(2)pH

1 ecom 2

1%2*3 ¢

2com 3

(3)[Triton X-114]

1 ecom 2
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1.76986

1.553599

_1,42581

1.18849

/5078813

_ 264296

-3,23026

p=05

Figura 31: Gréafico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: Y F..

Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. Interagdes estdo indicadas com os pares e trios de numeros. 1:
Temperatura (°C), 2: pH da suspensdo viral, 3: [Triton X-114] em % (m/m).

Tabela 16: Analise de variancia (ANOVA) dos efeitos do parametro Y,F. do Adenovirus no

SMDFA.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
(1) T°C 49,3720 1 49,37195 10,43456  0,0320
(2) pH 14,8212 1 14,82117 3,13240 0,1515
(3) [Triton X-114] 1,2205 1 1,22048 0,25794 0,6383
lcom?2 11,4205 1 11,42047 2,41367 0,1952
lcom3 0,3305 1 0,33051 0,06985 0,8046
2com 3 6,6834 1 6,68339 1,41251 0,3004
1*2*3 9,6189 1 9,61895 2,03293 0,2271
Erro 18,9263 4 4,73158

Total SQ 112,3932 11

Ajuste R° = 0,57

*Valores em vermelho indicam os resultados com significancia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos

quadrados.
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5.6.2.3. Rendimento de recuperagéo de proteinas totais - Y, ()

Em processos de extracdo e purificacdo é importante acompanhar a remocao
dos contaminantes. Na producdo de adenovirus utilizasse células humanas e soro
fetal bovino, ambos possuem proteinas em sua composicdo (contaminante). Para
avaliar o comportamento de extracdo dessas proteinas de uma forma geral, foi
realizada a quantificacdo das proteinas totais. A suspensao viral possuia em média
1,226 g/L de proteinas. Uma estimativa de quanto dessa proteina é relacionada ao
virus resultou em 0,3 (% m/m), seria ideal que o sistema separasse as proteinas das
particulas adenovirais.

O rendimento da extracdo de proteinas foi determinado na fase diluida em
tensoativo (Fq). Em um processo de purificacdo, seria ideal que obtivéssemos baixos
rendimentos nessa fase, uma vez que é a fase preferencial de recuperagcédo do
adenovirus. Porém foram observados valores relativamente elevados (~75%) para
alguns ensaios.

O principal efeito no Y, foi a [Triton X-114] que influenciou negativamente a
extracdo das proteinas (Figura 33 e Tabela 17). Esse resultado pode estar
relacionado com a observacgéo feita durante os experimentos de um precipitado na
interfase (Figura 32).

Figura 32: Fotos exemplo de precipitado na interfase.

Fonte: Autor

A: Sistema formado com 1 % (m/m) de Triton X-114, suspenséo viral em pH 7,0; B: Sistema formado
com 11 % de Triton X-114, suspensao viral em pH 5,0.
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E possivel que parte do material precipitado sejam restos celulares e
proteinas presentes na suspensao viral e que para sistemas com maior [Triton X-
114] as proteinas precipitem em maior proporcéo, explicando os resultados de Y,
menores para [Triton X-114] maiores. Outra explicacdo seria que o volume da F
esta relativamente maior nos sistemas com maior [Triton X-114]. Um volume maior

comporta mais proteinas.

(3)[Triton X-114] | --8,40348
(2)pH | 2 142039
(1) Temperatura °C 1.045218

1com 2t 856937
17273 t 8526648

2com 3t 6791927

Tecom3t , 24264

p= (1:5

Figura 33: Gréfico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: Y, (%).

Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. InteragBes estdo indicadas com os pares e trios de numeros. 1:
Temperatura (°C), 2: pH da suspensdo viral, 3: [Triton X-114] em % (m/m).

