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RESUMO

O surgimento de terapias imunocelulares trouxe além de esperanca para
pacientes oncoldgicos, novos desafios. Apesar de promissoras, essas intervencdes
apresentam inumeras limitacfes, entre elas, destaca-se o longo tempo demandado
para sua preparagdo. Ademais, o0 cultivo sustentdvel de células humanas
biologicamente viaveis é desafiador. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi
avaliar parametros fisicos e quimicos de células de linhagem linfocitica mantidas em
cultura sob diferentes condicBes experimentais. Nas estratégias de agitacdo, as
culturas mantidas a 105 rpm apresentaram o melhor desempenho no que diz respeito
a densidade de células viaveis. No entanto, células mantidas a 85 rpm apresentaram
circularidade superior. A concentracdo do ion Na* foi significativamente maior nos
frascos de cultura mantidos a 85 rpm quando comparado a 105 rpm. A concentracéo
de amonia, foi significativamente superior em culturas expostas a agitacao alternada
guando comparada a velocidade de 105 rpm. Observou-se que, enquanto a
osmolaridade aumenta, o pH diminui ao longo do tempo de cultura, tendo esse
apresentado uma reducao significativamente maior no grupo exposto a agitacdo a 105
rpm. Estratégias de nutricdo distintas também impactaram nos parametros fisicos e
guimicos da linhagem de células Jurkat. A densidade de células viaveis foi maior no
grupo sob a estratégia de perfusdo. A viabilidade celular no grupo sob perfuséo se
manteve acima de 90% durante todo o experimento, enquanto no grupo sob Fed-
Batch observou-se uma reducao, e a mesma ficou proxima de 60%. Destaca-se uma
menor diminuicdo na circularidade celular no grupo submetido a perfusao, fenébmeno
também observado no didametro celular desse grupo. A variacdo na concentracao dos
ions K* e Na* foi significativamente menor no grupo submetido a perfuséo. As culturas
sob Fed-Batch apresentaram flutuacées menos drasticas no que diz respeito as
concentracfes de glicose e glutamina. A estratégia de perfusdo apresentou
concentragdo de amonia menor que Fed-Batch entre os dias 2 e 5, e maior entre 0s
dias 6 e 9. Ademais, o pH da cultura submetida a perfusdo sofreu menor reducdo. O
grupo sob perfusdo apresentou menor reducdo na osmolaridade. Portanto, no geral,
o melhor desempenho foi obtido pelas células submetidas a perfusdo. Tendo em
mente o desenvolvimento de terapias imunocelulares, a velocidade de agitacao 6tima
€ 85 rpm, pois além de maior percentual de células viaveis, a morfologia dessas
células foi menos afetada.

Palavras-chave: Linfécito T. Cultura de células. Fed-Batch. Perfusdo. Estratégias de

agitacao.



ABSTRACT

The development of cell-based therapies brought new horizons and challenges.
Although promising, these interventions present many limitations, among those, one
can be highlighted: manufacturing. Furthermore, culturing viable human cells is
challenging. The main goal of the study was to evaluate chemical and physical
parameters of a lymphocytic cell lineage kept under different conditions. On the
agitation strategies, flasks kept under 105 rpm agitation had the best performance
when it comes to viable cell density. Though, flasks kept under 85 rpm agitation
presented better cell circularity. Na* concentration was significantly higher on flasks
under 85 rpm compared to 105 rpm. Ammonia concentration was significantly superior
on flaks kept on alternated agitation compared to 105 rpm. We can highlight that
osmolality increases and pH decreases over time. The pH presented a significant
decrease on the flasks exposed to 105 rpm agitation. Nutrition strategies also impacted
on physical and chemical parameters of Jurkat cell line. Viable cell density was
significantly higher on flasks under perfusion. Cell viability was kept over 90% during
the whole experiment on the flasks under perfusion, when flasks under Fed-Batch
decreased to around 60% viability. We noticed a smaller decrease on cell circularity
and cell diameter on flasks under perfusion. The fluctuation on K* and Na* levels was
significantly smaller on flasks under perfusion. Flasks under Fed-Batch presented
smaller fluctuations when it comes to glucose and glutamine concentrations. Flasks
under perfusion presented lower ammonia concentration between days 2 and 5 when
compared to Fed-Batch. Although, between days 6 and 9 presented higher levels when
compared to Fed-Batch. Furthermore, flasks under perfusion presented a smaller
lowering of pH level. The osmolality had a smaller decrease on flasks under perfusion.
Therefore, the best performance was achieved by flasks under perfusion. Having in
mind the development of cell-based therapies, the optimal agitation speed is 85 rpm,
once it presented a higher cell viability and cell morphology was less affected.

Keywords: T cell. Cell culture. Fed-Batch. Perfusion. Agitation strategies.
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1. INTRODUCAO

A imunoterapia celular tem recebido grande destaque na area de saude
humana devido a sua ampla aplicagdo no tratamento de diferentes condi¢des clinicas,
tais como neoplasias e autoimunidade. Isso se da pelos resultados promissores
obtidos em ensaios pré-clinicos e clinicos. Desde a aprovacdo dos primeiros
medicamentos utilizando células T humanas pelo FDA (do Inglés Food and Drug
Administration) no ano de 2017 (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2017a,
2017b), grandes investimentos tém sido feitos com o objetivo de aprimorar a
tecnologia para melhorar o sucesso terapéutico a longo prazo através da modulacéo
do sistema imunolégico dos pacientes (ANDROULLA; LEFKOTHEA, 2018;
GAUTHIER; YAKOUB-AGHA, 2017; GILL; MAUS; PORTER, 2016). Um dos grandes
avancos tem sido a producéo de células T que expressam receptores de antigenos
(TCR, do Inglés T cell receptor) modificados, denominados CAR (do Inglés chimeric
antigen receptor). A expressdo de CAR em células T tem como objetivo elevar a
eficiéncia do reconhecimento e morte das células neoplasicas malignas, tendo

importante impacto na sobrevida dos pacientes.

As empresas dedicadas a construcdo dessas terapias celulares tém também
tentado otimizar as condi¢cdes de cultura para conseguir aumentar o rendimento

celular sem afetar a funcionalidade.
1.1. BREVE HISTORICO

A tecnologia envolvida no desenvolvimento de receptores quiméricos em
células T (CAR-T), apesar de apenas ter recebido maior destaque nos ultimos anos,
teve inicio no final da década de 1980 (GASCOIGNE et al., 1987; KUWANA et al.,
1987). Um grupo de pesquisadores do The Weizmann Institute of Science, localizado
em Israel, desenvolveu no ano de 1989 o primeiro TCR quimérico funcional (GROSS;
WAKS; ESHHAR, 1989). Para sua construcdo foram utilizados vetores gendémicos
com o construido CAR, transfectado em hibridoma de linfécitos T citotdéxicos (CTLs,

do Inglés cytotoxic T lymphocytes). Esse CAR-T foi construido a partir do dominio
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constante do TCR fusionado ao um dominio variavel de uma imunoglobulina (Ig)
dirigido contra os antigenos tumorais (GROSS; WAKS; ESHHAR, 1989).

A primeira e grande vantagem do CAR ¢ elevar a afinidade do reconhecimento
antigénico dos tumores pelos CLTs. In natura, o reconhecimento de antigenos pelos
TCR apresenta diferengas relevantes quando comparado a anticorpos. Essa diferenca
pode ser observada tanto no que diz respeito a afinidade quanto a avidez da ligacao.
Ao contrario das ligacbes antigeno-anticorpo, que apresentam alta afinidade e
especificidade, a interacdo do TCR com os complexos peptideo antigénicos por meio
das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC — major
histocompatibility complex) de classe | e Il apresenta baixa afinidade.
Consequentemente, a ativacdo das células T tumor-especificas via CAR é otimizada
em decorréncia do reconhecimento dos antigenos de forma direta e com grande
avidez e afinidade, (FENG et al., 2018; OREN et al., 2014). Essa imunointervencao
pode ser mais eficaz em subverter os mecanismos de escape dos tumores ao ataque

imune.

1.2. RESPOSTA IMUNE TUMORAL E MECANISMOS DE
ESCAPE

Classicamente a reposta imune € capaz de conter o crescimento tumoral a
partir das interacdes entre células da imunidade inata e adaptativa. No contexto da
resposta imune natural, a presenca de células apresentadoras de antigeno (APC, do
Inglés antigen presenting cells), particularmente as células dendriticas (DCs, do Inglés
dendrict cells) imunogénicas, é fundamental para inducao de reposta imune especifica
anti-tumor (CAO; LIU, 2007; CARBONE; HEATH, 2003; FAZILLEAU; MCHEYZER-
WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2007).

As DCs sao capazes de fagocitar, processar e apresentar os antigenos
peptidicos tumorais acoplados as moléculas do MHC aos linfécitos T. Esse evento €
considerado o primeiro sinal e garante que apenas células T especificas sejam
majoritariamente recrutadas. No entanto, essas APCs maduras devem fornecer as

células T outros dois sinais, segundo e terceiro, que sao necessarios para adequada
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ativacdo desses linfocitos em fenotipos efetores (CAO; LIU, 2007; CARBONE;
HEATH, 2003; FAZILLEAU; MCHEYZER-WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2007).

O segundo sinal se da pela ligacdo de moléculas da familia B7 (CD80/CD86),
expresso na superficie das DCs imunogénicas a molécula CD28, expresso
constitutivamente na superficie dos linfocitos T. Esse sinal é independente do tipo de
antigeno e permite a producdo de interleucina (IL)-2 pelos linfocitos T antigeno-
especificos, garantindo a linfoproliferacdo (DUSTIN et al., 2006; HENRICKSON;
VONANDRIAN, 2007).