Tabela 17: Anélise de Variancia (ANOVA) dos efeitos no parametro Y, (%) do adenovirus no
SMDFA.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
(1) T°C 18,284 1 18,284 1,09248 0,3549
(2) pH 76,793 1 76,793 4,58833 0,0989
(3) [Triton X-114] 1181,904 1 1181,904 70,61844  0,0011
1lcom2 12,290 1 12,290 0,73434  0,4398
lcom3 0,985 1 0,985 0,05887 0,8202
2com 3 7,721 1 7,721 0,46130 0,5343
1*2*3 12,168 1 12,168 0,72704  0,4419
Erro 66,946 4 16,736

Total SQ 1377,091 11

Ajuste R = 0,87
*Valores em vermelho indicam os resultados com significancia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.
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5.6.2.4. Fator de purificacéo - Fp

Encontrou-se relagdo direta entre a [Triton X-114] e o fator de purificagéo
(Figura 34). Esse resultado esté relacionado com o maior fator concentracdo das
particulas adenovirais em maiores [Triton X-114] e com 0 comportamento contrario
em relagdo as proteinas totais, como observado nos parametros em C, e Yy,

respectivamente.

(3)[Triton X-114] |

Tecom3r -1,56992

Tecom 2 -1,63927

17273 1 -1,42882

(2)pH t 1,05441

(1) Temperatura °C | - 96706

2com 3 7435007

p=05

Figura 34: Grafico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: F,

Fonte: Autor

Cada barra indica um efeito. Interacbes estdo indicadas com os pares e trios de numeros. 1:
Temperatura (°C), 2: pH da suspensdo viral, 3: [Triton X-114] em % (m/m).

A andlise de variancia (ANOVA) resultou em um valor de p para o efeito da
[Triton X-114] menor do que 0,01, como podemos observar abaixo (Tabela 18). Os
outros efeitos nao foram significativos. Esses resultados indicam que ao

aumentarmos as [Triton X-114] podemos aumentar os valore de Fy.
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Tabela 18: Analise de variancia (ANOVA) do F,.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
(1) T°C 0,031571 1 0,031571 0,93521  0,3883
(2) pH 0,037531 1 0,037531 1,11178  0,3512
(3) [Triton X-114] 0,737307 1 0,737307 21,84102  0,0095
lcom?2 0,079984 1 0,079984 2,36935  0,1986
lcom3 0,083201 1 0,083201 2,46464  0,1915
2com 3 0,018661 1 0,018661 0,55279  0,4985
1%2*3 0,068918 1 0,068918 2,04153  0,2263
Erro 0,135032 4 0,033758

Total SQ 1,192204 11

Ajuste R° = 0,67
*Valores em vermelho indicam os resultados com significAncia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.

Os valores de F, foram relativamente baixos, quando comparados com outros
métodos de purificacdo (FORCIC et al., 2011). Porém, h& poucos estudos sobre
extracOes de Adenovirus, quando comparamos com bioparticulas como anticorpos.
Além disso, o0 SMDFA pode ser projetado para integrar um processo de extracdo
atuando como uma etapa preliminar, removendo outros contaminantes (i.e n&o
proteicos).

Outro ponto a ser destacado, é o fato de que os resultados obtidos foram para
uma suspensao viral sem nenhuma forma de pré-tratamento, além da correcéo do
pH. Portanto, integra se a etapa de clarificagdo com a de extragdo dispensando o
uso de métodos como centrifugacdo para clarificar a suspensédo, além de realizar

uma pré-purificacdo para alguns dos ensaios.

5.7.AUMENTO DE ESCALA

Os experimentos dos planejamentos foram todos realizados com peso total de
5,00g. Processos industriais visando produzir particulas adenovirais podem exigir
guantidades muito superiores a essas. Em ordem para estimar se os valores
encontrados em sistemas com menor massa sao aplicaveis a sistemas maiores, foi
realizado o teste de aumento de escala.

Devido a dificuldade de produzir as suspensdes virais apenas parte dela foi

destinada a esse teste. O teste foi realizado aumentando a escala em
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aproximadamente 3X e 13X. Os sistemas foram preparados com 3g, 10g e 40g. Os

resultados estdo resumidos na Tabela 19.