Seguindo a expansao clonal, o terceiro sinal sera necesséario para uma
completa ativacéo das células T. Esse terceiro sinal € principalmente mediado através
da secrecdo de citocinas pelas DCs conduzindo os linfocitos T ativados a
diferenciacdo em diferentes fenétipos capazes de secretar padrbes polarizados de
citocinas que coordenam varios tipos de resposta imune. Dessa forma, no contexto
da protecédo contra tumores, a secrecao de IL-12 pelas DCs induz a diferenciacdo das
células T CD4* em linfocitos T auxiliar 1 (Thl — T helper 1) (FAZILLEAU; MCHEYZER-
WILLIAMS; MCHEYZER-WILLIAMS, 2007; HENRICKSON; VONANDRIAN, 2007).
Além disso, a IL-12 é capaz de suprimir a inducdo do fendtipo Th2, uma vez que é
capaz de inibir a producéo de IL-4 (VIGNALI; KUCHROO, 2012). A diferenciacado das
células em Thl depende da capacidade da IL-12 de induzir a expresséao do fator de
transcricdo T-bet (T-box transcription factor) (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). Esse
fenétipo é responsavel pela secrecdo de grandes quantidades de IFN-y e IL-2 e
realizam a chamada resposta imune celular, por ativar fagocitos, células assassinas
naturais (células NK — natural killer) e os linfécitos T CD8*. O IFN-y aumenta néo
apenas o poder microbicida dos fagdcitos (neutréfilos e macrofagos), mas também a
funcao litica das células NK, como também induz linfécitos B humanos a produzir IgG1
e IgG3 (MCKINSTRY; STRUTT; SWAIN, 2010).

Apesar da dependéncia das células Thl para sua ativagcdo e manutencéo de
memoria, os linfécitos T CD8* ativados, conhecidos como linfécitos T citotoxicos (CTL
— cytotoxic T lymphocytes), sdo os protagonistas no controle do crescimento tumoral.
Os CTLs, ao reconhecerem 0s antigenos peptidicos dos tumores acoplados as

moléculas do MHC de classe |, induzem a morte do tumor por apoptose. Essa morte
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envolve a acdo coordenada dos produtos estocados nos granulos citoplasmaticos dos
CLTs, particularmente granzimas e perforinas (COQUERELLE; MOSER, 2010). Como
0os CTLs também secretam citocinas como o IFN-y, esses linfocitos sdo capazes de
amplificar as respostas Th1l, sendo assim também chamados de Tc-1 (Tc-1, do Inglés
T cell cytotoxic- 1) (OBAR; LEFRANCOIS, 2010).

Infelizmente, os tumores tém desenvolvido diferentes estratégias para escapar
do reconhecimento e/ou ataque imune, o que tem dificultado a cura de muitos

canceres.

1.3. MECANISMOS DE ESCAPE IMUNE PELAS CELULAS
TUMORAIS

A habilidade do sistema imune em reconhecer a célula tumoral depende, de
imediato, da expresséao de peptideos acoplados as moléculas do MHC (COULIE et al.,
2014). Entretanto, para evadir o primeiro sinal, as células neoplasicas podem perder
sua antigenicidade, que pode ser consequéncia da pressao seletiva do sistema imune,
mutacdo da proteina antigénica ou mesmo perda na expressao das moléculas do
complexo MHC (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011).

O acesso dos linfécitos tumor-especificos a massa tumoral é necessario para
eficiente controle imune. Porém, sob a influéncia de fatores solGveis e cognitivos
produzidos pelos tumores, linfécitos T que chegam no tumor podem ter seu
comportamento alterado para favorecer o estabelecimento de um sitio
“imunoprivilegiado” (MELLOR; MUNN, 2008). Por exemplo, a producéo de IFN-y pelos
CTLs infiltrantes podem induzir a expressdo da enzima chamada indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO) no microambiente tumoral (SPRANGER et al., 2013). A IDO
catalisa a degradacao do triptofano, aminoacido essencial para manutencdo da
resposta imune celular anti-tumor (SPRANGER et al., 2013), gerando cinureninas,
conhecidas em favorecer a expressao de marcadores de inibi¢ao linfocitéria, tais como
CTLA-4 e PD-1 (HOLMGAARD et al., 2013). A presenca de ligantes para o CLTA-4,
0os membros da familia B7, e do PD-1, o PD-L1, no ambiente tumoral ir4 inibir a funcéo
das CTLs tumor-especificas (HOLMGAARD et al., 2013). Adicionalmente, a producéo

da citocina fator B de crescimento transformado (TGF-B, do Inglés Transforming
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growth factor beta) pelas células tumorais favorece a expansédo de células T

reguladoras, amplamente implicadas na progresséao tumoral (JAKOWLEW, 2006).

As células T reguladoras séo principalmente do tipo T CD4* e sdo fundamentais
para evitar reacdes de hipersensibilidade, mas quando em excesso, favorecem
crescimento tumoral. Apesar de existirem ao menos trés subtipos de T reguladoras,
as Tregs naturais e induzidas e as células Tr-1, as nTregs tém sido o subtipo mais
associado com pior desfecho quanto ao surgimento de metastase tumoral
(TAKEUCHI; NISHIKAWA, 2016). As nTregs séo identificadas pela alta expressao dos
marcadores de superficie CD25 e CD39 e da proteina FoxP3 (do Inglés forkhead
winged helix) no citossol (SHEVACH et al., 2006). As nTregs suprimem a proliferacao
e a funcéo dos linfécitos T CD4* efetores e dos CTLs por diferentes mecanismos,
como por exemplo através da secrec¢éo de IL-10 e TGF-3 (DIECKMANN et al., 2001;
FALLARINO et al.,, 2003; GROHMANN et al.,, 2002; LEE et al., 2009; LEVINGS;
SANGREGORIO; RONCAROLO, 2001; NAKAMURA et al.,, 2004; PICCIRILLO;
SHEVACH, 2001; STEPHENS et al., 2001; WING et al., 2002). Tanto a IL-10 quanto
o TGF-B inibem a expressado de moléculas co-estimuladoras e a secrecao de citocinas
inflamatorias pelas DCs imunogéncias, como também agem diretamente sobre os
linfécitos T ativados, suprimindo sua proliferacao e funcdes efetoras (GROUX et al.,
1997; STROBL; KNAPP, 1999).

Diante do exposto, imunoterapia celular no controle tumoral, como por exemplo
o CAR-T, deve ser capaz de subverter esses diferentes mecanismos de

imunossupressao evidenciado em muitos canceres.

1.4. CAR-T COMO TECNOLOGIA PARA ELEVAR
IMUNOGENICIDADE ANTI-TUMORAL

Como previamente mencionado, a terapia usando linfocitos T que expressam
receptores de antigeno quimeéricos (CAR-T) consiste na modificacdo dos TCR das
células T. Uma vez modificado, este linfécito T passa a estar capacitado a reconhecer
o ligante do CAR, isto é, o antigeno tumoral, e em seguida eliminar as células
transformadas de uma maneira independente do processo classico de ativagdo imune

(ZHAO et al., 2018). Apesar dos inumeros estudos acerca do uso de CAR-T terem
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iniciado na area de imunologia tumoral, alguns autores investigam o potencial dessa
tecnologia no combate ao virus da imunodeficiéncia humana (LIU et al., 2017;
WAGNER, 2018; ZHEN et al., 2017). Além disso, tem sido discutido o uso de CAR-T
no combate a doencas autoimunes, onde essas células poderiam atuar de diversas
formas, seja direcionando células Treg para sitios de autoimunidade, ou pelo
desenvolvimento de CAR direcionado a auto-anticorpos (MALDINI; ELLIS; RILEY,
2018).

A estrutura do CAR consiste em um dominio de ligac&o extracelular, regido de
dobradica e os dominios transmembrana e intracelular (Figura 1). O dominio de
ligagdo comumente deriva da regido variavel (scFv) de uma imunoglobulina murina ou
humanizada (GAUTHIER; YAKOUB-AGHA, 2017). A expressdao dessa molécula
guimérica aumenta a sinaliza¢ao intracelular dos linfécitos T, fazendo com que essas
células sintetizem IL-2 e, consequentemente, proliferem (GAUTHIER; YAKOUB-
AGHA, 2017; MILONE et al., 2009). A incorporacéo de moléculas co-estimuladoras as
células T que expressam o CAR deu origem aos CAR de segunda geragédo. O CAR
de segunda geracdo apresenta uma molécula CD28 acoplada a cadeia CD3¢E, que
contribui para o estimulo para a secrecdo de citocinas. Ja existem CAR de terceira
geracdo, que apresentam duas moléculas co-estimuladoras no seu dominio
intracelular, também incorporadas as cadeias CD3& Além do CD28 foram
incorporadas moléculas de CD137 e CD134, que (MILONE et al., 2009). Apesar de
ainda ndo haver evidéncias de que a eficacia dos CAR de terceira geracdo sejam
superiores aos de segunda geracdo, em modelos animais a incorporacdo de uma
segunda molécula co-estimuladora contribuiu para 0 aumento na persisténcia dessas
células (GAUTHIER; YAKOUB-AGHA, 2017; MILONE et al., 2009).
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Figura 1. Representacdo esqueméaticados dominios do CAR. (GAUTHIER; YAKOUB-AGHA, 2017).

CAR capacita uma célula T de responder a qualquer molécula de superficie
para qual possa ser produzido um anticorpo. Isso confere a terapia vantagem sobre
dois aspectos. Uma ampla gama de moléculas como proteinas, glicolipideos e
glicoproteinas podem ser alvos, e ha uma independéncia do procedimento de
processamento e apresentacao de antigenos via MHC. Uma desvantagem € que
antigenos exclusivamente intracelulares ndo podem ser reconhecidos pelos CAR-T.
(RAPOPORT et al., 2015).