Tabela 19: Resultados do aumento de escala.
Ensaio T(°C) pH [T X114](%m,m) V, Ka  YaFc (%) Y,Fq (%) B, Yo Fo

AE1l 37,0 6,0 11,0 0,7 442 0,11 30,98 31,09 46,23 0,67
AE2 37,0 6,0 11,0 0,7 593 0,08 29,77 29,84 4435 0,67
AE3 37,0 6,0 11,0 0,7 2573 0,02 31,85 31,87 4222 0,75
AE4 37,0 6,0 11,0 0,7 4166 0,01 40,55 40,57 42,60 0,95
AES5 37,0 6,0 11,0 0,7 2093 0,03 43,77 43,80 45,44 0,96
AEG6 37,0 6,0 11,0 0,7 1547 0,04 49,02 49,06 49,90 0,98
AE7 37,0 6,0 11,0 0,7 2744 0,02 34,70 34,72 59,73 0,58

A andlise de variancia demonstrou que para nenhum dos parametros
avaliados houve diferenca significativa (p<0,05). O resultado com valor de p mais
baixo foi para o parametro Y, Fq. A Figura 35 apresenta o resultado para esse

parametro.
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Figura 35: Y, Fq4 (%) versus volume.
Fonte: Autor
F(2,4)=3,8760, p=0,11585; as barras verticais denotam o intervalo de confianca de 0,95.

Os resultados obtidos indicam que o sistema mantém as principais
caracteristicas quando aumentado sua escala. Porém o intervalo testado é muito
pequeno quando comparado com a massa de processos industriais e extrapolar

esses resultados poderia levar a falhas. Afim de melhor avaliar o escalonamento do
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SMDFA, mais testes devem ser realizados utilizando maiores massas. O limitante
nesse teste € a capacidade de producdo de adenovirus, que € baixa em escala de
laboratorio. Uma solucéo proposta refere-se ao uso de particulas de facil obtencéo e
com mesma massa molecular nos estudos. Estudos utilizando essas particulas
mimicas permitiram observar os efeitos relacionados ao volume, porém importantes
fatores como conservacdo da infectividade viral ndo seriam avaliados (BRAAS, G.
M.; WALKER, S G; et al., 2000).

5.8.COMPARACAO DOS METODOS Cr E CYO DE QUANTIFICACAO POR
PCRq

Os resultados de PCRq foram calculados utilizando dois métodos diferentes.
O método C; utiliza uma linha de amarracdo que define um nivel de fluorescéncia
padrdo para todas as reacfes, quando atingido, € registrado o ciclo fracionario em
gue essa condicao foi satisfeita para cada reacdo. Em ordem para quantificar as
amostras uma diluicdo seriada permitiu correlacionar os valores de Ct com
concentracbes conhecidas de DNA. Ao realizar as quantificacbes dessa forma
assumimos que as condi¢cdes de reacdo entre as amostras e 0 padrdo sdo as
mesmas. Porém, por se tratar de amostras bioldgicas, inibidores podem estar
presentes e alterar a eficiéncia das reacdes (GUESCINI et al.,, 2008). Por esse
motivo o método Cy0 foi testado. Os resultados ndo indicaram diferenca na
guantificacdo utilizando nenhum dos métodos, o que indica a auséncia de inibidores
nas reacoes.

O protocolo de extracdo e quantificacdo do DNA foi exaustivamente alterado
para possibilitar a melhor quantificacdo possivel. Alguns cuidados foram tomados
para evitar inibicbes nas reagfes, como o teste de diferentes diluicbes da amostra
para determinar a melhor diluicdo de preparo das reacoes. Esse cuidado pode ser a
causa da auséncia de interferentes nas reacoes.

Outra caracteristica avaliada foi a precisdo das duas metodologias expressa
em DPR (Desvio padréao relativo). Utilizando os pontos centrais como replicatas,
avaliou-se o DPR para os diferentes parametros calculados com as duas

metodologias, nos dois planejamentos Tabela 20 e Tabela 21, respectivamente.
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Os resultados apresentados nas tabelas 20 e 21 indicam que o método Cy0 é
mais preciso, para quantificagcdes mais elevadas de DNA. Os parametros Y, Fq (%),
Bp, Ca, Rpyv (%) € Rpyy (%) foram determinados com concentragdes relativamente

elevadas de DNA, justamente os resultados em que o Cy0 foi mais preciso.

Tabela 20: Resultado de desvio padrfes relativo para diferentes parametros calculados pelos
métodos de C; e de Cy0, Planejamento 1.