Quanto a imunogenicidade, Gross e colaboradores (GROSS; WAKS; ESHHAR,
1989) observaram que os linfécitos T transfectados com CAR parecem ser capazes
de produzir niveis significativos de IL-2, o que resolve a questdo da dependéncia do
segundo sinal enviado pela DCs para garantir e perpetuar a proliferacdo e atuacao

das CTLs tumor-especificos.

A introducdo do material genético para expressdo do CAR deve ser realizada

de forma segura e eficiente. S&do encontrados na literatura ampla variedade de vetores
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virais e ndo virais para introdu¢do do CAR. Entre as abordagens né&o-virais pode se
destacar o transposon Sleeping Beauty e a plataforma CRISPR/Cas9 (GAUTHIER;
YAKOUB-AGHA, 2017). Apesar das abordagens né&o-virais serem mais baratas e
mais seguras, vetores retrovirais (STRONCEK et al., 2016) e lentivirais (SCHNEIDER
et al., 2018) sdo muito usados. Ensaios clinicos de longo prazo demonstram que esses
vetores sao seguros para uso em células T (SCHOLLER et al., 2012). Esses vetores
alcancam células que nao estdo em divisdo, S840 menos suscetiveis a degradacao por
mecanismos intrinsecos do hospedeiro e podem integrar sequéncias de DNA maiores.
Vale ressaltar que as células transfectadas devem apresentar capacidade de
expansdo suficiente para subsequente aplicacdo clinica. Essas células uma vez
infusionadas devem ser capazes de migrar e atingir o tumor, aonde devem ser
capazes de passar por mitoses adicionais sem perder sua habilidade de controlar o
crescimento tumoral por longo tempo (GILL; MAUS; PORTER, 2016).

Atualmente existem apenas indica¢cfes de terapia com CAR-T para neoplasias
de ordem hematologica. Entretanto, seu uso em tumores solidos vem sendo
investigado (ANDROULLA; LEFKOTHEA, 2018; GILL; MAUS; PORTER, 2016). O
tratamento disponivel no mercado, o tisagenlecleucel, tem sido indicado no controle
de leucemia linfocifica aguda, linfoma de grandes células B e linfoma difuso de
grandes células B. O CAR expresso apresenta especificidade para a molécula CD19,
expressa pela maioria dos linfécitos B, exceto pelos plasmocitos (NOVARTIS
PHARMACEUTICALS CORPORATION, 2017; WANG; WEI; LIU, 2012). De acordo
com dados de uma busca realizada em 05/01/2019, no site clinicaltrials.gov, ha 462
ensaios clinicos utilizando CAR-T em andamento (disponivel no site
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=CAR-

T&Search=Apply&recrs=b&recrs=a&recrs=f&recrs=d&age_v=&gndr=&type=_&rsit=).

Apesar de muito promissora, a terapia CAR-T ainda apresenta eventos
adversos que levantam preocupacdes acerca de sua seguranca. Tém sido relatados
casos de hipersensibilidade associados a producao de elevados niveis de citocinas,
com significante neurotoxicidade (GAUTHIER; TURTLE, 2018; WANG; GUO; HAN,
2017). Devido a intensa lesdo tumoral, manifestacbes metabolicas relacionadas a

guadros de hiperuricemia, hipercalemia, hipercalcemia e hiperfosfatemia, conduzindo
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a faléncia renal e respiratéria aguda, ou até mesmo morte, tém sido descritas
(ANDROULLA; LEFKOTHEA, 2018).

Adicionalmente, para que essa tecnologia seja aplicada a pratica clinica de
forma eficaz e segura, existe uma série de pré-requisitos a serem atendidos. O nimero
de linfécitos T coletados do paciente, por meio de leucoférese, deve ser adequado de
modo que viabilize a cultura. Alguns autores recomendam que no procedimento sejam
coletadas entre 0.6 x 10° e 2 x 10° células CD3*, sendo ideal 2 x 10° linfécitos, o que
viabiliza a criopreservacdo de células extras caso seja necessaria uma segunda
cultura (ALLEN et al., 2017; STRONCEK et al., 2016). Vale ressaltar que o tempo
médio entre a leucoférese e o disponibilidade da terapia para o paciente € em média
113 dias (NOVARTIS PHARMACEUTICALS CORPORATION, 2017)

As técnicas para a expansao dessas células in vitro variam entre os centros de
pesquisa. Autores reportam o uso de anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, citocinas
recombinantes humanas IL-2, IL-7, IL-12, entre outros (STRONCEK et al., 2016).
Devido aos custos, a manutencdo dessas células € um problema quando se tem em
mente a producdo dessa terapia em escala industrial atendendo aos pré-requisitos de
agéncias reguladoras como o FDA (U.S. FOOD AND DRUG, 2018). Portanto, faz-se
necessaria a compreensao das condicdes O6timas para o cultivo de linfécitos T
humanos, de modo a atender os requisitos de seguranca e, a0 mesmo tempo, a
demanda da industria. Atualmente, o custo desse tipo de terapia, para o paciente,
varia entre $373,000 e $475,000 ddélares por infusdo, sem considerar custos de
internacédo e terapias adjuvantes (ANDROULLA; LEFKOTHEA, 2018).

1.5. CULTIVO DE CELULAS EM LARGA ESCALA

A utilizacao de organismos vivos com o objetivo de obter produtos de interesse
comercial existe desde a antiguidade. A biomanufatura esta presente na agricultura,
producdo de energia, alimentos, materiais e na industria farmacéutica. Zhang e
colaboradores (ZHANG; SUN; MA, 2017) ressaltam a importancia dessa modalidade

no curso das trés revolugdes industriais. A partir dos avangos na area de
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biotecnologia, o cultivo de células tornou-se além de uma ferramenta da pesquisa
basica, um meio de producdo. A partir do surgimento da tecnologia de DNA
recombinante, células tornaram-se verdadeiras fabricas para a industria. No ano de
1972, Jackson e colaboradores (JACKSON; SYMONS; BERG, 1972) desenvolveram
a primeira sequéncia de DNA recombinante, onde foram combinados segmentos de
genes do fago lambda e o operon galactose da Escherichia coli ao DNA do virus Simio
40. Em 1978 Goeddel e colaboradores da Genentech conseguiram produzir insulina
humana recombinante utilizando como sistema de expresséo a Escherichia coli. Dez
anos depois da descoberta dessa tecnologia, ano de 1982, o primeiro medicamento
biologico do mundo chegou a mercado, a Humulin® produzida pela Eli
Lilly™(PAULOSE, 1999).

O cultivo de Escherichia coli para a produc¢éo de proteinas recombinantes ainda
€ representativo, e isso se da a ampla compreensado da genética e fisiologia deste
bastonete gram-negativo. Além disso, € uma bactéria com baixo tempo de geracéo e
demandas nutricionais simples, o que torna a Escherichia coli o organismo
preferencial para a producdo de proteinas (FERRER-MIRALLES; VILLAVERDE,
2013; ZHANG; SUN; MA, 2017). Apesar de apresentar diversas vantagens, o uso de
Escherichia coli na producdo em larga escala de proteinas apresenta limitacdes. Por
se tratar de um organismo procarioto e de baixa complexidade, a producdo de
proteinas complexas torna-se um desafio. Além disso, a necessidade de lise das
células para a obtencdo do produto acrescenta etapas adicionais ao processo de
purificagdo, comumente chamado downstream. Finalmente, a presenga de material
toxico resultante do metabolismo bacteriano e da liberacdo de toxinas exige etapas
adicionais no downstream, o que eleva o custo e as perdas na producédo (FERRER-
MIRALLES; VILLAVERDE, 2013; ZHANG; SUN; MA, 2017).

No ano de 1980 a Amgen foi fundada com o objetivo de produzir Eritropoietina,
uma proteina altamente glicosilada. A empresa foi pioneira na producdo do primeiro
medicamento biolégico gerado em células de mamiferos (ZHANG; SUN; MA, 2017)
As células de ovario de hamster chinés (CHO) sédo, atualmente, uma das mais
utilizadas na industria para a producgéo de proteinas recombinantes em larga escala.

Essas células, diferente da Escherichia coli, sdo capazes de produzir proteinas
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complexas (FAN; LEY; ANDERSEN, 2018). A existéncia de uma estrutura para a
realizacdo de modificacbes pos-traducionais é essencial para produzir proteinas que
apresentam glicosilacdes e pontes dissulfeto em sua estrutura (FERRER-MIRALLES;
VILLAVERDE, 2013).

O procedimento de cultivo de células em larga escala tem inicio a partir do
descongelamento de uma aliquota de células que se encontram criopreservadas no
biobanco. Comumente cada empresa tem seu proprio biobanco. Essas células foram
previamente modificadas geneticamente para expressar a proteina de interesse. A
suspensao celular é repicada para volumes cada vez maiores até ser inserida em um
biorreator de grande porte. Além dos frascos de cultura, séo utilizados frascos spinner
(Figura 2), wave bags (Figura 3). Essa fase do processo é denominada scale-up, ou

seed train, e faz parte do processo denominado upstream. (WRIGHT et al., 2015)

Figura 2. Frasco de cultura Spinner Corning® ProCulture® .(MERCK KGAA, 2019)
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Figura 3. Biorreator sistema WAVE200®. (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES, [s.d.])

Durante o processo de cultivo, as fases de crescimento sdo monitoradas, e
divididas em trés: a lag, a exponencial e a estacionaria. No caso de cultura em
suspensao, a exaustdao do meio com acumulo de metabdlitos pode levar a uma quarta
fase, a de morte. Nesse caso as células sofrem morte por apoptose a uma velocidade
maior que a de crescimento, resultando, dessa forma, em um crescimento negativo.
Portanto, no cultivo em larga escala, € importante o monitoramento do processo de
modo a evitar que as células entrem em fase de morte (FRESHNEY, 2010). Além
disso, conhecimento acerca do tempo de expansao da populagéo, que varia entre 0os
tipos celulares, € importante para determinar a taxa de crescimento e otimizacédo dos
processos (KERN et al., 2016).

Boas préticas de fabricacdo (cGMP, do Inglés Current good manufacturing
practices) sédo os pilares da producédo industrial de produtos biologicos. Em constante
atualizacao, estas definem os requisitos minimos quanto aos métodos e instalacbes
para controle do processamento, producéo e acondicionamento do produto final (U.S.
FOOD AND DRUG, 2018). Devido a uma demanda cada vez mais crescente, 0
investimento da industria para aprimorar a producdo desses medicamentos, e
amortecer o custo final, deve ser feito, pois nos Estados Unidos da América esses

imunobiolégicos representam 40% do lucro em medicamentos. Uma forma de reduzir
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0 custo da producao é a otimizacao do processo produtivo de forma que nao afete as
cGMPs (JACQUEMART et al., 2016). Nesse sentido, a utilizacdo de biorreatores tem
como objetivo diminuir o custo de todo o processo de producdo de medicamente a

base de células por meio do aumento da produtividade.

1.6. BIOREATORES

Biorreator € definido como um recipiente onde uma reacao biolégica ocorre
(BHATIA, 2015). S&o utilizados amplamente na industria de biotecnologia, que
abrange desde a industria de alimentos até a industria farmacéutica. Existem diversos
modelos de biorreatores que operam em configuracdes distintas. Esta primeira etapa,
em que se desenvolve e executa a cultura € comumente denominada upstream
(CHUNG et al., 2018). A operacao mais utilizada na industria de biotecnologia € em
Batch, e o volume comportado por esses equipamentos pode variar de 250 mL a
75.000L (WARNOCK; AL-RUBEAI, 2006). A Figura 4 apresenta uma representacao

esquematica de um biorreator.
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Figura 4. Representacdo esquematica de um biorreator. (MARIA, 2017)
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Assim como o cultivo tradicional de células, biorreatores demandam assepsia
minuciosa de modo a evitar a contaminacdo e consequente perda de, em muitos
casos, centenas de litros de produto. Dependendo do produto de interesse, a
contaminacdo € menor, como, por exemplo, os antibioticos. No entanto, o cultivo de
células de mamiferos pode apresentar taxa de contaminacdo de até 17%, visto que

trata-se de um cultivo lento em um meio nutritivo complexo (DORAN, 2013).

Biorreatores convencionais possuem sondas que avaliam em tempo real
parametros de modo a garantir estabilidade nas condigcbes ambientais as quais 0
in6culo é exposto. Comumente sdo monitorados o pH, a temperatura, o volume de ar
injetado, a velocidade de agitacdo, quando existir agitacdo, e a concentracao de O:2
na fase liquida. Devido a limitagBes estruturais, parametros mais complexos como a
composicdo da biomassa, viabilidade celular, morfologia, concentracao de ions, entre
outros, ndo sao analisados em tempo real. Para que essas variaveis sejam avaliadas,
amostras sao rotineiramente coletadas do bioreator e os parametros mais importantes
analisados de acordo com a linhagem celular e produto de interesse.(DORAN, 2013)
No caso de cultura de células de mamiferos, parametros comumente avaliados sédo a
concentracdo de amonia, lactato, glutamina, glutamato, glicose, viabilidade celular e
densidade celular. (AMANULLAH et al., 2010; TRUMMER et al., 2006)

No cultivo de células em biorreatores um dos substratos essenciais é o
oxigénio. Desse modo, esses equipamentos fornecem oxigénio dissolvido para as
células continuamente pelo processo de aeragdo. A dissolucéo do ar injetado ocorre
por meio da agitacdo, que pode se dar de diversas formas, dependendo do tipo de
biorreator. A agitacao auxilia na dispersao de bolhas e propicia a transferéncia do
oxigénio para a fase liquida, o que ira facilitar sua subsequente transferéncia para o
interior das células em cultura. A taxa de transferéncia de oxigénio (OTR, do Inglés
oxygen transfer rate) ira depender de propriedades fisico-quimicas do meio de cultura,
paréametros geométricos do biorreator e do numero de células. A taxa de utilizacdo de
oxigénio (OUR, do inglés oxygen utilization rate) varia entre as células de acordo com
suas demandas energéticas. O coeficiente de transferéncia de massa de oxigénio, ou
kLa, tem um papel importante nos bioprocessos. Essa medida ira auxiliar na

determinacdo de uma injecdo de ar ideal, e uma concentracdo Otima de Oz no
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biorreator, de modo que este esteja disponivel para atender as demandas das células
em suspensdo (DORAN, 2013; GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES, 2018)

A operacdo em Batch tem inicio a partir da adicdo do inéculo ao biorreator. O
in6culo contém células de interesse e 0 meio de cultivo que melhor atende as mesmas.
As células sdo mantidas no equipamento até se obtenha o0 méximo do produto de
interesse como pode ser observado no grafico apresentado na Figura 5. O tempo de
operacdo do biorreator varia de acordo com o tipo celular utilizado. Durante o periodo
de crescimento ndo sdo adicionados suplementos ao biorreator. S&o realizados
apenas ajustes de pH e controle da espuma, além da obtencdo de aliquotas do
conteldo para o monitoramento. Assim que a densidade alvo é atingida, todo o
contetdo do biorreator é drenado e segue para os processos de purificacdo.(DUNN

et al., 2003)

concentration
substrate biomass
product
time

Figura 5. Gréfico representando o padrdo de comportamento concentragdo-tempo da biomassa,
substrato e produto em um biorreator em operacdo Batch (DUNN et al., 2003).

A operacao chamada Fed-Batch consiste em um procedimento semelhante ao
Batch, no entanto ha a adigédo de substratos que irdo prolongar o tempo de operagéo.
Essa adicdo fornece as células suplementacdo nutricional. Isso permite maior
crescimento e manutencao da viabilidade da cultura por um tempo prolongado, o que,

consequentemente, aumenta a quantidade do produto final. A operacdo apresenta
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uma flexibilidade no que diz respeito a adicéo de suplementos que pode se dar de trés
formas: adicdo constante da solugdo nutritiva; adicdo na fase exponencial de
crescimento, de modo a maximizar a fase de crescimento exponencial; ou adicdo de
substrato conforme a necessidade, sendo essa Ultima aferida a partir do
monitoramento da concentracdo de determinados componentes (DUNN et al., 2003).

O modo de operacao continuo, ou em perfusdo, € um dos grandes objetivos
atuais da industria no que diz respeito a otimizac&o do processo upstream. Apesar de
terem surgido modelos de operacdo em perfusdo nas décadas de 1980 e 1990, os
mesmos apresentavam baixo kLa e limitagbes no que diz respeito a volumes maiores
(KISS; GOTTSCHALK; POHLSCHEIDT, 2018).

1.7. LIMITACOES

Toda célula para se manter viva e funcional necessita de uma fonte de energia
para manter seu metabolismo. Para gerar energia, e biomassa, células animais
dependem de moléculas organicas complexas. Esses precursores sdo convertidos em
metabdlitos. Os principais produtos finais do catabolismo séo o acido latico, a aménia
(NHs3), o dioxido de carbono (CO2) e a agua (H20) (NELSON; COX, 2014). Entre
esses, no cultivo de células, dois recebem destaque, o acido latico e a aménia. Por
mais de 60 anos pesquisadores tém tentado desenvolver métodos para minimizar a
producdo desses metabdlitos. A manipulacdo do meio de cultura é uma estratégia, no
entanto, deve se dar de forma cautelosa, visto que o aumento no nimero de células
tem impacto direto na producdo de amoénia e &cido latico, além de aumentar as
necessidades nutricionais (FREUND; CROUGHAN, 2018). A adicdo macica de
suplementos nutricionais também nédo € recomendada visto o impacto significativo
sobre a osmolaridade do meio de cultura, que pode impactar negativamente no
crescimento e viabilidade das células (BERDUGO, 2010; PRICE, 2017). Dada a
existéncia de efeitos significativos sobre o crescimento e produtividade celular, no
caso de sistemas fechados como biorreatores em batch ou Fed-Batch, o acimulo de
metabdlitos pode se tornar um problema (FREUND; CROUGHAN, 2018).

Portanto, entre as limitagdes para o cultivo em larga escala de células de

mamiferos estdo o acumulo de metabdlitos decorrentes do catabolismo celular, o
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fornecimento limitado de oxigénio e a sensibilidade ao estresse por cisalhamento.
Nesse sentido, € emergencial a otimizacdo do processo e do equipamento de modo a
fornecer maior sensibilidade para o monitoramento em tempo real da cultura.
Atualmente, um dos principais desafios € desenvolver um sistema continuo de cultivo
em larga escala, que, no contexto de células vivas é dificil por se tratar de sistemas
biologicos complexos (KARST et al., 2017; WARIKOO et al., 2012).