Ka Ya Fc (%) Ya Fd (%) Bp Ca Rpv (%) Rpvo (%)
DPR (%): Ct 132,6 87,9 10,1 8,8 10,1 20,4 29,1
DPR (%): Cy0 126,2 80,8 14,4 14,4 14,4 23,5 35,7
DPR (%): Ct-Cy0 6,3 7,1 -4,2 -5,6 -4,2 -3,1 -6,6

DPR = Desvio padrao relativo (%).

Tabela 21: Resultados de desvio padr@es relativo para diferentes parametros calculados pelos
métodos de C, e de CyO0, Planejamento 2.

Ka Ya Fc (%) Ya Fd (%) Ca Fp
DPR (%): Ct 21,06422 3,08752 22,21594 22,21594 17,95358
DPR (%): CyO 21,57565 4,897879 20,72247 20,64126 17,07998
DPR (%): Ct-Cy0 -0,51143 -1,81036 1,493472 1,574678 0,873605

DPR = Desvio padrao relativo (%).

A explicacdo para essa observacdo se deve a metodologia de ajuste do
método CyO0. E realizada uma regressdo nao linear aos resultados experimentais e é
esperado que para reagcdes com menor concentracdo de DNA o método seja menos
preciso, pelo explicado abaixo.

Em baixas concentraces de DNA pouca informacédo sobre a fluorescéncia
maxima (Fn,) € obtida, o que torna a regressdo menos precisa e por isso o método C;
foi relativamente mais preciso para os parametros K, e Y, F. (%). Esses dois
parametros utilizam a quantificacdo da concentracdo de particulas virais na fase
concentrada, que foi geralmente baixa para todos os ensaios, tornando a precisdo

do método Cy0 menor para eles.

5.8.1. Analise estatistica — Planejamento 1, calculado com o método Cy0

Os resultados obtidos utilizando o método Cy0 foram analisados da mesma
maneira que os resultados de Ct e algumas diferencas nos resultados foram
encontradas e estdo discutidas abaixo. Os resultados dos parametros estao

resumidos na Tabela 22.
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Ensaio T (°C) pH [T X114] (%om,m) V, Ka YaFc (%) YaFd (%) Bp Ca Pv Rpv (%) Pve Rpvé (%)
A 33,0 6,0 1,0 15,67 0,12 21,41 39,71 61,12 0,42 236,88 19,75 344,47 42,13
B 37,0 6,0 1,0 19,00 122,21 0,02 40,08 40,09 0,42 523,74 43,66 806,67 98,65
C 33,0 7,0 1,0 15,67 491,37 0,00 30,70 30,70 0,32 3840,66 320,16 1141894  1396,42
D 37,0 7,0 1,0 19,00 0,14 7,27 19,19 26,45 0,20 4101,85 341,93 11990,11  1466,27
E 33,0 6,0 11,0 0,18 14,68 9,88 25,59 3547 152 415,32 34,62 177,94 21,76
F 37,0 6,0 11,0 0,61 290,52 0,26 45,59 4585 1,07 962,13 80,20 605,38 74,03
G 33,0 7,0 11,0 0,43 104,42 0,92 41,15 42,07 1,22 X X X X

H 37,0 7,0 11,0 0,61 77,61 0,71 33,60 34,30 0,79 1235,23 102,97 1152,22 140,91
I 35,0 6,5 6,0 2,33 27,82 0,92 59,80 60,72 0,80 1956,09 163,06 1633,38 199,75
J 35,0 6,5 6,0 2,33 15,45 1,71 61,66 63,37 0,83 2462,67 205,29 1818,68 222,41
K 35,0 6,5 6,0 2,33 147,32 0,21 73,68 73,89 0,99 147546 122,99 929,00 113,61
L 35,0 6,5 6,0 2,33 7,66 3,41 61,03 64,44 0,82 2062,05 171,89 1197,50 146,44

T: Temperatura (°C); V.. Raz&o volumétrica; K,: Coeficiente de particio; Y,: Rendimento; F.. Fase rica em micelas; Fq: Fase pobre em micelas; By: Balango
de particulas adenovirais; C,. Fator de concentracéo; P,. Poténcia viral; P,,: Poténcia viral especifica; R: Recuperagéo (%).
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Fator de concentragao - Ca
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O parametro C, apresentou uma diferenca no resultado que pode ser

observada comparando os dois graficos de Pareto ilustrados na Figura 36. O fator

temperatura apresentou em Cy0 efeito significativo (p<0,05). Essa mudanca

aparentemente estd relacionada ao ganho de precisdo da técnica, utilizando o

método Cy0, que permitiu aumentar a resolucdo da analise. Portanto, efeitos que

antes estavam sendo mascarados pelo erro na quantificacdo puderam ser

observados.