A sensibilidade de proteinas a degradacédo (VOGEL et al., 2012) e o impacto
do estresse hidrodinamico sobre as células levantam uma série de questionamentos
acerca da melhor estratégia de cultivo em larga escala (BERDUGO, 2010). Portanto
para que seja elaborado o biorreator ideal, devem ser levados em consideragéo
fatores fisicos e biolégicos. Fatores fisicos irdo envolver a hidrodindmica do recipiente,
padrao de fluxo liquido, tempo de circulacéo, eficiéncia da distribuicédo de ar, kLa, entre
outros. Todos esses fatores sédo afetados pela velocidade de agitacéo e pela estrutura
de agitacao, que pode se dar por rocking, no caso das wave bags, ou com o uso de
impellers, que podem apresentar diversas formas e tamanhos. (DUNN et al., 2003)
Wave bags tém sido utilizadas no processo de producao de terapias imunocelulares
como o CAR-T, no entanto, apesar dos bons resultados, apresenta limitada
escalabilidade (STEPHENSON; GRAYSON, 2018).

Os efeitos exercidos por uma plataforma continua sobre o upstream podem
afetar o produto, que pode sofrer degradagcdo por uma série de mecanismos. Vale
ressaltar que o impacto se da também no downstream, visto que trata-se de volumes

elevados constantemente na linha de purificacdo. (VOGEL et al., 2012)

O advento de terapias tendo como produto final células levanta diversas
preocupacdes no que tange o processo de producdo (CAMPBELL et al., 2015). Meios
de cultura tradicionais foram originalmente desenvolvidos para linhagens de células
tumorais. Desse modo, esses atendem de forma sub-6tima as necessidades de
algumas linhagens de células humanas especializadas (PRICE, 2017). Além disso, 0s
métodos convencionais utilizando biorreatores podem néo ser ideais devido a maior
sensibilidade ao estresse de cisalhamento de células humanas néo transformadas. O
estresse hidrodinamico provocado pela agitacdo pode comprometer a funcao celular

e induzir apoptose (BERDUGO, 2010). Portanto faz-se necessaria a investigacao das



28

condic¢des oOtimas para o cultivo de células T humanas, para que este conhecimento

seja aplicado na otimizacao do processo produtivo de terapias como CAR-T.

2. OBJETIVO

2.1. GERAL

Avaliar o efeito de estratégias de cultivo distintas no rendimento de linhagens de

células T humanas.

2.2. ESPECIFICOS

@ Determinar a influéncia de diferentes estratégias de agitacdo da suspensao
celular sobre parametros fisicos (densidade, circularidade, diametro e
viabilidade celular) e quimicos (valores de pH e as concentracfes de amonia,
lactato, glicose, glutamato e glutamina e de ions K*, Na*, além da
osmolaridade) das células.

< Avaliar, de forma comparativa, o impacto das estratégias de manutencao
Fed-Batch e perfusdo sobre varios parametros fisicos das células (diametro,
densidade e circularidade celular);

@ Determinar alteracdes em parametros quimicos, como os valores de pH,
concentracdo de ions K* e Na*, osmolaridade, concentracbes de amonia,
lactato, glicose, glutamato e glutamina, na suspensao celular mantidas em Fed-

Batch ou em perfuséo;

3. METODOLOGIA

A secdo experimental do estudo, consistiu em 2 séries distintas de

experimentos. Cada série objetivou analisar parametros distintos de modo a buscar
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estratégias otimas para o cultivo de células Jurkat, clone E6-1 (ATCC® TIB152™). As
hipéteses foram formuladas a partir de dados obtidos previamente pelo grupo da
professora KiriLynn Svay (dados ndo publicados). Ambos 0s experimentos tiveram
duracdo de 10 dias. Os experimentos foram realizados no Amgen Bioprocessing
Center localizado nas instalagbes do Keck Graduate Institute na cidade de Claremont,
CA, Estados Unidos.

3.1. EXPERIMENTO 1

Foram utilizadas células Jurkat, clone E6-1 (ATCC® TIB152™) obtidas a partir
de uma subcultura desenvolvida previamente pelo grupo da professora KiriLynn Svay
conforme protocolo do fabricante (ATCC, 2018). Essas células, amplamente usadas
em pesquisa, correspondem a uma linhagem de linfécitos T derivado de
leucemial/linfoma de células T de adolescente. Para 0 nosso experimento, uma
subcultura foi realizada com algumas alteracdes nas condi¢cfes de cultivo. Todos o0s
ensaios foram conduzidos utilizando frascos de cultura Erlenmeyer de 250 mL, tampa
rosqueada com membrana filtrante acoplada Nalgene®, com volume de trabalho de
60 mL. Parametros fisicos e quimicos dessas culturas foram avaliados apos

suplementacao da suspensao celular como se segue:

& 6mL de solugcéo contendo 2g/L de glicose e 2mmol/L de glutamina no segundo

dia de cultura;

& 6mL de solugcéo contendo 4 g/L glicose e 4 mmol/L glutamina no quarto dia de

cultura;

& 6mL de solucdo contendo 8 g/L glicose e 8 mmol/L glutamina no oitavo dia de

cultura;

Durante todo o experimento os frascos foram mantidos na estufa a 37°C, 5% CO:
em agitadores orbitais programados para trabalhar em diferentes rpm (rotacéo por

minuto)
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3.1.1. ESTRATEGIA DE AGITACAO

Foram definidas trés estratégias a partir de resultados prévios do grupo
(dados néo publicados). Cada estratégia foi realizada em triplicata. Durante todos 0s
dias do experimento foram retiradas aliquotas de aproximadamente 1,8 mL de cada
frasco de cultura, para a realizacéo das analises pelo VICELL® e NOVA®. Os frascos

foram mantidos na estufa a 37°C, 5% CO..

A primeira estratégia consistiu na agitagdo dos frascos de cultura a
velocidade de 85 rpm durante os 10 dias de experimento em um agitador orbital, a
segunda a velocidade de 105 rpm. A terceira e Ultima estratégia consistiu na agitacéo
alternada. A estratégia de agitacdo alternada consistiu em expor os frascos a
diferentes velocidades de agitacdo ao longo da cultura. Entre o dia zero e dia 2, as
células foram expostas a 85 rpm. Entre o terceiro e quinto dia de cultura essas células
foram expostas a 105 rpm. A partir do sexto dia, a suspensédo celular foi exposta a

agitacdo de 65 rpm, condicdo mantida até o ultimo dia do experimento.

3.2. EXPERIMENTO 2

Usando os frascos contendo 60 mL de células Jurkat, avaliamos o impacto
de duas diferentes condi¢cdes de manutencéo, Fed-Batch e perfuséo, no rendimento
e qualidade celular. Cada condicdo foi realizada em triplicata. Durante todo o
experimento os frascos foram mantidos na estufa a 37°C, 5% CO2 em agitadores

orbitais programados para trabalhar em agitacdo a 65 rpm.

3.2.1. ESTRATEGIA FED-BATCH

A estratégia Fed-Batch consistiu na suplementacdo com aliquotas de
solucdo composta por 8g/L de glicose e 8 mmol/L de L-glutamina. O equivalente a
10% do volume de trabalho, ou seja, 6 mL, era adicionado a cultura em dias
alternados. Durante todos os dias do experimento foram retiradas aliquotas de
aproximadamente 1,8 mL de cada frasco de cultura, para a realizagdo das analises
pelo VICELL® e NOVA®.
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3.2.2. ESTRATEGIA PERFUSAO

A estratégia de perfuséo consistiu na substituicdo diaria do meio de cultura
recomendado pelo fabricante, RPMI-1640 ATCC®. Dado o modelo de cultura de
células em suspenséo, fez-se necessaria a centrifugacéo prévia das células a 125 x g
durante 5 minutos, de modo a formar um precipitado. Apos o procedimento de
centrifugagédo o meio era descartado. Em sequéncia eram adicionados ao frasco 60
mL do meio de cultura utilizado, RPMI-1640 ATCC®, e feita a ressuspensado das
células. Durante todos os dias do experimento foram retiradas aliquotas de
aproximadamente 1,8 mL de cada frasco de cultura, antes do procedimento de

perfusdo, para a realizacdo das analises pelo VICELL® e NOVA®.

3.3. VICELL®

Para a obtencéo de dados referentes a densidade, viabilidade, celularidade
e diametro celular, aliquotas de suspenséao das células Jurkat foram diluidas em azul
de trypan e analisadas pelo contador celular automatizando VICELL XR®. Os dados

apresentados foram analisados pelo software do equipamento.

3.4. NOVA®400

Para a realizacdo da andlise bioquimica das amostras foi utilizado
equipamento automatizado NOVA®400. Esse equipamento consegue medir nao
apenas o pH e a osmolaridade, como também identificar varios analitos em
suspensao, tais como: glicose, glutamato, glutamina, amonia (NH4*), ion sodio (Na*),

fon potassio (K*) e acido latico.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo da analise estatistica dos resultados foi utilizado o
software GraphPad Prism® 6. Foram construidos graficos e, para avaliar a presenca
de diferencas entre os grupos experimentais ao longo do tempo foi realizado um
ANOVA de dois critérios (two-way). Para realizacdo de comparacdes mdultiplas foi

realizado pos-teste de Bonferroni nos parametros que apresentaram ANOVA com p
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<0,05.

4. RESULTADOS

4.1. ESTRATEGIA DE AGITACAO SOBRE PARAMETROS
FISICOS E QUIMICOS DAS CELULAS JURKAT

Como pode ser observada na Figura 6A-D quanto aos parametros fisicos,
apesar da densidade de células viaveis cair ao longo de todas as condicfes
experimentais, o rendimento de células viaveis foi significativamente superior nas
culturas mantidas a 105 rpm, quando comparado tanto a 85 rpm (p <0,05) , quanto a
agitacdo alternada (p <0,01) (Fig. 6B). No caso do percentual de células viaveis, 105
rom mostrou ser melhor que a agitacdo alternada (p <0,05) (Fig. 6A). Melhores
resultados quanto a circularidade da célula foram observados quando os frascos
foram mantidos na agitacao de 85 rpm versus 105 rpm (p <0,05) (Fig. 6C). Finalmente,
nesse conjunto de analises, as estratégias de agitacao nao influenciaram o diametro

das células ao final do experimento (Fig. 6D).
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Figura 6. Estratégias de agitacdo nos parametros fisicos de células mantidas em suspensao.
Células Jurkat (0,5 x 108/mL) foram mantidas por 10 dias sob agitagdo a 85, 105 rpm, ou alternada.
Aliguotas da suspenséo celular foram obtidas em diferentes dias e analisadas quanto a percentual de
viabilidade (A), densidade de células viaveis (B), circularidade (C) e diametro celular (D). Os valores
médios (+ desvio-padrdo) dos grupos experimentais foram comparados através do teste ANOVA de
dois critérios seguido da andlise do pos-teste de Bonferroni.

Quanto a dosagem dos ions em suspensdo, foi observada uma queda
progressiva nas concentracdes de Na* (Fig. 7A) e K* (Fig. 7B) entre os dias 3 a 5 pés
cultura, com aumento progressivo até o ultimo dia de analise (9 d), sem, no entanto,
recuperar os mesmos valores dos tempos iniciais da cultura. A concentracéo do ion
Na* foi significativamente maior nos frascos de cultura mantidos a 85 rpm quando
comparado a 105 rpm (p<0,05). A velocidade de agitacdo, no entanto, nao impactou
nas concentracbes de K*. Ademais, nenhuma diferenca no rendimento de glutamina
(Fig. 8A), glutamato (Fig. 8B) e glicose (Fig. 8C) foi quantificada na suspensédo das
células mantida a diferentes velocidades. Os niveis de aménia acumulados, no
entanto, foram significativamente superiores em tempos tardios das culturas mantidas
a agitacdo alternada quando comparada a velocidade de 105 rpm (p <0,05) (Fig. 9A).
Nenhuma diferenca entre a concentracédo de lactato foi observada entre 0os grupos

(Fig. 9B). O coeficiente de variacdo da concentracdo de amodnia apresentou variagcao
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em intervalo curto (Fig. 9C). O coeficiente de variacdo do gréfico da concentracédo de
lactato demonstrou uma queda ao longo do tempo, chegando préximo do zero (0,03)

no 6 dia de experimento, mas com tendéncia a aumento discreto no 8° dia (Fig. 9D).
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Figura 7 Anélise das concentraces de Na* (A) e K* (B) em funcéo da velocidade de manutencéao
de células Jurkat. Suspensédo de células Jurkat (0,5 x 108/mL) foram mantidas por 10 dias sob
diferentes velocidades de agitacdo (rpm) e as concentracdes dos inos Na* (A) e K* (B) em suspensao
foram avaliadas em funcéo do tempo. Os valores médios (+ desvio-padrdo) dos grupos experimentais
foram comparados através do teste ANOVA de dois critérios seguido da analise do pos-teste de
Bonferroni.



35

Glutamina
A
6 -

‘/\ k - 105 RPM
4T L — N7 1 ! —4— Agitagdo Alternada
)
£
€ » B

\_4.-‘.
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Dia
B Glutam ato
1.51
- 105 RPM
1.0 - /I -4 Agitagdo Alternada
o ,LS.FU\:}
3 _
E J—/i‘_':!/
1S Olsl!lb——!r';
0.0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Dia
C Glicose
10+
8 p—F—a—— - 105 RPM
= —&— Agitacdo Alternada
6 -
=
o
4 -
B/
21 o /\u
N
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Dia

Figura 8. Analise das concentra¢cdes glutamina, glutamato e glicose em funcao do tempo e da
velocidade de manutencéo de células Jurkat. As concentra¢gBes de glutamina (A), glutamato (B) e
glicose (C) foram quantificadas na suspenséo de células Jurkat (0,5 x 108/mL) mantidas por 10 dias
sob diferentes velocidades de agitacdo (rpm). Os valores médios (+ desvio-padrdo) dos grupos
experimentais foram comparados através do teste ANOVA de dois critérios seguido da andlise do pos-
teste de Bonferroni
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Figura 9. Analise das concentracGes de amédnia e lactato em funcdo do tempo e da velocidade
de manutencédo de células Jurkat. As concentracbes de amdnia (A) e lactato (B), assim como as
variacdes desses metabolitos (C e D) em suspenséo de células Jurkat (0,5 x 108/mL) foram avaliados
sequencialmente até o nono dia de cultura de culturas mantidas sob diferentes velocidades de agitagao
(rpm). Os valores médios (+ desvio-padréo) dos grupos experimentais foram comparados através do
teste ANOVA de dois critérios seguido da analise do pés-teste de Bonferroni.

Por fim, fechando esse conjunto de experimentos, observa-se que enquanto a
osmolaridade aumenta (Fig 10A), o pH diminui ao longo do tempo de cultura (Fig.
10B). Quanto a influéncia da agitacéo sobre esses parametros, n6s observamos uma
diminuicdo no pH significativamente superior nas culturas de células Jurkat mantidas
a 105 rpm versus agitacdo alternada (p<0,05). N&o foi observada diferenca

significativa entre os grupos nas varia¢cdes da osmolaridade (Fig. 10).



37

A Osmolaridade
400 7
85 RPM
- 105 RPM
350 L
—&— Agitacdo Alternada
-
£
2]
(@]
£
2504
200 T T 1

Dia
B pH
4
7.5*‘\
|
\ - 105 RPM
\,, —4— Agitacdo Alternada
7.0 \\\
I | |
o \
\ e
Ny -
6.5+ N
T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Dia

Figura 10. Influéncia da velocidade de manutencéo da suspenséo celular na osmolaridade e pH
da cultura. As concentragBes de amdnia (A) e os valores de pH (B) foram avaliados em suspenséo de
células Jurkat (0,5 x 10%/mL) mantidas por 10 dias sob diferentes velocidades de agitacdo (rpm). Os
valores médios (+ desvio-padrdo) dos grupos experimentais foram comparados através do teste

ANOVA de dois critérios seguido da analise do pés-teste de Bonferroni.

4.2. IMPACTO DA MANUTENCAO DE CELULAS EM
CONDICOES DE FED-BATCH E PERFUSAO SOBRE
PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS.

Este conjunto de experimentos avaliou o impacto das estratégias de Fed-Batch
e perfusdo sobre parametros fisicos e quimicos de células Jurkat em funcéo do tempo

de cultura. Como pode ser observada na figura 11A-D, a partir do 22 ao 49 dia de
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cultura, as duas condi¢des parecem influenciar, de forma significativa, os parametros
fisicos das células Jurkat. Na figura 11A, é notavel que a densidade de células viaveis
foi significativamente maior no grupo sob a estratégia de perfusdo (p<0,0001). A
viabilidade celular no grupo submetido a Fed-Batch decaiu ao longo do tempo,
enquanto no grupo sob perfusdo se manteve acima de 90% durante os 10 dias de
experimento, enquanto o grupo sob Fed-Batch a partir do dia 6 apresentou declinio
acentuado da viabilidade atingindo em torno de 60% ao fim do experimento (p<0,001)
(Fig.11B).

A circularidade celular apresentou aumento até o dia 1 para o grupo submetido
a Fed-Batch e até o dia 3 no grupo sob perfuséo, seguido de uma reducao até o ultimo
dia de cultura em ambos os grupos. Nota-se uma diferenca significativa entre os
grupos a partir do dia 3 de cultura, destacando uma menor diminui¢cdo na circularidade
celular ao longo da cultura no grupo submetido a estratégia de perfuséo (p<0,05) (Fig
11C). Quanto ao didametro celular observa-se algo semelhante a circularidade, um
aumento até o dia 1 no grupo sob Fed-Batch e até o dia 3 para o grupo sob perfuséo,
seguido de uma reducéo até o Ultimo dia de cultura. E possivel observar diferenca
significativa entre os grupos a partir do 2° dia de cultura, e, assim como na
circularidade, o grupo sob a estratégia de perfusdo, sofreu uma menor diminui¢cdo no

diametro celular ao longo da cultura (p<0,001) (Fig 11D).
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Figura 11. Estratégias de manutencdo nos parametros fisicos de células mantidas em
suspensdo. Células Jurkat (0,5 x 10%/mL) foram mantidas por 10 dias sob estratégia de perfusédo ou
Fed-Batch. Aliquotas da suspensao celular foram obtidas em diferentes dias e analisadas quanto a
densidade de células viaveis (A), percentual de viabilidade (B), circularidade (C) e diametro celular (D).
Os valores médios (+ desvio-padréo) dos grupos experimentais foram comparados através do teste
ANOVA de dois critérios seguido da analise do pés-teste de Bonferroni. Dados de circularidade e
didmetro celular para o dia 9 encontram-se ausentes devido a falha do equipamento. No dia 9 a
densidade e viabilidade celular foram obtidas manualmente por meio de contagem utilizando a cAmara
de Neubauer.