Na analise com o método de CyO0, a temperatura apresentou efeito negativo

relevante, portanto quanto menor a temperatura maior o C,. Essa observacéo pode

ser explicada pelo V.. Em temperaturas menores, com mesma [Triton X-114], o V, é

maior e, portanto o volume da fase diluida (Fq) € menor, concentrando mais as

particulas adenovirais que possuem preferéncia por essa fase.
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Figura 36: Gréaficos de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: C,.

Fonte: Autor

p=05

Gréfico de Pareto gerado com resultados calculados com Cy0 e C..como demarcado na figura.

A andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 23) propiciou outro indicativo que a

mudanca ocorrida € devida a maior precisdo da técnica. Os valores de p estdo

menores para todos os parametros significativos, indicando um aumento na certeza

sobre esses efeitos.
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Tabela 23: Andlise de variancia (ANOVA) do C,calculado com resultados do método CyO0.

Fator SQ Grau de Liberdade Média dos quadrados F p
(1) T°C 0,127189 1 0,127189 8,70867 0,0419
(2) pH 0,099284 1 0,099284 6,79799 0,0596
(3) [Triton X-114] 1,308239 1 1,308239 89,57529  0,0007
lcom?2 0,001405 1 0,001405 0,09617 0,7720
lcom3 0,072364 1 0,072364 4,95478 0,0900
2com 3 0,008848 1 0,008848 0,60583 0,4798
1*2*3 0,002436 1 0,002436 0,16681 0,7039
Erro 0,058420 4 0,014605

Total SQ 1,678185 11

Ajuste R* = 0,96
*Valores em vermelho indicam os resultados com significancia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos
quadrados.

5.8.1.2. Recuperacao da poténcia viral especifica - RPve (%)

A recuperacao da poténcia viral especifica também apresentou modificagdes
quanto ao numero de efeitos significativos (p<0,05). Novamente a maior precisdo do
método CyO0, provavelmente permitiu uma maior resolucdo na analise permitindo

observar os efeitos de menor intensidade.
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Figura 37: Gréaficos de Pareto de efeitos padronizados; Variavel Rpy,
Fonte: Autor
Gréfico de Pareto gerado com resultados calculados com Cy0 e C,.como demarcado na figura.

A andlise de variancia (ANOVA) também apresentou indicios de que houve
uma maior precisdo (Tabela 24). Os valores de p foram menores quando
comparados com os encontrados com o método C;. Esse resultado indica uma maior
certeza sobre os efeitos, indicando um menor erro embutido nos resultados, como

foi observado com os valores de DPR entre as duas técnicas.
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Tabela 24: Analise de variancia (ANOVA) da Recuperacdo da poténcia especifica (Rpyg),
calculada com resultados do método CyO0.

Fatores SQ Grau de Liberdade =~ Média dos quadrados F p
(1) T°C 150606 1 150605,6 61,346  0,0043
(2) pH 24824 1 24824,0 10,111  0,0501
(3) [Triton X-114] 673533 1 673533,1 274,350 0,0005
lcom?2 122230 1 122230,3 49,788  0,0059
lcom3 117924 1 117923,6 48,034  0,0062
2com 3 647682 1 647682,5 263,8202 0,0005
1%2*3 118958 1 118958,2 48,4552 0,0061
Erro 7365 3 2455,0

Total SQ 2862340 10

Ajuste R* = 0,997

*Valores em vermelho indicam os resultados com significancia estatistica (p<0,05); SQ: Soma dos

quadrados.