Quanto aos parametros quimicos, nds observamos que as concentracdes dos
ions Na* e K* apresentaram, no geral, uma reducdo. Ao longo da cultura a
concentracdo desses ions flutuou, chegando ao fim da cultura em menor
concentracdo comparado ao inicio (Fig.12). Nota-se que a variacao foi
significativamente menor no grupo submetido a perfusdo. Essa diferenca pode ser
observada a partir do dia 4 até o ultimo dia de cultura, exceto no dia 7 para o Na*
(p<0,05) (Fig.12A) e nos dias 6 e 7 para o K* (p<0,001) (Fig.12B).
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Figura 12. Andlise das concentracdes de Na* (A) e K* (B) em fung¢do da estratégia de manutenc¢ao
de células Jurkat. Suspensdo de células Jurkat (0,5 x 108/mL) foram mantidas por 10 dias sob
estratégia de perfus@o ou Fed-Batch. e as concentragBes dos ions Na* (A) e K* (B) em suspensao
foram avaliadas em func¢éo do tempo. Os valores médios (+ desvio-padréo) dos grupos experimentais
foram comparados através do teste ANOVA de dois critérios seguido da andlise do pds-teste de
Bonferroni.

Referente a concentracdo de glicose, observou-se que a variacdo se deu de
forma distinta entre os grupos (p<0,001) (Fig 13). Nesse caso, 0 grupo sob Fed-Batch
apresentou flutuagcdo menos drastica ao longo dos dias comparado ao grupo sob
perfusdo (Fig 13). Durante a cultura foi possivel observar um aumento progressivo na
concentracao de glutamato em ambos 0s grupos, sem, no entanto, notar diferencas
significativas entre eles (p>0,05) (Fig 14A). Quanto a glutamina, foi observado um
comportamento semelhante ao da concentracdo de glicose (Fig 13), tendo o grupo

sob perfusdo sofrido variagbes mais drasticas (Fig 14B). Nota-se uma diferenca
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significativa na concentracdo de glutamina entre 0s grupos a partir do dia 2 até o ultimo
dia, exceto no dia 7 (p<0,001) (Fig 14B).
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Figura 13 Anédlise da concentracdo de glicose em funcdo do tempo e da estratégia de
manutenc¢do de células Jurkat. As concentracdes de glicose foram quantificadas na suspenséo de
células Jurkat (0,5 x 10%/mL) mantidas por 10 dias sob estratégia de perfusdo ou Fed-Batch. Os valores
médios (+ desvio-padrdo) dos grupos experimentais foram comparados através do teste ANOVA de
dois critérios seguido da andlise do pos-teste de Bonferroni
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Figura 14. Analise das concentracfes glutamina e glutamato em fun¢ao do tempo e da estratégia
de manutencdo de células Jurkat. As concentragdes de glutamato (A), glutamina (B) foram
guantificadas na suspensao de células Jurkat (0,5 x 108/mL) mantidas por 10 dias sob estratégia de
perfusdo ou Fed-Batch. Os valores médios (x desvio-padrdo) dos grupos experimentais foram
comparados através do teste ANOVA de dois critérios seguido da analise do pés-teste de Bonferroni

Com referéncia as concentracdes de lactato e amdnia, nés observamos um
aumento progressivo de ambos ao longo da cultura. Quanto a variacdo na
concentracdo de lactato, os grupos ndo apresentaram diferengas significativas
(p>0,05) (Fig 15A). A concentracdo de amoOnia apresentou uma diferenca significativa
entre 0s grupos a partir do segundo dia de cultura (p<0,0001) (Fig 15B). A estratégia
de perfusdo apresentou concentracdo de amonia significativamente menor que Fed-
Batch entre os dias 2 e 5, e significativamente maior entre o dia 6 e 9 (p<0,0001) (Fig
15B).
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Figura 15. Andlise das concentrac8es de am6nia e lactato em funcado do tempo e da velocidade
de manutencéo de células Jurkart. As concentragfes de lactato (A) e amdnia (B), em suspenséo de
células Jurkat (0,5 x 10%/mL) foram avaliados até o nono dia de cultura. Essas células foram mantidas
sob estratégia de perfusdo ou Fed-Batch. Os valores médios (+ desvio-padrdo) dos grupos
experimentais foram comparados através do teste ANOVA de dois critérios seguido da analise do pés-
teste de Bonferroni.

Por fim, como pode ser observado na figura 16, o pH (Fig.16A) decaiu ao longo
do tempo. O pH da cultura submetida a perfusdo sofreu menor reducdo quando
comparado ao grupo sob Fed-Batch (p<0,0001) (Fig 16A). Quanto a osmolaridade,
também nota-se uma diferenca significativa entre 0os grupos, no entanto somente a
partir do 4° dia de cultura (p<0,0001) (Fig 16B). Observa-se uma reducédo da
osmolaridade no grupo submetido a Fed-Batch ao longo da cultura, apresentando uma
osmolaridade média de 266,5 mOsm/L (+18,9). O grupo sob perfusédo apresentou
menor variagao, apresentando uma média de 278,9 mOsm/L (+4,81).
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Figura 16. Influéncia da estratégia de manuten¢ao da suspensao celular na osmolaridade e pH
da cultura. Os valores de pH (A) e a osmolaridade (B) foram avaliados em suspenséo de células Jurkat
(0,5 x 108/mL) mantidas por 10 dias sob diferentes estratégias de manutencéo (perfusao ou Fed-Batch).
Os valores médios (+ desvio-padrédo) dos grupos experimentais foram comparados através do teste
ANOVA de dois critérios seguido da analise do pds-teste de Bonferroni.

5. DISCUSSAO

A otimizacdo do processo de cultura de células em pequena escala € um
processo essencial, pois ndo apenas minimiza custos, como leva um tempo menor
para ser desenvolvida, 0 que permite gerar mais dados em um menor periodo de
tempo. (KERN et al., 2016) Devido a ampla aplicacao clinica de uma terapia baseada
em células T, o desenvolvimento de estratégias 6timas para o cultivo desses linfocitos
em pequena escala é o primeiro passo para que posteriormente o cultivo se dé em
biorreatores de maior escala.
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Noés avaliamos parametros fisicos e quimicos e sua influéncia sobre o cultivo
de células Jurkat. A osmolaridade desempenha papel importante na sobrevivéncia das
células, e por isso € considerada um dos fatores fisicos mais importantes no cultivo
de células. Visto que um meio de baixa ou alta osmolaridade pode ameacar a
sobrevivéncia das células, a mesma deve ser monitorada durante o cultivo.
(FRESHNEY, 2010; NELSON; COX, 2014). Autores reportam o aumento gradual da
osmolaridade em sistemas Fed-Batch, que se da devido ao acumulo de metabdlitos
(ALTAMIRANO et al., 2004; XIE; WANG, 1994), o que foi observado em parte do
conjunto objetivando avaliar o papel da estratégias de agitacdo sobre os parametros
de cultura de células Jurkat. O processo de aeracéo, realizado por meio da agitacao,
pode contribuir para o aumento da osmolaridade dado que moléculas de Oz e CO2
séo dissolvidas no meio de cultura (KIMURA; MILLER, 1996). No entanto, ndo foram
observadas diferencas entre as velocidades testadas sobre a osmolaridade. Por outro
lado, em nosso sistema em perfusdo, em que o meio de cultura € substituido
diariamente, ndo observamos alteracdes tdo dramaticas na osmolaridade como visto
no sistema Fed-Batch. NOs observamos uma constante queda na osmolaridade no
sistema Fed-Batch ao longo da cultura. Esse resultado foi inesperado, desde que
nutrientes sdo adicionados em sistemas Fed-Batch, o que deveriam aumentar a
osmolaridade do meio de cultura (DORAN, 2013; NELSON; COX, 2014). No entanto,
vale ressaltar que macromoléculas e proteinas presentes em suspensao sdo capazes
de se ligarem a ions e moléculas de baixo peso molecular, o que afeta diretamente a

osmolaridade, e possivelmente poderia causar sua diminuicdo (WAYMOUTH, 1970).

Vale ressaltar que células de espécies diferentes apresentam osmolaridade
otima distinta. Células humanas, por exemplo, apresentam osmolaridade 6tima em
torno de 290 mOsm/kg, enquanto células de camundongos apresentam osmolaridade
ideal em torno de 312 mOsm/kg. Apesar de na prética as células em geral tolerarem
osmolaridade entre 260 mOsm/kg e 320 mOsm/kg, uma vez estabelecida, a mesma
deve ser mantida consistente, variando cerca de +10mOsm/kg (FRESHNEY, 2010).
O unico grupo experimental da série de experimentos que apresentou osmolaridade

variando dentro do intervalo recomendado foi o grupo submetido a perfuséo.

Sais sd0 0s principais componentes que contribuem para mudancas na
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osmolaridade do meio de cultura. Nas culturas mantidas sob diferentes velocidades
de agitacao, a osmolaridade ndo apresentou diferencas significativas entre 0os grupos,
também observado na K*. A concentracdo de Na+ apresentou diferenca significativa
entre o grupo submetido a 85 rpm vs. 105 rpm. Na rotina da cultura em larga escala,
ions como Na* e K* ndo tem suas concentra¢cdes monitoradas. Apesar de nao terem
alterado a osmolaridade no presente estudo, esses ions sdo essenciais na regulacéo
do potencial de membrana. (FRESHNEY, 2010; NELSON; COX, 2014) No caso de
células T, um grupo de pesquisadores observou que a elevacdo da concentracédo de
K* extracelular pode resultar na supressao da sua funcao efetora. Autores observaram
gue essa concentracdo elevada de K* suprimia a ativacdo de células T amplamente.
Os linfocitos T CD4* dos subtipos Thi e Thiz também tiveram suas atividades
suprimidas. Adicionalmente, foi observado que a elevagdo na concentracdo de Na*
contribui para a ocorréncia de um comportamento patolégico das células T,

promovendo, inclusive, a autoimunidade (EIL et al., 2016).