5.8.2. Analise estatistica — Planejamento 2, calculado com o método Cy0

Os resultados do Planejamento 2 estdo resumidos na Tabela 25. Todos os

parametros foram avaliados procurando mudancas no resultados da analise

utiizando o método Cy0. Em nenhum dos parametros houve uma mudanca

significativa, ou seja, mudanca nos tipos de efeitos significativos (p<0,05). A

resolucdo dos experimentos aumentou como pode ser observado nos valores p nos

efeitos dos fatores e suas interacoes.



Tabela 25: Resultados do Planejamento 2, calculados pelo método CyO.
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Ensaio T (°C) pH [T X114] (%om,m) \s Ka Ga Ca Ya Fc (%) Ya Fd (%) Bp Ca
A2 33,0 6,0 1,0 0,54 7,18 9,21 0,70 66,12 75,33 71,68 0,92
B2 37,0 6,0 1,0 72,24 1131,70 0,07 0,79 75,10 75,17 73,99 1,02
c2 33,0 7,0 1,0 51,45 683,58 0,08 0,57 53,37 53,45 75,90 0,70
D2 37,0 7,0 1,0 38,79 607,73 0,10 0,63 60,02 60,11 78,23 0,77
E2 33,0 6,0 11,0 17,51 10,73 6,38 1,60 68,46 74,83 47,17 1,45
F2 37,0 6,0 11,0 105,02 85,92 0,81 1,37 69,26 70,07 45,95 151
G2 33,0 7,0 11,0 25,68 17,12 5,29 2,01 90,52 95,80 50,38 1,80
H2 37,0 7,0 11,0 462,88 589,12 0,11 1,01 63,86 63,97 59,05 1,08
12 35,0 6,5 6,0 337,23 654,62 0,09 0,81 56,97 57,05 61,71 0,92
J2 35,0 6,5 6,0 555,15  1077,65 0,09 1,37 96,06 96,14 67,70 1,42
K2 35,0 6,5 6,0 409,14 794,22 0,09 1,02 71,79 71,88 64,76 1,11
L2 35,0 6,5 6,0 483,45 938,47 0,09 1,25 87,90 88,00 70,00 1,26

T: Temperatura (°C); V.. Raz&o volumétrica; K,: Coeficiente de particio; Y,: Rendimento; F.. Fase rica em micelas; Fq: Fase pobre em micelas; By: Balango
de particulas adenovirais; C,. Fator de concentracéo; Y,: rendimento de recuperagéo de proteinas totais; Fy: Fator de purificacéo
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6. CONCLUSAO

O mercado biofarmacéutico estd apenas em seu inicio, com novos
biofarmacos sendo desenvolvidos a cada dia. Dentre eles ha os adenovirus
recombinantes que possuem dois vetores modificados com o gene p53 em fase
quatro de estudos clinicos para o tratamento de tumores malignos avangados na
tireoide e tumor Oral e Maxillofacial maligno avancado (EDELSTEIN, 2012). Outros
vetores e virus também estdo sendo estudados e todos dependerédo de um processo
eficiente de extracéo para sua aplicacdo em escala mundial.

Em um futuro préximo podemos ter esses bioprodutos liberados para o uso
humano, o que aumenta a importancia de estudos de producdo desses vetores,
principalmente nas etapas de extracdo. E imprescindivel, tanto para as aplicacdes
de adenovirus como vetor viral para terapia génica como para vacina génica, que as
particulas virais mantenham sua capacidade de insercdo de material genético dentro
das células alvo. Dentro dessas especificacdes o SMDFA pode contribuir com os
processos de extracdo a atingir esse objetivo. Um simples estudo com trés fatores
demonstrou que o SMDFA possui a capacidade de atingir resultados altamente
desejados, como o aumento na relacao de particulas infecciosas por particulas virais
totais (no presente trabalho é representado por Pvg). O aumento de 13 vezes obtido
em um dos ensaios e a indicacdo da analise estatistica demonstram a possibilidade
de aumentar ainda mais esse parametro com estudos de otimizacdo dos fatores e
de outros fatores tradicionalmente estudados (i.e adi¢cdo de sais).