Os metabdlitos monitorados nesse estudo, amonia e lactato, sdo descritos por
diversos autores como 0s principais limitadores do crescimento e produtividade
celular. (EIBL; WERNER; EIBL, 2009; FREUND; CROUGHAN, 2018; XIE; WANG,
1994) A concentracdo de amonia e lactato, como esperado, apresentou crescimento
ao longo da cultura, no entanto suas taxas de crescimento apresentaram
caracteristicas distintas. A concentracdo de amonia, até o 10° dia de cultura,
apresentou tendéncia a um crescimento linear quando os frascos contendo células
foram submetidos a diferentes velocidades. A concentracédo de lactato apresentou
crescimento positivo, no entanto, decrescente até o dia 5. A partir do dia 6 apresentou
um crescimento mais discreto. Pesquisadores argumentam que, muitas vezes, em
procedimentos Fed-Batch e perfusdo, a suplementacdo nutricional, ao invés de
beneficiar, pode levar a um aumento ainda maior da amonia e do lactato (GORFIEN
et al., 2003).

Estratégias Fed-Batch, apresentam variados regimes de suplementacéo,
podendo ser esta composta de nutrientes especificos ou até mesmo de meio completo
(DORAN, 2013). As necessidades nutricionais variam de acordo com o tipo celular.

Em alguns casos meios complexos demais podem ser inadequados e levar a uma
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baixa produtividade e longevidade celular (GORFIEN et al., 2003). Meios de cultura
comumente apresentam elevadas concentracfes de glicose e glutamina. Esses
nutrientes séo considerados essenciais e sdo encontrados em grande parte dos meios
de cultura comercializados. Em ambas condi¢des experimentais testadas no presente
estudo, as concentracbes de glicose e glutamina apresentaram comportamento
previsto. Como esperado, as concentracfes de glicose e glutamina foram
significativamente maiores nas culturas mantidas em sistema Fed-Batch quando
comparado a perfuséo, e isso € explicado pela adi¢do diaria dessas biomoléculas na
primeira condi¢do, o que néo foi realizado no sistema de perfusdo. Na literatura é
apontado que a agitacdo pode aumentar o consumo de glicose pelas células, no
entanto ainda ndo esta claro se trata-se de um aumento na conversao de glicose em
acido latico, ou do consumo pelas células para formar ATP (HO; WANG, 1991). A
glutamina j& foi apontada na literatura como importante aminoacido na proliferacéo de
linfocitos e sua manutencao da viabilidade celular. Pesquisadores observaram que a
suplementacao de glutamina impactava de maneira dose-dependente na producao de

IL-2, proliferacéo e viabilidade celular de células Jurkat (CHANG et al., 2002).

A glutamina é um amino&cido importante, no entanto, em meios de cultura tem
comportamento instavel. A molécula além de ser utilizada pelas células, pode sofrer
degradacéao no meio, e ser convertida em glutamato e amoénia (OZTURK; PALSSON,
1990). Ao longo da cultura, em ambas condicbes experimentais um aumento na
concentracdo de glutamato foi observado, mas sem diferenca significativa. Esse
resultado ja era esperado. O glutamato € um neurotransmissor importante, pois
células do sistema nervoso expressam uma vasta gama de receptores para esta
molécula. De forma interessante, linfécitos T também expressam receptores de
glutamato, e por isso essa molécula pode influenciar o comportamento funcional
dessas células (LEVITE, 2017). Pesquisadores reportam que o glutamato em
concentragdes baixas (10nM), ao se ligar a GIuR3 (do inglés, a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid subtype 3) estimula a interagdo entre integrinas e
moléculas de fibronectina e laminina. Essas integrinas geralmente s6 sao expressas
por linfécitos T ativados (GANOR et al., 2003). Em outro estudo autores reportam que
o glutamato é capaz de reduzir a expressao de FasL por linfocitos T, o que diminui a
sua suscetibilidade a morte por apoptose. (CHIOCCHETTI et al., 2006).
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O pH é um parametro que deve ser monitorado regularmente, visto que
pequenas alteracbes podem alterar o estado de ionizacdo de moléculas, e,
consequentemente, a funcdo de proteinas. (FRESHNEY, 2010; NELSON; COX,
2014). A maior parte das linhagens celulares apresentam pH 6timo de 7,4, no entanto
algumas linhagens de células transformadas toleram bem um pH entre 7 e 7,4 No
cultivo de células in vitro, é esperada a reducao gradual do pH, visto que a maioria
dos metabdlitos apresentam carater acidico.(DORAN, 2013; FRESHNEY, 2010;
NELSON; COX, 2014) Em ambas condi¢cdes experimentais foi observada uma
reducdo no pH, sendo essa queda menos proeminente nas culturas mantidas em
perfusdo quando comparado a fed-batch. Esse resultado era esperado, visto que o
meio era renovado diariamente, 0 que evitaria 0 acumulo de metabdlitos acidicos e,

consequentemente, a reducéo do pH.

Por muitos anos na literatura, o estresse hidrodindmico vem sido discutido
como um fator limitante no desenvolvimento de produtos produzidos por células de
mamiferos. Densidades maiores de células demandam um aumento no kLa, o que
demanda um aumento na agitacdo do meio de cultura (HU; BERDUGO; CHALMERS,
2011). Em um dos experimentos realizados foram comparadas estratégias distintas
de agitacdo sobre uma linhagem de células T humanas. Levando em consideracao
parametros como a densidade de células viaveis e o percentual de células viaveis, a
velocidade de 105 rpm apresentou maior densidade celular comparada aos outros

grupos.

Na literatura reporta-se que células cultivadas em suspensao geralmente
apresentam maior tolerancia a agitacdo. Nao foram observadas diferencas
significativas no percentual de viabilidade de células entre células expostas a 105 rpm
e 85 rpm. No entanto, a agitacéo alternada comparada a 105 rpm apresentou menor
percentual de viabilidade. Pesquisadores apontam que a velocidade de agitagéo deve
ser mantida sobre um intervalo curto, de modo que n&o exponha as células a um
estresse hidrodinamico muito expressivo (SCHAFFER et al., 2011). Berdugo
(BERDUGO, 2010) aponta que células sobre estresse hidrodindmico passam a
expressar proteinas de estresse celular. Ademais, esse tipo de estresse também

parece afetar a duracdo da fase lag, e a sensibilidade também parece estar
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relacionada a fase de crescimento em que as células se encontram. Além disso,
velocidades de agitacdo mais altas podem contribuir para a formacao de bolhas, o que
pode ser um problema. Ao estourarem bolhas podem exercer forcas consideraveis
sobre as células, o que pode impactar a viabilidade das mesmas (NATARAJAN et al.,
2017).

A densidade celular e o percentual de viabilidade apresentaram diferencas
expressivamente significativas entre as culturas de células mantidas em perfusao
apresentam melhores indices nos parametros fisicos das células quando comparado
ao sistema de fed-batch. Esses resultados eram esperados visto que o sistema em
perfusdo minimiza os efeitos dos principais limitadores do crescimento e viabilidade
celular. A manutencdo de um pH mais estavel, a minimizagdo do acumulo de
metabdlitos toxicos como amonia e o lactato, e a prevencao da deplecado de nutrientes,
sdo fatores que fazem com que o sistema em perfusdo permita maior crescimento e
viabilidade celular (HILLER et al., 2017; VOGEL et al., 2012; WARIKOO et al., 2012;
WARNOCK; AL-RUBEAI, 2006).

Quanto a influéncia de diferentes velocidades sobre os parametros fisicos, nos
observamos que a circularidade de células expostas a 85 rpm foi maior que das
células expostas a 105 rpm. Além disso, o diametro celular ndo apresentou diferencas
significativas quando comparados 0s grupos entre si. Esses resultados eram
esperados visto que autores reportam que expor células a altas velocidades de
agitacdo pode induzir alterac6es na morfologia das mesmas (YAGASAKI et al., 2003).
Esses mesmos parametros também foram melhores nas culturas mantidas em
sistema de perfusdo quando comparado a fed-batch. O acumulo de metabdlitos e a
variagdo na osmolaridade podem contribuir para alteracbes na morfologia celular
(DORAN, 2013; FREUND; CROUGHAN, 2018), o que ndo ocorre no sistema em

perfusdo, minimizando portanto os efeitos sobre a circularidade e diametro celular.

6. CONCLUSAO

Nos dias atuais, encontram-se no mercado numerosos medicamentos
biologicos. Desde enzimas a anticorpos monoclonais, que séo produtos proteicos. A

terapia imunocelular tem como produto final células que sao o proprio mecanismo de
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acdo do farmaco. Portanto, deve se atentar ao fato de que essas células devem estar
saudaveis para que possam ser transferidas para o paciente. Para isso a otimizacao

do processo de cultivo dessas células deve ser priorizada.

A partir deste estudo é possivel concluir que entre as velocidades de agitacédo
testadas, a que apresentou melhor desempenho quanto a densidade celular foi a
velocidade de 105 rpm, no entanto, a velocidade de 85 rpm apresentou menor
alteracdo na morfologia celular. Tendo em mente o desenvolvimento de terapias
imunocelulares, a velocidade 6tima seria 85 rpm, pois além de mesmo percentual de
células viaveis, a morfologia dessas células foi menos afetada, quando comparadas
as ceélulas expostas a 105 rpm.

Quanto a estratégia de suporte da cultura, o melhor desempenho foi obtido
pelas células submetidas a perfusdo. De modo geral, os par@metros importantes
apresentaram menores flutuacGes comparado a estratégia Fed-Batch, como a
osmolaridade, o pH, a circularidade e o diametro celular. Além disso o crescimento e
a viabilidade das células submetidas a perfusdo foi expressivamente maior quando
comparado a estratégia Fed-Batch.
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