Outro parametro importante que pode ser explorado ainda mais € o C,. Como
indicado através da andlise estatistica, valores maiores de C, podem ser
alcancados, mesmo com o0 uso de menor quantidade de reagentes. O uso de
sistemas em condi¢cbes proximas a curva binodal podem propiciar isso. Os dados
apresentados no presente trabalho forneceram base e direcionamento para outros
estudos para otimizacdo de extragdo aplicando SMDFA. De fato, € possivel adotar
uma estratégia de delineamento experimental sequencial (BOX et al., 2005)
aprofundando o conhecimento sobre o efeito dos fatores para encontrar o ponto
otimo de extracgéo.

A informacéo sobre os contaminantes foi minimamente explorada, uma vez

que se trata de um sistema biolégico de produgdo. Outros contaminantes, além de
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proteinas, devem estar presentes, como lipideos (membrana celular) e substancias
como o indicador de pH do meio de cultivo. A remoc¢ao de ambos né&o foi avaliada no
presente trabalho, porém foi possivel observar uma cor mais intensa nas fases rica
em micelas indicando a presenca dessa substancia. E esperado que lipideos e
proteinas de membrana (alto carater hidrofobico) tenham sido extraidos nessa fase.

Os resultados relacionados ao aumento do volume total do sistema néo
apresentaram diferenca em nenhum dos parametros avaliados, porém a faixa de
estudo foi curta quando comparados com processos industriais onde 0s processos
sdo em vérias ordens maiores que os estudados.

O emprego da metodologia Cy0 para a quantificacdo do adenovirus utilizando
o PCRq permitiu analise do comportamento do adenovirus no sistema com maior
precisdo. Esse aumento na precisdo significou um aumento na resolucdo do
planejamento fatorial, permitindo observar efeitos anteriormente mascarados pelo
erro experimental. Essa observagao apoia a necessidade do desenvolvimento de um
Software para o calculo necessério para essa metodologia, até o presente momento
inexistente de forma difundida.

Em conclusdo, o SMDFA apresentou indicativos de sua aplicagdo na extragao
de particulas adenovirais, com caracteristicas interessantes, como aumento de Pve.
Entretanto para aplicacdo em alta escala de produgédo, mais estudos devem ser
realizados para aperfeicoar o sistema para extracdo dessas bioparticulas e para

testar o comportamento desses sistemas em escalas maiores.
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8. APENDICE

8.1.PROGRAMA PARA CALCULO DO CY0

As linhas de comando do programa desenvolvido em plataforma MATLAB,
estdo descritos abaixo. Esse programa foi desenvolvido seguindo as orientagoes
presentes no artigo de Guescini et al. (2008). A programadora Carine de Godoy
Rezende Costa escreveu o programa em colaboragédo com o presente autor.

Os dados de entrada para o programa devem ser organizados previamente,
para que ele funcione corretamente. Os dados utilizados sao valores de ARn,
gerados pelo aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System da Applied Biosystems, e
devem estar organizados em uma unica coluna, com decimais expressos por ponto
e salvos em uma arquivo .ascii (.txt).

O programa ira gerar os resultados de Cy0 e salvar em .txt, assim como ira
salvar figuras das tentativas de ajuste, para posterior avaliacdo em caso de suspeita

de falha de célculo.
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clear all% limpa tudo o que estava na memoria
close all % fecha todas as janelas de figuras

for i=8 % controla o numero de reacoes

%% REORGANIZA AS TABELAS DE ABSORBANCIA DE ACORDO COM OS POCOS E CICLOS

% load ../testeitalia/absorbanciaitalia.txt % carrega os dados de absorbancia
eval(['load ./Absorbancia_' num2str(i) ".txt']) % carrega os dados de absorbancia da reacao i

% escreve uma tabela onde as linhas sao os pocos (A1,A2,A3,...,H12) e as colunas os ciclos
(1,2,3,...,40)

for k=1:40 % para cada poco (linha)...
% tabela(k,:)=absorbanciaitalia(k:40:96*40); % ...encontra as absorbancias de cada ciclo
(colunas)
eval(['tabela(k,:)=Absorbancia_' num2str(i) '(k:40:96*40);]) % ...encontra as absorbancias de
cada ciclo (colunas)
end

%% Método Cy0

x=1:40; % ciclos

% ajusta a funcao de Richard para cada poi¢ %20
for p=1:96 % percorre 0S po¢os

cond=0; % condicao igual a 0 deixa rodar
r=1; % contador de rodadas

maximo=max(tabela); %MAximo de cada reaCa0
maximo=maximo(maximo>0.5); %remove valores menores que 0.5 de DeltaRn
chuteFmax=mean(maximo); %nome da variavel que E a mEdia do maximos

chuteb=3;
chutec=1;
chuted=1;

while cond==0 && r<50
dados=tabela(:,p); % armazena os dados do po¢o p na variavel "dados"

% chuta Fb apenas para primeira rodada
if r==1
chuteFb=mean(dados(1:7)); % mi¢%dia dos 7 primeiros dados de fluorescéncia de cada
reacao
end

% faz o ajuste da funcéo de Richard aos dados do poco p

% esse ajuste encontra os 5 parametros da funcao de Richard

eval(['ff=ezfit(dados,"f(X)=Fb+(Fmax/(1+exp(-(1/b)*(x-c)))d); Fb=" num2str(chuteFb) '; Fmax="'
numz2str(chuteFmax) ';c=' num2str(chutec) '; b=" num2str(chuteb) '; d=1");")

% salva os 5 parametros
makevarfit

Fb

Fmax

b



c
d

% armazena a reta ajustada
f=Fb+(Fmax./(1+exp(-(1/b)*(x-c))).Ad);

% encontra o ponto de inflexi¢, %0 da curva ajustada
Flexx(r,p)=c+(b*log(d)); % coordenada x do ponto de inflexdo
Flexy=(Fmax*(d/(d+1))d+Fb); % coordenada y do ponto de inflexdo

% inclinacdo da reta que passa pelo ponto de inflexdo (coeficiente angular)
m=(Fmax/b)*((d/(d+1))*(d+1));

% calcula o valor de Cy0
Cy0=(c+(b*log(d)))-(b*((d+1)/d)*(1-((Fb/Fmax)*(((d+1)/d)*d))));

coefb=Flexy-(m*Flexx(r,p)); % coeficiente linear
tang=m*x+coefb; % reta tangente

FB(r,p)=Fb;
FMAX(r,p)=Fmax;
B(r,p)=b;
C(r,p)=c;
D(r,p)=d;
CYO(r,p)=Cy0;
M(r,p)=m;
R2(r,p)=ff.r;

%% plota graficos absorbancia x ciclo para cada poco

figure(1);

plot(dados,'.-k")

hold on

plot(f,'ok")

plot(Flexx(r,p),Flexy,'dk’,'MarkerFaceColor','k’)

plot(Cy0,0,".k','markersize',20)

plot(tang,'k")

ylim([-1 7])

legend(['dados experimentais'],['dados previstos'],['ponto de '...
'inflexdo’],['Cy0',['tangente],'location’,'northwest')

xlabel('Ciclos")

ylabel('Fluorescéncia’)

eval(['title("Poc¢o' num2str(p) ' rodada ' num2str(r) "))

hold off

% salva os graficos em figuras png
eval(['print -dpng ./JAbsorbancia_' num2str(i) /poco_' num2str(r) '_' num2str(p) ".png'])

clear Fmax Fbbcd

if r~=1 % a partir da segunda rodada, teste a diferenca relativa entre Cy0(n-1) e Cy0(n)
cond=abs((CYO(r,p)-CYO(r-1,p))/CY0(r-1,p))<0.001;

end

% ajusta os valores de entrada dos parametros com o valor da ultima rodada

chuteb=B(r,p);

chutec=C(r,p);
chuted=D(r,p);
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chuteFb=FB(r,p);
chuteFmax=FMAX(r,p);

if r==1 % pra primeira rodada, ajusta "c" e "b"
chutec=Flexx(r,p)-B(r,p)*log(D(r,p));
chuteb=(FMAX(r,p)./M(r,p)).*((D(r,p)./(D(r,p)+1)).~(D(r,p)+1));

end

r=r+1;

end
Cy0_f(p)=Cy0;

end

% save -ascii richardNrodadas.txt Cy0_f
eval(['save -ascii richardNrodadas_' num2str(i) ".txt Cy0_f]) % SALVA Cy0

end



